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Cig Siitlerden izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin Kolesterol Asimilasyonu
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Yiiksek kolesterol seviyelerinin digiiriilmesi kalp-damar hastaliklar1 riskini
azaltmakta ve daha kaliteli bir yasam tarzi olusumuna katki saglamaktadir. Insanlarin
beslenme konusunda bilinglenmesi ve kolesterol diisiiriicii ilaglarin yan etkilerinin olmasi
farkli arayislar1 beraberinde getirmistir. Giiniimiize kadar yapilan ¢alismalarda laktik asit
bakterilerinin kan kolesterol seviyesini farkli mekanizmalarla azaltict etki potansiyeline
sahip oldugu ortaya koyulmustur. Bu tez ¢alismasinda Burdur merkez, ilge ve kdylerinden
toplanan 24 farkli ¢ig siit 6rneginden laktik asit bakterileri izole edilmistir. izolatlarm
kolesterol asimilasyon oranlar1 (%) belirlenmistir. Kolesterol asimilasyon oranlar1 %27,90
ile %82,17 arasinda degisim gosteren izolatlardan 9 tanesi secilerek 16s rRNA dizi analizi
sonuglarina gore tanimlanmistir. Tanimlama sonuglarina gore farkli diizeylerde kolesterol
asimilasyonu aktivitesine sahip ilgili izolatlarin Lactococcus lactis, Lactococcus garvieae,
Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Enterococcus lactis ve Enterococcus mundtii
tiirleri oldugu tespit edilmistir. En yiiksek kolesterol asimilasyonu degeri ise %82,17 ile
Enterococcus faecium tiirlinde gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterileri, kolesterol, ¢ig siit, Enterococcus faecium

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel
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Lowering high cholesterol levels reduces the risk of cardiovascular diseases and
contributes to a better quality in healthy life. The increased awareness of people towards
healthy nutrition and the adverse side effects of cholesterol-lowering drugs have
accelerated scientific studies on alternative methods to reduce high blood cholesterol
levels. Current studies have shown that lactic acid bacteria may have a potential to reduce
blood cholesterol levels by different mechanisms. In this study, lactic acid bacteria were
isolated from 24 different raw milk samples collected from the center, districts and villages
of Burdur city in Turkey. Cholesterol assimilation values (%) of isolates were determined.
Nine of the isolates having cholesterol assimilation values ranged from 27.90 to 82.17%
were selected and identified according to the results of 16s rRNA sequence analysis.
Results indicated that isolates with different levels of cholesterol assimilation activities
were determined to be Lactococcus lactis, Lactococcus garvieae, Enterococcus faecium,
Enterococcus durans, Enterococcus lactis and Enterococcus mundtii species. The highest
cholesterol assimilation value (82.17%) was observed in Enterococcus faecium species.

Keywords: Lactic acid bacteria, cholesterol, raw milk, Enterococcus faecium
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1. GIRIS

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan aciklanan verilere gore, kandaki yiiksek
kolesterol seviyesinin de risk faktorleri arasinda yer aldigi kardiyovaskiiler hastaliklar
(KVH), 2019 yilinda tahminen 17,9 milyon insanin 6liimiine neden olmus ve bu oliimler
tiim kiiresel 6liim nedenlerinin %32 ’sini olusturmustur (WHO, 2021).

Kandaki fazla kolesteroliin damarlarda birikmesiyle olusan ateroskleroz (damar
sertligi) adi verilen rahatsizlik nedeniyle gergeklesen Oliimler, diinyada oldugu gibi
iilkemizde de olduk¢a yaygindir (Ozcan, 2007; Zengin, 2012). Ateroskleroz, hastalarin
yasam siiresini kisaltmanin yani sira hayat kalitesini de olumsuz yonde etkilemektedir
(Aktimur, 2011). T.C Saglik Bakanligr Halk Sagligi Genel Miidiirliigii’'nce 2019 yilinda
paylasilan bilgilere goére, bulasict olmayan hastaliklar arasinda en ¢ok oliime KVH’ler
neden olmaktadir. Yine Tirkiye’de her iki Olimden biri kalp ve damar hastaliklari
kaynakli olmasina ragmen, bu 6liimlerin %80’i dnlenebilecek durumdadir. Bu sebeple kan
kolesterol seviyelerinin saglikli bir insan i¢in izin verilen sinirlar igerisinde olmasi oldukga
Oonemlidir.

Yiiksek yagli gidalarla beslenmek insan viicudunda kolesterol birikmesine neden
olarak KVH’ye zemin hazirlamaktadir (Lee vd., 2010). Bu nedenle diyetle alinan toplam
yag ve doymus yag asitlerinin azaltilmast KVH’1n olusma riskini diisiirmektedir (Baysal,
2006). Sebze, meyve, tam tahilli, yiiksek lifli ve omega 3 igeren gidalardan olusan saglikli
bir diyet ve diizenli egzersiz ile kan kolesterol seviyesini diistirmek miimkiindiir (Bruckert
ve Rosenbaum, 2011; Sarzynski vd., 2018). Uygun sekilde beslenme ve egzersiz ile kan
kolesterol seviyesinin azaltilamadigi durumlarda ilag tedavisine bagvurulmaktadir. Ancak
alinan ilaglarin potansiyel yan etkileri nedeniyle, bireylerin beslenme aligkanliklarinda
blyiik degisiklikler gerektirmeyecek bir uygulamanin kan kolesterol seviyelerinin
diisiiriilmesi i¢in daha sagliklt bir yaklasim olacagi diisiiniilmektedir (Golay vd., 1990).
Son yillarda tiiketicilerin giivenilir ve sagliga olumlu etkileri olan gidalara kars: artan ilgisi
nedeniyle, kan kolesterol seviyesinin disiiriilmesine yardimc1 gida ve/veya gida
takviyelerinin gelistirilmesi konusunda diinya genelinde ¢aligmalar yapilmaktadir.

Kolesterol seviyesini azaltici etkisi de bulunan laktik asit bakterileri (LAB), saglk
lizerine bir¢ok potansiyel yararli etkisi nedeniyle ilgi odagi olmustur ve olmaya devam

etmektedir (Gilliland, 1990). Yapilan bir¢ok calismalarda LAB’nin kolesterol seviyesinin



diistiriilmesinde onemli bir etkiye sahip oldugunun belirlenmesi bu bakterilere olan ilgiyi
daha da arttirmistir (Giirsoy vd., 2011).

Bu calismada, ¢ig siitlerden laktik asit bakterilerinin izole edilmesi, izolatlarin
kolesterol asimilasyonu aktivitesinin belirlenmesi ve kolesterol asimilasyonu aktivitesine

sahip bazi izolatlarin tanimlanmas1 amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Laktik Asit Bakterileri (LAB)

Kullanimi ¢ok eski zamanlara dayanmasina ragmen 19. yiizyilda bilimsel ve teknik
gelismelere Onciiliik etmeye baslayan LAB; Gram pozitif, katalaz negatif, aerotolerant,
spor olusturmayan (Sporalactobacillus inulinus harig), karbonhidratlarin fermentasyonu
esnasinda baglica son {iriin olarak laktik asit iireten, cogunlugu hareketsiz, kok veya ¢ubuk
seklindeki mikroorganizmalardir (Stiles vd., 1997; Isleroglu vd., 2008; Yiiksekdag ve
Beyatli, 2009). LAB asit, alkali ve tuza karsi toleransli (bazi cinsler %6,5 tuz
konsantrasyonuna tolerans gosterirken, Tetragenococcus cinsi %18 tuz konsantrasyonunu
tolere edebilir) olmasmin yami sira, 10-45°C sicakliklar1 arasinda gelisebilmektedir
(Axelsson, 1998). Ayrica LAB genellikle pH 4,0-4,5 araliginda gelisirken, pH 3,2°de ve
pH 9,6’da aktif olan tiirleri de vardir (Caplice ve Fitzgerald, 1999).

LAB’nin en Onemli cinsleri Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Carnobacterium, Tetragenococcus
ve Bifidobacterium’dur (Klein vd. 1998).

LAB, genel olarak giivenli (GRAS) bakteriler olarak kabul edilmekte ve genellikle
sit, et ve sebze gibi besin igerigi yiiksek ortamlarda bulunmaktadir (Limsowtin vd., 2003;
Isleroglu vd., 2008). Gida ve yem fermentasyonunda &nemli rol oynayan laktik asit
bakterileri aym1 zamanda saglikli insan ve hayvanlarin mukozal yiizeylerinde
bulunabilmektedir (Axelson, 1998).

LAB, metabolik o6zelliklerinden dolayr bircok fermentasyon isleminde rol
oynayarak gidalar1 daha sindirilebilir hale getirmenin yaninda fermente gidalarin tadina,
aromasina ve dokusuna da katkilar saglamaktadir (Caplice ve Fitzgerald, 1999). Bunun
yant sira iirettikleri organik asitler, hidrojen peroksit, diasetil ve bakteriyosinler sayesinde
patojen mikroorganizmalarin gelismesini inhibe ederek, besin kalitesini korur ve gidalarin
raf Omriinii uzatmaya yardimci olur (Zhu vd., 2000; Parada vd. 2007). LAB, ticari starter
kiiltiirlerin ¢ogunlugunu olusturmakta ve saglik, pazarlama, teknoloji gibi bir¢cok agidan
avantaj saglamaktadir (Hansen, 2002; Leroy ve Vuyst, 2004).

LAB’nin, bagirsak florasi iizerinde olumlu etki gdstermesi, bagisiklik sisteminin
giiclendirilmesi, agiz mikroflorasinin diizenlenmesi, tirogenital rahatsizliklarin 6nlenmesi
ve kandaki kolesterol seviyesinin diisiiriilmesi gibi saglhiga yararli birgok etkisi

bulunmaktadir (Lee vd., 2009; Giirsoy ve Kinik, 2006).



2.2. Kolesterol

Kolesterol tiim hayvanlarin hiicre zar1 ve kan plazmasinda esterlesmis veya serbest
halde bulunan, hayvansal kaynakli steroller arasindaki en bilinen bilesiktir (Ertas, 2017).

Kolesteroliin yapist Sekil 2.1°de verilmistir.

m“/ L LA
I\ (H|H
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Sekil 2.1. Kolesteroliin kimyasal yapis1 (Gazel, 2016)

Kan plazmasinda kolesterol, lipoproteinler tarafindan tasinir (Celebi ve Karaca,
2006). Bu lipoproteinlerden diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterolii birgok
dokuya tasirken, yiikksek yogunluklu lipoprotein (HDL) ile kolesterol dokulardan
karacigere taginir, burada degismeden veya ters kolesterol tasinmasi olarak bilinen siire¢
ile safra asitlerine doniistiiriilerek viicuttan atilir (Mayes vd., 2003). Safra asitlerinin
onemli bir bileseni olan kolesterol, beslenme yoluyla disaridan alinabildigi gibi viicut
tarafindan da sentezlenmektedir (Mayes vd., 2003; Kotancilar vd., 1995). Viicutta D
vitamini ve cesitli steroid hormonlar1 iiretiminde rol oynayan kolesterol ayn1 zamanda
hiicre zarlarinin yapimi ve onarimmu ic¢in de gereklidir (Kiiciikkaya, 2008). Yapilan
arastirmalar sonucunda kandaki HDL seviyesinin, ateroskleroz riski ile ters orantili oldugu,
yani HDL seviyesi arttikca ateroskleroz olma riskinin azaldig: belirtilmistir (Toth, 2005).
Ancak kanda olmasi gereken miktardan fazla bulunan LDL, damar duvarinda birikerek
damarimn tikanmasina ve bunun sonucunda da kalp krizi veya felce neden olabilmektedir
(Brown ve Goldstein 1984). Bundan dolay1 LDL kétii kolesterol, HDL ise iyi kolesterol
olarak bilinmektedir (Toth, 2005). Tirk Kardiyoloji Dernegi’nin 2002 yilinda yaymlamis
oldugu Koroner Kalp Hastaligi Korunma ve Tedavi Kilavuzu’na gore toplam kolesterol
200 mg/dL’den diisiik, LDL kolesterol 130 mg/dL’den diisikk, HDL kolesterol 40
mg/dL’den yliksek ise degerler normal olarak kabul edilmektedir. 60 mg/dL’den daha



yiikksek HDL seviyeleri kalp hastaligi riskini azaltmaya yardimei olmaktadir (Barter vd.,
2003).

Kolesterol bir zoo-sterol olup hayvansal kaynakli gidalarda bulunmaktadir
(Albuquerque vd., 2016). Beslenme yoluyla yliksek oranda alinan doymus yag asitleri ile
LDL kolesterol, tekli doymamis yag asitleri alimi ile HDL kolesterol miktar1 artmaktadir
(Ongiin Yilmaz, 2018).

Son yillarda serum kolesterol seviyesini azaltmaya yonelik yeni yaklagimlar s6z

konusudur.

2.3. LAB’nin Kolesterol Diisiiriicii Etkilerini A¢iklayan Olas1 Mekanizmalar

LAB’nin kolesterol diistiriicii etkisi hala belirsizligini korumakla birlikte farkli
mekanizmalar ©6ne siiriilmiistir (Lye vd., 2010). Bu mekanizmalar; kolesterol
asimilasyonu, safra tuzlarinin dekonjugasyonu, bakteri hiicre duvarina kolesteroliin
tutunmasi, kolesteroliin koprostanole doniismesi ve kisa zincirli yag asitlerinin tiretimi

olarak aciklanabilmektedir (Ooi vd., 2010).

2.3.1. Kolesterol Asimilasyonu

Kolesterol, LAB tarafindan hiicre zarina dahil edilerek asimile edilmektedir (Ooi
vd., 2010). Ortamda safra tuzlariin varligt LAB’nin kolesterol asimilasyonunu arttirmakta
ve bakterilerin kolesterol asimilasyonu sirasinda hiicre duvar1 yapisinda degisiklige neden
olarak bakterinin lisize kars1 olan direncini yiikseltmektedir (Noh vd., 1997). Hiicre zarina
dahil edilen kolesterol, toplam doymus ve doymamis yag asitleri konsantrasyonlarini
etkilemekte ve bunun sonucunda hiicre lisize kars1 daha dayanikli hale gelmektedir (Liong
ve Shah, 2005). Safra tuzlarinin varligi ve konsantrasyonu disinda, LAB’nin kolesterol
asimilasyonunu etkileyen baslica faktorler bakteri susu ve bakterinin bulundugu ortamda
cogalma kabiliyeti ve evresidir (Glirsoy vd., 2011).

LAB tarafindan kolesterol asimilasyonunu gézlemlemek amaciyla yapilan in vitro
bir calismada, Lactobacillus acidophilus suslarinin safra varliginda kolesterolii azalttig1 ve
kolesterol asimilasyon yeteneklerinin suslara bagl olarak farklilik gdsterdigi belirtilmistir
(Gilliland vd., 1985). Ayni1 ¢aligma domuzlar {lizerinde in vivo olarak da yapilmis ve safra
varliginda gelisme ve kolesterol asimile etme yetenegi sebebiyle secilen Lactobacillus
acidophilus RP32 susu ile beslenmenin ardindan domuzlarin kolesterol seviyelerinde

onemli Olgiide diislis gbzlemlendigi ifade edilmistir (Gilliland vd., 1985).



2.3.2. Safra Tuzlarimin Dekonjugasyonu

Yaglarin sindiriminde O6nemli bir rol oynayan safra; kolesterol, fosfolipidler,
pigment biliverdin ve safra asitlerinden olusan sari-yesil renkli bir ¢ozeltidir (Bengley vd.,
2006; Romano vd., 2020). Kolesterolden sentezlenmekte olan safra asitlerinin, karacigerde
glisin ve taurin amino asitleri ile konjugasyonu sonucunda safra tuzlari olusmaktadir (Chen
vd., 2011; Cil ve Acikgdz, 2016). Baz1 LAB, safra tuzu hidrolaz (BSH) enzimi salgilama
yetenegi ile safra tuzlarmin dekonjugasyonunu saglayarak, amino asitlerin ve safra
asitlerinin ag¢ia ¢ikmasina neden olur (Begley vd., 2006). A¢iga ¢ikan safra asitlerinin
%95 ten fazlasi enterohepatik dongii (Sekil 2.2) ile tekrar karacigere donmekte kalan kisim
ise disk1 (feges) ile atilmaktadir (Oniir ve Beyler, 2001). Karaciger safra asitlerini geri
dontistiirerek tekrar tekrar kullanabilmekte, bu nedenle de karaciger daha fazla kolesterol
kullanarak safra asitleri yapmak zorundadir (Saini vd., 2010). Boylelikle safra asitlerinin

olusumu ve safranin atilimi ile fazla kolesterol viicuttan uzaklastirilmaktadir (Chen vd.,

2011).

=0695

KARACIGER BSH
Safra Asitleri + Glisin Safra l Safra Asitlerive . .
Feces

Sekil 2.2. Enterohepatik Dongii

Konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada, sicanlara agiz yoluyla Lactobacillus buchneri
ATCC 4005 susundan izole edilen safra tuzu hidrolaz enzimi verilmis ve sonug¢ olarak
siganlarin kolesterol seviyelerinde %358’e kadar bir azalma oldugu belirlenmistir (Sridevi
vd., 2009). Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum suslarinin kolesterol

asimilasyonlarin1 incelemek amaciyla yapilan bir c¢alismada, kolesteroliin kiiltiir
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ortamindan uzaklagtirllmasinin bakterilerin kolesterol alimindan bagimsiz olarak, safra
tuzlarmin dekonjugasyonu sonucunda olusan asidik ortamda kolesteroliin safra asitleriyle

¢Okelmesi nedeniyle gerceklestigi belirtilmistir (Klaver ve Van der Meer, 1993).

2.3.3. Bakteri Hiicre Duvarina Kolesteroliin Tutunmasi

Bakteri hiicre duvarina kolesteroliin tutunma durumu ve miktari, bakterilerin hiicre
zar1 yapilariin farkli olmasindan dolay:1 suslar arasinda farklilik gostermektedir (Razin,
1975).

Yapilan bir calismada (Noh vd., 1997) Lactobacillus acidophilus ATTC 43121
susu tarafindan asimile edilen kolesteroliin biiyiikk bir kismi, metabolitik olarak
bozulmadan hiicrelerden geri kazanilmistir. Bunun nedeni kolesteroliin bakterilerin hiicre
duvarina tutunmasi olarak yorumlanmis ve yapilan farkli bir calismada (Kimoto vd., 2002)
canli olmayan bakterilerin hiicre duvarina da kolesteroliin tutunabildigi ancak canl
bakterilerin hiicre duvarina Oli hiicrelere gore daha fazla kolesterol tutundugu

gozlemlenmistir.

2.3.4. Kolesteroliin Koprostanole Doniisiimii

Bazi LAB, iirettikleri HMG CoA rediiktaz enzimi ile kolesterolii viicut tarafindan
kolayca emilemeyen koprostanole indirgemektedir (Inang vd., 2005; Beitz 1995).
Koprostanoliin yapist Sekil 2.3’te verilmistir. Viicutta tam olarak sindirilemeyen
koprostanol, feges ile viicuttan atilmakta bdylece kolesterol seviyesi diismektedir (Ma,

2004).

HO b

Sekil 2.3. Koprostanoliin kimyasal yapis1 (Gerard vd., 2007)

Yapilan bir ¢alismada (Lye vd., 2010), Lactobacillus acidophilus ATCC
314, Lactobacillus acidophilus FTCC 0291, Lactobacillus bulgaricus FTCC
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0411, Lactobacillus bulgaricus FTDC 1311 ve Lactobacillus casei ATCC 393 suslarinin
kolesterol rediiktaz aktivitesi Ol¢iilmiis ve degerler suslar arasinda farklilik gostermistir.
Sonu¢ olarak caligmada kullanilan suslarin, kolesterol rediiktaz aktivitesi yardimiyla
kolesterolii  koprostanole doniistiirerek  azaltabilecegi  belirtilmistir.  Eubacterium
coprostanoligenes ATCC 51222 susunun, serum kolesterol konsantrasyonu iizerindeki
etkisini incelemek amaciyla yapilan bir ¢alismada (Li vd., 1998), bu mikroorganizma 12
adet fareye 1 hafta boyunca agiz yoluyla verilmis ve deney grubu farelerin kontrol grubuna
gore serum kolesterol seviyelerinin daha diisiikk oldugu, diskilarindaki koprostanol-

kolesterol oraninin ise daha fazla oldugu tespit edilmistir.

2.3.5. Kisa Zincirli Yag Asitlerinin Uretimi

Gidalarin sindirilemeyen kismi olan lifler, kalin bagirsakta LAB tarafindan absorbe
edilirken kisa zincirli yag asitleri (KZYA) olan propiyonik, asetik, biitirik ve valerik asitler
aciga cikmaktadir (Saini vd., 2010; Salminen vd., 1998). Bunlardan 6zellikle propiyonik
asit, karaciger tarafindan kolesterol iiretimini azaltmaya yardimci1 olur (Saini vd., 2010).

Pereira vd. (2003) Lactobacillus fermentum KCS5b susunun kolesterol diisiiriicii
etkisinin, KZYA {retimine ve safra tuzu dekonjugasyonuna bagli olabilecegini tespit
etmiglerdir. Hara vd. (1999) yaptiklari ¢calismada 3 gruba ayrilan siganlara lifsiz, KZYA ve
seker pancari i¢eren diyet uygulamislardir. 14 giin boyunca seker pancari lifi ve KZYA
diyeti ile beslenen siganlardaki plazma kolesterol konsantrasyonlari, lifsiz diyetle beslenen

sicanlara gore daha diisiik oldugunu gozlemlemislerdir (Hara vd., 1999).

2.4. LAB’nin Kolesterol Asimilasyonu Ozellikleri

Farkli kaynaklardan izole edilen LAB’nin kolesterol asimilasyonu ile ilgili son
yillarda yapilan bazi ¢alismalarin bulgulari asagida 6zetlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada yilanbas baliklarinin (Channa argus) bagirsaklarindan izole
edilen 178 LAB igerisinden 10 tanesinin (W1, W16, W24, C4, C9, C11, L1, L3, L12, L19)
%0,3 safra tuzu varliginda %18,7 ila %48,4 arasinda kolesterol asimilasyon aktivitesi
gosterdigi ve en yiiksek kolesterol asimilasyonu aktivitesinin (%48,4) Lactococcus lactis
tiiriinde oldugu belirlenmistir (Kong vd., 2020).

Kim vd. (2021) fermente lahanalardan (kimchi) izole ettikleri LAB’nin kolesterol
asimilasyonu 6zelliklerini farkli safra tuzu konsantrasyonlarinda [% 0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 ve
0,5 (agirlik/hacim)] incelemislerdir. Calisma sonucunda %0,1 safra tuzu varliginda

Pediococcus acidilacti LRCC5307 susunun kolesterol asimilasyon aktivitesi %30,5 olarak
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belirlenmis ve %0,2 safra tuzu varliginda kolesterol asimilasyon aktivitesinin %74,5
oraninda azaldig1 tespit edilmistir. Ayni ¢alismada Pediococcus acidilacti LRCC5307 susu
kullanilarak kolesterolii azaltilmis tereyagi iiretimi denenmis ve fermantasyondan sonra
tereyaginin kolesterol iceriginde %11°lik bir azalma saglanabildigi gézlemlenmistir (Kim
vd., 2021).

Widodo vd. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Lactobacillus casei AG ve
Lactobacillus casei AP suslarimin %0,4 safra tuzu varliginda kolesterol asimilasyon
aktiviteleri arastirilmistir. Lactobacillus casei AG ve AP suslarinin kolesterol asimilasyon
aktivitesi 37°C’de 24 saatlik inkiibasyon sonucunda sirasiyla %57 ve %35 olarak
bulunmustur (Widodo vd., 2021).

Yapilan bir ¢alismada (Wu vd., 2021) Cin’in Anhui eyaletinde bulunan Wuwei
sehrinde yerel bir salamura yaprak hardalindan izole edilen 17 LAB’nin potansiyel
probiyotik 6zellikleri incelenmis ve izolatlardan Lactiplantibacillus plantarum’™un %0,3
safra tuzu iceren MRS ortaminda kolesterol asimilasyon degeri %49,72 olarak
belirlenmistir.

Yapilan bir baska calismada (EI-Beksh vd., 2021), probiyotik ozellikleri
incelenmek iizere farkli kaynaklardan 96 LAB izole edilmis ve s6z konusu izolatlardan 11
tanesinin %0,3 safra tuzu varliginda kolesterol asimilasyonlar1 aragtirilmistir. Calisma
sonucunda izolatlarin kolesterol asimilasyon degerleri %9,79 ile %93,4 arasinda
bulunmustur. Probiyotik olarak kullanilabilecegi diisiinilen ve %350,9 kolesterol
asimilasyon aktivitesine sahip izolat Pediococcus pentosaceus olarak tanimlanmastir.

Kuerman vd. (2021) Lactobacillus paracasei S0940 ve Streptococcus thermophilus
ldbm1 suslarinin kolesterol diisiirme yeteneklerini yliksek kolesterollii diyetle beslenen
farelerde in vivo olarak degerlendirmistir. Calismada ilgili suslarin serum kolesterol,
karaciger kolesterol ve trigliserit diizeylerini 6nemli 6l¢iide azalttig1 belirlenmistir. Deney
grubundaki farelerin digkr ile atilan kolesterol miktarinda kontrol grubuna goére artig
gorildiigii tespit edilmis ve arastirmacilar tarafindan ilgili LAB suslarinin fonksiyonel gida

tiretiminde kullanilabilecegi belirtilmistir.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/streptococcus-thermophilus
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cholesterol-liver-level
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/triacylglycerol-level

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu calismada Burdur il merkezi ve Bucak ilgesindeki yerel pazarlardan ve ¢ig siit
tireticilerinden temin edilen 17 inek, 6 keci ve 1 manda siitii olmak {izere toplam 24 farkli
¢ig siit numunesi laktik asit bakterilerini izole etmek amaciyla kullamilmistir. Calismada
kullanilan ¢ig siit numunelerinin adi/kodu, alindig1 yer ve ¢ig siit ¢esidi Tablo 2.1°de
verilmigstir. Cig siit 6rnekleri sagildiktan (Sekil 3.1) sonra steril kavanozlara aktarilarak
(Sekil 3.2), buz akiileri ile birlikte en kisa zamanda Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Gida Miihendisligi Boliimii laboratuvara getirilerek, analiz yapilincaya kadar

4+1°C’de muhafaza edilmis ve ayn1 giin icerisinde analizleri yapilmigtir.

Sekil 3.1. Kegi siitii numunesinin toplanmasi

Sekil 3.2. Laboratuvara getirilen siit numunesi
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Tablo 3.1. Cig siit numunelerinin alindig1 yerler ve ¢ig siit cesidi

Cig Siit Numunesinin
Numune Adi/Kodu Cig Siit Cesidi
Alindig1 yer
S1 Bucak, Burdur Inek
S2 Bucak, Burdur Inek
S3 Bucak, Burdur Inek
S4 Burdur Inek
S5 Camlik, Bucak, Burdur Keci
S6 Bucak, Burdur Inek
S7 Bucak, Burdur Kegi
S8 Incirdere, Bucak, Burdur Keci
S9 Incirdere, Bucak, Burdur Keci
S10 Bucak, Burdur Keci
S11 Bucak, Burdur Kegi
S12 Incirdere, Bucak, Burdur Inek
S13 Bucak, Burdur Inek
S14 Alkaya, Bucak, Burdur Inek
S15 Bucak, Burdur Inek
S16 Bucak, Burdur Inek
S17 Bucak, Burdur Inek
S18 Bucak, Burdur Inek
S19 Bucak, Burdur Inek
S20 Bucak, Burdur Inek
S21 Bucak, Burdur Inek
S22 Burdur Inek
S23 Burdur Inek
S24 Burdur Manda

3.2. Aletler ve Cihazlar

Laboratuvar malzemelerinin sterilizasyonu otoklav (Autoclave WAC-80, Daihan
Scientific Co., Ltd., Kore) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Numunelerin homojenizasyonu

icin stomacher (Bagmixer 400P, Interscience, Fransa) kullanilmistir. Besi yerlerinin sabit
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sicaklikta kalabilmeleri amaciyla su banyosu (WB-11, Daihan Scientific Co., Ltd., Kore)
kullanilmistir. Petri kaplarina ekimi yapilan mikroorganizmalar, g¢ogalmalart ig¢in
inkiibatorde  (WiseCube, Daihan Scientific Co., Ltd., Kore) bekletilmistir.
Mikroorganizmalarin Gram boyama 6zellikleri 151k mikroskobu (Olympus CX41, Olympus
Corporation, Japonya) ile incelenmistir. izolatlardan siipernatant elde edebilmek amaciyla
santrifiij (Sigma 1-14, Sartorius, Almanya) kullanilmigtir. Toplam kolesterol miktari,
Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi’nde bulunan Beckman Coulter AU5800
(Sekil 3.3) model cihaz ile belirlenmistir. Izolatlarin DNA izolasyonu esnasinda termal
dongli cihazindan (Veriti 96 Well Thermal Cycler, Thermofisher Scientific, ABD)
yararlanilmistir. Amplifikasyonun varligini goriintiilemek amaciyla elektroforez (Owl™
EasyCast™ B2 Mini Gel Electrophoresis System, Thermo Scientific, ABD) kullanilmistir.
Agaroz jel, UV transilliminatér (Infinity STS, Vilber Lourmat, Fransa) cihazinda
goriintiilenmistir. Numune hazirliklari i¢in gerektiginde vorteks (VM-10, Daihan Scientific
Co., Ltd.,, Kore) ve tartim islemleri hassas terazi (HR-250AZ, AND, Japonya) ile
yapilmistir.

Sekil 3.3. Beckman Coulter AU5800 model kolesterol 6l¢iim cihazi
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3.3. Yontem

3.3.1. Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu

LAB’nin izolasyonu sirasinda dokme plak yontemi kullanilmistir (Gliven ve
Demirel Zorba, 2018). 10 mL ¢ig siit 6rnegi, 90 mL peptonlu fizyolojik su (Peptone water
buffered; acc. to ISO 6579, Merck, Almanya) ¢ozeltisi ile birlikte Stomacher cihazinda
homojen hale getirilerek seyreltilmistir (Bostanci, 2019). Olusan ¢ozeltiden 107 seyreltiye
kadar diliisyonlar hazirlanmistir. Laktobasiller icin MRS Agar (Lactobacillus Agar acc. to
DE MAN, ROGOSA and SHARPE, Merck, Almanya), laktokoklar i¢in %0,5 glukoz ilave
edilen M17 Agar (M17 Agar acc. to Terzaghi, Merck, Almanya), toplam mezofilik
bakteriler icin PCA (Plate Count Agar, Merck, Almanya) kullanilmistir (Hazir Dalca,
2015; Durak vd., 2008). Steril petrilere, hazirlanan diliisyonlardan 1’er mL konularak
tizerlerine 45°C sicakliktaki besi yerlerinden yaklagik 15-20 mL dokiilmistiir. Dairesel
hareketlerle karistmin  homojenizasyonu saglanarak, 15-20 dakika besi yerlerinin
katilasmasi1 beklenmistir. Sonrasinda petriler ters ¢evrilerek, inkiibatore konulmustur (Sekil
3.4). Mezofilik laktik asit bakterileri 30°C’de, termofilik laktik asit bakterileri ise 43°C’de
48 saat inkiibe edilmistir (Hazir Dalca, 2015). Inkiibasyon sonunda petrilerde gelisen
kolonilerin sayimi1 yapildiktan sonra (Sekil 3.5) MRS ve M17 agar {izerinde farkli oldugu
diistiniilen koloniler segilerek, termofilik ve mezofilik kosullarda MRS ve M17 sivi besi
yerinde gelistirilmistir (Sekil 3.6) (Hazir Dalca, 2015). Calisma sonucunda elde edilen
izolatlar, son konsantrasyonu %30 gliserol olacak sekilde hazirlanarak Eppendorf tiipleri

igerisinde -18°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.4. Inkiibasyona birakilan petri kaplar
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Sekil 3.5. Petri kaplarinda gelisen mikroorganizmalar

Sekil 3.6. Mikroorganizma gelisimi goriilen s1v1 besi yerleri

3.3.2. Kolesterol Analizi

LAB’nin kolesterol asimilasyonu 6zellikleri Alp (2018) tarafindan onerilen yontem
kullanilarak belirlenmistir. MRS s1v1 besi yeri son konsantrasyonu % 0,3 safra tuzu (Oxbile
dried pure, Merck, Almanya) ve % 2 kolesterol (Cholesterol-PEG 600, Sigma Aldrich,

Hindistan) igerecek sekilde hazirlanmistir. Kolesterol ve safra ¢ozeltisi, kullanilmadan
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once 0,45 pm’lik steril filtreden gegirilerek sterilize edilmistir (Sekil 3.7). Dondurulmus
halde bulunan izolatlar ¢oziindiiriilerek, aktiflestirilmistir. Aktiflesen izolatlar, kolesterol
ve safra iceren MRS sivi besi yeri orneklerine %1 oraninda ilave edilerek (Sekil 3.8),
37°C’de 18 saat inkiibasyonda birakilip, 4000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir (Sekil
3.8, Sekil 3.9). Elde edilen siipernatantlar, Siileyman Demirel Universitesi Tip
Fakiiltesi’nde bulunan Beckman Coulter AU5800 model cihazda analiz edilmis ve toplam

kolesterol miktar1 belirlenmistir.

Sekil 3.7. Safra tuzunun steril filtreden gegirilmesi

Sekil 3.8. Laminer kabin altinda kolesterol analizi i¢in 6n hazirliklar
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Sekil 3.9. Santrifiijden ¢ikartilan Eppendorf® tiipii

Sekil 3.10. Siipernatant alindiktan sonra kalan peletin goriintiisii

3.3.3. Gram Boyama

Mikroorganizmalarin Gram boyama 0&zelliklerini belirlemek amaciyla yapilan
Gram boyama, Giiven ve Demirel Zorba (2018)’in belirttigi yontem kullanilarak

yapilmistir. Gram boyama igin, Gram boyama seti (Uriin Kodu 150007, ADR Group,
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Umraniye, Istanbul) kullanilmistir. Temiz bir lamin ortasina damlatilan saf su ile steril 6ze
yardimiyla alinan saflastirilmis kiiltiir lam iizerinde karistirilarak yayilmistir. Lam
tamamen kuruduktan sonra 3 kez alevden gegirilerek preparat hazirlanmistir. Preparat
sirastyla kristal viyole (1 dakika), lugol (1 dakika), alkol (10 saniye), sulu fuksin (30
saniye) ile kaplanarak bekletilmistir. Her bir islemden sonra preparat su ile yikanip son
olarak kurumaya birakilmistir. Kurumanin ardindan mikroorganizmalarin goriintiileri 151k

mikroskobunda incelenmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11. Mikroorganizmalarin 1s1k mikroskobunda incelenmesi

3.3.4. lizolatlarin Tanimlanmasi

Izolatlarin tanimlanmasinda Hazir Dalca (2015) ve Yavuz (2017) tarafindan
kullanilan yontem degistirilerek uygulanmistir. -18°C derecede depolanmakta olan
izolatlar aktiflestirilerek MRS besi yerine ¢izim yontemiyle ekilmis ve 30°C derecede 48
saat inkiibe edilmistir (Giiven ve Demirel Zorba, 2018). Inkiibasyon sonucunda tek diisen
koloniler secilerek MRS sivi besi yerine inokiile edilmis ve 30 derecede 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Ardindan DNA saflastirma kiti (GeneJET™ Genomic DNA
Purification Kit, Thermo Scientific, ABD) kullanilarak 06rneklerin genomik DNA
izolasyonu gerceklestirilmistir.

Secilen suslarin tiir tanimlamasi ve filogenetik iliskinin incelenmesi i¢in 16S rRNA

gen bolgesi Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi ile cogaltilmistir. PZR
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calismalarinda Taq DNA Polymerase kiti (EP0402 Thermo Scientific, ABD)
kullanilmistir.  16S~ rRNA  boélgesinin  ¢ogaltilmasinda  i{iniversal 8F  (5'-
GGATCCAGACTTTGATYMTGGCTCAG) ve 1492R (5°-
GTTTACCTTGTTACGACTT-3’) primerlerinden yararlanilmistir.

Hazirlanan tiiplere termal dongii cihazinda; 95°C’de 5 dakika denatiirasyon, 35
dongii boyunca 95°C’de 1 dakika, 56°C’de 1 dakika (yapisma), 72°C’de 1 dakika (uzama)
ve 72°C’de 10 dakika (son uzama) kosullarinda program uygulanmaistir.

PZR sonras1 Orneklerde amplifikasyonun varligi agaroz jel elektroforezi ile
incelenmistir. %1,2 agaroz jel 1X TAE tamponu (Sigma-Aldrich A4718) ile hazirlanmistir.
Jel boyasi olarak toksik olmayan boyalar sinifinda yer alan gel-red (Safe view ClassicTM
G108, Applied Biological Materials Inc. (abm), Kanada) boyas: kullanilmistir. Agaroz jel
elektroforez iglemi volt sabit olacak sekilde 85 V akimda 1 saat olarak 1X TAE tamponu
icerisinde gergeklestirilmistir. Elektroforez sonrasi, UV transilliminatdr cihazi iizerinde
UV 1sik yardimi ile jel goriintiilenmistir. Orneklerin agaroz jel gériintiisii Sekil 3.12°de

verilmistir.
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Sekil 3.12. Orneklerin agaroz jel goriintiisii

Elektroforez incelemesinde net amplifikasyon gozlemlenen 6rnekler, BM Labosis

Laboratuvar Sistemleri firmasina sekans analizine gonderilerek ¢ift yonlii DNA dizi analizi
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istenmistir. Sekans analizi sonuglart Finch TV ve ApE programlar1 kullanilarak
diizenlenmis ve konsensiis dizi haline getirilmistir. FASTA formatina getirilen konsensiis
diziler, hizalama aramasi (BLAST, Basic Local Alignment Search Tool) kullanilarak
GenBank (National Center for Biotechnology Information, NCBI,
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) lizerinden veritabanindaki diziler ile karsilagtirilip,
tirlerin tanimlamasi yapilmistir. Mikroorganizma tiirlerinin tanimlanmast i¢in NCBI
tizerinden en yiiksek skor yapan eslesmeler baz alinmistir.

Suslar arasinda yer alan filogenetik iliskinin incelenmesi i¢cin MEGA X
programindan faydalanilmistir. 16S rRNA bolgeleri FASTA formatinda programa

yiiklenmis ve Neighboor —Joining modeline gore filogenetik agac olusturulmustur.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1.  Cig Siit Orneklerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Cig siit orneklerinin (n=24) mezofilik laktobasil, mezofilik laktokok, termofilik
laktobasil, termofilik laktokok ve toplam aerobik mezofilik bakteri sayilar1 Tablo 4.1°de
verilmistir. Mikrobiyal sayim sonuglar1 degerlendirildiginde orneklerin mikrobiyal
yiiklerinde 6nemli farkliliklar oldugu goriilmektedir. Analiz edilen ¢ig siit 6rneklerindeki
mezofilik laktobasil, mezofilik laktokok, termofilik laktobasil, termofilik laktokok ve
toplam aerobik mezofilik bakteri sayisi ortalamalar1 5,48, 6,28, 4,32, 4,95 ve 6,44 log
kob/mL olarak hesaplanmistir. Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalar igin Ozel Hijyen
Kurallar1 Yonetmeligi’nde ¢ig inek ve diger hayvan tiirlerinden (bu ¢alisma icin keci ve
manda) elde edilen siitlerin 30°C’deki koloni sayisinin sirastyla <100.000 kob/mL (5 log
kob/mL) ve <1.500.000 kob/mL (6,18 log kob/mL) (ayda en az 2 numune ile 2 aylik bir
periyodun yuvarlanmig geometrik ortalamasi) olmasi gerektigi bildirilmektedir (TGK,
2011). Bu calismada ¢ig inek siitleri i¢in elde edilen toplam mezofilik aerobik bakteri
sayilar1 5,00 ile 7,63 arasinda, ke¢i ve manda siitlerinde tespit edilen toplam mezofilik
aerobik bakteri sayilari ise 5,67 ile 7,52 arasinda degisim gostermistir. Elde edilen bulgular
ilgili yonetmelikte belirtilen sinir degerlerle kiyaslandiginda 1 adet keci siitii hari¢ (S10)
diger inek, keci ve manda siitlerinin toplam aerobik mezofilik bakteri sayis1 ac¢isindan ilgili
yonetmelige uygun olmadig: belirlenmistir. Ancak konu ile ilgili kesin bir degerlendirme
yapabilmek i¢in yonetmelikte belirtildigi sekliyle ayda en az “2 numune ile 2 aylik”
verilerin (her bir slit numunesi i¢in n=4) degerlendirilmesi gerektigi unutulmamalidir.

Diger taraftan Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalar I¢in Ozel Hijyen Kurallari
Yonetmeligi’nde, “inek disinda diger tiirlerden elde edilen ¢ig siit herhangi bir 1s1l islem
igermeyen siit Uriinlerinin tiretimi i¢in” kullanilacaksa bu siitlerdeki 30°C’deki koloni
sayisinin  strastyla < 500.000 kob/mL (5,70 log kob/mL) olmasi gerektigi ifade
edilmektedir. Calismamizda analiz edilen kegi siitleri ve manda siiti bu agidan
degerlendirildiginde de yalnizca bir keci siitii 6rneginin (S10) ilgili gerekliligi sagladig

gorilmiistiir.
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Tablo 4.1. Cig Siit Orneklerinde Mikroorganizma Sayilar1 (log kob/g)*

Numune Toplam
Adi Mezofilik Mezofilik Termofilik Termofilik Mezofilik
Laktobasiller | Laktokoklar | Laktobasiller | Laktokoklar Aerobik
Bakteri
S1 5,59 6,08 5,34 5,48 6,28
S2 4,77 5,75 - 5,14 6,11
S3 6,01 6,46 5,36 6,02 6,72
S4 5,14 4,38 4,51 5,11 5,21
S5 4,27 6,30 5,20 6,39 6,63
S6 6,39 6,91 5,66 6,74 6,97
S7 4,00 6,17 - 4,36 6,42
S8 6,94 7,38 5,97 7,83 7,52
S9 6,72 6,30 4,11 5,17 7,11
S10 6,47 4,53 3,14 5,50 5,67
S11 4,90 6,97 3,77 5,69 7,42
S12 3,84 5,90 - 3,87 6,34
S13 5,95 6,30 4,07 6,82 6,49
S14 5,39 5,47 2,47 4,69 5,69
S15 7,04 6,95 6,25 6,47 6,95
S16 3,30 5,43 - 3,14 6,11
S17 6,36 7,38 6,29 6,34 7,51
S18 7,11 7,46 6,30 6,14 7,63
S19 3,00 4,77 - - 5,00
S20 5,63 6,77 5,07 6,38 6,84
S21 6,39 7,00 5,11 5,60 7,17
S22 5,30 7,04 4,43 7,32 6,44
S23 5,95 6,69 5,04 6,74 6,60
S24 5,17 6,49 3,30 4,43 6,60
Ortalama 5,48 6,28 4,32 4,95 6,44

*: Koyu renkli satirlar inek disindaki hayvanlardan elde edilen siitleri gostermektedir. S24
numunesi manda siitii, diger koyu renkli satirlardaki stitler (S5, S7-11) kegi siitiidiir.

Arastirmamizda 30°C ve 43°C’de MRS agarda gelisen sirasiyla 51 ve 26, 30°C ve
43°C’de M17 agarda gelisen sirasiyla 56 ve 49 olmak lizere toplam 182 izolat elde
edilmistir. Calismamizda s6z konusu izolatlardan mezofilik kosullarda (30°C) MRS agarda
gelisen bakterilerin  (mezofilik laktobasiller) kolesterol asimilasyonu 6zellikleri
arastirilmistir. Farkli ¢ig siit 6rneklerinden elde edilen mezofilik kosullarda (30°C) MRS
agarda gelisebilen toplam 51 izolat kolesterol asimilasyonu ¢alismalari i¢in aktiflestirilmis,
s6z konusu izolatlardan aktiflesmesinde sorun yasanmayan 35 izolatin kolesterol
asimilasyon aktiviteleri 2 tekerriirlii olarak calisilmistir. S6z konusu izolatlardan toplam 13

izolat 1ile ileri tanimlama c¢alismalarina devam edilmesi kararlastirilmistir. Farkhi
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diizeylerde kolesterol asimilasyonu aktivitesine sahip izolatlardan ileri tanimlama igin

secilenler Tablo 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2. Kolesterol asimilasyonu 6zelligi belirlenen ve ileri tanimlama igin segilen
izolatlarin elde edildigi kaynak siitler ve izolatlarin kodlar1

Siit Ornegi Cig Siit Tiirii | Izolat Kodu
S2 Inek Siitii 2E
S3 Inek Siitii 3R
S4 Inek Siitii 4V
S5 Keci Siitii 5C
S6 Inek Siitii 6B
S6 Inek Siitii 6C
S7 Keci Siitii 7B
S10 Kegi Siitii 10A
S12 Inek Siitii 12F
S13 Inek Siitii 13A
S18 Inek Siitii 18A
S19 Inek Siitii 19A
S23 Inek Siitii 23A

4.2. Kolesterol Analizi Sonuglari

Arastirmamiz kapsaminda mezofilik kosullarda MRS agarda gelisebilen 13 adet
bakteri izolatinin % 0,3 safra tuzu ve % 2 kolesterol varliginda kolesterol asimilasyon
kabiliyetleri  belirlenmistir. Kolesterol asimilasyon sonuglarinin  hesaplanmasinda
kullanilan kalibrasyon grafigi (R*=0,999) Sekil 4.1°de ve izolatlarin toplam kolesterol

asimilasyon degerleri (%) Tablo 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.1. Kolesterol asimilasyon sonuglarinin hesaplanmasinda kullanilan

kalibrasyon grafigi

Tablo 4.3. Bakteri izolatlarinin toplam kolesterol asimilasyon diizeyleri (%)*

izolat Kodu Bakteri Izolatlar1 Tarafindan Asimile Edilen
Toplam Kolesterol (%)

12F 87,49

6C 82,17

3R 81,62

6B 81,06

5C 75,18

10A 65,16

2E 62,33

13A 61,50

23A 61,16

18A 60,15

4V 56,32

7B 52,06

19A 27,90

Ortalama 65,70

*: Koyu renkli satirlardaki izolatlar aktiflestirilemedikleri veya

kontaminasyon sliphesi nedeniyle ileri tanimlama ¢aligmalarinda

kullanilmamustir.

Tablo 4.3’ten de gorildigli gibi 13 bakteri izolatinin kolesterol asimilasyon
degerleri %27,90 ile %87,49 arasinda degisim gostermis ve izolatlarin ortalama

asimilasyon degerinin %65,70 oldugu tespit edilmistir.

23



4.3. Gram Boyama Sonuclar

Izolatlarin Gram boyama sonuglarini belirlemek amaciyla én hazirhik asamasinda
yapilan ekim sonucunda 7B ve 12F izolatlar1 gelisim gdstermemis ve bu nedenle Gram
boyama ve ileri tanimlama ¢alismalarinda kullanilmamislardir. Gram boyama sonrasinda
151k mikroskobunda incelenen goriintiilere gore, 10 izolatin mavi-mor renkte, ¢ubuk veya
kok seklinde oldugu gozlenmistir. Bir izolatta (23A) ise mavi-mor ve pembe renklerinin
bir arada oldugu goriilmiis ve bu durum muhtemel bir kontaminasyon olarak
degerlendirilmis ve ¢alisma kapsamindan ¢ikarilmistir. Elde edilen sonuglara gore 10 izolat
Gram pozitif 6zellik gdstermistir (Tablo 4.4). Incelenen bazi izolatlarin mikroskop

goriintlisti Sekil 4.2°de verilmistir.

Tablo 4.4. izolatlari Gram boyama sonuglari

Omek Kodu | Gram Boyama Sonucu
2E Gram (+)
3R Gram (+)
4V Gram (+)
5C Gram (+)
6B Gram (+)
6C Gram (+)
10A Gram (+)
13A Gram (+)
18A Gram (+)
19A Gram (+)
23A Karigik
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2E 5C
6B 13A
18A 19A

Sekil 4.2. Gram boyama sonrasinda baz1 izolatlarin 151k mikroskobunda goriintiisii (x100)

4.4. 1lzolatlarm Tammlama Sonuclar

Calismamizda ¢ig siitten izole edilen bakteri izolatlarindan kolesterol asimilasyonu
%2790 ile %82,17 arasinda degisen 9 adet izolatin tiir diizeyinde tanimlamalari
yapilmistir. DNA dizi analizi yapilan 10 adet 6rnekten 3R kodlu izolatin tanimlamasi
yapilamamistir. Tanimlamasi yapilan laktik asit bakteri tlirlerinin Enterococcus faecium (3
izolat), Lactococcus garvieae (2 izolat), Lactococcus lactis (1 izolat), Enterococcus durans

(1 izolat), Enterococcus lactis (1 izolat) ve Enterococcus mundtii (1 izolat) oldugu tespit
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edilmistir. Tanimlanan izolatlarin kodu, tanimlanan mikroorganizma, taninma orani ve

ilgili tiiriin toplam asimilasyon degeri Tablo 4.5’te ve Sekil 5.1°de verilmistir.

Tablo 4.5. Tiir diizeyinde tanimlanan bakterilerin tanimlama oranlar1 ve kolesterol
asimilasyon degerleri

Izolat Kodu | Tanimlanan Mikroorganizma 'lgglrlrlﬂ(a%a ii?ﬁﬁngjtf%l
6C Enterococcus faecium 100 82,17
6B Enterococcus faecium 99 81,06
5C Enterococcus faecium 99 75,18
10A Enterococcus durans 100 65,16
2E Lactococcus garvieae 100 62,33
13A Enterococcus lactis 99 61,50
18A Enterococcus mundtii 100 60,15
4V Lactococcus lactis 100 56,32
19A Lactococcus garvieae 100 27,90
90

Kolesterol Asimilasyou (%)

T T T T T 1
Lactococcus Lactococcus Enterococcus Enterococcus Enterococcus Enterococcus
garvieae lactis faecium durans lactis mundtii

Sekil 4.3. Tanimlanan mikroorganizmalarin tiir i¢cindeki kolesterol asimilasyon oranlari
Tiirler arasindaki akrabalik iligkisi hakkinda fikir vermesi amaciyla filogenetik

analiz yapilmaktadir (Yilmaz Sancar, 2017). Tanimlanan mikroorganizmalar arasindaki

filogenetik iliski filogeni agaci cizilerek gosterilmistir (Sekil 4.3).
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— Enterococcus lactis 13A

97% -—— Enterococcus mundtii 18A

Enterococcus durans 10A

96%

Enterococcus faecium 6C

7% ———————— Enterococcus faecium 5C

7% Enterococcus faecium 6B

Lactococcus lactis 4V

96% ———————— lactococcus garvieae 2E

94% -
: Lactococcus gravieae 19A

Sekil 4.4. Tanimlanan mikroorganizmalarin filogeni agaci ve benzerlik oranlari

Ziarno vd. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada MRS siv1 besi yeri ortaminda
secilmis bazi termofilik laktik asit bakterilerinin kolesterol asimilasyonu aktivitesi
arastirllmistir. Calismada yogurt baklerileri Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus’un asimile ettigi kolesteroliin en fazla %27
oldugu, probiyotik kiiltiir kombinasyonlarinin (Lactobacillus acidophilus suslar1 ya da
Bifidobacterium spp.) kolesterolii %18 ile 38 arasinda degisen diizeylere asimile ettigi, tek
kiiltiir olarak calisilan Lactobacillus acidophilus’un ise %49-55 diizeyinde kolesterol
asimilasyonu aktivitesi gosterdigi belirlenmistir.

Iranmanesh vd. (2014) konu ile ilgili olarak yaptiklar1 bir aragtirmada farki siit
tiriinlerinden (koyun siitii, yogurt ve eksi yayik alt1) izole edilen laktik asit bakterilerinin
canlt ya da 6lii formlarinin kolesterol asimilasyon aktiviteleri 24 saatlik inkiibasyonun 2, 4,
9 ve 24. saatlerinde in vitro kosullarda aragtirmiglardir. Calisma kapsamindaki 10 farkli
canli bakteri izolatinin 24 saat sonundaki kolesterol asimilasyon degerlerinin ~%15-75
arasinda degistigi, inkiibasyonun 2, 4 ve 24. saatlerinde en yiiksek asimilasyon aktivitesi
gosteren bakterinin Lactobacillus brevis oldugu (~%75) tespit edilmistir. Ayn1 ¢aligmada
Olu bakteri hiicrelerinin de besi yerindeki hiicre konsantrasyonlarina (7, 8 ve 9 kob/mL)
bagli olarak kolesterol asimilasyon aktivitesi gosterdigi besi yerindeki Olii hiicre sayisi
artisiyla kolesterol asimilasyonunun (%) arttig1 rapor edilmistir.

Alp (2018) tarafindan yapilan caligmada farkli illerden temin edilen gida ve
bitkilerden izole edilen potansiyel probiyotik olarak belirlenen 15 laktik asit bakterisinin
kolesterol asimilasyonunun da igerisinde bulundugu c¢esitli 6zellikleri belirlenmistir.

Aragtirmada, izole edilip tanimlanan laktik asit bakterilerinin toplam Kkolesterol
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asimilasyon degerlerinin %16,71 ile %60,71 arasinda degisim gosterdigi ve en yliksek
kolesterol asimilasyon degerinin ekzopolisakkarit iireticisi olmayan Leuconostoc lactis
DA268’da goriildiigii bildirilmistir.

Akman (2009) tarafindan yapilan bir ¢alismada fermente et ve siit {iriinlerinden
izole edilen ve iilkemizdeki farkli bilimsel kuruluslarin kiiltiir koleksiyonlarindan temin
edilen toplam 35 bakteri tiirlinden sindirim kosullarina en fazla direng gosteren 3
bakterinin kolesterol asimilasyon aktiviteleri belirlenmistir. Calisma sonucunda
Lactobacillus casei, Enterococcus feacalis ve Lactobacillus rhamnosus bakterilerinin in
vitro kolesterol asimilasyonu degerlerinin sirasiyla %97,9, %78,10 ve %82,30 oldugu
tespit edilmistir.

Burhan vd. (2017) taze peynir benzeri bir iirlin olan dangke ve sigir etinden izole
ettikleri toplam 8 Lactobacillus fermentum, Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus
acidophillus susu igerisinde L. fermentum B111K ve L. plantarum 1IA-1AS suslarinin
sirastyla %4,10 ve %8,10 oranlarinda kolesterol asimilasyonu aktivitesine sahip oldugunu
belirlemislerdir.

Shehata vd. (2019)’nin yaptiklar1 calismada Lactococcus lactis subsp. lactis
tarafindan asimile edilen maksimum kolesterol oranlar1 ¢ogalan hiicreler i¢in %43,70,
dinlenme/duragan fazindaki hiicreler i¢cin %12,93 ve 6li hiicreler i¢in ise %6,35 olarak
bulunmustur.

Konu ile ilgili olarak yapilan baska bir ¢alismada (Kimoto vd., 2002) Lactococcus
lactis subsp. lactis tiirline ait 3 sus (527, G50 ve H48) ile Lactococcus lactis subsp. lactis
biovar diacetylactis tiitiine ait 4 sus (N7, ATCC 13675, DRCI1-F ve 8W) olmak iizere 7
farkli laktokokun besi yeri ortaminda ¢ogalmalar1 esnasindaki besi yerindeki kolesterolii
uzaklastirabilme kabiliyetleri incelenmistir. Sonug olarak ¢alisilan laktokoklarin kolesterol
asimilasyon diizeylerinin %31,0 (L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis ATCC 13675)
ile %97 (L. lactis subsp. lactis biovar diacetylactis N7) arasinda oldugu ifade edilmisti.

Tafi peynirinden izole edilen 9 farkli Enterococcus faecium izolat1 ile yapilan bir
calismada, test edilen suslarin ¢ogunun %0,3 oraninda safra tuzuna direngli oldugu ve
izolatlarin kolesterol asimilasyon degerlerinin %12 ile %56 degerleri arasinda degistigi
gozlemlenmistir (Taranto vd., 1996).

Yapilan bir baska calismada (Albano vd., 2018), geleneksel italyan peynirlerinden
izole edilen 58 laktik asit bakterisinin in vifro ortamda sindirim sisteminde hayatta
potansiyeli ve safra asitleri igeren ortamda kolesterolii asimile etme yetenekleri

incelenmigstir. Calisma sonucunda et suyu ortaminda en iyi performans gosteren suslarin
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Lactobacillus casei VC199, Lactobacillus paracasei ssp. paracasei SE160 ve VC213,
Lactobacillus plantarum VS166 ve VS513, Enterococcus faecium VC223 ve Enterococcus
lactis BT161 oldugu ve suslarin kolesterol asimilasyon degerlerinin %42 ile %55 arasinda
degiskenlik gosterdigi goriilmiistiir.

Nuhva vd. (2019), 8 farkl: tiir ¢icekten (Gardenia jasminoides, Hibiscus syriacus,
Ixora lucida, Solanum torvum, Wrightia religiosa, Leucaena leucocephala, Jatropha
podagrica ve Tabernaemontana divaricata) izole edilen Enterococcus durans,
Enterococcus gallinarum, Enterococcus lactis ve Lactobacillus plantarum tiirlerinden
olugan 16 adet laktik asit bakterisinin kolesterol asimilasyon aktivitesinin %9,57 ile
%51,69 arasinda degistigini tespit etmistir. Calismada en yiiksek kolesterol asimilasyon
aktivitesi %51,69 oraniyla Enterococcus lactis’de belirlenmistir.

Mogolistan’da geleneksel olarak {iretilen fermente edilmis kremadan izole edilen
Enterococcus suslarinin  probiyotik Ozellikleri incelenmis ve yliksek kolesterol
asimilasyonu kabiliyeti gosteren Enterococcus durans (KLDS 6.0930 ve KLDS 6.0933) ve
Enterococcus faecalis (KLDS 6.0934 ve KLDS 6.0935) suslar1 ileri degerlendirilmeye
alimmustir. Enterococcus durans KLDS 6.0930 susunun diger suslara oranla ortamdaki
kolesterol gideriminin daha fazla oldugu bulunmustur. KLDS 6.0930, 6.0933, 6.0934 ve
6.0935 suglarinin, silipernatantlardan sirasiyla %56.61, %46.99, %41.29 ve %52.01
kolesterol kaybina neden oldugu belirtilmistir (Guo vd., 2016).

Sirichotinun vd. (2018) tarafindan 1-3 giinliik saglikli bebeklerin digkisindan izole
edilen laktik asit bakterilerinin kolesterol diisiiriicii etkileri incelenmis ve 100 izolattan
yiiksek kolesterol asimilasyonu aktivitesi gosteren 7 adeti se¢ilmistir. Segilen izolatlardan
Enterococcus faecium CGMCC 12136T, Enterococcus durans CECT 411T, Lactococcus
garvieae ATCC 12136T, Enterococcus faecalis ATCC 19433T suslarindan olusan 6 adet
bakterinin %20’nin iizerinde kolesterol asimilasyon aktivitesi gosterdigi bildirilmistir.

Literatiirde Enterococcus mundtii tiriinliin kolesterol asimile etme yeteneginin
arastirildigl bir calismaya rastlanilmamistir. Ancak yapilan farkli ¢alismalarda bu tiiriin
probiyotik olarak kullanilabilecegi One siiriilmiistiir. Lactobacillus plantarum 15HN ve
Enterococcus mundtii S0H suslarinin probiyotik degerlendirilmesi yapilan bir ¢alismada,
insan Caco-2 hiicrelerine yapigmalari, diisik pH/yiiksek safra tuzlarina direngleri,
patojenlere karsi inhibe edici Ozellikleri ve antibiyotige duyarliliklar test edilmistir.
Sonuglarin ortalama degerlerin iizerinde oldugu ve bu iki susun gida endiistrisinde
kullanilabilecek aday probiyotikler olarak tanitilabilecegi bildirilmistir (Hangshenas vd.,
2016).
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Yapilan bir bagka calismada (Sakandar vd., 2018) 19 bakteri ve 3 maya izolati ile
mikroorganizmalarin gliiten parcalayici 6zellikleri arastirilmis ve Enterococcus mundtii en
yiiksek gliiten parcalama yetenegi géstermistir. Sonug olarak, Enterococcus mundtii, gliiten
parcalayan diger suslara kiyasla diisiik pH direnci, safra tuzu 6zellikleri ve hidrofobikligi
tolere etme yetene8i gosterdigi ve probiyotik olarak kullanilma potansiyeli oldugu
belirtilmistir.

Calismamizda Lactococcus lactis, Enterococcus faecium, Enterococcus lactis,
Enterococcus durans ve Lactococcus garvieae tiirii bakterilerin kolesterol asimilasyonu
degerlerinin literatiirdeki bazi c¢alismalardan diisik (Kimoto vd. 2002) ve bazi
caligsmalardan ise yiiksek (Guo vd., 2016; Sirichotinun vd. 2018; Shehate vd., 2019) oldugu

goriilmektedir.
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5. SONUC

Bu calismada Burdur il merkezi, Bucak il¢esi ve kdylerinden toplanan 24 adet ¢ig
stit drneginden izole edilen laktik asit bakterilerinin kolesterol asimilasyonu &zellikleri
incelenmistir. izole edilen laktik asit bakterilerinden 9 adedi 16s rRNA dizi analizi
sonuglarma gore tanimlanmistir. Safra tuzu varhiginda (%0,3) laktik asit bakterilerinin
kolesterol asimilasyon degerleri %27,90 ile %82,17 arasinda farklilik gostermistir.
Lactococcus lactis, Enterococcus durans, Enterococcus lactis, Enterococcus mundtii
tiirlerinin kolesterol asimilasyon degerleri sirasiyla %56,32, %65,16, %61,50 ve %60,15
olarak bulunmustur. Lactococcus garvieae tiri izolatlarin (n=2) kolesterol asimilasyon
degeri %2790 ve %62,33, Enterococcus faecium tirii izolatlarin (n=3) kolesterol
asimilasyon degerleri ise %75,18, %81,06 ve %82,17 olarak belirlenmistir.

Laktik asit bakterilerinin kolesterol asimilasyon degerlerinin susa bagli degisimler
gosterdigi bu calismada da dogrulanmistir. Calismamizda incelenen laktik asit
bakterilerinin potansiyel kolesterol diisiiriicli etkilerinin olmasi bu bakterilerin endiistriyel
uygulamalar i¢in umut vaat ettigini gostermektedir. Tanimlanan bakteriler icerisinde
ozellikle en yiiksek kolesterol asimilasyon oranina sahip Enterococcus faecium (%82,17)
basta olmak tizere, Enterococcus durans (%65,16), Enterococcus lactis (%61,50) ve
Lactococcus lactis (%56,32)’in  diger probiyotik Ozelliklerinin  degerlendirilmesi
Onerilmektedir.

Literatiirde Lactococcus garvieae tiiriiniin laktokokkozis adli enfeksiyona neden
olan balik patojeni olduguna dair ¢aligmalar mevcuttur (Vendrell vd., 2006; Dolgun, 2015;
Onalan ve Yavuz, 2019). Bu sebeple s6z konusu bakterinin kolesterol asimilasyonu
amaciyla kullaniminin uygun olmayabilecegi ancak bu alanda cesitli ¢alismalarin
yapilmas1 gerektigi diistiniilmektedir.

Calismamizda %60,15 oraninda kolesterolii asimile ettigi belirlenen Enterococcus
mundtii tiriiniin kolesterol asimilasyon 0Ozelliginin arastirildigi baska bir calismaya
rastlanilmamasma ragmen literatlirde bu tiirlin potansiyel bir probiyotik bakteri
olabilecegine dair arastirmalar bulunmaktadir. Ancak Higashide vd. (2005) tarafindan
yapilan bir c¢alismada, Enterococcus mundtii’'nin gozde gérme bozuklugu olusturan
endoftalmi hastaligina sebep oldugu ve bulasici insan patojeni olarak tanimlandig:
bildirilmistir. Ancak konu ile ilgili sus diizeyinde daha fazla ¢aligma yapilmasina ihtiyag

bulundugu degerlendirilmektedir.
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Calismamiz kapsaminda tanimlanan ve farkli oranlarda kolesterol asimilasyon
0zelligi oldugu belirlenen Lactococcus lactis, Enterococcus faecium, Enterococcus durans,
Enterococcus lactis tiirlerinin kolesterol asimile etme yetenekleri ile gelecek vaat ettigi
diistiniilmektedir.

Bundan sonraki yapilacak olan ¢aligmalarda;

e kolesterol asimilasyonu aktivitesi belirlenen tiirlerin probiyotik bakterilerin saglamasi
gereken diger ozellikleri gosterip gdstermediginin belirlenmesi,

e in vitro ortamda belirlenen kolesterol diisiiriicii etkilerin in vivo kosularda da test
edilmesi,

e potansiyel probiyotik tiirlerin probiyotik gidalarin tiretiminde kullaniminin aragtirilmasi

Onerilmektedir.
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