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DOGRULUK BEYANI

Yiiksek lisans tezi olarak sundugum bu ¢alismayi, bilimsel etik, ahlak ve geleneklere
aykir diisecek bir yol ve yardima bagvurmaksizin yazdigimi, yararlandigim eserlerin
kaynakgada gosterilenlerden olustugunu ve bu eserleri her kullanisimda alint1 yaparak
yararlandigimi belirtir; bunu serefimle dogrularim. Enstitii tarafindan belli bir zamana
bagli olmaksizin, tezimle ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmasi

durumunda, ortaya ¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglara katlanacagimi bildiririm.

Ayse GUNYAKTI



ONSOZ

Laktik asit bakterileri ¢esitli proseslerde kullanilmak iizere probiyotik kiiltiir olarak en
cok yararlanilan, genel olarak giivenli ve konakg¢1 saglig iizerinde terapdtik etkileri
bulunan bakteri gruplari olarak degerlendirilmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
cesitli kaynaklardan izole edilmis Lactobacillus sp. suslarinin probiyotik kiiltiir olma
potansiyelleri arastirilmis ve bu suslarin gida, farmasétik, enzim teknolojileri,
biyoteknolojik uygulama alanlarinda kullanim potansiyelleri degerlendirilmistir.
Ancak anne siitii orjinli Lactobacillus gasseri suslarindan probiyotik kiiltiir olarak
yararlanim potansiyeli ile ilgili calismalar olduk¢a sinirlidir. Probiyotik kiiltiirlerin
kiiresel pazarlardaki pay: giin gectik¢e biiylimekte ve probiyotik 6zellik tasiyan yeni
suslarin arayisi ve karakterizasyon ¢aligmalar: devam etmektedir.

Bu calismada anne siitlinden izole edilip, tiir ve cins bazinda molekiiler olarak
identifikasyonu yapilan alt1 adet L. gasseri MA susunun probiyotik kiiltiir olarak
kullanim potansiyelleri aragtirllmistir. Bu baglamda suslarin probiyotik kiiltiir olarak
degerlendirilmesi i¢in gerekli olan diisiik pH, safra, pepsin, pankreatin, antibiyotik
direng ozellikleri ve hemolitik aktiviteleri gibi ¢esitli se¢cim kriterleri in vitro
kosullarda arastirilmistir. Bunun yani sira suslarin sanayilerin ¢esitli uygulama
alanlarinda kullanim potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla, yaygin insan-gida
patojenleri, Candida sp. tiirleri, balik patojenleri lizerinde antimikrobiyal aktiviteleri,
agregasyon Ozellikleri, antioksidan aktiviteleri, sodyum benzoat direng 6zellikleri ve
alfa amilaz enzim aktiviteleri belirlenmistir. Calisma verilerine gore oOzellikle L.
gasseri MA-1, MA-2, MA-3, MA-5 ve MA-6 suslarinin sanayinin ¢esitli alanlarinda
probiyotik kiiltiir olarak kullanim potansiyeli tasidiklar1 belirlenmistir. MA-4 susunun
alfa hemolitik aktiviteye gostermesi nedeniyle probiyotik kiiltiir olarak kullanimi
onerilmemektedir. Ancak susun alfa amilaz aktivitesine sahip olmasi nedeniyle enzim

teknolojisinde kullanimi 6nerilebilir.
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OZET

GENETIK OLARAK KARAKTERIZE EDILEN INSAN KAYNAKLI
LACTOBACILLUS GASSERI SUSLARININ PROBIYOTIK KULTUR
OLARAK KULLANIM POTANSIYELLERININ BELIRLENMESI

Calismada, daha onceden anne siitiinden izole edilen alti1 adet Lactobacillus gasseri
MA susunun, PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) tabanli molekiiler identifikasyon
yontemi ile genetik olarak tanimlanmistir. MA suslarin probiyotik kiiltiir olarak
kullanim potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla diisiik pH (2 ve 3) degerlerine, farkli
(% 0.3 ve % 1) safra konsantrasyonlarina, yapay mide ve bagirsak sivilarina karsi
direng 6zellikleri ve hemolitik aktiviteleri in-vitro kosullarda belirlenmistir. Bunun
yanisira suslardan ¢esitli proseslerde yararlanim potansiyelinin tespit edilmesi
amaciyla Sodyum benzoat direng oOzellikleri ve alfa amilaz enzim aktiviteleri
belirlenmistir. MA suslarinin  oto-agregasyon yeteneklerinin % 97-93, test
mikroorganizmalari ile gostermis olduklar1 koagregasyon yeteneklerinin ise % 36-58
degerler arasinda dagilim gostermekte oldugu belirlenmistir. MA suslarinin tamaminin
Amikasin, Gentamisin, Kanamisin, Nalidiksik Asit, Ofloksasin antibiyotiklerine kars1
direng, Amoksisilin, Ampisilin, Kloksasilin, Eritromisin, Penisilin G antibiyotiklerine
kars1 ise hassasiyet gosterdikleri tespit edilmisti. MA  suslarinin  test
mikroorganizmalar1 olarak kullanilan gesitli grup patojen mikroorganizmalara karst
antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi ¢alismalarinda kaydedilen inhibisyon zon
cap1 degerleri, on bes adet insan-gida patojeni i¢in 1.87-14.29 mm, yedi adet balik
patojeni i¢in 1.66-11.22 mm, iki adet Candida tiirii i¢in ise 2.78-4.80 mm deger
araliginda oldugu belirlenmistir. Kaydedilen en yiiksek inhibisyon zon degerlerinin
MA-2 susu icin Staphylococcus epidermidis ATCC 11228 insan-gida patojenine,
Staphylococcus epidermidis ATCC 11228 balik patojenine, Candida albicans ATCC
10231 fungusuna karsi oldugu belirlenmistir. MA suslarinin antioksidan aktiviteleri
DPPH metoduna gore % 33.33-54.93 degerleri arasinda, demir iyonu selatlama
aktiviteleri ise % 7.73-26.88 deger araliginda oldugu belirlenmistir. Tim MA
suslarinin arasinda en yiiksek antioksidan aktivite her iki metot i¢in ortak bir sonug
olarak MA-5 susu i¢in kaydedilmistir.

Anahtar Kelimeler: Anne siitii, probiyotik, alfa amilaz, antimikrobiyal, antioksidan.



ABSTRACT

DETERMINATION OF POTENTIAL USE AS PROBIOTIC CULTURE OF
GENETICALLY CHARACTERIZED HUMAN LACTOBACILLUS GASSERI
STRAINS

In this study, six Lactobacillus gasseri MA strains previously isolated from the human
breast milk were genetically identified by PCR (Polymerase Chain Reaction) based
molecular identification method. The potency of MA strains as probiotic cultures was
determined in in-vitro conditions using different parameters such as; resistance to low
pH (2 and 3) values and different (0.3 and 1 %) bile concentrations, resistance to
simulated gastric and intestinal fluids and hemolytic activities. Additionally, to check
the potential of these strains for utilization in various processes sodium benzoate
resistance properties and Alfa amylase enzyme activities have been determined. The
auto-aggregation abilities of MA strains was recorded as 97-93 % while the
coaggregation abilities with the test microorganisms varies between 36 % and 58
%. All the MA strains were found to be resistant against Amicacin, Gentamicin,
Kanamicin, Nalidixic Acid and were found susceptible to antibiotics such as
Ofloxacin, Amoxicillin, Ampicillin, Cloxacillin, Erythromycin and Penicillin. The
antimicrobial activities studies of MA strains (used as test microorganisms) against
various pathogenic microorganisms revealed inhibition zones values as; 1.87-14.29
mm for fifteen human-food pathogens, 1.66-11.22 mm for seven fish pathogens, and
for two Candida strains 2.78-4.80 mm. For MA-2 strain the highest inhibition zones
were recorded against Staphylococcus epidermidis ATCC 11228 human-food
pathogen, Staphylococcus epidermidis ATCC 11228 fish pathogen, Candida
albicans ATCC 10231 fungus. According to the DPPH method the antioxidant
activities of MA strains were determined to be between 33.33 % and 54.93 % and the
iron ion chelating activities ranged from 7.73 % to 26.88 %. The highest antioxidant
activity among all MA strains was recorded for the MA-5 strain as a common result
for both methods.

Keywords: Human breast milk, probiotic, alfa amylase, antimicrobial, antioxidant.
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1. GIRIS

Saglikli bir viicut sisteminde dogal mikroflora ve oksidan — antioksidan mekanizmast
dengelidir. Ancak g¢evre, stres, sagliksiz ve yetersiz beslenme, bilingsiz antibiyotik
kullanimi, alkol, sigara kullanimi gibi etmenler viicut oksidan-antioksidan
mekanizmasini  ve intestinal sistemde bulunan dogal mikroflora dengesinin
bozulmasina ve dogal mekanizmalarin yetersiz kalmasina neden olmaktadir. Bu gibi
durumlarda disaridan almman ek gidalar dengenin korunmasina ve modiilasyonuna
yardimci1 olmaktadir.

Laktik asit bakteri (LAB), insan ve hayvan gastrointestinal sisteminde, tirogenital
sisteminde, list solunum sisteminde, agiz boslugu mikroflorasinda dogal kolonize
olabilmelerinin yanisira, siit ve siit {irlinleri, et, sebze ve meyvelerden elde edilmis
fermente triinlerin yapisinda da bulunmaktadir. Laktobasiller ve bifidobakteriler,
bagisiklik sisteminin modiilasyonu, kanserin onlenmesi, bagirsak fonksiyonlarinin
tyilestirilmesi, lipid ve glikoz metabolizmasini diizenlenmesi ve hipokolesterolemik
etki yoluyla insan sagligina yarar saglayan ve probiyotik kiiltiir olarak en ¢ok
kullanilan mikroorganizmalardir (Darsanaki vd., 2013; Kang vd., 2013).
Lactobacillus cinsi su anda 140 tiir ve 30 alt tiir igeren en biiyiik LAB grubudur. Bu
sayilar, modern molekiiler biyoloji yontemleri ve biitiin genom tabanli teknikler
temelinde siirekli olarak degerlendirilmektedir. Lactobacillus tiirleri fermantasyon
karakterlerine dayanarak fakiiltatif homofermatif, fakiiltatif heterofermentatif ve
zorunlu heterofermentatif olmak {izere ili¢ gruba ayrilabilir. Bunun yani sira 16S
filogeni teknigi kullanilarak Lactobacillus tiirleri L. casei-Pediococcus grubu,
Leuconostoc grubu ve Lactobacillus acidophilus /delbrueckii grubu olmak iizere iig
gruba ayrilmistir. Daha sonra, tekrar 16S rDNA sekanslarina dayanarak, Lactobacillus
tirleri Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus buchneri ve Lactobacillus plantarum grubu olmak tizere 5 ayr ¢ati
altinda siniflandirilmistir. Ancak filogenetik belirtegler olarak 16S rRNA genlerinin
kullanimlar1 elestirilerek bu smiflandirmalar genellikle yetersiz olarak kabul
edilmistir. Laktobasiller tiirlerinin siniflandirilmasi i¢in ortaya konulan yeni 6neriler

ile cinsin yedi veya sekiz gruba ayrilabilecegini iddia edilmektedir



(Korhonen, 2010). L. acidophilus grubu (L. crispatus, L. amylovorus, L. gallinarum,
L. gasseri ve L. johnsoni), cok uzun yillardan beri insan sagligina yararlari ve giivenilir
kullanim1 nedeniyle "genel olarak giivenli" seklinde tanimlanan bakteriler olarak
siiflandirilmaktadir (Mayrhofer vd., 2008).

Anne siitll yeni dogan bagirsak mikrobiyotasinin olusumu ve gelisiminde énemli rol
oynayan anahtar faktordiir. Su ana kadar yapilan ¢aligmalarda anne siitiiniin ihtiva
ettigi Lactobacillus tiirlerinden agirlikli olarak L. gasseri, L. fermentum ve L.
salivarius suslarinin izole edildigi rapor edilmistir (Martin vd., 2005; Jiménez vd.,
2008). L. gasseri, insan gastrointestinal sistem ve agiz boslugu, vajinal sistem gibi
mukozal yiizeylerde kolonize olan, diisik GC (guanin/sitozin) oranina sahip,
homofermentatif ve gram pozitif bir laktik asit bakterisi olarak karakterize
edilmektedir (Di Luccia vd., 2013). L. gasseri yaygin bir sekilde probiyotik olarak
kullanilmaktadir ve insan saglig1 iizerine bagirsak fonksiyonlarini diizenlenmesi,
bakteriyosin iiretimi, immun yanitin diizenlenmesi ve arttirtlmasi, serum kolesterol
seviyesinin diistiriilmesi gibi terapdtik etkileri bulunmakta ancak bu etkilerin susa
bagli olarak degismekte oldugu belirtilmektedir (Kawase vd., 2011; Selle ve
Klaenhammer, 2013; Kim ve Rajagopal, 2001).

Probiyotik bir kiiltiir olarak karakterize edilecek olan susun, sagligi tesvik edici
etkilerinden yararlanilabilmesi, farmasétik ve gida proseslerinde kullanilabilmesi igin,
antibiyotik toleransi, safra toleranst ve gastrik sivi toleransi, antimikrobiyal
bilesenlerin liretimi gibi in vitro se¢im kriterlerini saglamasi gerekmektedir (Hoque
vd., 2010). Bu alanlarin yan1 sira, bugiin ¢cok sayida mikroorganizma kaynakli amilaz
enzimleri bitki ve hayvan kaynakli enzimlere gore daha stabil (kararli) olmalar
nedeniyle, ticari olarak nisastanin kimyasal hidrolizi amaci ile nisasta isleme
endiistrisinde neredeyse tamamen yerini almistir ve ¢ok genis bir yelpazede
kullanilmaktadir (Souza, 2010).

Bu ¢alisma kapsaminda anne siitiinden izole edilen alt1 adet L. gasseri MA susunun,
PCR tanimla yontemi ile molekiiler olarak identifikasyonu yapilarak, biyoproseslerde
probiyotik kiiltiir olarak faydalanma potansiyelinin belirlenmesi amaciyla stres
kosullarina (antibiyotik, safra suyu, yapay mide sivisi, yapay ince bagirsak sivisi,
diisik pH degerleri) direng Ozellikleri in vitro kosullarda tespit edilmistir. MA
suslarindan gida, yem, farmakoloji endiistrilerinde biyo-koruyucu olarak yararlanma
imkanlarinin belirlenmesi amaciyla sodyumbenzoat gida katki maddesi direng

ozellikleri, insan-gida, Candida sp. tiirleri ve balik patojenleri olmak {izere hastalik
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etmeni olarak en ¢ok rastlanan patojen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal
aktiviteleri, agregasyon 6zellikleri, hemolitik aktiviteleri ve reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) birikiminin engellenmesi amaciyla suslarin antioksidan aktivitesi test
edilmistir. Ayrica MA suslarin gida, tekstil, kagit enddistrisi, yem sanayi gibi bir¢ok
alanda genis 6l¢iide kullanilan ve endiistriyel birer enzim olan alfa-amilaz aktiviteleri

arastirilmastir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Anne Siitiiniin Genel Ozellikleri ve Mikrobiyal icerigi

Anne siitli yeni doganlarda saglikli ve hizli bir gelisim i¢in gerekli olan, zengin besin
degeri ve kompleks mikrobiyal igerigi ile gastrointestinal sisteminin olgunlagmasini
ve immun sistemin gelismesini saglayan essiz spesifik bir biyolojik sivi olarak
tanimlanmistir (Fernandez vd., 2013). Birlesmis Milletler Cocuklara Yardim Fonu
(UNICEF) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ortakligi ile 1992 yilinda yayinlanmis bir
bildirgede (Innocenti Bildirgesi) anne siitiiniin bebeklerin gelisimi i¢in en saglikli
besin maddesi oldugu, bu nedenle ilk alt1 ayda yalnizca anne siitii ile beslenmenin ve
sonrasinda ek gidalar ile birlikte iki yasina kadar anne siitiine devam edilmesinin
o6nemi vurgulanmistir (Giin vd., 2009).

Anne siitiiniin koruyucu rolii igerigindeki karbonhidratlar, niikleotidler, yag asitleri,
immiinoglobulinler, sitokinler, bagisiklik sistem hiicreleri, lizozim, laktoferrin ve
diger immiinomodiilatér faktorler gibi bilesenler genis bir sinerjistik etki sonucu
saglig1 tesvik etmekte oldugu belirlenmistir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda
insan siitiinde eksozomlar ve micro RNA gibi bagisiklik diizenleyici faktorlerin varlig
tespit edilmistir. Saglikli kadinlarm siitleri yaklasik 103-10* cfu/mL potansiyel
bakteriyi yeni doganlarin gastrointestinal sistemine siirekli bir kaynak olarak
aktarmaktadir. Bu anlamda anne siiti mikrobiyomlar1 yasamin baglangicinda steril
olan gastrointestinal sistem ig¢in bir ag1 olarak kabul edilmektedir. Bunun yani sira siit
mikrobiyomlari, emziren kadinlarin meme sagligi i¢in bir ¢ok dnemli bir rol oynadigi
yapilan calismalarda belirtilmistir. Dahast bu siit mikrobiyomlarinin kullanimi
genellikle vajinal enfeksiyonlar ve meme iltihabi gibi hastaliklarin antibiyotik tedavisi
ile olusabilecek agrili yan etkilerden annelerin korunmasini sagladigi belirtilmistir

(Jeurink vd., 2012).



Anne siitii yapisinda bulunan ¢esitli vitamin, mineral, hormonlar, oligosakkaritler,
glikoproteinler, yag asitleri gibi biyoaktif faktorleri igermesinin yani sira ayrica
probiyotik ozellik tasiyan (bilhassa Lactobacillus ve Bifidobacterium) mikrobiyal
cesitliligi ile cesitli kronik hastaliklar, dis ciiriikleri, obezite, alerjik hastaliklar,
diyabet, iilseratif kolit, enfeksiyonel hastaliklar ve l6semiye karsi koruyarak bedensel
ve zihinsel gelisimi saglamaktadir. Yapilan bir¢ok c¢alismada 16S rDNA genleri
tizerinde molekiiler tabanli genetik identifikasyon teknikleri ile anne siitii
mikrobiyomunda Lactobacillus, Staphylococcus, Enterococcus, Bifidobacterium,
Streptococcus grubu bakterilerin agirlikli olarak bulundugu ve giinliik 1.10° - 1.107
civarinda bakterilerin anne siitii aracilig1 ile gastro intestinal sisteme transfer edildigi
tespit edilmistir (Soto vd., 2014). Onceki caligmalarda, saglikli kadinlarin siitlerinin,
bebek bagirsagina transfer edilen 6nemli bir laktik asit bakteri kaynagi oldugu ve bu
biyolojik sivinin ihtiva ettigi ana tiirler arasinda Lactobacillus gasseri susununda
bulundugu rapor edilmistir (Olivares vd., 2006).

Ozellikle anne siitiinden izole edilen ve probiyotik kiiltiir olma potansiyeli tastyan
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus plantarum ve Lactobacillus fermentum gibi Lactobacillus cinsi
bakteriler iizerine ilgi giderek artmaktadir (Lara-Villoslada vd., 2007). Bu bakterilerin
gastro intestinal sistemde baskin hale gelerek, iirettikleri bakteriyosin, organik asit,
hidrojen peroksit gibi antimikrobiyal ozellik gosteren cesitli ajanlar ile dogal
mikrofloranin dengesini sagladigi, bakteri ve maya kaynakli enfeksiyonlara karsi

konake1 sagligint korudugu rapor edilmistir (Collado vd., 2009).



Cizelge 2.1: Anne siitiinden izole edilen mikroorganizmalar (Bagci, 2015).

Metot Tiirler
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus  fermentum,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus reuteri,
Lactobacillus casei, Lactobacillus vaginalis, Lactobacillus
animalis, Lactobacillus brevis, Lactobacillus helveticus,
Mikrobiyal Lactobacillus  oris, Lactobacillus  spp., Lactococcus
izolasyon lactis, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium longum,
Leuconostoc mesenteroides,
Staphylococcus  epidermidis,  Staphylococcus  aureus,
Staphylococcus capitis, Staphylococcus hominis,
Streptococcus mitis,
Streptococcus salivarius,Streptococcus parasanguinis,
Mikrobiyal Streptococcus oris,  Streptococcus australis  Streptococcus
Izolasyon gallolyticus, Streptococcus vestibularis, Streptococcus spp.,

Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Enterococcus
durans, Enterococcus hirae,Enterococcus mundtii,
Enterococcus spp., Rhodotorula mucilaginosa, Pediococcus
pentosaceus, Pediococcus pentosaceous, Kocuria rhizophila,

Corynebacterium spp., Peptostreptococcus spp.




Cizelge 2.1 (devam): Anne siitiinden izole edilen mikroorganizmalar (Bagci, 2015).

Lactobacillus fermentum, Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
rhamnosus, Lactobacillus spp., Lactococcus lactis, Leuconostoc
citreum, Leuconostoc fallax, Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis, Enterococcus spp., Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus hominis, Streptococcus mitis,
DNA sekans Streptococcus parasanguinis, Streptococcus salivarius,

analizi Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Bifidobacterium
longum, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium animalis,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve,
Bifidobacterium catenolatum, Bifidobacterium longum,
Weissella cibaria, Weissella confusa, Propionibacterium

acnes, Clostridium spp., Corynebacterium spp.,

Bradyrhizobiaceae, Propionibacterium spp., Pseudomonas.

2.2 Gastrointestinal Sistem Mikrobiyotasi

Insanlar da dahil olmak {izere tiim omurgali canlilarin gastrointestinal sistemi (ag1z
boslugu, mide, ince bagirsak, kalin bagirsak, rektum gibi farkli habitatlar) agirlikli
olarak bakteri tiirlerinin bulundugu ¢ok genis bir mikrobiyal topluluga ev sahipligi
yapmaktadir. Insan gastrointestinal sistem (GIT) florasinda bulunan mikrobiyal
tirlerin anatomik, imminolojik ve fizyolojik oOzellikleri karakterize edilip
incelendiginde, gastrointestinal sistemin sasirtici derece cesitlilik gdsteren ekolojik
nisleri ihtiva ettigi belirlenmistir (Walter, 2008). GIT sistemde yaklasik 10%3-10%
civarinda aktif, yogun ve oldukga ¢esitli bir mikrobiyal popiilasyon bulunmaktadir ve
bu sistemin insan genom sayisindan en az 100 kat fazla gen iceren 1000 den fazla

kommensal tiirii kapsadigi diistiniillmektedir (Vélez vd., 2007).



https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwji9dmO7J3QAhUB6xQKHe6BD_IQFggaMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F24351750&usg=AFQjCNEIcIWhr860CtBkFPwjH83rdqPYQg&sig2=AKC93f9-RZGqq9ERsr-u3A&bvm=bv.138169073,d.d24
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwji9dmO7J3QAhUB6xQKHe6BD_IQFggaMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2Fpubmed%2F24351750&usg=AFQjCNEIcIWhr860CtBkFPwjH83rdqPYQg&sig2=AKC93f9-RZGqq9ERsr-u3A&bvm=bv.138169073,d.d24

Bagirsak mikrobiyota bilesimi yas, cinsiyet, etnik koken, beslenme tarz1 gibi bir takim
etmenlere baglidir ve probiyotik, prebiyotik, antibiyotikler gibi etmenlerle ise modiile
edilebilir. Yasamin ilk evrelerinde anneden vajinal, deri ve anne siitii kaynakli olmak
tizere Bifidobacterium, Lactobacillus ve Enterococcus gibi birgok Oncii
mikroorganizma yeni doganlara dikey gecis ile aktarilarak tamamen steril olan GIT
sisteminde kolonize oldugu ve sonraki donemlerde ise anaerob bakterilerin mikrobiyal
topluluga egemen oldugu yapilan ¢alismalarla belirlenmistir. Dort ile altinci aylar
arasinda kat1 gida takviyesinin baslamasi ile birlikte clostridial tiirler (Lachnospiracea,
Clostridiaceae ve Ruminococcaceae), takibindeki aylarda ise Ruminococcaceae
ailesinin lyelerinde bir artis gorinmektedir. 2-3 yas aralifinda mikrobiyota
bilesiminde daha sonra yetigkinlikte de stabil kalan Bacteroidaceae, Lachnospiraceae
ve Ruminococcaceae gibi tiirler kolonize olmaktadir. Ekolojik teorite gére zamanla bu
oncii tlirler daha kompleks ve daha stabil bir eriskin ekosistemin olusumunu sagladigi
diistiniilmektedir (Groer vd., 2014; Dominguez vd., 2011; Arrieta vd., 2014; Million
vd., 2013). Genel olarak yiiksek mikrobiyal g¢esitliligin saglikli bir intestinal
mikrobiyota ile iliskili oldugu disiiniilirken, mikrobiyal c¢esitliligin azalmasi
hastaliklarla bagdastirilmaktadir (Scott vd., 2015).

Kolon mikroflorasinin temel fonkiyonu sindirilemeyen besin maddesi kalintilarinin ve
epitelyum tarafindan iiretilen endojen mukusun fermentasyonunu saglamaktir. Dogal
mikroflora iiyeleri mevcut mukozal alanlara (adezyon alanlar1) kolonizasyon ile bir
bariyer olustustururlar. Bu alanlarda hastalilk etmeni endojen patojen
mikroorganizmalar ile ¢esitli substratlar i¢in rekabet olusturmakta ve kisa zincirli yag
asitleri ve bakteriyosinler gibi diizenleyici faktorlerin {ireritimi ile gastrointestinal
sistemde bu patojenlerin kolonizasyonlarin1 engellemektedirler (Hao ve Lee, 2004).
Yapilan ¢aligmalar intestinal mikroflora kondisyonunun, obezite patogenezi, insulin
direnci, damar sertlesmesi (ateroskleroz) ve tip 2 diyabet gibi hastalilarin

onlenmesinde 6nemli rol oynadigi gostermistir (Wegielska ve Suliburska, 2016).



2.3 Probiyotik Mikroorganizmalar

Probiyotikler ilk olarak Kollath tarafindan 1953 yilinda zararhi etkileri olan
antibiyotiklerin aksine organik ve inorganik gidalarin yapisinda bulanan dogal
bilesenler olarak tanimlanmistir (Kotikalapudi, 2009). Fuller (1992) probiyotik
terimini mikrobiyal dengeyi saglayarak konak¢i ilizerinde faydali etkileri olan ‘canli
mikrobiyal besin katkis1® olarak tanimlanmustir. Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) ve
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tanimina gore ise probiyotik mikroorganizmalar yeterli
miktarda alindiklarinda konakg1 saglig iizerinde terapotik etkileri bulunan ‘yasayan
mikroorganizmalar’ olarak degerlendirilmistir (Grajek vd., 2005).

Probiyotik mikroorganizmalar gram pozitif, cubuk ya da kok seklinde, anaerobik veya
fakiiltatif anaerobik bakteri ya da maya tiirlerini kapsamaktadirlar. Probiyotik
mikroorganizmalarin intestinal mukozaya tutunarak epitelyal bariyeri genislettikleri,
tiretmis olduklar1 gesitli antimikrobiyal maddeler ile patojen mikroorganizmalarin
gelisimini inhibe ettikleri ve bu sayede intestinal sistemin dengeli, saglikli ve dinamik
olmasina katki sagladiklar1 belirlenmistir (Bermudez-Brito vd., 2012).

Bunun yan1 sira probiyotik bakteriler tirogenital sistem, iist solunum yolu sistemi, agiz
boslugu gibi mukozal alanlarda da kolonize olarak konake¢i sagligr iizerine faydali
etkiler saglamaktadir. Probiyotik mikroorganizmalar soguk algmligi, grip, kulak-
burun bogaz enfeksiyonlari, iirogenital enfeksiyonlar, atopik dermatit (egzema),
alerjik burun iltihab1 gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi gibi, bir asi

adjuvani olarak kullanilabilmektedir (Tandee, 2013).



Probiyotik

Mikroorganizmalar

—— ! Matabalik etkileri
nite stinal

floranin devambilign Immunmndulasyon / \\‘
Besin tedarigi Safra tuzlanmin
or. bagirsak dekonjugasyonu ve sekresyonu

o = = epitelyumuna Folat
Hnlt:masyon Iitihaph bagirsak Bagirsak Laktoz
anol talikl kontral
hastahklannin kentroli toksik/mutajenik  hidroliz
4,__‘____‘_‘_ reaksiyonlanmn
Huzurauz bagursak immun seviyesinin azalhlmas.
sandromunun Kontroll yanibin uyumu
Kolon kanseri igin
risk olugturan faktorlerin Serum kolesteral
kisitlanmas seviyesinin
dusurulmesi
Dogal bagigikhgim
Bebeklerde besin Euvvetlendirilmesi
alerjisl semptomlanmn
dilzenlenmesi

Laktoz toleransmin
dizenlenmesi

Endojen patojenlerin baskilanmasi
[amtibiyolik kaynakh ishal)

Eksojen patojenlerin
baskilanmasi

(Turist ishali)

Sekil 2.1: Probiyotik mikroorganizmalarin etki mekanizamasi (Hamasalim, 2015).

Bir mikroorganizmanin probiyotik kiiltiir olarak degerlendirilebilmesi i¢in, insan
kaynakl1 olmasi, non-toksik olmasi, viriilens faktorleri tasimamasi, mide ve safra suyu
toleransinin bulunmasi, bagirsak epitel yilizeylerine tutunup burada kolonize
olabilmesi, ¢esitli antimikrobiyal maddeler iireterek patojen mikroorganizmalara karsi
antagonistik etki gdstermesi, antibiyotiklere dingli olmas1 gibi bir takim 6zellikleri
tagimasi gerekmektedir (Yangilar, 2015).

Probiyotik olarak degerlendirilen mikroorganizmalar (cogunlukla bakteri nadir olarak
mayalar) genellikle Lactobacillus (L. casei, L. rhamnosus ve L. acidophilus
(¢ogunlukla L. acidophilus grubu olarak degerlendirilen L. crispatus, L. amylovorus,
L. gallinarum, L. gasseri ve L. johnsoni), Lactococcus, Bifidobacterium, Pediococcus,
Saccharomyces ve Enterococcus gibi gruplar olmasina ragmen Lactobacillus tiirleri
probiyotik kiiltiir olarak en sik yararlanilan tiirlerdir (Georgiev vd., 2015; Masuda vd.,
2005).
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Probiyotik mikroorganizmalar ¢ok eski zamanlardan beri gida islemede 6zellikle siit
ve siit Uriinlerinde dogal gida bilesenleri olarak kullanilmalarinin yani sira ayni
zamanda tibbi amacli ve tarim-su iriinleri endiistrilerinde de kullanilmaktadirlar.
Probiotik gida veya takviyelerinin, sindirim sistemindeki mevcut mikrobiyal florayi
(hem faydali hem de hedef patojen mikroorganizmalar) tahrip eden ancak bazi
hastaliklar giderilmesinde uygulanan antibiyotik tedavisinden sSonra tiiketilmesi
olduk¢a 6nemli bir husus olarak belirtilmektedir. Probiyotiklerin kiiresel pazarladaki
talebi 2007'de 14.9 milyar dolar, 2008'de 15.9 milyar, 2011 yilinda 27.9 milyar
dolarken, 2018 yilinda % 7 lik bir biiyiime ile 44.9 milyar dolara ulasacagi tahmin
edilmektedir (Soccol vd., 2010; Nguyen vd., 2016).

2.4 Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Laktik asit bakterileri (LAB) terimi 20. yiizyilda yavas yavas kabul edilmeye
baslanmis olsada bu bakteri grubu daha eski zamanlarda siit kaynagi ve laktik asit
iireten gibi isimler ile bilinirdi. Laktik asit bakterileri fermentasyon 6zelligi tagiyan,
yiikksek endiistriyel 6nemi bulunan, ekolojik olarak ¢ok c¢esitli mikroorganizma
grubudur (Sharma vd., 2012). Bu bakteri grubu gram pozitif, katalaz negatif, spor
olusturmayan, anaerobik kosullar1 tercih eden ancak aero-toleransli, Lactococcus,
Enterococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus ve Lactobacillus gibi birgok
cinsi kapsayan c¢ubuk ya da kok seklinde mikroorganizmalardir (Chartie ve
Kulakauskas, 2014; Muhialdin vd., 2011).

LAB genellikle farkli ebatlarda plazmidlere sahiptir ve plazmidler tizerinde bazi
antibiyotik diren¢ lokasyonlarinin L. lactis ve ¢esitli Lactobacillus ve Enterococcus
tiirlerinde belirlendigi oldugu rapor edilmistir. LAB yapisal (intrinsik) veya kalitsal,
kazanilmis ve mutasyonel olarak gézlenen {i¢ farkli antibiyotik direng ¢esidi vardir.
LAB'nin intrinsik, kromozomal olarak kodlanmis direng 6zelliklerinin karakterize
edilmesi yaygin antibiyotiklere karsi direng ozelliklerini tanimak igin gereklidir.
Avrupa Komisyonunun raporlarina gore, eksojen diren¢ genlerinin baska bir sustan
yatay olarak aktarilmasi ile elde edilen direnci tagiyan suslarin hayvansal gida katkilar
olarak kabul edilemez oldugu bildirilmistir. Bununla birlikte Lactobacillus suslarinin
kloramfenikol, streptomisin, gentamisin, penisilin G, tetrasiklin ve eritromisin

antibiyotiklerine kars1 yapisal olarak duyarli, aminoglikozid, florokinolon, glikopeptit
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ve vankomisin antibiyotiklerine ise yapisal olarak direngli olduklar rapor edilmistir

(Patel vd., 2012).

Cizelge 2.2: Cesitli hastaliklarin tedavi siireglerinde kullanilan bazi  klinik
antibiyotikler ve etki mekanizmalar1 (Devirgiliis vd., 2013).

Antibiyotikler

Farmakolojik
Siif

Etki Mekanizmalari

Eritromisin

Makrolidler

Hedef: Ribozom, Inhibisyon alanlari:
Protein sentezi, hedef bolge degisiklikleri
(metilazlar) Efflux, Enzimatik inaktivasyon

Amikasin

Aminoglikozid

Hedef: Ribozom, Inhibisyon alanlar::
Enzimatik inaktivasyon, hiicre gecirgenligi
modifikasyonlari, hedef bdlge mutasyonlari
(ribozom baglanma bolgelerindeki
degisiklikler)

Gentamisin

Aminoglikozid

Hedef: Ribozom, Inhibisyon alanlar::
Enzimatik inaktivasyon, hiicre gecirgenligi
modifikasyonlari, hedef bolge mutasyonlari
(ribozom baglanma bolgelerindeki
degisiklikler)

Kanamisin

Aminoglikozid

Hedef: Ribozom, Inhibisyon alanlar::
Enzimatik inaktivasyon, hiicre gegirgenligi
modifikasyonlari, hedef bdlge mutasyonlari
(ribozom baglanma bolgelerindeki
degisiklikler)

Amoksisilin

Beta Laktam

Inhibisyon bolgeleri: Hiicre duvari sentezi,
Enzimatik inaktivasyon (j3-laktamaz)

Hedef bolge mutasyonlari (degistirilmis
penisilin  baglayic1  proteinler), Hiicre
gecirgenliginin modifiye edilmesi

Ampisilin

Beta Laktam

Inhibisyon bolgeleri: Hiicre duvari sentezi,
Enzimatik inaktivasyon (p-laktamaz)

Hedef bolge mutasyonlart (degistirilmis
penisilin  baglayici  proteinler), Hiicre
gecirgenliginin modifiye edilmesi

Penisilin

Beta Laktam

Inhibisyon bolgeleri: Hiicre duvari sentezi,
Enzimatik inaktivasyon (j3-laktamaz)

Hedef bolge mutasyonlart (degistirilmis
penisilin  baglayic1  proteinler), Hiicre
gecirgenliginin modifiye edilmesi
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Cizelge 2.2 (devam): Cesitli hastaliklarin tedavi siireglerinde kullanilan bazi klinik
antibiyotikler ve etki mekanizmalar1 (Devirgiliis vd., 2013).

Inhibisyon bélgeleri: Hiicre duvari sentezi,
Enzimatik inaktivasyon (B-laktamaz)
Kloksasilin Beta Laktam Hedef bolge mutasyonlart (degistirilmis
penisilin  baglayici  proteinler), Hiicre
gecirgenliginin modifiye edilmesi

Hedef: Ribozom, Inhibisyon alanlar:
Protein sentezi, Enzimatik inaktivasyon

Kloramfenikol Kloramfenikol (esas olarak deasetilazlar,
fosfotransferazlar), Efiizyon hedef bolge
mutasyonlari, Hiicre gecirgenliginin

modifikasyonu

DNA giraz, DNA topoizomeraz, Hedef
Nalidiksik Asit Kinolon bolge mutasyonlari, Hiicre gecirgenliginin
modifikasyonu, diisiik hedef ekspresyon
seviyesi

DNA giraz, DNA topoizomeraz, Hedef
Ofloksasin Kinolon bolge mutasyonlari, Hiicre gegirgenliginin
modifikasyonu, diisik hedef ekspresyon
seviyesi

Laktik asit bakterileri insan ve hayvan gastrointestinal sisteminde, iirogenital
sisteminde, iist solunum sisteminde, agiz boslugu mikroflorasinda dogal olarak
bulunmasinin yani sira, siit ve siit {irtinleri, et, sebze ve meyvelerden elde edilmis
fermente triinlerin yapisinda da bulunan heterojen bir gruptur. Lactobacillus ve
Bifidobacterium spp. tiirleri kommensal bagirsak florasinin baskin ve onde gelen
tiyeleridir ve konakg¢1 saglig1 lizerine laktoz in-toleransinin azaltilmasi, kan kolestrol
seviyesinin dengelenmesi, ishal ve bagirsak enfeksiyonlarinin 6nlenmesi, immun
yanitin giiclenmesi gibi dogrudan veya dolayli bir ¢ok etkileri oldugu tespit edilmistir
(Darsanaki vd., 2013).

Lactobacillus ve diger laktik asit bakteri patojen mikroorganizmalar ile besin
rekabetinde bulunarak ve laktik asit, asetik asit, hidrojen peroksit, bakteriyosin (nisin,
laktasin, diplokokin, asidofilin, bulgarikan, helvetisin ve plantarisin), protezlar,
lizozim, reuterin gibi diisiik molekiil agirlikli bilesikler, diasetil, antifungal bilesikler,
fenil laktik asit gibi kimyasal salgilar ile patojen mikroorganizmalarin gelislerini
inhibe etme potansiyeline sahip olduklar1 belirlenmistir (Arqués vd., 2015). LAB gibi

gram pozitif mikroorganizmalardan izole edilen bakteriyosinler, 6zellikle siit ve siit
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tiriinleri endiistrisinde biyolojik koruyucu bilesenler olarak kullanimlar1 ve ayrica
insanlar iizerinde gostermis olduklari terapotik etkiler dolayisiyla ¢ok fazla dikkat
¢ekerek yogun bir arastirma konusu haline gelmistir. Bakteriyosinigenik laktik asit
bakterileri veya bu bakterilerin sentezlemis olduklar1 bakteriyosinler, gida tirtinleri ve
yemlerde patojen mikroorganizmalarin  gelisimlerini  kontrol etmek ve
mikroorganizma kaynakli bozulmalarin 6niine gecmek i¢in giivenli katki maddeleri
(GRAS) olarak kullaniimaktadir. Ozellikle L. acidophilus ve bunun yanisira L. gasseri,
L. johnsonni gibi Lactobacillus suslarimin bagirsaklarda bakteriyosin iiretimi,
kolonizasyon ve yiiksek rekabet 6zelliklerinin oldugu diisiiniilmektedir. Baz1 laktik
asit bakterileri tarafinfan salgilanan bakteriyosinlerin ayrica viriisler tizerinde de etkili
oldugu belirtilmistir (Ghosh vd., 2014; Djadouni ve Kihal, 2012; Zhu vd., 2000;
Giilgor ve Ozgelik, 2014). Laktik asit bakterileri ya da laktik asit bakterilerinin
antimikrobiyal 6zellige sahip metabolik iirtinleri, gidalarda kontaminasyon etmeni
olan (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli vb.)
istenmeyen mikroorganizmalar1 inaktive edilmesi, gidalarin mikrobiyal bozulmalara
kars1 korunmasi, raf dmriiniin uzatilmasi ve bozulmalara bagli ekonomik kayiplarin

onlenmesi amaci ile biyokoruyucu olarak kullanilmaktadirlar (Segkin vd., 2010).

2.5 Lactobacillus gasseri

L. gasseri, L. acidophilus'dan morfolojik olarak ¢ok az bir farklilik gdstermesi,
karbonhidrat kullanim1 ve iretilen laktik asit izomerleri gibi klasik taksonomik
ozelliklere gore ayirt edilememesi nedeniyle rutin olarak L. acidophilus olarak
smiflandirilmistir. Ancak L. gasseri, Lactobacillus tiirlerinin laktat dehidrogenazlari
ve L. acidophilus'un DNA/DNA hibridizasyon kaliplar1 iizerinde ¢alismig olan Francis
Gasser'den sonra L. acidophilus ‘dan ayirt edilebilmistir (Cunha, 2011).

L. gasseri, gastrointestinal sistem, agiz boslugu ve vajinal sistemde dogal olarak
bulanan, homofermentatif ve termofilik bir sustur ve en iyi bilinen 50 Lactobacillus
tiriinden biridir. L. gasseri, B grup acidophilus kompleks mikroorganizmalarindan
olup ve belirgin ana yiizey katman (S katmani) proteinlerinin bulunmamasi ve genetik
identifikasyon yontemleri ile A grubu iiyelerden ayirt edilebilmektedir. L. gasseri her
ne kadar S katman proteinlerini kodlayan genlerden yoksun olsada, cesitli 6zellikler

yoniinden L. acidophilus'un S katmani proteinleriyle benzerlikler tasiyan ve
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'agregasyon arttirict faktorler' (Apf) olarak adlandirilan proteinleri kodlama 6zelligini
tasidigi belirtilmistir (Cunha, 2011).

Yapilan bazi ¢alismalarda Lactobacillus cinsi bakteri katkilarinin Helicobacter pylori
tedavisinde genis bir terapotik etki gosterdigi, bunun yanisira deney hayvanlar ve
insanlar ile gerg¢eklestirilen ¢aligmalar ise L. gasseri OLL 2716 (LG21) susunun mide
mukozal yiizeylerinde H. pylori kolonizasyonu baskiladigi bildirilmistir (Fujimura vd.,
2006). L. gasseri suslarinin yag taneciklerini baglayarak kolesterol ve yag asitlerinin
emilim inhibisyonunu arttirdig1 rapor edilmistir (Hamad vd., 2009).

Calismalarda genis spektrumlu antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptanan L. gasseri
LA158 susunun Gassericin T, L. gasseri SBT 2055 susunun Gassericin T, L. asseri
LA39 susunun Gassericin A ve L. gasseri KT7 susunun Gassericin KT7, L. gasseri
LF221 susunun ise Acidocin LF221 A ve B bakteriyosinlerini {iretmis olduklar1 tespit
edilmistir (Arakawa vd., 2009; Rogelj ve Matijasi¢, 2006).

L. gasseri susu spesifik bir safra tuzu hidrolaz enzimi igermekte oldugu ve L.
acidophilus’a benzer bir safra toleransi gosterdigi belirlenmistir (Selle ve
Klaenhammer, 2013).

L. gasseri, probiyotik sus olarak kullanilmasinin yani sira ayni zamanda siit ve siit
tirlinleri icin starter kiiltiir olarak da kullanilmaktadir. Ancak L. gasseri fermente
tiriinler i¢in katki maddesi olarak kullanilan sodyum kloriir ve sodyum nitrit (et
tirtinleri temel bilesenleri) gibi maddelere kismen duyarli oldugu i¢in fermente et gibi

gidalarin tiretiminde kullaniminin siirli oldugu belirtilmistir (Arihara ve Itoh, 2000).
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3. MALZEME ve YONTEM

3.1 Laktik Asit Bakteri Suslari

Deneylerde daha once yiiriitilen bir proje kapsaminda farkli goniilli annelerin
stitlerinden izole edilen alt1 adet L. gasseri MA susunun, hizmet alimi yapilarak
(iontek) PCR tabanli molekiiler tanimlama yontemi ile genetik identifikasyonu
yapilmustir.

L. gasseri MA suslar1 Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve
Arastirma Merkezi, Biyoteknoloji Laboratuvari bilinyesinde MRS  sivi/kati

besiyerlerinde pasajlart alinarak gliserol stoklarda +4°C muhafaza edilmistir.

3.2 MA Suslarinin Baz:1 Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.1 MA Suslarmin Antibiyotik Hassasiyetlerinin Belirlenmesi

Anne siiti kaynakli L. gasseri MA suslarmi, Makrolid grubu (Eritromisin),
Aminoglikozid grubu (Amikasin, Gentamisin, Kanamisin), Beta Laktam grubu
(Amoksisilin,  Ampisilin, Penisilin G, Kloksasilin), Kloramfenikol grubu
(Kloramfenikol), Kinolon grubu (Nalidiksik Asit, Ofloksasin) olmak iizere
mikroorganizma kdkenli hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilan on bir adet klinik
ticari antibiyotik diskine karsi1 hassasiyetleri disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir.
Gliserol stoklarda muhafaza edilen L. gasseri MA suslart MRS sivi besiyerinde iki kez
aktiflestirilmis ve aktif kiiltiirlerinin hiicre yogunluklari serum fizyolojik ¢cozeltisi (SF:
% 0.865 g NaCl) igerisinde Mc Farland 0.5 sistemi esas alinarak ayarlanmistir.
Konsantrasyonu ayarlanan L. gasseri suslart MRS agar besiyerine 100 pul inokiile
edilmis ve streril drigalski spatiilii yardimi ile yayma ekim yapilmistir. Ekimleri
yapilan MRS agar petrileri tizerine her bir antibiyotik diski liger tekrarli olacak sekilde

konuslandirilmis ve ardindan 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.



Inkiibasyon siiresi sonunda antibiyotik diskleri etrafinda olusan inhibisyon zon caplari
kumpas yardimi ile 6l¢iilmiis ve sonuglar CLSI (Klinik ve Laboratuvar Standartlar

Enstitiisii) 2012’ye gore degerlendirilmistir ( Sharma vd., 2016).

3.2.2 MA Suslarmin Diisiik pH Toleransimin Belirlenmesi

L. gasseri MA suslarmin farkli pH degerlerine toleransinin belirlenmesi i¢in 3.0 M
HCI yardimi ile pH degerleri 2 ve 3 olan MRS broth ve kontrol grubu olarak
kullanilmak tizere MRS broth besiyerleri hazirlanmigtir. Aktif laktik asit bakteri
kiiltirlerinden pH degerleri ayarlanmis steril MRS ve kontrol grubu MRS
besiyerlerine iki tekerriirlii olacak sekilde % 1 oraninda inokiilasyon yapilmis ve 37
°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 0, 1 ve 3. saatlerinde 600 nm’de
spektrofotometrik 6l¢clim yapilmis ve ayrica bu saatlerde SF ¢ozeltisine % 1 oraninda
laktik asit bakteri kiiltlirleri (900 pl SF+ 100 pl laktik asit bakteri kiiltiirii) inokiile
edilerek 107 oraninda seri diliisyonlar olusturulmustur. Diliisyon tiiplerinden g¢ift
tekerriirlii olacak sekilde MRS agar besiyerlerine 100 ul inokiilasyon yapilmis ve
anaerobik kosullarda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
deney ve kontrol gruplarinda koloni sayimi yapilmis ve bu degerler Log (Cfu/mL)
cinsinden hesaplanmistir (Zoral, 2013).

3.2.3 MA Suslarmin Safra Toleransinin Belirlenmesi

L. gasseri MA suslarinin safra suyu toleransi spektrofotometrik ve canli hiicre sayimi
yontemleri ile belirlenmistir. Bu amagla % 0.3 ve % 1 oraninda sarfa (Oxoid) igeren
MRS broth ve kontrol olarak kullanilmak iizere safra icermeyen MRS broth besiyeri
hazirlanmistir. Laktik asit bakterileri deney ve kontrol gruplarina ¢ift tekrarli olacak
sekilde % 1 oraninda inokiile edilmistir ve 37°C’de dort saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun 0. ve 4. saatlerinde 600 nm’de spektrofotometrik 6l¢iim ve ayrica bu
saatlerde SF c¢ozeltilerine seri diliisyonlar yapilmistir. Diliisyon tiiplerinden iki
tekerriirlii olacak sekilde MRS agar besiyerlerine ekim yapilmis ve anaerobik
kosullarda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda deney ve
kontrol gruplarinda koloni sayim1 yapilmis ve bu degerler Log (Cfu/mL) cinsinden
hesaplanmustir (Tokatli, 2013).
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3.2.4 MA Suslarimin Pepsin Toleransimin Belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin pepsin toleransinin belirlenmesi amaciyla fosfat tampon
(PBS: % 0.024 g Potasyum di Hidrojen Fosfat (KH2POa), % 0.144 g di-Sodyum
Hidrojen Fosfat (Na2HPO4), % 0.02 g Potasyum Klortir (KCl), % 0.8 g Sodyum Kloriir
(NaCl)) ¢ozeltisi kullanilarak in-vitro kosullarda gastrik ortamin saglanmasi1 amaciyla
pH 2 ve pH 3 degerlerine sahip soliisyonlar (3 g/L pepsin (Sigma-Aldrich))
hazirlanmistir. Soliisyonlar 0.22 um mikro filtreler yardimi ile sterilize edilmistir. L.
gasseri MA suslarmin hiicre yogunluklart Mc Farland 0.5 standardi esas alinarak
ayarlanmis ve gastrik sollisyonlara % 1 oraninda inokiile edilmistir. Bunun yani sira
kontrol grubu olarak PBS (pH 7.0) tampon ¢ozeltisine de ayn1 sekilde inokiilasyon
yapilmistir. Kontrol ve test gruplari 37°C’de ii¢ saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun 0. ve 3. saatlerinde PBS tampon ¢ozeltilerine 107 ve 107 araliginda seri
diliisyonlar yapilmustir. Diliisyon tiiplerinden iki tekerriirlii olacak sekilde MRS agar
besiyerlerine ekim yapilmis ve anaerobik kosullarda 24 saat inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon siiresi sonunda deney ve kontrol gruplarinda koloni sayim1 yapilmis ve bu

degerler Log (Cfu/mL) cinsinden hesaplanmustir (Yiirtimez, 2011).

3.2.5 MA Suslarimin Pankreatin Toleransinin Belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin pankreatin toleransinin belirlenmesi amaciyla fosfat (PBS pH
8.0) tampon ¢ozeltisi iginde 1 g/L pankreatin (Sigma-Aldrich) ve 0.03 g/L safra
(Oxoid) ile yapay ince bagirsak soliisyonu hazirlanmig ve 0.22 pm mikro filtreler
yardimi ile sterilize edilmistir. L. gasseri MA suslarinin hiicre yogunluklari Mc
Farland 0.5 standardi esas alinarak ayarlanmis ve soliisyonlara % 1 oraninda inokiile
edilmistir. Bunun yani sira kontrol grubu olarak PBS (pH 7.0) tampon ¢6zeltisine de
ayni sekilde inokiilasyon yapilmistir. Kontrol ve test gruplart 37°C’de ii¢ saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 0 ve 3. saatlerinde PBS tampon ¢ozeltilerine
10"t ve 107" araliginda seri diliisyonlar yapilmistir. Diliisyon tiiplerinden iki tekerriirlii
olacak sekilde MRS agar besiyerlerine ekim yapilmis ve anaerobik kosullarda 24 saat

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda deney ve kontrol gruplarinda
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koloni saymmi yapilmis ve bu degerler Log (Cfu/mL) cinsinden hesaplanmistir
(Yirtimez, 2011).

3.2.6 MA Suslarmin Hemolitik Aktivitelerinin Belirlenmesi

L. gasseri MA suslarinin hemoliz enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla MRS
broth besiyerinde aktiflestirilmis ve Colombia koyun kanli agara (OR-BAK) ¢izgi
ekim yapilmistir. Ayrica kontrol grubu olarak belirlenen E. coli ATCC 35218 (o-
hemolitik), S. aureus ATCC 25923 (beta hemolitik), Enterococcus faecalis ATCC
29212 (gama hemolitik) bakteriler de ayni besiyerine ¢izgi ekim metodu ile ekilmistir.
Ekimi yapilan kontrol grubu ve test grubu bakteriler uygun sicaklik kosullarinda 24
saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda kolonilerin etrafinda yesil
zon olusumu o-hemolitik, berrak zon olusumu beta hemolitik, zon olusumu
gozlenmeyen laktik asit bakterileri gama hemolitik olarak degerlendirilmistir

(Eryilmaz, 2011).

3.3 MA Suslarimin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

L. gasseri MA suslarinin belirlenen test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal

aktivitelerinin belirlenmesinde kuyu diflizyon metodu uygulanmstir.

3.3.1 Test Mikroorganizmalarimin hazirlanmasi

Calisma kapsaminda test mikroorganizmalar1 olarak on bes adet insan-gida patojeni
(Escherichia coli ATCC 11229, Escherichia coli O157:H7, Bacillus megaterium
(Pasteur Ens.5117), Salmonella enteritidis RSKK 171, Bacillus cereus RSKK 863,
Bacillus subtilis RSKK 244, Escherichia coli ATCC 35218, Micrococcus luteus
NRRL B-4375, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Shigella sonnei MU:57,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Yersinia enterocolitica ATCC 11175,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria monocytogenes ATCC 7644 ve
Staphylococcus epidermidis ATCC 11228), yedi adet balik patojeni (Vibrio
alginolyticus, Vibrio anguillarum M1, Vibrio anguillarum A4, Aeromonas hydrophila

ATCC 19570, Lactococcus garvieae, Yersinia ruckeri, Streptococcus agalactiae) ve 2
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adet maya (Candida albicans ATCC 10231 ve Candida glabrata RSKK 04019)
kullanilmistir.

Test mikroorganizmalar1 spesifik besiyerlerinde iki kez aktiflestirilmis ve
yogunluklar1 5 mL’lik serum fizyolojik ¢ozeltisi igerisinde Mc Farland 0.5 standardi
esas alinarak ayarlanmigtir. Tiipler deneyde kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza

edilmistir.

3.3.2 L. gasseri MA Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Antimikrobiyal aktivitenin saptanmasinda 18-24 saatlik aktif L. gasseri MA suslarinin
stipernatantlar1 kullanilmistir. Bu amagla laktik asit bakterileri 5000 rpm’de 15 dakika
santrifiij islemine tabii tutularak bakteri slipernatantlar1 pelletlerden ayrilmistir. Laktik
asit bakteri supernatantlar1 0.2 pm’lik mikro filtreler yardimu ile filtre edilerek steril
cam tipler icerisine alinmis ve deneyde kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza

edilmistir.

3.3.3 Metodun Uygulanmasi

Kuyu diftizyon metodunun uygulanmasinda konsantrasyonlar1 ayarlanmis patojen test
mikroorganizmalar, gelisimleri icin spesifik olan kat1 besiyerlerine 100 pl inokiile
edilmis ve drigalski spatiilii yardimi ile ekimleri yapilmistir.

Ekimi yapilan kati besiyerleri iizerine 7 mm c¢apinda {i¢ tekrarli olacak sekilde
kuyucuklar agilmis ve bu kuyucuklara 100 ul L. gasseri MA suslarinin siipernatantlari
yiiklenmistir. Ardindan besiyerleri patojen mikroorganizmalarin gelisimi i¢in uygun
sicakliklarda 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklar etrafinda olusan inhibisyon zon degerleri
kumpas yardimui ile 6l¢iilmiis ve elde edilen veriler, inhibisyon zon ¢ap1 degeri < 8 mm
(%), inhibisyon zon ¢ap1 degeri 8-10 mm (+), inhibisyon zon ¢ap1 degeri > 10 mm (++)
ve inhibisyon zon ¢ap1 gézlenmeyenler ise (-) olarak degerlendirilmistir (Campana vd.,
2012).
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3.4 MA Suslarinin Agregasyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.4.1 Otoagregasyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

L. gasseri MA suslarinin otoagregasyon yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla su
asamalar izlenmistir:
MRS siv1 besiyerinde iki kez aktiflestirilmis laktik asit bakterileri 5000 rpm’de 15
dakika ¢oktiiriilmiistiir. Ustte kalan siipernatant uzaklastirilmis ve pellet 2 kez PBS
tampon ¢ozeltisi ile yikanmaistir. Pelletler PBS tampon ¢ozeltisi igeren tiipler i¢erisinde
hiicre siispansiyon konsantrasyonlart 600 nm’de 0.6+0.02 olacak sekilde siispanse
edilerek ayarlanmigtir. Konsantrasyonu ayarlanan laktik asit bakterilerinden steril
tiiplere 2 ser mL ti¢ tekrarli olacak sekilde alinmis ve vortexlenmistir. Ardindan tiipler
37°C’de 4 saat hareket ettirilmeden inkiibasyona birakilmistir. Laktik asit
bakterilerinin bekletme oncesi OD degerleri kaydedilmistir. Dort saatlik inkiibasyon
stiresi sonunda bakteri kiiltlirlerinin iist kismindan baska bir deney tiipline hassas bir
sekilde 0.1 mL almarak 3.9 mL PBS tampon c¢ozeltisi ile siispanse edilmistir.
Omeklerin  OD degerleri 600 nm’de &lgiilerek bekletme sonras1 degerleri
kaydedilmistir. Korv olarak bos PBS tampon ¢o6zeltisi kullanilmistir.
Otoagregasyon degerinin yilizde olarak belirlenmesinde asagidaki formiil
kullanilmistir;

% Otoagregasyon = [(OD1- OD2)/0D1x100] (3.2)
OD1: Bekletme 6ncesi optikal dansite, OD2: Bekletme sonras1 optikal dansite.

L. gasseri MA suslarinin oto-agregasyon Ozellikleri mikroskobik olarak da
gozlenmistir. Bu amagla 4 saat inkiibe edilen tiiplerin dip kismindan mikropipet
yardimi ile alinarak gram boyama yapilmistir. Ardindan 151k mikroskobu altinda
incelenmistir (Tomas vd., 2005).

3.4.2 Koagregasyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

L. gasseri MA suslarinin koagregasyon yeteneklerinin belirlenmesinde test

mikroorganizmalar1 olarak bes adet insan-gida patojeni (L. monocytogenes ATCC
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7644, E. coli ATCC 35218, E. coli O157:H7, S. enteritidis ATCC 13076, S. enteritidis
RSKK 171) ve iki adet balik patojeni (S. agalactiae, V. alginolyticus) kullanilmistir.
L. gasseri MA suslar1 ve test mikroorganizmalar1 5000 rpm’de 15 dakika
¢oktiiriilmiistiir. Ustte kalan siipernatant uzaklastirilmis ve pelletler 2 kez PBS tampon
cozeltisi ile yikanmistir. Pelletler PBS tampon ¢6zeltisi igeren tiipler igerisinde hiicre
konsantrasyonlar1 600 nm’de 0.6+0.02 olacak sekilde siispanse edilerek ayarlanmistir
ve bu degerler bekletme oncesi degerler olarak kaydedilmistir. Yogunluklari ayarlanan
test bakterileri ve laktik asit bakteri ¢ozeltilerinden steril tiiplere ii¢ tekrarli olacak
sekilde esit miktarlarda alinmig ve vortex cihazi yardimi ile homojenize edilmistir.
Karigik bakteri kiiltiirlerini igeren tiipler 37°C’de dort saat hareket ettirilmeden
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda tiiplerin iist fazindan 0.1mL almarak 3.9 mL
PBS tampon ¢ozeltisi ile siispanse edilmistir. Orneklerin OD degerleri 600 nm’de
Olciilerek bekletme sonrasi degerleri kaydedilmistir. Korv olarak bos PBS tampon
¢ozeltisi kullanilmugtir.
Koagregasyon degerinin yiizde olarak belirlenmesinde asagidaki formiil
kullanilmuastir.
[OD600 (L. gasseriyainiz + Patojen Test Mikroorganizmast yainiz)/2]—
0OD600 (L. gasseri + Patojen Test Mikroorganizmasi arisik kiiltiir) X %100

OD600 (L. gasseriyamiz + Patojen Test Mikroorganizmast yainiz)/2
3.2)
Bekletme sonras1 karisik kiiltiirlerin dip kismindan mikropipet yardimi ile alinarak
gram boyama islemi yapilmis ve L. gasseri MA suslarinin koagregasyon ozellikleri

151k mikroskobu altinda incelenmistir (Ouwehand vd., 2000).

3.5 Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

L. gasseri MA suslarinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla, a- difenil-
B-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikalini siipiirme ve demir iyonu selatlama metotlari
uygulanmigtir.

Her iki metot icin laktik asit bakteri hiicre silispansiyonlarinin yogunluklar1 Mc

Farland 0.5 standardina gore ayarlanarak kullanilmistir.
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3.5.1 Laktik Asit Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Aktif laktik asit bakterilerinin konsantrasyonu steril PBS tampon ¢ozeltisi i¢eresinde
0.5 Mc Farland standardi esas alinarak ayarlanmistir.

Bu amagcla laktik asit bakterilerinden steril kosullarda eppendorf tiiplerine 1’er mL
almarak 5000 rpm’ de 15 dakika santrifiij yardimi ile ¢oktiiriilmistiir. Coktiirme
sonrasi bakteri supernatantlari uzaklastirllmistir. Elde edilen pelletler 1 mL PBS
tampon ¢ozeltisi ile iki kez yikanmis ve 0.5 Mc Farland standardi temel alinarak 10

mL PBS ile resiispanse edilmistir.

3.5.2 DPPH Radikali Siipiirme Ozelliklerinin Belirlenmesi

DPPH indirgeme metodu, mor renkli DPPH serbest radikalinin antioksidan 6zellik
tagityan bir maddeden proton (hidrojen) alarak indirgenmesi ve reaksiyonun sonunda
mor rengin sartya doniismesi esasina dayanir (Mishra vd., 2015). Ticari DPPH radikali
hassas terazi yardimai ile 0.002 g tartilarak 100 mL metanolde ¢6ziinmesi saglanmistir.
Hazirlanan DPPH ¢6zeltisinin (0.2 mM) aktivitesini yitirmemesi i¢in 151k géormeyecek
bir sisede muhafaza edilmesine ve taze olarak kullanimina 6zen gosterilmistir. Hiicre
konsantrasyonu ayarlanan laktik asit bakterileri soliisyonlarindan ii¢ tekrarli olacak
sekilde cam tiiplere 0.8 mL eklenerek iizerine 1mL DPPH c¢ozeltisi eklenmistir.
Ardindan tiipler vortekslenerek reaksiyonun gerceklesmesi amaciyla oda sicakliginda
ve karanlik ortamda 30 dakika bekletilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda tiiplerdeki
DPPH serbest radikalinin mor renginin laktik asit bakterileri tarafindan giderilmesine
gore antioksidan aktivite aktivite yorumlanmig ve ayrica tiiplerdeki Ornekler
spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda okunmustur.

Spektrofotometrik olglim sirasinda korv tiip olarak bos PBS tampon ¢ozeltisi ve
kontrol grubu olarak ise 0.8 mL bos PBS+ 1 mL DPPH ¢ozeltisi kullanilmistir.

L. gasseri MA suslarinin % DPPH serbest radikali stipiirme aktiviteleri asagida verilen

formiile gore hesaplanmistir (Lin ve Chang, 2000).

% DPPH siipiirme kapasitesi = 1-OD2/0OD1 x100
OD2: 6rnek optik yogunlugu, OD1: (PBS+ DPPH) optik yogunlugu.
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3.5.3 Demir iyonu Selatlama Aktivitelerinin Belirlenmesi

Demir iyonu selatlama metodu, kirmiz1 renkli Fe?*- ferrozin kompleksinin antioksidan
bir ajan tarafindan indirgenmesine, reaksiyon sonucunda elektron transferinin inhibe
edilmesi, oksidasyon reaksiyonunun durdurulmasi ve kirmizi rengin siipiiriilmesi
esasina dayanir (Soler-Rivas vd., 2000).
L. gasseri MA suslarmin demir iyonu selatlama aktivitesinin saptanmasi amaciyla,
Ferrozine (5 mM) ve FeCl, (2 mM) ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hiicre yogunluklar
ayarlanan laktik asit bakteri siispansiyonundan ii¢ tekrarli olacak sekilde cam tiipler
icerisine 1’er mL alinmis ve ferrozin ¢ozeltisinden 0.2 mL ve FeCl» ¢6zeltisinden 0.05
mL eklenerek tiipler vortexlenmistir. Ornekler spektrofotometrede 562 nm dalga
boyunda okutulmustur.
Spektrofotometrik 6l¢iim sirasinda korv olarak bos PBS tampon ¢6zeltisi ve kontrol
grubu olarak 1ImL PBS + 0.05 mL FeCl, + 0.2 mL Ferrozin ¢ozeltisi kullanilmistir.
L. gasseri MA suslariin % demir iyonu selatlama aktivitesi asagida verilen formiile
gore hesaplanmistir (Abubakr vd., 2012).

% Demir Iyonu Selatlama Aktivitesi;

Kontrol optik yogunlugu - Ornek optik yogunlugux100 (3.4)

Kontrol optik yogunlugu

3.6 Alfa Amilaz Enzim Aktivitesinin Belirlenmesi

L. gasseri MA suslart siipernatantlart Nutrient agar besiyerine spot ekim ydntemi
uygulanarak o-amilaz enzim aktivitesinin belirlenmistir. Bu amagla MRS broth
besiyerinde iki kez aktiflestirilmis laktik asit bakterileri 9000 rpm’de 15 dakika
santrifiij islemi gerceklestirilmis ve slipernatantlar steril tiiplere alinmstir.

Supernatantlar Nutrient agar besiyerine 20 ve 50 pl olmak flizere iki ayri
konsantrasyonda spot ekim yontemi ile damlatilmis ve 37°C’de yarim saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda besiyerlerinin yiizeyi tamamen
kaplanacak sekilde iyodin ile boyanmistir. Spot damlatma yapilan bolgelerde beyaz

zon olusumu a-amilaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Rezzukoglu, 2011).
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3.7 Sodyum Benzoat Diren¢ Ozelliginin Belirlenmesi

L. gasseri MA suslarinin sodyum benzoat gida katki maddesine direng ozellikleri
spektrofotometrik ve canli hiicre sayimi ile belirlenmistir. Bu amagla % 0.015 ile % 1
araliginda on farkli sodyum benzoat konsantrasyonuna sahip MRS broth ve kontrol
grubu olarak kullanilmak tizere MRS broth besiyerleri hazirlanmistir. Laktik asit
bakteri hiicre yogunluklarit Mc Farland 0.5 standardi esas alinarak ayarlanmistir.
Yogunlugu ayarlanan laktik asit bakteri kiiltlirleri farkli konsantrasyonlarda sodyum
benzoat igeren ve icermeyen besiyerlerine % 1 oraninda inokiile edilerek 37°C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hiicre yogunluklar1 (OD)
600 nm’de spektrofotometrik olarak dlgiilmiistiir.

Canli hiicre sayim1 yapmak amaciyla % 0.1 konsantrasyonunda sodyum benzoat iceren
MRS broth ve kontrol grubu olarak MRS broth besiyerlerinde gelistirilen laktik asit
bakteri kiiltiirleri kullanilmistir. Test ve kontrol grubu bakteriler SF icerisinde 107
oraninda seyreltilerek 10"1-108 araliginda seri diliisyonlar olusturulmustur. Laktik asit
bakteri diliisyonlarindan iki tekerriirlii olacak sekilde MRS agar besiyerine 100 pL
inokiile edilerek yayma ekim yapilmis ve anaerobik kosullarda 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda deney ve kontrol gruplarinda
koloni sayimi yapilmis ve bu degerler Log (Cfu/mL) cinsinden hesaplanmistir
(Glimiistekin, 2010).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1 MA Suslarinin Bazi1 Probiyotik Ozellikleri

4.1.1 Antibiyotik Hassasiyeti

Bir susun, yaygin olarak kullanilan ¢esitli klinik antibiyotiklere direng 6zelligi tasimasi
ve bu direng genlerini farkli mikroorganizmalara aktarmamasi suslardan probiyotik ve
starter kiiltlir olarak yararlanim potansiyeli i¢in aranan bir 6zelliktir. MA suslarinin
cesitli ticari antibiyotiklere karsi direng Ozellikleri disk difiizyon metoduna gore
saptanmig ve bu antibiyotiklerin etki mekanizmalar1 Cizelge 2.2°de verilmistir. Deney
sonuglart CLSI (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE)
2012’ye gore inhibisyon zon ¢api degerleri 20 mm’den biiyiikk olan laktik asit
bakterileri kullanilan antibiyotiklere karsi duyarli, 14-19 mm arasi orta seviyede
direngli ve 14 mm’den kii¢iik olanlar direngli olarak degerlendirilmistir. Laktik asit
bakterilerinin CLSI standartlarina gore antibiyotik direng verileri Cizelge 4.1°de,
inhibisyon zon ¢ap1 sayisal degerleri ise EK.B’ de verilmistir. Elde edilen verilere gore
L. gasseri MA suslarinin tamami Amikasin, Gentamisin, Kanamisin, Nalidiksik Asit,
Ofloksasin antibiyotiklerine karst direng, Amoksisilin, Ampisilin, Kloksasilin,
Eritromisin, Penisilin G antibiyotiklerine kars1 hassasiyet gostermistir. En yiiksek
hassasiyet ise Penisilin G, Eritromisin, Amoksisillin antibiyotiklerine karsi
gozlenmistir. Kloramfenikol antibiyotigine MA-5 susu orta seviyede direng
gosterirken diger bes sus hassasiyet gostermistir.

Martin vd., (2005) anne siitiinden izole ettikleri iki adet L. gasseri susunun antibiyotik
direng ozelliklerini arastirmis ve suslarin siprofloksasin, gentamisin, kanamisin,
nalidiksik asit, klindamisine ve siilfametoksazol ile kombine edilmis trimetoprim'e
direngli fakat ampisilin, amoksisilin, sefalotin, kloramfenikol, eritromisin, penisilin ve
tetrasikline duyarl oldugunu gézlemlemislerdir.

Kim vd., (2006) yapmis olduklar1 bir ¢alismada yeni dogan gaytasindan izole ettikleri
L. gasseri NLRI-312 susunun ¢esitli klinik antibiyotik disklerine direng 6zelliklerini



arastirmig ve susun kanamisin antibiyotigine direng, eritromisin, penisilin ve
tetrasiklin antibiyotiklerine hassasiyet ve kloramfenikol, vankomisin, streptomisin’e
orta diizeyli direng gosterdiklerini saptamuslardir. L. gasseri suslarmin her iki
caligmada ortak olarak kullanilmis olan klinik antibiyotiklere gostermis olduklar
direng¢ profilleri karsilastirildiklarinda gegmiste yapilan c¢aligma verilerinin
sonuclarimiz ile benzer oldugu belirlenmistir. Ancak bu caligmada farkli olarak
kloramfenikol antibiyotigine yalnizca bir MA susunun orta seviyeli direng gosterdigi

belirlenmistir.

Cizelge 4.1: L. gasseri MA suslarinin Antibiyotik Hassasiyetleri (CLSI).

(LAB) | AK |AMC| AM | C | OB | E | CN

A
p
>

OFX P

MA-1
MA-2
MA-3
MA-4
MA-5
MA-6

nlglnnlunln

0| W00 0
nunnn nln
nunnnn n
nunnn nnmn
nunnnnn
|00 0|00
|00 0|00
0| D000
|00 0| 0|0
nunnnnlnmn

* AK (10pg): amikasin; AMC (30ug): amoksisilin, AM (10ug): ampisilin, C (10pg):
kloramfenikol, OB (5ug): kloksasilin, E (15ug): eritromisin, CN (10ug): gentamisin, K
(30pg): kanamisin, NA (5pg): nalidiksik asit, OFX (5ug): ofloksasin, P (1pg): penisilin, R:
direngli, IR: orta seviyede direngli, S: hassas.

Sekil 4.1: a) MA-1 Gentamisin (10ug) (R), b) MA-1 Kloramfenikol (10ug) (S),
c) MA-1 Ampisilin (10ug) (S).
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Sekil 4.2: a) MA-2 Kanamisin (30 pug) (R), b)MA-2 Eritromisin (10 ug) (S),
c) MA-2 Ampisilin (10ug) (S).

Sekil 4.3: a) MA-3 Ofloksasin (5ug) (R), b)MA-3 Penisilin-G (10ug) (S),
¢) MA-3 Amoksisilin (30ug) (S).
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Sekil 4.4: a) MA-4 Amikasin (30 pg) (R), b) MA-4 Ampisilin (10ug) (S),
¢) MA-4 Penisilin-G (10ug) (S).

Sekil 4.5: a) MA-5 Gentamisin (10pg) (R), b) MA-5 Kloramfenikol (10ug) (IR),
¢) MA-5 Amoksisilin (30 ug) (S).
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Sekil 4.6: a) MA-6 Nalidiksik Asit (30 pg) (R), b) MA-6 Penisilin-G (10 pg) (S),
¢) MA-6 Ampisilin (10 pg) (S).

4.1.2 Diisiik pH Toleransi

Probiyotik kiiltiirler konakg¢: tarafindan tiiketilmesinin ardindan, gastro intestinal
sistemde ilerleyisi boyunca oldukca farkli cevresel kosullarla karsi karsiya gelirler.
Bos midenin pH’s1 1.5 olmasina ragmen, tiiketilen besinlerin 90 dakikalik sindirimi
boyunca mide pH’s1 3’e kadar yiikselebilir. Bu nedenle probiyotik olarak karakterize
edilecek bir susun Oncelikle midenin diisik pH kosullarma tolerans gostermesi
beklenir (Lebeer vd., 2008). MA suslarinin diisitk pH degerlerine direng 6zellikleri,
pH 2 ve 3’e ayarlanan MRS besiyerlerinde kiiltiir edilerek, inkiibasyonun farkli
saatlerinde (0, 1 ve 3) spektrofotometrik 6lgiim (Sekil 4.7) ve kati besiyerinde canli
hiicre sayimi (Sekil 4.8) yapilarak test edilmistir.

Elde edilen spektrofotometrik verilere gore MA suslarinin tamaminin inkiibasyonun
0, 1 ve 3. saatlerinde pH 2 ve 3 degerlerine direng gosterdigi belirlenmistir. Ancak
suslarin canli hiicrelere sayilari incelendiginde, pH 2 degeri i¢in L. gasseri MA-3 ve
L. gasseri MA-6 suslarinin inkiibasyonun 1 ve 3. saatlerinde kati besiyerine yapilan
ekimlerinde koloni olusumu gergeklesmedigi tespit edilmistir. L. gasseri MA-1, MA-
2, MA-4, MA-5 suslarinin ise her iki pH degerinde de koloni olusturduklart
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belirlenmistir. Uygulanan iki yontem arasinda gozlenen bu farkliligin,
spektrofotometrik Olgim yapilan sivi besiyeri ortaminda O6lime gegen bakteri
hiicrelerinin mevcut olmasi ve bu 6lii hiicrelerin de OD’sinin hesaba katilmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Kim vd., (2006) geg¢miste yiiriittiikleri bir ¢alismada yeni dogan fecesinden izole
ettikleri L. gasseri NLRI-312 susunun pH 2 degerlerine duyarlilik 6zelligini ii¢ adet
referans sus (L. acidophilus, L. acidophilus, L. brevis) ile Kkarsilatirarak
degerlendirmislerdir. Arastirmanin sonucunda L. gasseri susunun, pH 2 degerine
referans suslara kiyasla daha yiiksek tolerans gosterdigi ve inkiibasyon siiresi boyunca
canliligin1 stirdiirdiigii belirlenmislerdir.

Gecmiste yapilan bu calisma ile bizim suslarimizin pH hassasiyetleri
Karsilastirildiginda, L. gasseri MA-3 ve MA-6 suslar1 pH 2 degerinde gelisim
gosteremedigi ancak diger dort L. gasseri susunun pH 2 degerini tolere edebildigi
belirlenmistir. Bu durum ayni kaynaktan izole edilen altt L. gasseri susunun
birbirinden farkli 6zellikler tagidigini gostermektedir.

Tiim bu veriler g6z dniinde bulunduruldugunda MA-1, MA-2, MA-4, MA-5 suslarinin
midede sindirim siiresince degisim gosteren pH 2 ve 3 degerlerine toleransl oldugu,
MA-3 ve MA-6 suslarinin pH 2 degerine tolerans gosteremedigi ve canliliklarini

tamamen kaybettigi belirlenmistir.
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4.1.3 Safra Suyu Toleransi

Midenin asitlik bariyerini asan suslarin bir sonraki asamada karsilasacagi safra suyuna
tolerans gostermeleri bu suslarin probiyotik kiiltiir olarak tanimlanmalari i¢in zorunlu
olan bir diger kriterdir. Insan gastrointestinal sisteminde safra konsantrasyonu
degismesine ragmen, bu konsantrasyonun ortalama % 0.3 civarinda oldugu rapor
edilmistir (Ammor ve Mayo, 2007; Khater vd., 2010). Bu nedenle ¢alismada % 0.3 ve
% 1 olmak {izere iki ayr1 safra konsantrasyonu kullanilmistir. Laktik asit bakterilerinin
spektrofotometrik degerleri Sekil 4.9’da, canli hiicre degerleri ise (Log CFU) Sekil
4.10’ da verilmistir.

Spektrofotometrik verilere gore, % 0.3 safra konsantrasyonunda L. gasseri MA-6
susunun gelisiminde inkiibasyonun baslangi¢ saati ile kiyaslandiginda 4. saatinde bir
diisiis gosterdigi belirlenmistir. MA-1 susunun gelisimi stabil, diger suslarin geligimi
ise baslangi¢ saati ile kiyaslandiginda artis gostermistir. % 1 oraninda safra igeren
besiyerinde ise MA-1, MA-2, MA-3, MA-6 suslarinin gelisimin baslangi¢ canlilik
degerine gore diislis gosterdigi, MA-4 ve MA-5 suslarinda ise artis gozlendigi
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore safra konsantrasyonu arttikca MA-1, MA-2,
MA-3, MA-6 suslarinin canliliklarinin azaldigt MA-4 ve MA-5 ise safray1 tolere
edebildikleri gézlenmistir.

% 0.3 safra konsantrasyonu i¢in canli hiicre degerleri incelendiginde MA-3, MA-4,
MA-6 suslarinin gelisimlerinde diisiis, MA-1, MA-2 ve MA-5 suslarinin gelisiminde
ise baslangi¢ saatine gore artis gézlenmistir. % 1 oraninda safra konsantasyonu i¢in
suslarin canli hiicre degerleri incelendiginde ise, MA-1 susunun gelisiminde artig
gozlenirken diger suslar baslangig ile yaklasik canlilik degerleri gostermislerdir. Elde
edilen sonugclara gore safra konsantrasyonu arttikca MA-2, MA-3, MA-4, MA-5, MA-
6 suglarmin gelisimi  yavaslamis ancak MA-1 susunun gelisimi her iki
konsantrasyonda da artmistir. Bunun sebebinin MA-1 susunun daha yiiksek safra
hidrolaz enzim aktivitesine sahip olabileceginden kaynaklandigi diisliniilmektedir.
Spektrofotometrik ve canli hiicre sayim sonuglarinin birbiri ile tam anlami ile
paralellik gbstermemesinin yontem farkliligindan kaynaklanabilecegi
distiniilmektedir.

L. gasseri izolatlarimin gastro intestinal sistem sartlarma tolerans Ozelliklerinin

belirlenmesi konusunda literatiirde ¢ok kisitli galisma bulunmaktadir. Rodrigues da
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Hosono (1999) mandira siitiinden izole ettigi 28 adet L. gasseri susunun % 0.3
konsantrasyonuna sahip besiyerlerinde gelisimlerini spektrofotometrik olarak
incelemistir. Incelenen 28 susun safraya oldukga farkli derecelerde hassasiyet
gosterdikleri belirlenmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda bazi suslarm gelisiminde
diisiisler yasanirken bazi suslarin gelisiminde 6nemli bir degisim gozlememisdir. Bu
calismada ise farkli olarak farkli safra konsantrasyonu ile c¢alisilmis ve
spektrofotometrik Olglim yani sira canli hiicre sayimi da yapilmistir. Yapilan
spektrofotometrik Olgiimlere goére ise, % 0.3 safra konsantasyonunda MA-6
susunungelisiminde inkiibasyonun saati sonunda diisiis, dort susun gelisiminde artis,
MA-1 susunun gelisiminde ise baslangic saati ile kiyaslandiginda bir fark
gbzlenmemistir. Her iki calismada da safra toleransi arastirilan suslarin, safraya benzer
sekilde farkli varyosyonlarda tolerans gosterdigi sdylenebilir.

Bir ¢alismada Idour (2012), L. fermentum HG3, L. bulgaricus HG2, L. casei ssp casei
HG3, L. delbrueckii ssp lactis HG4, L. gasseri HG8 suslarinin % 0.3 safra igeren
besiyerinde gelisimlerini incelemistir. Caligmanin sonucunda en yiiksek tolerans L.
fermentum HG3 susu i¢in kaydedilmis ve bu sonucu L. gasseri HG8 susunun takip
ettigini rapor etmistir.

Rodrigues da Cunha vd., (2012) yaptiklar1 bir ¢alismada anne siitii ile beslenen yeni
doganlardan izole ettikleri L. gasseri izolatlarinin % 0.25 ve % 0.5 konsantrasyonlarina
sahip safraya dire¢ Ozelliklerini arastirmislardir. Calismanin sonucunda izolatlarin
cogunun % 0.25 safraya tolerans gosterdigi ancak, % 0.5 safra konsantrasyonunda
izolatlarin ¢ogunun gelisimlerinin kisitlandigini belirlemislerdir. Bu ¢alismada ise
daha yiiksek safra konsantrasyonlari ile ¢alisiimis olmasina ragmen suslarin gelisimin
durmadig1, aksine bir susun gelisiminde artis oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak suslarin gelisiminde baslangi¢ degerine gore bir diisiis olsada bakteri
gelisimi hi¢bir zaman durmadigr icin, safra direng 6zelligi arastirilan bu 6 susun

tamamunin her iki safra konsantrasyonuna da toleransli olduklar1 belirlenmistir.
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Sekil 4.10: MA suslarinin safra duyarliliklar1 (Log CFU)).

4.1.4 Pepsin Toleransi

Midenin diisiik pH’1 ve pepsinin antimikrobiyal etkinligi, patojenik o6zellik tasiyan
mikroorganizmalarin bagirsak yoluna girisini ve burada kolonize olmasini engelleyen
cok dnemli bir bariyerdir (Saelim vd., 2012). Bu nedenle besinlerle tiiketilen ve gastro
intestinal sisteme giris yapan laktik asit bakterilerinin gastrik siviya tolerans
gostermesi Onemli bir husustur.

L. gasseri MA susglarinin pepsin duyarliliklarinin belirlenmesi amaciyla, pH 2 ve 3

degerlerine sahip pepsin iceren yapay gastrik soliisyonlarda gelisimleri canli hiicre
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sayimi yapilarak test edilmistir. Elde edilen verilere gore, pH 3 degerinde hazirlanan
gastrik sivida MA-3 susunun canlilik oran1 7.59 log kob/mL’den 6.23 log kob/mL
degerine (azalis: 1.36 log/mL), MA-4 susunun canlilik oran1 ise 11.49 log kob/mL’den
9.00 log kob/mL degerine (azalis: 2.49 log/mL) diisiis gostermistir. MA-2 susunun
canlilik orani ise 3. saatin sonunda baslangig inkiibasyon saatine gére 0.29 log kob/mL
degerinde bir artig gostermistir. Diger suslar i¢in baglangic canlilik degerlerine gore
fazla bir degisim gézlenmemistir.

Laktik asit bakterilerinin pH 2 degerinde hazirlanan gastrik soliisyonlarindaki canlilik
oranlar1 incelendiginde ise, MA-1 susu i¢in 9.86 log kob/mL’den 8.19 log kob/mL’ye
(azalis: 1.67 log/mL), MA-4 susu i¢in 11.4 log kob/mL’den 8.86 log kob/mL’ye
(azalig: 2.54 log/mL), MA-5 susu igin ise 11.91 log kob/mL’den 9.62 log kob/mL’ye
(azalis: 2.29 log/mL) diisiis gozlenmistir. MA-2, MA-3, MA-6 suslarinin canli hiicre
sayilarinda ise baslangig ile kiyaslandiginda biiyiik bir fark gézlenmemistir.

Gegmiste yiiriitiilen bir ¢alismada Fernandez vd., (2003) L. gasseri ve L. acidophilus
suslarinin in vitro kosullarda pH 2 ve pH 3 degerine sahip gastrik sivida gelisimlerini
incelemislerdir. Arastirmanin sonunda her iki laktik asit bakterisinin de pH 3 degerinde
inkiibasyon siiresi sonunda canliliklarinda azalma gozlemlemisglerdir. Ancak pH 2
degerinde her iki bakterininde inkiibasyon siiresi boyunca (90 dakika) canliliklarin
koruduklarini belirlemislerdir.

Rodrigues da Cunha vd., (2012) ise yaptiklari bir ¢alismada anne siitii ile beslenen yeni
doganlardan izole ettikleri 30 adet L. gasseri sustan 3 tanesinin pH 2 degerine sahip
gastrik soliisyona direng profilleri incelemislerdir. Calismanin sonucunda bu ii¢ susun
gastrik siviya yiiksek derecede tolerans gosterebildigi belirlenmistir.

Bu c¢aligmada ise, laktik asit bakterilerinin iki farkli pH (2-3) degerine sahip gastrik
sollisyonlara tolerans oOzellikleri arastirllmistir. Elde edilen sonuglara gére pH 2
degerinde ayarlanan gastrik soliisyonlarda tli¢ susun (MA-1, MA-4, MA-5) canlilik
oranlarinda diisiis olurken, ii¢ susun canlilik oranlarinda baslangi¢ saatine gore
degisiklik olmadig1 gozlenmistir. Tiim laktik asit bakterilerinin daha asidik olan pH 2
degerindeki gastrik soliisyondaki canlilik oranlar1 pH 3 ile kiyaslandiginda bir diisiis
gostermistir. Ancak her iki pH degerine sahip pepsin igeren gastrik soliisyonda da
laktik asit bakterilerinin gelisimleri higbir zaman durmamistir. Bu nedenle MA

suslariin tamaminin pepsine tolerans gosterebildigi belirlenmistir.
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Sekil 4.11: MA suslarinin pepsin duyarliliklar1 (Log CFU).

4.1.5 Pankreatin Toleransi

Insan intestinal sisteminde salgilanan yaklasik 0.7 1t pankreatik sivinin pH degerinin
yaklagik 7.8-8.0 araliginda oldugu rapor edilmistir. Gastro intestinal sistemde ilerleyen
laktik asit bakterilerinin pankreatik salgilara, pH ve enzimatik bariyerlere karsi
tolerans gostermesi gerekmektedir (Charteris vd., 1998). Bu nedenle L. gasseri MA
suslariin pH 8.0 degerlerine sahip pankreatik siviya ozellikleri in vitro kosullarda

canli hiicre sayimi1 yapilarak test edilmistir (Sekil 4.12).
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Inkiibasyonun 0. saatinde elde edilen canli hiicre sayilar1 ile 4. saati sonunda yapilan
ekimlerden elde edilen canli hiicre degerleri arasinda bir kiyaslama yapildiginda MA-
3, MA-6 suslarinin canliliklarinda diisiis belirlenmistir. MA-2, MA-3, MA-4 ve MA-
5 suglarinin canlilik oranlarinda ¢ok fazla bir degisim gézlenmemistir. Suslar arasinda
pankreatik siviya en fazla hassasiyet gosteren izolat MA-6 susu olup, canlilik orani
13.25 log kob/mL’den 7.12 log kob/mL’ye (azalis: 6.13 log) diismiistiir. Diger suslarin
canlilik oranlarinda gozlenen azalis degerleri ise, MA-1 susu i¢in 0.93 log kob/mL,
MA-2 susu i¢in 0.41 log kob/mL, MA-3 susu i¢in 1.71 log kob/mL, MA-4 susu i¢in
0.89 log kob/mL, MA-5 susu i¢in ise 1.39 log kob/mL olarak belirlenmistir. Bu
degerler gbz onilinde bulunduruldugunda pankreatik siviya (bagirsak sivisi) en yiiksek
tolerans1 gosteren suslar sirasiyla MA-2 ve MA-1 suslar1 olmustur.

Gegmiste yapilan bir calismada Rodrigues da Cunha vd., (2012) anne siitii ile beslenen
yeni doganlardan izole ettikleri 30 adet L. gasseri sustan 3 tanesinin pH 8.0 degerine
sahip ince bagirsak (gastrik ve intestinal) sivilarina tolerans 6zelliklerini canli hiicre
sayimi1 arastirmiglardir. Arastirmanin sonunda seg¢ilen ii¢ susun intestinal soliisyonlara
yiiksek derecede tolerans gosterdigi saptanmistir. Bu ¢alismada ise pankreatik sivida
gelistirilen iki susun canliliklarinda (MA-3, MA-6) diisiis olmus, dort susun canlilik
oranlarinda baslangi¢ saatine gore biiyiikk bir degisiklik olmamistir. Yapilan iki
calismada da benzer sonuglar elde edildigi, suslarin pankreatine tolerans
gosterebildikleri saptanmustir.

Tim laktik asit bakterilerin pankreatik sivida canli hiicre olusturma degerleri
incelendiginde suslarin canlilik oranlarinda diislis yasanmis olsada hi¢bir zaman
bakteri gelisimi durmadigi i¢in suslarin tamaminin pankreatine tolerans

gosterebildikleri belirlenmistir.
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Sekil 4.12: MA suslarinin pankreatin duyarlhiliklar1 (Log CFU).

4.1.6 Hemolitik Aktivite

Probiyotik bir kiiltiir olarak karakterize edilen bir susun gama hemolitik aktiviteye
sahip olmasi, susun biyoproseslerde kullaniminin giivenirligi agisidan dnemli bir in
vitro se¢im kriteridir.  Laktik asit bakterilerinin  hemolitik aktivitelerinin
belirlenmesinde kontrol grubu olarak E. coli ATCC 35218 (a-hemolitik), S. aureus
ATCC 25923 (beta hemolitik), E. faecalis ATCC 29212 (gama hemolitik) {i¢ sus
kullanilmistir. Laktik asit bakteri kolonilerin etrafinda yesil zon olusumu a-hemolitik,

berrak zon olusumu beta hemolitik, zon olusumu gézlenmeyen laktik asit bakterileri
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gamma hemolitik olarak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara géore MA-1, MA-2,
MA-3, MA-5 ve MA-6 suslar1 gamma hemolitik aktiviteye sahipken MA-4 susunun
ise alfa hemolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Rodrigues da Cunha vd., (2012) tarafindan gegmiste yapilan bir ¢aligmada (yeni dogan
diskisindan izole edilen 30 adet L. gasseri nin hemolitik aktiviteleri degerlendirilmis
ve suslarin tamaminin gamma hemolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Owusu-Kwarteng vd., (2015) yapmis olduklar1 bir ¢alismada bazi L. fermentum
suglarinin hemolitik aktivitesini test etmistir. Elde edilen sonuglara gére higbir L.
fermentum susu B-hemolitik aktivite gostermemis olmasina ragmen L. fermentum 0-
25A ve L. fermentum 12-18A suslarinin a-hemolitik aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir.

Hiitt vd., (2016) yaptiklart bir ¢aligmada saglikli kadindalarin vajinal 6rneklerinden
izole edilen L. gasseri susunun hemolitik aktivitesi arastirllmis ve gama hemolitik
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Elde edilen veriler karsilastirildiginda 5 adet L.
gasseri MA susu igin paralel sonuglar (gama hemolitik) elde edilirken, MA-4 susu igin

(alfa hemolitik) farkli bir sonu¢ gozlenmistir.

Sekil 4.13: a) E. coli ATCC 35218 (a-hemolitik), b) S. aureus ATCC 25923 (B-
hemolitik), ¢) E. faecalis ATCC 29212 (gamma hemolitik).
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Sekil 4.14: a) MA-1 (gama-hemolitik), b) MA-2 (gama-hemolitik), c) MA-3 (gama-
hemolitik).

Sekil 4.15: a) MA-4 (a-hemolitik), b) MA-5 (gama-hemolitik), ¢) MA-6 (gama
hemolitik).
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4.2 MA suslarinin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Laktik asit bakterilerinin bir ¢ok enterik patojenin gelisimini inhibe ettigi ve hem
insanlar hem de hayvanlarda goriilen gastrointestinal bozukluklar1 tedavisinde 6nemli
bir rol oynadigi bildirilmistir (Fernandez vd., 2003). Bu nedenle probiyotik kiiltiir
olarak tanimlanacak bir susun kolonize oldugu bir habitatta ¢esitli antimikrobiyal
maddeler salgilayarak, patojen mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmesi
beklenmektedir.

Bu nedenle ¢alismada L. gasseri MA suslarin siipernatantlari gesitli insan-gida
patojenleri, balik patojenleri ve candida tiirlerine kars1 antimikrobiyal aktiviteleri kuyu
difiizyon metodu ile belirlenmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklar etrafinda
olusan inhibisyon zon degerleri (r) kaydedilmis, sonuglar Cizelge 4.2°de ve sayisal
veriler EK.C’ de ayrica verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore MA suslarinin on bes adet insan-gida patojenlerine karsi
gostermis oldugu antimikrobiyal aktivite 14.29-1.87 mm deger araliginda degismekte
oldugu saptanmistir. En yiiksek antimikrobiyal aktivite MA-2 susu igin S. epidermidis
ATCC 11228 gida patojenine karsi (14.29 mm) tespit edilirken, en diisiik
antimikrobiyal aktivitesi ise MA-5 susu i¢in E. faecalis ATCC 29212 gida patojenine
kars1 (1.87 mm) belirlenmistir.

MA suglarinin yedi adet balik patojenlerine kars1 gostermis olduklari antimikrobiyal
aktivite sonuglarina gore inhibisyon zon ¢aplarinin 11.22-1.66 mm deger araliginda
degismekte oldugu saptanmistir. En yiiksek antimikrobiyal aktivite MA-2 susu icin A.
hydrophila ATCC 19570 balik patojenine kars1 (11.22 mm) tespit edilirken, en diisiik
antimikrobiyal aktivitesi ise MA-6 susu i¢in V. anguillarum A4 balik patojenine karsi
(1.66 mm) belirlenmistir.

Iki adet Candida tiirii i¢in belirlenen inhibisyon zon ¢ap1 degerleri ise 4.80-2.78 mm
araliginda degismektedir. MA-2 susu C. albicans ATCC 10231 patojenine karsi (4.80
mm) tespit edilirken, en diigiik antimikrobiyal aktivitesi ise MA-4 susu i¢in C. glabrata
patojenine karsi (2.78 mm) belirlenmistir.

Stoyancheva ve Chorukova (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada, saglikli bayanlardan
alinan vajinal 6rneklerden izole edilen L. gasseri G7 susunun E.coli LMG 8063, E.
fecalis LMG 7937T, Enterococus sp. PO-2 (insan kaynakli), S. aureus LMG 8224,

Candida parapsilosis (insan kaynakli) patojen suslarina karsi antimikrobiyal aktivitesi
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agar spot ve kuyu diflizyon yontemi ile belirlenmistir. Kuyu diflizyon metodu
sonuglarina gore L. gasseri G7 susu Escherichia coli LMG 8063 patojen bakterisine
kars1 antimikrobiyal aktivite (16 mm) gosterirken, diger patojen mikroorganizmalara

kars1 hicbir aktivite gostermedigini gézlemlemislerdir.

Ortak olarak c¢alisilan patojen test mikroorganizmalarina karst kaydedilen
antimikrobiyal aktivite degerleri karsilagtirildiginda, MA-1, MA-4, MA-5 suslarinin
E. coli ATCC 11229 patojenine, MA-1, MA-3, MA-4, MA-5 suslarinin ise E. coli
O157:H7 patojen susuna kars1 daha diisiik inhibisyon (<8 mm) zon capi degeri
kaydedilmistir. Ancak bu ¢alismada MA-1, MA-3, MA-4, MA-5 suslarinin S.aureus
ATCC 25923 patojenine karsi, suslarin tamaminin C. albicans ATCC 10231 patojen
fungusuna karsi, MA-1, MA-4, MA-5 suslarinin ise C. glabrata RSKK 04019 patojen

fungusuna kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Luongo vd., (2013) yaptiklari bagka bir ¢alismada insan intestinal sistemi kaynakli iki
L. gasseri (L13-la ve OLL2809) sus siipernatantlarinin, Bacillus cereus DSM 4313, B.
cereus DMS 4384, E. coli DMS 8579 ve Pseudomonas aeruginosa patojen suslarina
kars1 antimikrobiyal aktivitesi (disk difiizyon yontemi ile (5 pl/disk, 10 pL/disk, 20
pl/disk) belirlenmistir. Calismanin sonucunda siipernatant konsantrasyonu arttik¢a
artan inhibisyon zon degerleri gézlenmis ve 10 ve 20 ul/disk konsantrasyonlari i¢in
tiim patojen mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivite gozlemislerdir.
Olivares vd., (2006) yaptiklari bir caligmada anne siitii kaynakli iki farkli L. gasseri
(CECT5714 ve CECT5715) antimikrobiyal aktivitesini E. coli O157:H7 CECT4076,
S. aureus suslar1 (CECT4013 ve CECT976) ve L. monocytogenes Scott A patojen
mikroorganizmalarina karst kuyu diflizyon metodu ile test etmislerdir. Caligmanin
sonucunda L. gasseri CECT5714 susunun tiim test mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal aktivite gostedigi, L. gasseri CECT5715 susunun ise yalnizca S. aureus
suslarina kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Ortak olarak calisilan patojen test mikroorganizmalarina karst kaydedilen
antimikrobiyal aktivite degerleri karsilastirildiginda, MA-1, MA-3, MA-4, MA-5
suslarmin E. coli O157:H7 ve S. aureus ATCC 25923 patojen susuna karsi aktivite
gosterirken diger iki susun aktivite gostermedigi belirlenmistir. Ancak tim MA
suslariin L. monocytogenes ATCC 7644 patojenine karsi antimikrobiyal aktivite

gosterdigi saptanmaistir.
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Yapilan ¢aligsmalara paralel olarak bu c¢alismada da ayni1 kaynaktan (anne siitiinden)

izole edilmesine ragmen L. gasseri MA suslarinin gesitli salgin hastaliklara neden olan

patojen mikroorganizmalar tizerinde farkli derecelerde antimikrobiyal aktivite

gosterdikleri belirlenmistir.

Bu calismada literatiirdeki calismalardan farkli olarak, degisik kaynakli (insan- gida

patojen bakterileri, balik patojenleri, Candida tiirleri) patojen mikroorganizmalar

kullanillanilarak L. gasseri suslarmin antimikrobiyal aktivitesi genis capli olarak

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.2: L. gasseri MA suslarinin Antimikrobiyal Aktiviteleri.

Test
Mikroorganizmalar1

MA-1

MA-2

MA-3

MA-4

MA-5

MA-6

Escherichia coli
ATCC 11229

Escherichia coli
0157:H7

Bacillus megaterium
(Pasteur Ens.5117)

Salmonella enteritidis
RSKK 171

Bacillus cereus
RSKK 863

Bacillus subtilis
RSKK 244

Escherichia coli
ATCC 35218

Micrococcus luteus
NRRL B_ 4375

Salmonella enteritidis
ATCC 13076

Shigella sonnei
MU:57

Staphylococcus aureus
ATCC 25923
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Cizelge 4.2 (devam): L. gasseri MA suslarinin Antimikrobiyal Aktiviteleri.

Yersinia enterocolitica
ATCC 11175 + + + + =
Enterococcus faecalis N
ATCC 29212 + + +
Listeria monocytogenes

++ + +
ATCC 7644 ++ + +
Staphylococcus epidermidis

++ ++ ++ + ++
ATCC 11228 ++
Vibrio alginolyticus
Vibrio anguillarum M1
Vibrio anguillarum A4 N 4 4 " + 4
Aeromonas hydrophila +

++ ++ + + +

ATCC 19570
Lactococcus garvieae N N N N N N
Yersinia ruckeri - N + + + +
Streptococcus agalactiae y 4 + + + +
Candida albicans N
ATCC 10231 + + + + %
Candida glabrata
RSKK 04019 + - - + +

* Inhibisyon zon c¢ap1 degeri yok (-), inhibisyon zon ¢ap1 degeri < 8§ mm (+£), inhibisyon zon
capt degeri 8—10 mm (+), inhibisyon zon ¢ap1 degeri > 10 mm (++).
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Sekil 4.16: a) MA-1 susunun E. coli O157: H7 patojenine kars1 antimikrobiyal
aktivitesi (+),b) MA-2 susunun V. anguillarum M1 patojenine kars1 antimikrobiyal
aktivitesi (+), ¢) MA-3 susunun S. enteritidis RSKK 171 patojenine karsi
antimikrobiyal aktivitesi (+).

Sekil 4.17: a) MA-4 susunun S. aureus ATCC 25923 patojenine kars1 antimikrobiyal
aktivitesi (+), b) MA-5 susunun B. cereus RSKK863 patojenine karsi antimikrobiyal
aktivitesi (&), ¢) MA-6 susunun A. hydrophila ATCC 19570 patojenine kars1
antimikrobiyal aktivitesi (+).
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4.3 MA Suslarinin Agregasyon Ozellikleri

L. gasseri MA suslarinin oto-agregasyon ve ko-agregasyon yeteneklerinin

spektrofotometrik olarak belirlenmis ve 151k mikroskobu altinda gézlenmistir.

4.3.1 Otoagregasyon Ozellikleri

Aymi suslarin bir araya gelerck kiime olusturmasi oto-agregasyon yetenegi olarak
belirtilmistir. Laktik asit bakterilerinin otoagregasyon yetenegine sahip olmasi,
intestinal sistem epitel hiicrelerine yapismasi ve bir bariyer olusturmasi agisindan
onemlidir (Kos vd., 2003; Collado vd., 2008). L. gasseri MA suslarinin oto-
agregasyon yetenekleri % 93-97 arasinda kaydedilmistir. En yiiksek deger MA-1 susu
i¢in, en diislik deger ise MA-2 susu icin belirlenmistir.

Laktik asit bakteri suglarinin % Oto-agregasyon degerleri asagida belirtilen formiile
gore hesaplanmustir.

% Otoagregasyon = [1-(OD2/0D1)x100]
OD1: L. gasseri MA suslarinin bekletme 6ncesi optikal dansitesi
OD2: L. gasseri MA suslarinin 4 saatlik bekletme sonrasi optikal dansitesi (4.1)

Cizelge 4.3: L.gasseri MA suslarinin % otoagregasyon degerleri.

Laktik Asit Bakterileri % Otoagregasyon
L.gasseri MA-1 97
L.gasseri MA-2 93
L.gasseri MA-3 96
L.gasseri MA-4 95
L.gasseri MA-5 95
L.gasseri MA-6 96
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Sekil 4.18: a) MA-1 oto- agregasyon, b) MA-2 oto- agregasyon, ¢) MA-3 oto-
agregasyon (Isik mikroskobu goriintiileri).
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Sekil 4.19: a) MA-4 oto- agregasyon, b) MA-5 oto- agregasyon, c) MA-6 oto-
agregasyon (Isik mikroskobu goriintiileri).
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Ramos vd., (2013) yaptiklar1 bir caligmada alti adet laktik asit bakterisinin (L.
plantarum CH3, L. plantarum CH41, L. plantarum SAU96, L. brevis SAU105, L.
brevis FFC199, L. fermentum CHS58) otoagregasyon oOzelliklerini arastirmislardir.
Suslarin yiizde otoagregasyon degerleri % 18.08-61.89 deger araliginda degistigini
belirlemislerdir. Bu degerler L. gasseri MA suslar ile karsilastirildiginda tim MA
suslarmin L. plantarum CH3, L. plantarum CH41, L. plantarum SAU96, L. brevis
SAU105, L. brevis FFC199, L. fermentum CHS58 suslarindan daha yiiksek

otoagregasyon degerine sahip oldugu belirlenmistir.

4.3.2 Koagregasyon Ozellikleri

Genetik olarak farkli suslarin bir araya gelerek kiimelesmesi koagregasyon yetenegi
olarak belirtilmistir. Laktik asit bakterilerinin koagregasyon kabiliyeti, patojen
mikroorganizmalarin konakg1 intestinal sisteminde kolonizasyonunun engellenmesi
acisindan onemlidir (Tomas vd., 2005). Bu nedenle L. gasseri MA suslarinin ¢esitli
patojen mikroorganizmalarla koagregasyon kabiliyetleri arastirilmistir.
Elde edilen sonuglara gore L. gasseri MA suslarinin gesitli gida-insan patojenleri ile
koagregasyon yetenekleri % 36-58 degerleri arasinda dagilim gosterirken, balik
patojenleri ile % 44-51 deger arasinda degisim gosterdigi belirlenmistir. Suglarinin
gida-insan patojenleri ile tespit edilen en yiiksek koagregasyon yiizde degeri (% 58) E.
coli O157:H7 patojen bakterisi ile MA-3, MA-6 suslari i¢in kaydedilmistir. En diisiik
koagregasyon yiizde degeri (% 36) ise L. monocytogenes ATCC 7644 ile MA-2 i¢in
kaydedilmistir. L. gasseri MA suslarinin balik patojenleri ile gostermis olduklari en
yiiksek koagregasyon yiizde degeri (% 51) S. agalactiae ve V. alginolyticus patojen
bakterileri ile MA-1, MA-4 suslar1 i¢in kaydedilmistir.
Laktik asit bakterilerinin test grubu olarak belirlenen patojen mikroorganizmalarla
koagregasyon degerinin yiizde olarak belirlenmesinde asagida belirtilen formiile gére
degerlendirilmistir.
[OD600 (L. gasseri yainiz + Patojen Test Mikroorganizmast yainiz)/2]—
OD600 (L. gasseri + Patojen Test Mikroorganizmasi karisik kiiltir) X %100

OD600 (L. gasseri yainiz + Patojen Test Mikroorganizmasi yainiz)/2
(4.2
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Cizelge 4.4: L. gasseri MA suslarinin % koagregasyon degerleri.

Test % Koagregasyon
mikroorganizmalari

MA-1 | MA-2 | MA-3 | MA-4 | MA-5 MA-6
L. monocytogenes
ATCC 7644 53 36 54 50 52 54
E. coli
ATCC 35218 56 39 57 54 56 57
E. coli
0157-H7 57 41 58 55 57 58
S. enteritidis
ATCC 13076 53 51 53 53 52 46
S. enteritidis
ATCC 171 45 43 46 45 44 39
S. agalactiae 51 49 51 51 50 44
V.alginolyticus 51 49 51 51 50 44

Sekil 4.20: a) MA-1ve S. enteritidis ATCC 171 koagregasyon, b) MA-1 ve S.
agalactiae koagregasyon, ¢ ) MA-2 ve S. enteritidis ATCC 1376 koagregasyon (Isik
mikroskobu goriintiileri).
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Sekil 4.21: a) MA- S. agalactiae
koagregasyon, ¢c) MA-3 ve V. alginolyticus koagregasyon, d) MA-4 ve E. coli O157:
H7 koagregasyon (Isik mikroskobu goriintiileri).

L.

monocytogenes ATCC 7644 koagregasyon, ¢) MA-6 ve V. alginolyticus

koagregasyon, d) MA-6 ve S. agalactiae koagregasyon (Isik mikroskobu
gortintiileri).
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4.4 MA Suslarimin Antioksidan Aktiviteleri

Yiiksek reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller oldukg¢a kararsiz maddelerdir ve
zamanla doku ve hiicrelerde birikerek oksidatif hasarlar ve buna bagl olarak ¢esitli
hastaliklarin ~ ortaya ¢ikmasina neden olurlar., Bu nedenle probiyotik
mikroorganizmalarin reaktif oksijen tiirlerinin ve serbest radikalleri indirgemesi,
etkilerini azaltmasi konak¢i sagligi lizerinde terapotik etkilerin  olusturulmasi
acisindan oldukg¢a 6nemlidir (Virtanen, 2007).

Bu ¢alismada laktik asit bakteri suslarmin antioksidan aktiviteleri DPPH radikalini
stiplirme ve demir iyonu selatlama metotlar ile tespit edilmistir. L. gasseri MA
suslarinin DPPH indirgeme ve demir iyonu selatlama aktiviteleri Cizelge 4.5°de
verilmistir.

Calismada elde edilen verilere gore suslarin DPPH radikalini stipiirme aktiviteleri %
32.91-54.93 degerleri arasinda kaydedilmistir. Tim MA suslarinin arasinda en yiiksek
antioksidan aktivite % 54.93 degeri ile MA-5 susu, en diisiik aktivite ise % 32.91
degeri ile MA-1 susu icin kaydedilmistir.

Suglarin demir iyonu selatlama aktiviteleri ise % 7.73-26.88 deger araliginda
kaydedilmistir. Tiim MA suslarinin arasinda en yiiksek antioksidan aktivite % 26.88
degeri ile MA-5 susu i¢in, en diislik aktivite ise % 7.7 degeri ile MA-1 susu icin
kaydedilmigtir. MA-6 susunun ise demir iyonunu selatlama aktivitesinin olmadigi
belirlenmistir.

Ozdogan’m (2011) yaptig1 bir calismada L. lactis subsp LL27 susunun antioksidan
aktivitesi DPPH siipiirme kapasitesi ve demir iyonu selatlama metotlar1 ile
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore L. lactis susunun DPPH siipiirme kapasitesi
% 75, demir iyonu selatlama aktivitesi de % 29.5 olarak belirlenmistir. Bagka bir
calismada (Mendi, 2011) L. rhamnosus (yeni dogan gaitasi kaynakli), L. plantarum
(yeni dogan gaitasi), L. delbrueckii sub sp. bulgaricus (yogurt) suslarinin antioksidan
aktivitesi DPPH indirgeme ve demir iyonu selatlama metoduna gore belirlenmistir.
Suslarin DPPH siipiirme kapasitesi % 22-56 arasinda, demir iyonu selatlama aktivitesi
% 36-70 arasinda oldugunu L. plantarum’un ise selatlama aktivitesinin olmadigini

belirlemislerdir.
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Belirtilen bu iki ¢alismada da oldugu gibi farkli Lactobacillus suslarinin antioksidan
aktiviteleri literatiirde genellikle DPPH indirgeme ve demir iyonu selatlama metotlari
ile belirlenmistir.

Kim vd., (2006) bir ¢alismada yeni dogan digskisindan izole edilen L. gasseri NLRI-
312 susunun antioksidan aktivitesi linoleik asit peroksidasyon metodu ile
belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore susun antioksidan aktivitesi % 43.7 olarak
belirlenmistir. Ancak L. gasseri susu ile ilgili smirli ¢alisma bulunmaktadir. Bu
calismada ise edilen verilere gore her iki metot i¢in ortak bir sonu¢ olarak tim L.
gasseri MA suslarinin arasinda en yiiksek antioksidan aktivite MA-5 susu igin
kaydedilmistir. Bunun yani sira tim MA suslarinin DPPH serbest radikalini
indirgeyebildikleri ve MA-6 susu hari¢ demir iyonunu selatlama aktivitelerinin

bulundugu belirlenmistir.

Cizelge 4.5: L. gasseri MA suslarinin antioksidan aktiviteleri.

o % DPPH radikalini % Demir iyonu
indirgeme Selatlama

MA-1 32.91 773
MA-2 37.11 13.99
MA-3 39.20 10.11
MA-4 39.20 15.60
MA-5 54.93 26.88
MA-6 35.05 -
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Sekil 4.23: a) MA-5 susunun DPPH metodu ile antioksidan aktivitesinin belirlenmesi
(sag tiip kontrol, sol tiip MA-5), b) MA-4 susunun DPPH metodu ile antioksidan
aktivitesinin belirlenmesi (sag tiip kontrol, sol tiip MA-4).

4.5 MA Suslarimin Alfa Amilaz Enzim Aktiviteleri

L. gasseri MA suslari supernatantlari Nutrient agar besiyerine 20 ve 50 pl olmak tizere
iki ayr1 konsantrasyonda spot ekim yontemi uygulanarak a-amilaz enzim aktivitesi
belirlenmistir. Spot damlatma yapilan bolgelerde beyaz zon olusumu a-amilaz pozitif
olarak degerlendirilmis. 20 pl laktik asit bakteri siipernatant spot ekimi ile elde edilen
sonuglara gére MA-4 ve MA-5 suglari alfa amilaz pozitif, 50 pl laktik asit bakteri
slipernatantlar1 spot ekimi ile elde edilen sonuglara gore ise MA-3, MA-4, MA-5, MA-
6 suslari alfa amilaz pozitif olarak gozlenmistir. Elde edilen verilere gore stipernatant
konsantrasyonun arttirilmasi ile alfa amilaz enzim aktivitesinin arttig1 goézlenmistir.
Ancak MA-1 ve MA-2 suslarinin da her iki konsantrasyonda da bir aktiviteye
rastlanamamuistir.

Literatiir incelendiginde L. gasseri suslarinin alfa amilaz enzim aktiviteleri ile ilgili bir
veriye ulagilmamakla beraber, farkli Lactobacillus suslari ile yiiriitiilen ¢alismalar

bulunmaktadir.
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Rezukoglu (2011) yapmis oldugu birgalismada peynir alt1 suyundan izole edilen PS-
2A, PS-3B, PS-3C ve PS-4B laktik asit bakterilerinin alfa amilaz enzim aktiviteleri
arastirmig ve PS-2A susunda aktivite gozlemlemistir.

Orhan (2013) ¢ig siitten izole edilmis 74 LAB igin alfa amilaz enzim varlig1 arastirmis
ve Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum, L. coryniformis subsp. coryniformis
ve L. plantarum ssp. plantarum, L. casei, iki Pediococcus pentosaceus olmak iizere 6
laktik asit bakterisinde a-amilaz enzim varlig1 tespit etmistir.

ljeoma vd., (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada ¢esitli laktik asit bakterilerinin alfa amilaz
enzim aktivitesi arastirilmigtir. Arastirma sonucunda L. curvatus, L. plantarum, L.
lactis subsp lactis, L. fermentum ve L. plantarum subsp plantarum suslari igin pozitif
aktivite gozlenirken, Weissella cibaria, Enterococcus faecalis, Enterococcus lactis,
Leuconostoc pseudomesenteroides, Leuconostoc mesenteroides ve L. mesenteroides
subsp dextranicum suslari i¢in herhangi bir aktivite gdzlemlenmistir.

Yapilan bu ¢alismalar Lactobacillus ve Lactococcus tiirlerinde alfa amilaz enzim
varhigini géstermekte ve galismamizda probiyotik 6zellikleri arastirilan L. gasseri MA
suglar1 i¢in arastirmis oldugumuz alfa amilaz enzim aktivite verilerini de

desteklemektedir.

Sekil 4.24: Nutrient agar besiyerinde laktik asit bakteri 20 ul siipernatantlarinin o-
amilaz enzim aktivitesinin gozlemlenmesi.
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Sekil 4.25: Nutrient agar besiyerinde laktik asit bakteri 50 ul siipernatantlarinin o-
amilaz enzim aktivitesinin gézlemlenmesi.

4.6 MA Suslarimin Sodyum Benzoat Direnci

Sodyum benzoat (SB) yiyecek ve igecek endistiirilerinde koruyucu olarak kullanilan
yapay bir gida katki maddesidir (Chen vd., 2009). Bu nedenle SB kimyasal katki
maddesinin gida bilesiminde dogal olarak bulunan veya sonradan eklenen probiyotik
mikroorganizmalar {izerine etkisinin belirlenmesi amaglanmustir.

L. gasseri MA suslarinin SB gida katki maddesine direng 6zellikleri spektrofotometrik
ve canli hiicre sayimu ile belirlenmistir. Bu amagla % 0.015 ile % 1 araliginda on farkli
sodyum benzoat konsantrasyonuna sahip besiyerine ekimi yapilan MA suslarinin OD
degerleri spektrofotometrik olarak belirlenmis ve bu degerler Cizelge 4.6’da
verilmistir.

Bunun yani sira spektrofotometrik olglim yapilan her grubun pH degerleri de
kaydedilmis ve bu degerler Cizelge 4.7°de verilmistir. Elde edilen spektrofotometrik
verilere gore, kontrol grubu ile karsilastirildiginda farkli sodyum benzoat degerlerinde
(% 0.075-0.1) sodyum benzoat degerleri hari¢) MA suslarinin OD degerlerinde bir
diisiis gbzlenmis ancak bu diisiis hi¢cbir zaman 0.00 degerine ulasmamistir. Yine OD

degerleri incelendiginde % 0.075 sodyum benzoat konsantrasyonu i¢in MA-1 ve MA-
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3 suslarmin ve % 0.1 sodyum benzoat konsantrasyonu i¢in ise MA-1 ve MA-5
suslarmin gelisimlerini tesvik ettigi gézlemlenmistir.

Farkli konsantrasyonlara sahip sodyum benzoat igeren besiyerlerinde kiiltiir edilen
MA suslarinin pH 0lgiim degerleri ise baslangic pH degerlerine gore diisiis
gozlenmistir. Bu durum laktik asit bakterilerinin farkli konsantrasyonlarda sodyum
benzoat gida katki maddesini igceren besiyeri ortaminda canliliklarini devam ettirdigini
ve bu siirecte ¢esitli organik asitlerin iiretilmesi ile baslangic pH degerlerinin diismiis
ve daha asidik bir ortamin olusmus oldugunu gostermistir. Ancak % 1
konsantrasyonuna sahip sodyum benzoat besiyeri ortaminda MA-2 ve MA-3 suslarinin
baslangic pH degerlerine yakin bir degere sahip oldugu belirlenmistir. Bu degerler
spektrofotometrik sonuglar ile karsilastirildiginda 6zellikle MA-3 susu igin, kontol
grubuna kiyasla % 1 OD degerinde bir paralellik gézlenmistir.

% 0.1 sodyum benzoat konsantrasyonu i¢in koloni sayimi sonuglarinin (Cizelge 4.8)
logaritmik verileri 10.78-6.85 deger araliginda oldugu tespit edilmistir. Suslar1 i¢in
koloni sayim1 sonuglarinin logaritmik degerleri kontrol grubu ile kiyaslandiginda bir
diisiis gozlenmis ancak yalnizca MA-5 susunun gelisiminin tesvik edildigi ve bu
sonucun spektrofotometrik veri ile paralellik gosterdigi gézlenmistir. % 0.1 sodyum
benzoat konsantrasyonu i¢in ise spektrofotometrik veriler ile gelisimi tesvik edildigi
gbzlenen MA-1 susunun koloni sayim sonuglari ise kontrol grubuna gdre daha diisiik
olarak gozlenmistir.

Literatiirde L. gasseri suslarinin sodyum benzaot direng 6zellikleri ile ilgili bir ¢aligma
bulunmamaktadir.

Ancak Giimiistekin (2010) yapmis oldugu bir ¢alismada L. acidophilus susunun 0.05-
90 mg/mL deger araligindaki farkli konsantrasyonlarda kullanildigi sodyum benzaoata
kars1 direng 6zelligini arastirmistir. Calismanin sonunda 0.05 mg/mL sodyum benzoat
igeren besiyeri ortaminda kiiltiir edilen L. acidophilus susunun OD degerinde kontrol
grubu ile kiyaslandiginda bir artis goézlenmis ve artis canli hiicre sayimmi ile de
onaylanmistir. Ancak bunun disindaki konsantrasyonlarda kontrol grubuna gore L.
acidophilus susunun canlilik oraninda sodyum benzoat konsantrasyonu arttik¢a bir
azalma gozlenmistir.

Calismamizda elde edilen sonuglar literatiirdeki sonuglar ile paralellik gostermektedir.
Tiim bu sonuglar géz oOnilinde bulunduruldugunda tiim MA suslarmin farkh

konsantrasyonlara ve ozellikle yasal olarak kullanimina izin verilen en yiiksek
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konsantrasyon olan % 0.1 degerine sahip sodyum benzoat gida katki maddesine direng

gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 4.6: MA Suslarinin sodyum benzoat direng 6zellikleri (spektrofotometrik).

Kontrol MA-1 MA-2 MA-3 MA-4 MA-5 MA-6
Grubu 0.68+0.00 | 1.54+0.00 | 1.58+0.00 | 1.94+0.00 | 1.88+0.00 | 1.67+0.00
0.015
0.67+0.14 | 1.22+0.06 | 1.08+0.29 | 1.49+0.28 | 1.59+0.12 | 1.58+0.10
mg/mL
0.025
0.47+0.09 | 0.46+0.03 | 1.44+0.21 | 0.58+0.10 | 1.76+0.03 | 0.48+0.00
mg/mL
0.050
0.60+0.05 | 1.51+0.01 | 0.63+0.05 | 0.55+0.04 | 0.59+0.05 | 0.60+0.06
mg/mL
0.075
1.64+0.16 | 1.46+0.01 | 1.62+0.02 | 1.84+0.07 | 1.74+0.01 | 1.28+0.01
mg/mL
0.1
1.74+0.02 | 1.36+0.00 | 1.54+0.06 | 1.76+0.01 | 1.89+0.02 | 1.67+0.05
mg/mL
0.2
0.47+0.02 | 0.53+0.05 | 0.52+0.00 | 1.32+0.11 | 1.28+0.06 | 1.18+0.21
mg/mL
0.3
0.37+0.00 | 0.38+0.03 | 0.42+0.03 | 0.41+£0.04 | 0.41+0.03 | 0.40+0.02
mg/mL
0.4
0.26+0.06 | 0.84+0.07 | 0.55+0.06 | 0.57+0.03 | 0.56+0.05 | 0.56+0.02
mg/mL
0.5
0.55+0.00 | 0.38+0.02 | 0.52+0.82 | 0.58+0.85 | 0.54+0.85 | 0.49+0.59
mg/mL
1
0.49+0.15 | 0.21+0.06 | 0.06+0.01 | 0.54+0.02 | 0.61+0.02 | 0.09+0.04
mg/mL
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Cizelge 4.7: MA suslarmin 0.1 mg/mL sodyum benzoata direng dzellikleri (Log

Kob/mL).
Canl hiicre degerleri
(LAB) Kontrol grubu 0.1 mg/mL sodyum benzoat
L. gasseri MA-1 9.52 7.94
L. gasseri MA-2 9.33 6.85
L. gasseri MA-3 8.52 8.12
L. gasseri MA-4 11.85 10.78
L. gasseri MA-5 8.93 10.26
L. gasseri MA-6 8.45 8.28

Cizelge 4.8: L. gasseri MA suslariin sodyum benzoatli ortamda asit tiretme

yetenekleri.

% Sodyum Baslangic

benzoat MA-1 | MA-2 | MA-3 | MA-4 | MA-5 | MA-6

(mg/mL) pH

0.015 5.619 38 | 38 3.7 3.7 3.7 3.7
0.025 5.581 39 | 39 3.9 3.9 3.9 3.8
0.050 5.628 3.9 4.0 3.7 3.8 3.8 3.7
0.075 5.638 39 | 40 3.9 3.9 4.0 3.9
0.1 5.639 3.9 3.9 3.8 3.8 3.8 3.8
0.2 5.677 4.2 4.4 4.1 3.9 4.1 4.1
0.3 5.605 41 | 41 3.9 39 | 39 3.9
0.4 5.637 43 | 48 4.4 43 | 43 4.3
0.5 5.640 4.4 5 A7 45 4.3 4.4
1 5.702 49 | 55 5.5 47 | 48 45
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, anne siitiiniin streptokoklar, bifidobakteriler ve
laktik asit bakterileri dahil olmak {izere bir ¢ok probiyotik bakterilerin stirekli kaynagi
oldugu ve bu laktik asit bakterinin patojenik bakterilerin gelisimini besin rekabeti veya
bakteriyosinler, organik asitler veya hidrojen peroksit gibi antimikrobiyal bilesikler
iiretmek suretiyle inhibe ettigi ve bu sayede emzirilen bebekte enfeksiyon sikliginin
ve siddetinin azaltilmasinda 6nemli bir rol oynadig belirtilmistir (Collado vd., 2009).
Calisma kapsaminda, ge¢miste yiiriitiilen bir proje kapsaminda anne siitiinden izole
edilen laktik asit bakterileri, PCR tabanli molekiiler tanimlama yontemi ile genetik
olarak tanimlanmistir. Molekiiler olarak karakterize edilen alt1 adet L. gasseri (MA)
susunun, probiyotik kiiltiir olarak kullanim potansiyellerinin belirlenmesi amaciyla
diisiik pH (2 ve 3) degerlerine, farkli (% 0.3 ve % 1) safra konsantrasyonlarina, yapay
mide ve bagirsak sivilaria karst direng 6zellikleri ve hemolitik aktiviteleri in vitro
kosullarda belirlenmistir. Bunun yanisira MA suslariin antimikrobiyal ve antioksidan
aktiviteleri, agregasyon oOzellikleri, alfa amilaz enzim aktiviteleri, sodyum benzoat
gida katki maddesine direng 6zellikleri arastirilmistir.

L. gasseri MA suslarmin probiyotik O6zelliklerinin belirlenmesi ¢alismalarinda,
suslarin tamaminin Amikasin, Gentamisin, Kanamisin, Nalidiksik Asit, Ofloksasin
antibiyotiklerine kars1 direng, Amoksisillin, Ampisilin, Kloksasilin, Eritromisin,
Penicslin G antibiyotiklerine kars1 hassasiyet gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen bu
veriler literatiir ¢alismalart ile paralellik gostermektedir. MA suslarinin klinik
antibiyotiklere kars1 direng gdstermesi, suslardan probiyotik kiiltiir olarak yararlanim
potansiyelini arttirmaktadir. Ancak bazi kaynaklar probiyotik veya starter kiiltiir
olarak kullanilan bazi laktik asit bakterilerinin, antibiyotik diren¢ genlerini diger laktik
asit bakterilerine veya patojenite Ozelligi tasiyan mikroorganizmalara aktarma
potansiyeli tasidigr bildirilmistir. Buna ragmen probiyotik mikroorganizmalarin
genom yapilarinda antibiyotik diren¢ geni ihtiva etmeleri, bu genlerin yatay transfer

yoluyla aktarim potansiyeli tasimadiklar siirece yapisal direncin (kromozamal



direng) kendi baslarina bir giivenlik endisesi olusturmadigi rapor edilmistir (Darsanaki
vd., 2013).

Birgok Lactobacillus suslar1 da dahil olmak iizere enterik bakteri tiirler i¢in safra,
bakteri hiicre membranlarina, proteinlerine ve DNA'ya zararli olabilecek
gastrointestinal sistemde karsilagilan 6nemli bir bilesendir. Dolayisiyla probiyotik
olarak karakterize edilecek bir susun GIT'deki safra tolere etme kabiliyeti, bagirsak
sistemine ulasabilmesi ve bu alanda kolonize olup terapétik etkileri gosterebilmesi
acisindan biiyiik bir gerekliliktir (Azcarate-Peril vd., 2008). Bunun yani sira probiyotik
mikroorganizmalarin gastrointestinal sistem ortaminda islev gorebilmesi ve insan
sagligina faydasi olabilmesi i¢in, epitel ylizeylere yapisma, mide pH’s1, pepsin,
pankreatin, antibiyotik direnci ve patojen mikroorganizmalara karsi antagonistik
aktivite gosterme gibi fonksiyonel gereksinimleri tasimasi gerekmektedir (Ramos vd.,
2013). Calismada laktik asit bakterilerinin diigiik pH, safra suyu, pepsin, pankreatin
gibi stres faktorlerine karsi direng 6zellikleri in vitro kosullarda incelenmistir. Elde
edilen sonuglara gore suslarin tamaminin pH 3 degerinde canli hiicre olusumlari
devam etmis olmasina ragmen, daha asidik pH 2 degeri i¢in L. gasseri MA-3 ve L.
gasseri MA-6 suslarinin kati besiyerine yapilan ekimlerinde koloni olusturmadigi
belirlenmistir.

Bunun yani sira safra, pepsin ve pankreatin iceren soliisyonlarda bazi suslarin
canliliklarinda bir miktar diisiis yasansa da gelisim hi¢bir zaman durmadig: i¢in tiim
laktik asit bakterilerinin safra, pepsin ve pankreatine tolerans gosterebildikleri
belirlenmistir. Bu sonu¢ MA suslarinin gastrointestinal sistemdeki diisiik pH (pH 2
icin MA-3, MA-6 hari¢), safra, pepsin ve pankreatin bariyerini asarak, bagirsak
mukozal yiizeylerinde kolonize olabileceklerini ve probiyotik kiiltiir olarak yararlanim
potansiyeli tagidiklarini gostermektedir.

Suslarinin oto-agregasyon yeteneklerinin % 93-97 koagregasyon yeteneklerinin ise %
36-58 degerler arasinda dagilim gostermekte oldugu belirlenmistir. MA suslarinin
otoagregasyon ylizdelerinin oldukca yiliksek olmasi suslarin, gastrik ve intestinal
stvilarin olusturduklar1 pH ve enzimatik stresi tolere ettikten sonra, bagirsaklarda
kolonize olarak gilicli bir bariyer olusturmast ve bu sayede patojen
mikroorganizmalarin bu alanlarda kolonize olmalarin1 6nlemeleri agisindan oldukca

Onemlidir.
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MA suslarmin hemolitik aktiviteleri incelendiginde MA-1, MA-2, MA-3, MA-5 ve
MA-6 suslar1 gamma hemolitik aktiviteye sahipken MA-4 susunun ise alfa hemolitik
aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Hemoliz, patojenler arasinda ortak bir viriilans
faktoriidiir ve patojen mikroorganizmanin demir bulunabilirligini kolaylastirir ve alfa
ya da beta hemolitik aktivite konakg¢ida anemi ve 6dem olusumuna neden olur.
Laktobasillerde, siirli veya belirli niikleotid kaynaklarinin bulundugu bir ortamda
veya hidrojen peroksitin giiglii bir tretiminden dolayi, pirimidin ve piirin
metabolizmasi demir ihtiyaci dogabilir ve bu durumda alfa hemolitik aktivite
gozlenebilir. Ancak probiyotik olarak karakterize edilen bir susun sus giivenligi
acisindan gamma hemolitik aktiviteye sahip olmasi gerekmektedir (Vesterlund vd.,
2007). MA-1, MA-2, MA-3, MA-5 ve MA-6 suslar1 gamma hemolitik aktiviteye sahip
olmasi suglarin gilivenilir sus olarak karakterize edilmesi ve probiyotik kiiltiir olarak
onerilmesinde oldukc¢a 6nem tagimaktadir.

Probiyotik ve starter sus olma 6zelligi tasiyan yeni suslarin arastirilmasi 6zellikle gida
ve farmakoloji endiistrisinde biyokoruma i¢in de biiyilkk 6nem arz etmektedir. MA
suslarinin antimikrobiyal aktivitesi literatiirdeki ¢alismalardan farkli olarak, degisik
kaynakli (insan- gida patojen bakterileri, balik patojenleri, Candida tiirleri) patojen

mikroorganizmalar kullanilarak daha genis ¢apli olarak degerlendirilmistir.

Antimikrobiyal aktivite verileri incelendiginde, on bes adet insan-gida patojenlerine
kars1 gostermis oldugu antimikrobiyal aktivite 14.29-1.87 mm deger araliginda oldugu
belirlenmistir. Kaydedilen en yiiksek inhibisyon zon degerlerinin MA-2 susu igin S.
epidermidis ATCC 11228 insan-gida patojeni igin oldugu belirlenmistir. Ancak MA
suslarinin cogunlugunun insan-gida patojenleri arasinda ozellikle S. epidermidis
ATCC 11228 bakterisine karst 10 mm (++) ilizerinde bir inhibisyon zon degeri
gosterdigi belirlenmistir (MA-1: 11.03+1.01, MA-2: 14.29+0.47, MA-3: 11.91+£0.27,
MA-4: 12.79+0.32, MA-6: 12.55+0.46). Takibinde ise L. monocytogenes ATCC 7644
(MA-1: 14.19+1.41, MA-2: 10.82+0.97) patojenine karst 10 mm (++) tizerinde bir
inhibisyon zon degeri gézlenmistir. Bunun yanisira S. aureus ATCC 25923 (MA-5:
9.04+1.05, MA-6: 8.20+£0.93) ve S. epidermidis ATCC 11228 (MA-5: 8.64+0.40)

patojen suslarina kars1 8-10 mm (+) araliginda inhibisyon zon degeri gzlenmistir.

MA suglarinin yedi adet balik patojenlerine kars1 gostermis olduklar1 antimikrobiyal

aktivite 11.22-1.66 mm deger araliginda kaydedilmistir. Kaydedilen en yiiksek
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inhibisyon zon degerlerinin MA-2 susu igin A. hydrophila ATCC 19570 balik patojeni
icin oldugu belirlenmistir. Ancak MA suslarinin balik patojenleri arasinda bilhassa A.
hydrophila (MA-2: 11.22+1.11, MA-3: 10.31+1.46) patojenine kars1 10 mm (++)
tizerinde bir inhibisyon zon degeri gbzlenmistir. Bunun yanisira yine A. hydrophila
ATCC 19570 (MA-4: 8.24+0.70) patojenine karst 8-10 mm (+) araliginda inhibisyon
zon degeri gozlenmistir. Akua kiiltirde yaygin ve bilingsiz bir sekilde kullanilan
antibiyotikler direngli patojen suslarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Ayrica bu
durum baliklarda antibiyotik kalintilarin olusmasina, bu kalintilarin tiiketicilere
aktarilmasina ve sonucunda tiiketicilerde alerjik reaksiyonlar gibi birgok saglik
sorununa neden olmaktadir (Chafer-Pericas vd., 2010). Bu nedenle Kkiiltiir
balik¢iliginda balik gastrointestinal sistem mikrobiyal florasinin ve sucul habitatlarin
mikrobiyal dengesinin saglanmasi amaciyla alternatif olarak daha dogal olan ve

antimikrobiyal aktiviteye sahip probiyotik kiiltiirler biiyiik onem tasimaktadir.

Calismada Candida tiirleri i¢in belirlenen inhibisyon zon cap1 degerleri ise 4.80-2.78
mm araliginda degismekte olugu saptanmistir. Kaydedilen en yiiksek inhibisyon zon
degerlerinin MA-2 susu i¢in, C. albicans ATCC 10231 fungusuna karsi oldugu
belirlenmigtir. Tiim antimikrobiyal aktivite verileri gz 6niinde bulunduruldugunda
MA suslarinin 6zellikle yukarida belirtilen patojen mikroorganizmalara karsi dogal
birer antimikrobiyal ajan olarak kullanim potansiyeli tasidig1 belirlenmistir.

Anormal derecede yiiksek reaktif oksijenin dokularda birikmesi sonucu oksidatif stres
ve oksidatif hasarlar olusur. Oldukg¢a kararsiz olan ROS’un indirgenememesi
durumunda hiicre 6liimleri, doku hasarlart meydana geldigi rapor edilmistir (Kim vd.,
2005). Serbest radikallerin ve reaktif oksijenin besinlerde birikmesi sonucunda gida
bozulmalart meydana gelmektedir. Antioksidan 6zellik tasiyan maddelerin ROS ve
serbest radikalleri indirgemesi ve zararl etkilerini azaltmasi veya yok etmesi oldukga
kritik bir durumdur. Son yillardaki ¢alismalarda bitki kokenli bilesenlerin antioksidan
ozellikleri daha ¢ok calisilsa da ¢esitli fonksiyonel Ozellikleri tasiyan laktik asit
bakterilerinin jenerasyon siiresinin kisa olmasi, metabolik aktivitelerinin hizli olmasi
ve kolay elde edilebilirligi bir avantaj olusturmaktadir. L. gasseri MA suslarinin DPPH
radikalini siiplirme aktiviteleri % 32.91-54.93, demir iyonu selatlama aktiviteleri ise
% 7.73-26.88 deger araliginda kaydedilmistir. Tiim MA suslarinin arasinda en ytliksek
antioksidan aktivite her iki metot ile de MA-5 susu i¢in kaydedilmistir.
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Caligma kapsaminda antimikrobiyal ve antioksidan 6zellik tasiyan suslarin gidalarda
biyo-koruyucu, diyet takviyesi, {liriin kalitesinin ve besin degerinin arttirilmasi (stit ve
siit tirlinleri, balik {irtinleri vs) gibi nedenlerle gida katki maddesi, balik yemi katkisi,
akuakdltiir, farmakoloji ve kozmetik gibi alanlarda kullanim potansiyelini
olusturmakta ve bu biiylik 6nem arz etmektedir. Ciinkii kimyasal antimikrobiyal ve
antioksidan ajanlar genis Ol¢iide kullanilmasina ragmen insan sagligi iizerinde
olumsuz bir¢ok etkiye sebebiyet vermekte ve bu hususlarda bilinglenen tiiketicilerin
taleplerinin artmasina bagli olarak dogal antimikrobiyal ve antioksidanlarin arayisi her
gecen giin artarak devam etmektedir.

Endiistriyel enzimlerin en ¢ok kullanildigi madde nisastadir ve alfa amilaz enzimi
nisagtanin a-1,4-glikozidik baglarini pargalayarak glukozdan gluko-oligosakkaritlere
uzanan farkli iirlinlerin sentezlenmesini saglarlar, bu alan endiistride ekonomik
biiyiikliik olarak ikinci sirada yer alir (Durak ve Toker, 2015). Hayvansal ve bitkisel
orjinli enzimler ile karsilastirildiginda mikroorganizmalardan izole edilmis enzimlerin
cok daha stabil ve ucuz olmalar, katalitik aktivitelerinin daha yiiksek olmasi,
istenmeyen yan iriin olusturmamalari, daha fazla oranlarda elde edilebilir olmalar
gibi sebepler siralanabilmektedir (Kiran vd., 2006). Suslarin alfa amilaz enzim aktivite
verileri incelendiginde MA-3, MA-4, MA-5, MA-6 suslar i¢in alfa amilaz enzim
aktivitesi gozlenirken, ¢alisilan her iki konsantrasyon degeri icin MA-1 ve MA-2
suslarinda herhangi bir aktivite gézlemlenmemistir. MA-3, MA-4, MA-5, MA-6
suslarinin alfa amilaz enzim aktiviteleri ilerleyen ¢caligmalarda molekiiler metotlarla da
desteklenmesi halinde suslarin gida, kagit endiistrisi gibi alanlara kullanilmak tizere
Onerilebilecegi diistiniilmektedir. Bu durum MA suslarina ekonomik 6neme sahip
ticari birer sus olma 6zelligi kazandirmasinin yani sira gida ve enzim teknolojisinde
kullanim potansiyelleri sayesinde biyoteknolojik bir 6nem kazandiracaktir.

Sodyum benzoat gida sanayi (marine edilmis balik, balik soslari, meyve sulari, salata
soslari, ketcap ve mayonez vb. iiriinlerin daha ¢ok maya ve bakterilere karsi
korunmasinda), ila¢ ve kozmetik, endiistrisinde yaygin olarak kullanilan kimyasal
koruyuculardan bir tanesidir (Karakahya, 2011; Ozdemir vd., 2012). Sodyum
benzoatin belirli konsantrasyonlarda olmak sart1 ile gidalarda koruyucu olarak
kullanilmasina izin verilmesine ragmen, FAO (Gida ve Tarmm Orgiitii) ve WHO
(Diinya Saglik Orgiitii) ve sodyum benzoatin cevre ve insan saghig iizerindeki

etkilerini arastirmaya devam etmektedir (Karakahya ve Koca, 2016). Calisma
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kapsaminda MA suslarinin 0.015, 0.025, 0.050, 0.075, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, I mg/mL
olmak iizere on farkli sodyum benzoat gida katki maddesine kars1 direng 6zellikleri
spektrofotometrik olarak, 0.1 mg/mL konsantrasyonuna sahip sodyum benzoata direng
Ozellikleri ise canli koloni sayimi ile belirlenmistir. Elde edilen verilere gore tiim suslar
sodyum benzoata kars1 direng gostermistir. Bu verilerin tespit edilmesi MA suslarinin
dogal gida katki maddesi olarak kullanim1 sirasinda bu kimyasal katki maddesinden
olumsuz olarak etkilenme durumunun bilinmesi agisindan énem tasimaktadir.

Tiim bu veriler géz 6niinde bulunduruldugunda en giivenilir besinlerden biri olan anne
stitiinden izole edilen 6 adet L. gasseri MA susundan 5 tanesinin probiyotik 6zellik
tasidign tespit edilmistir. Alfa hemolitik aktiviteye sahip MA-4 susunun probiyotik
kiiltiir olarak karakterizasyonu miimkiin olmasa da, molekiiler metotlarla alfa amilaz
enzim varliginin onaylanmasi ve bu enzimin karakterizasyonu halinde sustan bu
enzimin izole edilerek endistriyel amaghi kullanimmin miimkiin olabilecegi
diisiiniilmektedir. Yapilan bu g¢aligma verilerinin literatiirde anne stitii kaynakli L.
gasseri suslariin probiyotik olarak karakterizasyonu ile ilgili ¢alismalarin ¢ok sinirl
sayida bulunmasi nedeniyle 6nem arz etmekte oldugu ve daha sonra L. gasseri susu

ile yapilacak caligsmalar i¢in ise bir temel olusturacag diisiiniilmektedir.
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EK A: MA suslarinin PCR ile molekiiler olarak identifikasyonu
EK B: Laktik asit bakterilerinin antibiyotik hassiyetleri
EK C: L. gasseri MA suslarinin Antimikrobiyal Aktiviteleri



EK.A MA suslarinin PCR ile molekiiler olarak identifikasyonu
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Sekil A.1: MA-1 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA forward transkripsiyon) sekans
dizileri.
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Sekil A.2: MA-1 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA reverse transkripsiyon)
sekans dizileri.
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Sekll A.2 (devam) : MA-1 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA reverse
transkripsiyon) sekans dizileri.
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Sekil A.3: MA-2 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA forward transkripsiyon)
sekans dizileri.

82



660 670 680 690 700 710 720 730 740
e el W e e e e i e i Dl e e W i B
AGAGTGG ARAC TCCATG TGTAGC GG TGG AA T GC GTAGATTATTATGG AAGAA CACC AGGTGG CGAA GGCGG CTCTCTGG TCTGCARCTGAC GC

1
D =wO OO OO0 DOW O e ¥ 00O W0 MO0 e OO0 @ OWwl (00 D
A CCCTGE TAGTC ATG CC GTAAACGAT GAG TGCT A GTGGIGGT T GGGG AGG T
/
[
IS A
\
p / N/ \ \ /
\ / j \/ \
\
WA g AN ) v/ \ a -
840 850 860 870 880 890 300

[T CCGcC TCceTcAG TG
N

- - .

~ s

Sekil A.3 (devam): MA-2 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA forward
transkripsiyon) sekans dizileri.
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Sekil A.4: MA-2 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA reverse transkripsiyon)
sekans dizileri.
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Sekil A.4 (devam): MA-2 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA reverse
transkripsiyon) sekans dizileri.
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Sekil A.5: MA-3 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA forward transkripsiyon)
sekans dizileri.
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Sekil A.5 (devam): MA-3 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA forward
transkripsiyon) sekans dizileri.
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Sekll A.6: MA 3 susunun PCR ile elde edllen (16 S RNA reverse transkr1ps1yon)
sekans dizileri.
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Sekil A.6 (devam): MA-3 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA reverse
transkripsiyon) sekans dizileri.
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Sekil A.7: MA-4 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA forward transkripsiyon)
sekans dizileri.
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Sekil A.7 (devam): MA-4 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA forward

transkripsiyon) sekans dizileri.
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Sekil A 8: MA-4 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA reverse transkripsiyon)
sekans dizileri.
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Sekil A.8 (devam): MA-4 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA reverse
transkripsiyon) sekans dizileri.
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Sekil A.9: MA-5 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA forward transkripsiyon)
sekans dizileri.

94



670 680 690 700 710 720 730 740 75!
e e B e i i B ] e e i W mm | me —mm m m m e mmm | e mmm = m
GAGAGTGG ARACTCCATGTGTAGCGG TGGAATGCGTAGATATATGG AAGAA CACCAG TGG CGAA GGCGEGCTCTCTGG TCTGCAACTGA

TGG TAGTCCATG CC GTAAACGAT

~— »

S;fm A9 (devarﬁ): MA-5 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA forward
transkripsiyon) sekans dizileri.
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Sekil A.10: MA-5 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA reverse transkripsiyon)
sekans dizileri.
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Sekil A.10 (devam): MA-5 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA reverse
transkripsiyon) sekans dizileri.
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SklAll MA6 usun PCRI elde edilen (16SRNAfrw dt nskripsiyon)
sekans dizileri.
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Sekil A.11(devam): MA-6susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA forward

transkripsiyon) sekans dizileri.
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GGGGGGGGGGGG TGTCAARACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCT TCGAAT TAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGECCCCCE TCAATTC

Sekil A.12: MA-6 susunun PCR ile elde edilen (168 RNA se transkripsiyon)
sekans dizileri
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Sekll A.12 (devam): MA-6 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA reverse
transkripsiyon) sekans dizileri
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EK. B: Laktik asit bakterilerinin antibiyotik hassiyetleri.

LAB AK | AMC | AM C OB E CN K NA | OFX P
MA-1 R 26.07 | 23.18 | 20.72 | 23.78 | 24.63 | 6.27 i i i 31.69
+1.69 | £2.61 | £0.91 | £0.85 | £2.24 | £0.19 +2.41
MA-2 . 27.35 | 2431 | 24.37 | 23.68 | 26.50 | 7.52 ) ) ) 33.19
+2.70 | £0.63 | £1.01 | £2.40 | +4.35 | +0.0 +1.26
MA-3 B 29.65 | 28.72 | 23.22 | 24.40 | 30.60 i i i i 32.86
+1.61 | £0.63 | £0.90 | £0.40 | £0.56 +1.45
MA-4 B 29.10 | 21.98 | 24.24 | 20.12 | 28.25 | 6.49 i i i 25.53
+0.80 | £0.88 | £1.25 | £0.45 | £1.51 | £0.22 +1.99
MA-5 . 23.70 | 21.28 | 18.67 | 23.76 | 25.44 | 8.30 i i i 29.61
+1.48 | £0.03 | £2.25 | £0.67 | £2.88 | +0.85 +2.60
MA-6 . 25.14 | 23.47 | 2450 | 24.29 | 29.56 i i i i 33.88
+0.97 | £2.46 | £0.30 | £0.91 | £0.90 +0.44

* AK (10 pg): amikasin, AMC (30 pg): amoksisilin, AM (10 pg): ampisilin, C (10
ng): kloramfenikol, OB (5 pg): kloksasilin, E (15 ug): eritromisin, CN (10 pg):
gentamisin, K (30 pg): kanamisin, NA (5 pg): nalidiksik asit, OFX (5 pg): Ofloksasin,
P (10 pg): penisilin.

EK. C: L. gasseri MA suslarmin Antimikrobiyal Aktiviteleri.

Test
Mikroorganizmalar1 | MA-1 MA-2 MA-3 MA-4 MA-5 MA-6
E.coli 2.55+0.69 4.32+0.73 | 3.23+0.58
ATCC 11229 ' ' ' ' ' '
E. coli

3.56+0.40 - 3.15+0.40 3.91+0.85 3.39+0.16 -
0157:H7
B. megaterium

4.344+0.20 - - 3.32+0.76 4.75+1.10 -
(Pasteur Ens.5117)
S. enteritidis

2.85+0.81 5.01£0.01 4.47+0.98 3.00+0.85 4.61+0.80 -
RSKK 171
B. cereus

3.11£0.60 - 3.15+0.43 3.35+0.21 3.33+0.45 -
RSKK 863
B. subtilis
RSKK 244 6.11+0.42 - 3.83+0.50 4.96+0.77 5.46+0.29 -
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EK. C (devam): L. gasseri MA suslarinin Antimikrobiyal Aktiviteleri.

E. coli
ATCC 35218 - - - 3.52+0.38 3.04+0.02 -
M. luteus
NRRL B_ 4375 - 2.91+0.41 - - - 3.81+0.61
S. enteritidis
2.90+0.62 3.2240.82 3.434+0.41 - 5.65+0.35 -
ATCC 13076
S. sonnei
- 3.87+0.16 - - - -
MU:57
. aureus 3.64+0.49 4.35+£0.04 | 9.04+1.05 | 8.20+0.93
ATCC 25923 ' ' ' ’ ' ' ’ '
Y. enterocolitica
4.06+0.16 3.11+£0.35 5.08+1.53 3.35+0.36 4.744+0.58 -
ATCC 11175
E. faecalis
2.99+1.14 2.54+0.29 - 3.19+0.58 1.87+£0.29 -
ATCC 29212
L. monocytogenes
14.19+1.41 | 10.82+0.97 | 7.95+0.45 7.51+£0.98 6.52+0.99 6.554+0.60
ATCC 7644
S. epidermidis
11.03£1.01 | 14.29+0.47 | 11.91£0.27 | 12.79+0.32 | 8.64+0.40 | 12.55+0.46
ATCC 11228
V. alginolyticus 5.91+0.99 | 4.99+0.31 | 5.51+0.43 | 4.34+0.24 | 4.55+0.58 | 7.03+0.42
V. anguillarum | 4.18+0.00 | 3.51+£0.25 | 3.07£0.20 | 4.07+0.08 | 2.67+£0.49 | 3.05+0.22
M1
. 3.02+0.47 3.37+0.73 2.39+0.42 4.77+0.23 3.15+£0.27 1.66+0.21
V. anguillarum A4
A. hydrophila 5.4740.50 | 11.22+1.11 | 10.31+1.46 | 8.24+0.70 | 7.32+0.93 | 6.29+0.77
ATCC 19570
. 5.18+0.47 3.50+0.28 4.63+0.03 3.61+0.34 3.42+0.44 3.97+0.22
L. garvieae
. - 4.48+0.82 | 3.92+0.09 | 3.53+0.32 | 4.14+0.20 | 4.90+0.43
Y. ruckeri
. 4.27+0.83 4.73+0.51 3.99+0.59 4.01+£0.54 6.93+0.72 5.31£0.38
S. agalactiae
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EK. C (devam): L. gasseri MA suslarinin Antimikrobiyal Aktiviteleri.

Candida albicans
ATCC 10231

3.254+1.01

4.80+0.42

3.63+0.75

3.22+0.07

3.4240.69

3.25+0.44

Candida glabrata
RSKK 04019

4.06+0.08

2.78+0.1

3.28+0.54
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