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OZET

MERALARDA BESLENEN INEKLERIN SUTLERINDEN PROBIYOTIK
MIKROORGANIZMANIN IZOLASYONU VE TANIMLANMASI

Vet. Hek. Hiiseyin OZCAN
Farmasdtik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Kasim 2022

Danigman: Prof. Dr. Yagmur TUNALI

Laktik asit bakterileri (LAB), 6zellikle siit ve siit tiriinleri gibi fermente gidalarin
iceriginde bulunan, gidalarla tiiketilen probiyotik mikroorganizmalardir. S6z konusu
calismada; Tiirkiye’nin Eskisehir ili Seyitgazi Ilcesindeki meralarda bulunan ve
herhangi bir endiistriyel yem tiiketmeyen ineklerden elde edilen ¢ig siit iiriinlerinden
LAB’nin izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmstir. Siit ve siit {irinleri, bakteriyolojik

incelemeler i¢in elle sagim yapan iireticilerden toplanmistir.

Simental ve Montofon inek irklarina ait toplam dort 6rnek alinmis ve laktik asit
bakteri izolasyonu yapilmistir. Toplam 30 adet saf laktik asit bakteri izolati elde
edilmistir. izolatlara ait secici besiyeri ortamindaki morfolojik, biyokimyasal dzellikler
(katalaz testi, tuz toleranslari) degerlendirilmistir. Baz1 g¢evresel fizyolojik (sicaklik,
karbonhidrat fermantasyonu) kosullardaki iireme fizyolojisi ve antibiyotik direng testleri
uygulanmistir. Yapilan testlerin sonuglarina gore, ileri testlerle kanitlanmak iizere bazi

probiyotik 6zellikleri tasiyan potansiyel izolatlar elde edilmistir.

Tiirkiye’de dogal siitlerden probiyotik bakteri izolasyonu ve tanimlanmasi
konusunda az sayida calisma olmasi ve endiistriyel yemle beslenmeyen ineklerden
alinan ¢ig siitte probiyotik bakterilerin izolasyonu ve tanimlanmasina ait bir ¢aligmaya
rastlanilmamasi sebebiyle ¢alisma 6nem tasimaktadir. Calismada elde edilen laktik asit
bakteri izolatlarmin tiir diizeyinde identifikasyonu ve probiyotik Ozelliklerinin net

olarak ortaya konmasi i¢in ilave testlere gereksinim oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Sézciikler: Antimikrobiyal, Inek siitii, Probiyotik.



ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF PROBIOTIC MICROORGANISM FROM
THE MILK OF COWS FEEDING IN RANGELAND CHARACTERIZATION OF
THE DETERIORATION

Vet. Hiiseyin OZCAN
Department of Pharmaceutical Microbiology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, November 2022
Supervisor: Prof. Dr. Yagmur TUNALI

Lactic acid bacteria (LAB) are probiotic microorganisms found in fermented
foods such as milk and dairy products and consumed with food. In the current study,
isolation and characterization of LAB from raw milk products obtained from cows that
do not consume any industrial feed and are found in the Seyitgazi District of Eskisehir
province of Turkey were performed. Milk and dairy products were collected from hand-
milking producers for bacteriological examinations.

A total of four samples belonging to Simental and Brown Swiss species were
taken, and probiotic bacteria were isolated. A total of 30 pure microorganism isolates
were obtained, and the morphological and biochemical characteristics (catalase test, salt
tolerance) in the selective medium of the isolates were defined. The reproductive
physiology under certain environmental physiological (temperature, carbohydrate
fermentation) conditions has been investigated. Also, antibiotic resistance tests were
performed. According to the results of the tests, it was understood that the isolates
obtained were suitable for the probiotic character.

The study is important because there are few studies on the isolation and
identification of probiotic bacteria from natural milk in Turkey, and there is no study on
the isolation and identification of probiotic species in raw milk taken from cows that are
not fed with industrial feed. Additional research is needed on identifying and

characterizing probiotic microorganisms at the species level of the study.

Keywords: Antimicrobial, Cow’s milk, Probiotic potential.
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda, gelisen teknoloji ile birlikte koruyucu ve tedavi edici tirlin arayislar
nedeniyle probiyotiklere hem arastirma hem de tiiketici ilgisi olduk¢a artmistir. Artan
klinik kanitlar, 6zellikle baz1 ishalli hastaliklarin tedavisinde probiyotik kullanimiyla
ilgili Onerilen bazi tedavi yontemlerini desteklemektedir. Probiyotikler insan ve
hayvanlarda normal florada bulunan ve sagliga pek ¢ok olumlu etkileri olan
mikroorganizmalardir.  Bifidobacterium,  Enterobacterium,  Lactobacillus  ve
Saccharomyces tiirleri insan ve hayvan normal flora bolgelerinde yasayan Onemli
mikrobiyom elemanlarindandir. Probiyotikler enfeksiyonlara kars1 konak savunmasinda
direnci gli¢lendirerek ozellikle bagirsak ve genital sistemde patojen g¢ogalmasini
baskilarlar. Sindirime yardimec1 olmak, vitamin sentezlemek, safra tuzlarinin
metabolizasyonu, serum kolestrol seviyesini diigiirmek, toksin emilimini engellemek,
bagirsak mukoza hiicrelerinin ve savunma sistemi hiicrelerinin olgunlagsmasima destek
saglamak gibi oOnemli etkileri vardir. Ayrica immiin sistemi uyarict maddeler
sentezleyerek alerjileri engelleme, diyareyi kontrol altina almada 6nemli rol oynarlar.
Antimikrobiyal, antikanserojenik ve antioksidatif, antibiyofilm aktivite gibi terapotik
ozellikleri mevcuttur. Obeziteye kars1 koruyucu metabolik denge olustururlar. Normal
dogumla diinyaya gelerek anne siitiiyle beslenen bebeklerin bagirsaklarinda anneden
genital ve laktasyonla kazanilan maternal probiyotik mikroorganizmalar yogun olarak
bulunur. Anne siitiindeki kalsiyumun emilimini arttirarak bebek gelisimini sagliklt
sekilde hizlandirirlar.

Probiyotiklerin insan sagligi tizerinde gosterdikleri baslica yararlar;

1. Gastrointestinal enfeksiyonlar1 kontrol etmesi, antimikrobiyal etki gostermesi,

2. Bobrek rahatsizliklarini gidermesi,

3. P-galaktosidaz gibi 6nemli sindirim enzimlerinin {iretimi ile birlikte viicutta
laktoz kullanimini arttirmasi,

4. Serum kolesterol diizeyini azaltmasi,

5. Antimutajenik ve kolon kanserinin Onlenmesi gibi bazi antikanserojenik
aktiviteler gostermesi,

6. Bagisiklik sistemini diizenleyici 6zellikler sergilemesi, antialerjik fonksiyonlara
sahip olmasi,

7. Besin dgelerinin biyolojik degerini arttirmasi,

8. Vitamin {iretimini arttirmasi,



9. Mineral ve iz elementlerden yararlanim arttirmasi ve

10. Serum kolesterol seviyesini diisiirmesi seklinde siralanabilir.

Gidalarla alinan probiyotiklerin saglhiga yararli etkilerinin ortaya c¢ikisinda
Ozellikle gastrointestinal sistemden gegise, mide asidi ve barsak safra salgilarina,
enzimlerine direngli hiicre yapisina sahip olmalaridir. Bu 6zellikleri sayesinde barsak
ortaminda bagirsak epiteline tutunarak kolonize olarak c¢ogalabilirler. Probiyotikler
bagirsak florasinin dengesini stabilize ederek patojenlerin sayica artisini kontrol altinda
tutarlar. Ayrica probiyotik suslar, O6zellikle hayvansal kaynakli probiyotik
mikroorganizmalar insanlarda giivenli sekilde kullanilabilirler. Probiyotik iceren
tirtinlerin raf 6mrii boyunca canliliklarin1 koruyarak patojenik 6zellik gostermemeleri
biiylik avantaj saglar. Birden fazla organizma iceren probiyotikli tirtinler 6zellikle iki
nedenden dolay1 ¢ekicidir; 1) bazi hastalarda kolonizasyon bir susla meydana gelebilir,
diger sus ise kolonizasyon saglayamayabilir ve 2) probiyotik karisimlar patojenleri

baskilamada sinerjik etkili olabilir [1].

Probiyotikler kapsiile edilmis sekilde kullanilabilirler. Besicilikte gida katki
iriinleri olarak kullanilan probiyotikler, hayvanlarin beslenmesi ve mikrobiyal
enfeksiyonlardan korunmada ucuz ve giivenli bir yoldur. Lactobacillus, Bifidobacterium
ve Enterobacterium cinsleri endiistriyel gida iiretim siire¢lerinde yaygin sekilde
kullanilirlar. Lactobacillus suslarmin {irettikleri ekzopolisakkaritler, hayvanlarda siit
iiretimi sirasinda siit igerigini ve viskozitesini gelistirmek icin kullanilabilir.
Lactobacillus suslari mannitol {iretme kabiliyetine sahiptir. Probiyotiklerin 6nemli bir
ekonomik pazar potansiyeli vardir. Probiyotik takviyeli gida ve yemlerin endiistriyel
iretimine ve tiikketimine olan ilgi giiniimiizde artmaktadir. Probiyotik 6zellikler susa
Ozgiidir ve hem insanlar hem de hayvanlar i¢in yeni Lactobacillus suslarinin
endiistriyel probiyotik potansiyellerini arastirma konusunda daha fazla caligmaya
ihtiya¢ vardir. Siit Lactobacillus probiyotiklerinin izolasyonunda 6nemli ve canli bir
gida kaynagidir. Probiyotik tiirler beslenme, yas ve cevre gibi ¢esitli faktorlerden
etkilenir [2].

Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde ve diger {iilkelerde tiretilen farkli geleneksel siit
tirtinleri, diinya ¢apinda besin emiliminin iyilestirilmesi, toksinlerin inaktivasyonu ve

anti patojenik aktiviteler gibi olumlu katkilar saglamaktadir.



Inek siitli, inegin meme bezleri tarafindan iiretilen soluk bir sividir. Yavru
memeliler i¢in diger yiyecek tiirlerini sindirmeden Once birincil besin kaynagidir.
Proteinler ve laktoz dahil olmak iizere birgok baska besin igerir. Ayrica siit, laktik asit
bakterilerinin (LAB) dogal yasam alanlarindandir. Probiyotikler, gastrointestinal
kanalda mikrobiyal dengeyi koruyarak viicuda saglik agisindan fayda saglayan canli
mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir. Son yirmi yilda, mide-bagirsak sagligi,
gelismis bagisikliga katkida bulunma gibi sagliga olumlu etkileri nedeniyle goézler siit
ve lriinlerine ¢evrilmistir. Giiniimiizde siit endiistrisi, Ozellikle fermente siit, peynir,
yogurt, tereyagi ve siitli igecekler probiyotiklerin en yaygin olarak kullanildig:
sektordiir. Glinlimiizde probiyotik dost bakteriler, gidalardan, peynirden, yogurttan ve
ayrica insan siitli, bebek kakalari, insan vajinasi gibi insanin normal flora bolgelerinden
izole edilebilmektedir. Probiyotikler, insanlarda ve hayvan tiirlerinde sagligin
gelistirilmesi icin yaygin olarak kullanilmaktadir. Antibiyotikle iliskili veya gezgin
diyaresi, huzursuz (irritabl) bagirsak sendromu ve laktoz intoleransindan dis
clriiklerine, iilserlere, bagirsak motilite bozukluklarina kadar genis bir yelpazede
patolojik durumlarda biyolojik olarak aktif bir ajan olarak kullanilmiglardir. Ayrica
probiyotikler ve bagisiklik sistemleri arasindaki etkilesim hakkinda ¢ok sayida bilimsel
rapor vardir [3]. Calismanin amaci, merada dogal olarak beslenen ineklerin siitiinden
Lactobacillus tiirlerini izole etmek, karakterizasyonunu yaparak bazi probiyotik

Ozelliklerini arastirmaktir.



2. KAYNAK BILGIiSi
2.1. Probiyotikler

Son yillarda, probiyotik gida kavramina artan ticari ilginin yam sira
probiyotiklerle ilgili arastirmalarda da bir artis s6z konusudur. Bu egilim, belli
probiyotik organizmalar1 karakterize etme konusundaki ilerlemelerin yani sira, atfedilen
saglik yararlarin1 dogrulama girisimlerini saglar. Nispeten yeni bir kelime olmasina
ragmen, canli bakteri igeren bazi gidalarin faydali etkileri ylizyillardir bilinmektedir.
Bununla birlikte, 20. ylizyilin baslarinda arastirmacilarin bagirsak florasinin zararh
mikroplarin yerini alan yararli bakterilerle yeniden diizenlenebilmesi probiyotik
kavramimin gelisimine katki saglamistir [4, 5]. Probiyotikler, yeterli miktarlarda
uygulandiginda konakgiya saglik agisindan fayda saglayan canli mikroorganizmalar
olarak tanimlanir [6]. Probiyotiklerin kullanimi; 1900°lerin basinda Metchnikoff’un bazi
bakterilerin olumlu roliinii gézleyerek; bu yararli bakterileri zararli mikroplar ile yer
degistirmede kullanilmasini 6ne siirmesine dayanir [7]. Yasam i¢in anlamina gelen

probiyotik terimi ilk olarak 1960°larda Lilly ve Stillwell tarafindan kullanilmustir [8].

Probiyotiklerle ilgili bu mevcut tanimlar, probiyotigin canli ve tercihen aktif
olmas1 gerektigine vurgu yapmaktadir. Ancak son yillarda elde edilen bulgular,
probiyotiklerin inaktive, cansiz ve hatta parcalanmis hiicrelerinin bir yandan konakgi
tizerinde faydali etkileri oldugunu, diger yandan canli mikrobiyal hiicrelerin giivenlik
sorunlarina 1iliskin endiseler; paraprobiyotikler ve postbiyotikler gibi probiyotik
terminolojiye bazi yeni terimlerin dahil edilmesine neden olmustur. Farkli formlarda
inaktif ve cansiz probiyotik hiicrelerin saglikli etkilerine odaklanan bu terimler, ¢esitli
nedenlerle kafa karistiric1 ve belirsizdir. Canli probiyotik hiicrelerin ve tiirevlerinin tiim
olas1 saglik etkilerini kapsayacak yeni terminolojiye gercek probiyotik (canl ve aktif
mikrobiyal hiicreler), psddoprobiyotik (vejetatif veya spor formlarinda canli ancak aktif
olmayan hiicre) ve hayalet probiyotik (formlarda cansiz hiicre, dahil bozulmamis veya
yirtilmis) eklenmesi Onerilmektedir. Ayrica probiyotik tanimi iginde, ‘konake¢r igin
potansiyel olarak saglikli olan canli veya cansiz mikrobiyal hiicre (vejetatif veya spor;
bozulmamis veya par¢alanmis)’ tanimlamasi tavsiye edilmistir [9].

Diyet takviyeleri ve gidalar olarak diizenlenen probiyotikler, maya veya
bakterilerden olusmaktadir. Kapsiiller, tabletler, paketler veya tozlar halinde ve en

yaygin olarak yogurt veya siit igecekleri olmak iizere ¢esitli fermente gidalarda
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bulunurlar. Probiyotik iiriinler, tek bir mikroorganizma veya birka¢ tiiriin karigimini
icerebilir. En yaygin kullanilan probiyotikler arasindaki LAB, 6zellikle Lactobacillus ve
Bifidobacterium tiirlerinden olusur. Tablo 2.1°de probiyotik olarak kullanilan yaygin
mikroorganizmalar listelenmistir. Son zamanlarda bir maya olan Saccharomyces
boulardii’nin de saglik yararlari oldugu 6ne siiriillmeye baslanmistir. Probiyotik etkilerin
belirli bir tiire 6zgli olma egiliminde olmasi1 dikkate degerdir, bu nedenle bir tiire
atfedilen bir saglik yarari, bir tiir i¢inde bile olsa, baska bir tiir i¢in gecerli olmayabilir.

Bu nedenle potansiyel saglik yararlar1 hakkinda genellemeler yapilmamasi 6nemlidir.

Tablo 2.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar [10]

Lactobacillus Bifidobacterium Diger LAB Diger tiirler

L. acidophilus B. adolescentis Enterococcus faecium Escherichia coli strain nissle
L. casei B. animalis Lactococcus lactis Saccharomyces cerevisae
L. crispatus B. bifidum Leuconstoc mesenteroides Saccharomyces bourlardii
L. curvatus B. breve Pediococcus acidilactici

L. delbrueckii B. infantis Streptococcus thermophilis

L. farciminis B. lactis Streptococcus diacetylactis

L. fermentum B. longum Streptococcus intermedius

L. gasseri B. thermophilum

L. johnsonii

L. paracasei

L. plantarum

L. reuteri

L. rhamnosus

Probiyotikler, kiiresel fonksiyonel gida pazarinin yiizde 65’inden fazlasini
olusturan yaygin gidalarin igeriginde basta gelir. Lactobacillus, Bifidobacterium ve
Enterococcus spp. gibi tiirler, probiyotik takviyelerinde bulunan canli formdaki
bakteriler arasindadir. Filum Firmicutes i¢inde, LAB c¢esitli cinslerden olusur. LAB,;
Carnobacterium,  Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera,
Melissococcus, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcu

ve Weissella cinslerini igerir [11, 12].



2.2. Prebiyotik
Prebiyotik ilk olarak 1995 yilinda Gibson ve Roberfroid tarafindan “kolondaki bir

veya sinirlt sayida bakterinin biiylimesini ve/veya aktivitesini segici olarak uyararak
konak¢iyr faydali bir sekilde etkileyen ve boylece konak¢i sagligini iyilestiren
sindirilemeyen bir gida bileseni olarak tanimlanmustir [13]. Daha sonra ise prebiyotik
konak saglig1 iizerinde faydalar saglayan gastrointestinal mikrobiyotada hem bilesimde
hem de aktivitede spesifik degisikliklere izin veren segici olarak fermente edilmis bir
bilesen” olarak tanimlanmistir [14]. Bu tanima gore, aday prebiyotikler, in vitro ve son
olarak in vivo testlerle kanitlanacak olan belirtilen kriterleri karsilamalidir. Son yillarda,
konak¢iya saglik ve fayda saglamak icin kolonik mikrobiyotanin kompozisyonunu
modiile etmek i¢in fonksiyonel gidalar olarak prebiyotiklerin kullanimina biiyiik bir ilgi
vardir.

Belirli tiirler icin seciciligi disinda, diyet lifi tanimiyla asag1 yukar: ortiismektedir.
Bu secicilik, fruktooligosakkaritler ve iniilin, transgalaktosile edilmis oligosakkaritler
ve soya fasulyesi oligosakkaritleri gibi maddelerin yutulmasiyla desteklenebilen
bifidobakteriler i¢in gosterilmistir [15]. Fruktooligo- ve polisakkaritlerin bir karigimi
olan iniilin disinda, bilinen prebiyotikler 3-10 karbohidrat monomerinden olusan
sindirilemeyen oligosakkaritlerin karisimlaridir. 1980°den beri, oligosakkaritler gida
endiistrisi (icecekler, tatlilar) tarafindan viskoziteyi, emiilsifikasyon kapasitesini, jel
olusumunu, donma noktasini ve gidalarin rengini degistirmek icin giderek daha fazla
kullanilmaktadir. Orta derecede tatlilik (tipik olarak sakaroz degerinin %30-601), diisiik
karyojeniklik, diisiik kalorimetrik deger ve diisiik glisemik indeks gibi beslenme ve

saglikla ilgili 6zellikler gosterirler [10].

2.3. Paraprobiyotik

2004 yilinda probiyotik kavraminda beklenmedik degisikler yasanmaya baglamis
ve Olii mikroorganizmalarin da cesitli faydalarinin oldugu arastirmacilar tarafindan
bildirilmeye baslanmistir. Yapilan c¢alismalarda; 1siyla o6ldiriilen Lactobacillus
rhamnosus GG (LGG) hiicrelerinin yararli etkileri, 6ldiiriilen hiicrelerin, interlokin-8
iretimini azaltma yetenekleri nedeniyle daha etkili inflamatuar yanit verdigi, UV ile
inaktive edilmis LGG hiicrelerinin bagirsak epitelinde IL-8 iiretimini azaltmada etkili
oldugu, 1s1yla dldiiriilen laktobasil tiirlerinin (Lactobacilus acidophilus, Lactobacillus

agilis ve Lactobacillus casei) Salmonella typhi ve Escherichia coli’nin Caco-2



hiicrelerine yapigsmasimi Onlemedeki yeteneklerinin degerlendirilmesi gibi sarsici
sonuglar alinmistir [16-18]. 2011 yilinda ise Taverniti ve Guglielmetti konagin sagligina
bir fayda saglamak icin inaktive edilmis mikrobiyal hiicreleri veya hiicre fraksiyonlarini
belirtmek i¢in  paraprobiyotik terimini  Onermis, tanimin canli hiicrelerle
siirlandirilmasini ve neden revize edilmesi gerektigini de ayrintili olarak ac¢iklamistir
[19]. Yazarlara gore paraprobiyotik (hayalet probiyotikler) terimi, canli olmayan
mikrobiyal hiicreler (saglam veya kirik) veya ham hiicre ekstreleri (yani karmasik
kimyasal bilesime sahip) olarak ifade edilmelidir. Mikrobiyal kékenli saflastirilmis
molekiiller veya saf mikrobiyal hiicre {iriinleri, kullanimlarinin geleneksel farmasotik
metodolojilere dahil edilmesi gerektiginden paraprobiyotik kavramindan ¢ikarilmistir.
Ek olarak, bir saglik yarar1 gosterildiginde, bir iirlinlin paraprobiyotik kategorisine
atanmasi, 1s1l islem, deaktivasyon, kimyasal veya mekanik bozulma, basing,
liyofilizasyon veya asit deaktivasyonu, y veya UV 1sin1 dahil olmak iizere fiziksel veya
kimyasal stratejiler kullanilarak elde edilebilen mikrobiyal hiicre inaktivasyonu igin
kullanilan yontemlerden etkilenmemelidir. Bu tanima gére hem ince hem de saglam
hiicreler paraprobiyotik olarak kabul edilir ki bu da bu tanimin kafa karistiran
noktalarindan biridir. Probiyotiklerin hiicresel ekstraktlarinin paraprobiyotik tanimina
faydali bir faktor olarak girmesi de kafa karistiran baska bir noktadir [9].

Sonug¢ olarak, yeni paraprobiyotik tanimina dahil edilen, mikrobiyal kaynakli
cansiz materyal olan miistahzarlarin, insan/hayvan sagligin1 olumlu yonde etkiledigi ve
probiyotiklere gore daha giivenli, kararl {iriinler ve daha fazlasinin {iretilmesine olanak
saglamasi1 gibi belirgin bir avantaja sahip olduklar1 gosterilmistir. Paraprobiyotikler
popiilerlik kazanmaktadir ve gelecekte gida, takviye, ilag ve yemlerde yaygin olarak

kullanilacaktir [19].

2.4. Postbiyotik

Paraprobiyotik terimi esas olarak tiim inaktive hiicreler, zar veya hiicre duvari
bilesenlerini vurgularken, postbiyotik, 50-100 kDa molekiiler agirlikta ¢ozliniir olan
cansiz probiyotiklerin 6zii olarak tanimlanmaktadir. Genel olarak, uygun bir durumda
bulunan probiyotikler, postbiyotikler iiretebilir. Postbiyotik ayni zamanda hiicre
icermeyen siipernatanlar, biyojenikler, metabolitler ve probiyotik aktivitenin metabolik
atig1 olarak da tanimlanir. 2013 yilinda Tsilingiri ve ark. postbiyotik, probiyotiklerin

metabolitlerinden, konakg¢iya dogrudan yada dolayli olarak saglik yararlari sunan
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herhangi bir ekstrakte edilmis veya salgilanmis molekiilden elde edilen herhangi bir etki
olarak tanimlamistir [20]. Bu ¢oziiniir bilesikler arasinda enzimler, ekzo ve endo
polisakaritler, yiizey proteinleri, vitaminler, organik asitler, yag asitleri ve peptitler yer
alir [9].

Orijinal tanimina gore, postbiyotikler, konaker1 i¢cin kanitlanmig yarari olan (saglik
yararlarin1 kapsayacak) iyi tanimlanmis molekiil karigimlaridir ve inaktive edilmis
hiicreleri igermez. Inaktive edilmis ve/veya 6lii mikroorganizmalarin kullanimu, sinerjik
veya ek olarak etkilesime girebilecek ¢ok sayida molekiiler faktérden kaynaklanan
saglik yararlari anlamina gelir. Bu yon, geleneksel probiyotikler i¢in de gegerlidir. Bu
nedenle, mikrobiyal kdkenli iyi tanimlanmis molekiiler faktorleri, sagligi gelistirici
ozellikleri bilinen mikrobiyal hiicrelerden (postbiyotikler) tiiretilen karmasik matrislerin
kullanimindan ayirt etmek i¢in bilimsel bir ihtiyacin var oldugu distiniilmektedir [21].

Literatiirlerin ¢ogu, postbiyotiklerin terminolojisinden ziyade postbiyotiklerin
dogasini ve yararl etkilerini tartigmaktadir. Post 6n eki kelimenin tam anlamiyla sonra
anlamina ve postbiyotik yasamdan sonra anlamina gelmektedir. Dolayisiyla mikrobiyal
hiicrelerin (cansiz hiicreler) canliligindan sonra kastedildiyse, anlam paraprobiyotik ile
karigtirtlmigtir, ¢iinkdi her iki durum da canliligin Gtesindedir. Ayrica postbiyotik igin
bahsedilen fonksiyonlarin sadece 6li hiicrelerle ilgili olmadiginin ve saglig1 gelistirici
bu bilesenlerin canli hiicrelerden de elde edilebileceginin alt1 ¢izilmelidir. Bu nedenle
anlam olarak postbiyotik, paraprobiyotik kadar kafa karistirici ve belirsizdir [9, 22].
Tsilingiri ve Rescigno [20] konakgi {izerinde dogrudan veya dolayli olarak faydali olan
herhangi bir madde (bakteri metabolitleri, hiicre ekstraksiyonu veya probiyotik
organizma ile salgilanan molekiil/molekiiller) i¢in postbiyotik Gnermistir; bu iki bilim

insaninin tanimladigi islevsellige gore bu teriminde segilmesi uygun degildir [9, 23].

2.4.1. Probiyotiklerin dogasinda var olan canliligin otesinde saghk yararlari: yeni

kavramlar olarak postbiyotik ve paraprobiyotikler

Sonu¢ olarak Sekil 2.1°de verildigi gibi postbiyotik ve paraprobiyotik
kavramlarini tanimlarini sinirlayarak ayirt etmek oOnemlidir. Postbiyotikler, canli
bakteriler tarafindan salgilanan veya konak¢iya olumlu etki saglayabilecek bakteri
lizizinden sonra salinan ¢oziiniir faktorlerdir (iiriinler veya metabolik yan iirlinler). Ek
olarak, postbiyotikler metabiyotikler, biyojenikler, metabolitler ve/veya hiicresiz

slipernatanlar/oziitler olarak ifade edilebilir. Tersine, paraprobiyotikler, yeterli



miktarlarda uygulandiginda tiiketicilere fayda saglayan etkisizlestirilmis (canl
olmayan) mikrobiyal bozulmamis hiicrelerdir. Benzer sekilde, paraprobiyotikler canli
olmayan probiyotikler, inaktive edilmis probiyotikler veya hayalet probiyotikler olarak
adlandirilir.  Yukarida belirtilenler g6z Online alindiginda paraprobiyotik ve

postbiyotikler biyolojik yanit degistirici ajanlarin yeni kategorilerini temsil eder [24].
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Sekil 2.1. Paraprobiyotik ve paraprobiyotik terimlerinin kavramsallastiriimas: [24]

2.4.2. Isleme ve iiretim icin laboratuvar teknolojileri

Pratik olarak postbiyotikler ve paraprobiyotikler, gida ve farmasétik uygulamalar
icin, tliretildikleri canli mikroorganizmadan daha kararli ve daha giivenlidir. Ciinkii
canliliklar1 tiiketim veya biiyiik Olgekli {iretim sirasinda gerekli degildir [25]. Bu
nedenle postbiyotikler ve paraprobiyotikler elde etmek i¢in kullanilan teknoloji,
mikroorganizmada canlilik kaybini indiikklemeye odaklanir. Tablo 2.2°de 1s1, yiiksek
basing, sonikasyon dahil olmak iizere bu amaclar icin yaygin olarak kullanilan birkag
yontemi  gostermektedir.  Genel  olarak,  paraprobiyotikler  icin,  canl
mikroorganizmalardan canlilik kaybi, mikrobiyal hiicre yapisin1 degistiren faktorlere
(6rn., DNA kirilmasi, hiicre zarf hasar1) ve/veya fizyolojik islevlerindeki degisime (6rn.,
anahtar enzimlerin inaktivasyonu) maruz kaldiktan sonra yani hiicrenin saglam yapisini
korumak igin gerekli olan bakteri zarmi ve hiicre duvarini bozmadan membran
seciciliginin devre dis1 birakilmasi saglanir. Bunun yerine, hiicre i¢i postbiyotikler i¢in,
hiicre i¢i metabolitleri ve/veya hiicre duvari bilesenlerini fragmanlar halinde elde etmek
amaciyla en az iki tedavinin bir kombinasyonunu uygulayarak bakteri zarini1 bozmak

gerekmektedir. Bununla birlikte, bazi durumlarda ortaya ¢ikan karigim, uygulanan



tedavi ve kosullara bagli olarak ayni anda paraprobiyotikleri ve postbiyotikleri
icerebilir. Bu nedenle, bozulmamus hiicreleri ortadan kaldirmak ve yalnizca postbiyotik
fraksiyonu kurtarmak i¢in mikrofiltrasyon gibi ek adimlar gereklidir. Bu arada, canli
hiicreler tarafindan salgilanan postbiyotikler i¢in, bunlarin siipernatanlardan geri
kazanilmasinda gerekli yontemler veya teknoloji, temel olarak canli hiicrelerin

santrifiijleme ve/veya filtrasyon yoluyla ortamdan ¢ikarilmasina dayanir [24, 26].

Tablo 2.2. Paraprobiyotik ve postbiyotik elde etmek igin kullanilan baslica laboratuvar yontemleri [24]

Metot Amag Kosullar Kaynak

Parabiyotikler
Bacillus amyloliquefaciens FPTB16

Is1 (termizasyon, Hiicre zarinda hasar, protein  ve Bacillus subtilis FPTB1 [25]
pastorizasyon, denatiirasyonu ve enzim (60 °C’de 2's)
sterilizasyon) inaktivasyonu Bifidobacterium. longum BR-10 271

(105 °C’de 20 dk)
Lactobacillus reuteri ATCC 23272

[28]
Radyasyon ) (8,05 Gy’de 20 s boyunca Kobalt 60)
Protein denatiirasyonu ve .
(iyonlastirici ve ) Lactobacillus rhamnosus GG,
niikleik asitlerde hasar
UV isinlar) Bifidobacterium breve (Bbl, Bb2) [29]
(UV 1s1ninda 20 dk)
Lactobacillus rhamnosus ATCC
Yiiksek basin¢ Hiicre yapisinda hasar 53103 [30]

(10 dk 37 °C’de 400 veya 600 MPa)
) Bifidobacterium longum SPM1207
Sonikasyon Hiicre yapisinda hasar ) [31]
(5 dk sonikasyon)
Postbiyotikler
Lactobacillus casei CRL 431
Sonikasyon/ (30 dk/42 kHz igin sonikasyon;
o Hiicre yapisinin bozulmasi L . [32]
Enzimatik lizozim/mutanolizin, 1 mg/ mL, 37
°C, 150 dakika)
Bifidobacterium, Enterococcus,
Issatchenkia, Lactobacillus
. actobacillus, Lactococcus,
Sonikasyon/
Ki | Hiicre yapisinin bozulmasi Leuconostoc ve Saccharomyces [33]
imyasa
Y suslar (2 dk/0,5 M etanolik potasyum
hidroksit ¢6zeltisi i¢in 300 W’da

sonikasyon)
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Tablo 2.3. (Devam) Paraprobiyotik ve postbiyotik elde etmek igin kullanilan bashca laboratuvar
yontemleri [24]

Metot Amag Kosullar Kaynak
Lactobacillus casei ATCC 393
Isi/Sonikasyon Hiicre yapisinin bozulmasi (40 dk 100 °C/50 W’da 10 dk [34]

sonikasyon)

Lactobacillus fermentum BGHV110
Yiiksek basing Hiicre yapisinin bozulmasi ) [35]
(Fransiz basiny, ii¢ pasaj)

Postbiyotiklerin ve paraprobiyotiklerin liretimi laboratuvar 6lgeginde veya kiiclik
Olgekli tretim altinda miimkiin olsa da isleme kosullarindaki bir degisiklik veya
Olgekleme nedeniyle endiistriyel seviyelerde kisitlamalar meydana gelebilir. Bu da
yapisal degisikliklere ve postbiyotiklerin ve/veya paraprobiyotiklerin fizyolojik
islevinde farkliliklara yol agabilir. Postbiyotiklerin ve paraprobiyotiklerin stabilitesi ve
biyoaktiviteleri ile ilgili endiistriyel siireglerin gereksinimlerini belirlemek i¢in daha

fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugu asikardir.

2.4.3. Probiyotiklerin kullanimlari

Probiyotikler, ¢esitli tibbi durumlarin 6nlenmesi, tedavisi i¢in ve genel sagligi
desteklemek icin kullanilmaktadir. Bazi yararli saglik etkileri dogrulanmis, diger
kullanimlari ise sinirl kanitlarla desteklenmektedir. Sadece probiyotik etkiler susa 6zgii
olmakla kalmayip probiyotik iriinler birbirinden farklilik gosterebilir. Canli
mikroorganizmalarin kalite kontroliiniin karmasiklig1 nedeniyle bir probiyotik digerine
kiyasla daha biiyiikk faydalar gosterebilir. Ayrica, kombine formdaki ajanlar klinik
faydalar1 6l¢meyi zorlastirabilir.

Bazi probiyotiklerin genel olarak sagliga faydalart Tablo 2.3’de verilmistir.
Ozellikle gastrointestinal sistemle iligkili hastaliklarin tedavisi konusunda bagirsak
florasin1 saglikli sekilde yenileme yetenekleri nedeniyle probiyotikler ortak hedef
noktasidir. Probiyotik kullanimina iligskin en gii¢lii kanit, 6zellikle gocuklarda Rotavirus
ishali olmak {izere bazi ishalli hastaliklarin tedavisidir. Klinik ¢aligmalar, posit (iltithapli
barsak hastalig1) tedavisinde probiyotiklerin roliinii de desteklemistir. Antibiyotige bagl
diyare ve gezgin diyare i¢in probiyotiklerin etkinligine iliskin veriler tutarsizdir. Klinik
calisma sonuglar celigkili olsa da probiyotik tedavisi ayrica Crohn hastalig, {ilseratif

kolit, irritabl bagirsak sendromu ve Helicobacter pylori enfeksiyonlarinin tedavisinde
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faydali olabilir. Probiyotiklerin ayrica laktoz intoleransi semptomlarini azalttig
gosterilmistir. Cesitli tirogenital hastaliklar (6rnegin bakteriyel vajinoz, kandidal vajinit,
idrar yolu enfeksiyonlar1) dahil olmak {iizere, gastrointestinal sistem veya bagirsak
mikrobiyotast ile iliskili olmayan diger hastaliklar da probiyotiklere yanit verebilir.
Ayrica; probiyotikler iist solunum yolu enfeksiyonlarmin (6rnegin, akut otitis media)
tedavisi; kolon ve mesane kanseri, alerjik hastaliklar ve atopi riskini azaltma; bagigiklik

tepkisini arttirma ve dis ¢lirtiklerini 6nlemedeki rolleri de incelenmistir [36].

Tablo 2.4. Bazi probiyotikierin saglhga yararh etkileri [9]

s Etki .
Probiyotik suslar yerilyerleri Saghga faydalar Kaynak
Lactobacillus Gastrointestinal  Epitel hiicrelerine bagh kalir,
, i [37]
plantarum sistem Kolonda IL-10 iiretimini arttirma
! Prefrontal kortekste dopamin ve serotonin
Lactobacillus ] .
Beyin konsantrasyonundaki artig [38]
plantarum .
Kolonda IL-10 tiretimini arttirma
Plazmada IL-10 konsantrasyonunu artirma
Lactobacillus ) Hipokampusta serotonin ve NE
) Kan ve beyin ) F [39]
helveticus seviyelerinin konsantrasyonunu ve BDNF
ekspresyonunu arttirma
Epitel hiicrelerine yapisma
Laktik asit tiretimi
Epitel hiicre yenilenmesini iyilestirme
. . Aflatoksin B1’e baglanma,
] Gastrointestinal
Lactobacillus . Plazmanin CORT artirma
sistem _ , [17]
rhamnosus Bevi Kortikal bolgelerde GABA reseptorleri
eyin

ekspresyonunu artirma

Amigdala, hipokampus ve locus

coeruleus’ta GABA reseptor

ekspresyonunu azaltma

Bakteriyel translokasyonun inhibisyonu

MUC-gen ifadesini artirma

Kolesterole baglanma

Kolesterol misel olusumunun inhibisyonu  [19, 40,
Lactobacillus casei ~ Gut

TLR reseptorleri ile etkilesim 41]

Miyeloperoksidaz ve interlokin

aktivitesinin 6nleme

NK hiicrelerinin aktivitesini gelistirme
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Tablo 2.5. (Devam) Bazi probiyotiklerin saghga yararh etkileri [9]

L Etki
Probiyotik suslar ] . Saghga faydalari Kaynak
yerilyerleri
Lactobacillus Kolesterole baglilik
: Gut : S [42]
bulgaricus Kolesterol misel olusumunun inhibisyonu
Lactobacillus ) Enflamatuar sitokinlerin azaltilmasi
_ Kemik , [43]
paracasei Osteopro-tegerin tiretimini gelistirme
Bifidobacterium .
Gut Aflatoksin B1’e baglanma [18]
longum
Bifidobacterium .
) Gut Aflatoksin B2’ye baglanma [18]
adolescentis
Bifidobacterium Bagirsak hareketliligini artirma
o Gut [44]
animalis Safra tuzlarimi hidrolize etme
Saccharomyces . )
3 Gut T-hiicresinin yeniden dagitima [44]
boullardii
Lactobacillus Patojenlerin translokasyonunu azaltma
Gut . : [45]
plantarum Patojenik hiicrelerin yapigmasini engelleme
Lactobacillus Kanser hiicrelerinin apoptotik 6zelliklerini
) Gut o [46]
paracasel gelistirme
Leuconostoc ) .
’ Gut Konak bagisiklik sisteminin uyarma [47]
mesenteroides
) H,S iireten mikroorganizmalarin biiylimesinin
Lactococcus lactis ~ Barsak [48]
baskilama
Lactobacillus Gastrointesti  Diisiik molekiiler agirlikli bakteriyosinlerin (491
salivarius nal sistem salgilanmasi
Lactobacillus Gastrointesti ) o ) . . .
) ) Reuterin tiretimi (3-hidroksipropionaldehit) [50]
reuteri nal sistem
Lactobacillus ) )
) ) Gastrointesti
acidophilus ve . ) o
] nal sistem Patojenler i¢in temel elementlere baglanma [51]
Lactobacillus .
Vajina

delbrueckii

2.4.4. Probiyotiklerin farmakolojisi

Probiyotiklerin kesin etki mekanizmalar1 bilinmemekle birlikte, birkag hipotez
ortaya konulmustur. Bunlardan birisi; Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin;
bagirsak pH’si1 diisliren ve c¢esitli patojenik bakterilerin biiylimesini baskilayan,

bdylece bagirsak florasinin dengesini yeniden kuran laktik asit, asetik asit ve propiyonik
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asit Uretmesidir [52]. Bakteriyel interferensin bir diger mekanizmasi, hidrojen peroksit,
organik asitler, bakteriyosinler ve biyostirfaktanlar gibi patojenik mikroorganizmalar
igin toksik ¢esitli maddelerin tiretimidir. Bu yetenege sahip bir probiyotik, Lactobacillus
tirlerinden genis bir Gram-pozitif, Gram-negatif ve anaerobik bakteri spektrumunu
inhibe eden diisiik molekiiler agirlikli bir bilesik salgiladig1 gosterilen sus GG’dir [53].
Ek olarak, patojenik olmayan bir maya olan S. boulardii, C. difficile tip A ve B’nin
toksisitesini azaltan bir proteaz tireterek Clostridium difficile enfeksiyonunda rol
oynayabilir [36, 54].

Probiyotikler, patojenik organizmalarin mukoza epiteline yapismalarini rekabetgi
sekilde bloke ederek idrar ve bagirsak yollarinda olumsuz kolonizasyonunu azaltir.
Laktobasillerin;  Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Pseudomonas
aeruginosa’nin troepitelyal hiicrelere ve bagirsak epitel hiicrelerine baglanmasini
engelledigi gosterilmistir. Bu inhibisyon, laktobasillerin sterik engellemeye neden
olmas1 ve epitel hiicreleri tarafindan iiretilen yiiksek molekiiler agirlikli glikoproteinler
olan bagirsak misinlerini arttirmasiyla olusabilir. Bu sekilde bagirsakta koruyucu bir
bariyer olusur. Ayrica laktobasiller, epitel hiicreleri arasindaki siki baglantilari stabilize
ederek ve bagirsak gecirgenligini azaltarak bagirsak mukozal bariyerini giiglendirir [52,
55].

Probiyotiklerin dnerilen baska bir etki mekanizmasi, immiinomodiilasyondur. /n
vivo caligmalar, bazi probiyotik suslarin, lenfositlerin ve makrofajlarin fagositik
aktivitesini uyararak bagisiklik tepkisini artirdigini gostermistir. Probiyotikler ayrica
immiinoglobulin A’y1r (IgA) arttirir ve mononiikleer hiicreler tarafindan sitokin
tiretimini uyarir [56].

Antimikrobiyal aktivite, safra tuzlari, asit toleransi, kullanilacak bakterilerin
probiyotik potansiyelini taramak ig¢in ¢ Onemli oOzelliktir. Gida iriinlerindeki
antimikrobiyal bilesikler, patojenik bakterilerin metabolizmasin1 veya toksinlerini
etkilemesi, patojenik mikroorganizmalarla rekabet edebilmesi veya engellemesi
amaciyla probiyotik bakterilerden hazirlanir. Probiyotiklerin siit tiriinlerinde zararh
bakterilere karsi koruyucu etkileri vardir. Probiyotikler, laktik fermantasyon sirasinda
organik asitler ve yag asitleri gibi antifungal bilesikler iiretir. Bakteriyosin iireten suslar
biyokoruyucu olarak kullanilir [57]. Cok sayida saglik problemlerinin yetersiz
probiyotik alimu ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir[58].
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2.4.5. Probiyotikleride dozaj ve iiriin se¢cimi

Probiyotikler, takviyeler (tabletler, kapsiiller veya tozlar) ve fermente siit iirtinleri
(yogurt, peynir) olarak mevcuttur. Etkinlikleri, mide-bagirsak yolundan gegiste hayatta
kalma ve bir doku boliimiinii kolonize etme yeteneklerine dayanir. Mide asidi ve
bagirsak safra tuzlari1 tarafindan tahribati onlemek i¢in bazi probiyotik preparatlar
enterik kapli veya mikrokapsillii olabilir. Kolonizasyonun gergeklesmesi igin
probiyotiklerin canli olmasi ve etkili konsantrasyonlari korumak i¢in diizenli olarak
yutulmast gerekir. Ne yazik ki, iiretim siireci (dekontaminasyon islemleri) canli
organizmalarin cansiz hale gelmesine neden olarak probiyotik etkinligini azaltabilir.
Probiyotiklerdeki bakteri veya maya miktari, kalitesi ve safligi, canli mikroorganizmalar
ile kalite kontroliiniin karmasiklig1 ve evrensel kalite glivence programlarinin eksikligi
nedeniyle iiriinler arasinda farklilik gosterebilir.

Probiyotik dozu, iiriine ve spesifik amaca bagli olarak degisir. Bilimsel literatiirde,
insan sagligina fayda saglamak amaci ile nihai iriindeki 10°-10" kob/g’lik
popiilasyonlar, islenmis gidalardaki 10-10° kob/g’a ulasan, giinliik 100 g veya 100 mL
gida tiiketimi ile saglanan terapotik miktarlar probiyotik kiiltiirler olarak belirlenir. Tiirk
Gida Kodeksinin Gida Maddelerinin Genel Etiketleme ve Beslenme Yoniinden
Etiketleme Kurallar1 Tebligi kapsaminda probiyotik gida igerisinde raf omrii sonuna
kadar yeterli miktarda canli probiyotik mikroorganizma (1,0x10° kob/g) bulunduran ve
bu canliligt muhafaza eden iriin olmasi gerektigini belirtir [59]. Tipik olarak bir
probiyotik iiriin yeterli bagirsak kolonizasyonu olasiligini artirmak i¢in birkag milyar
mikroorganizma igermelidir. Uriinler bazen soguk muhafaza gerektirebileceginden,
iireticinin tavsiyelerine gore saklanmalidir. Ayrica miistahzarlarin sinirlt bir raf émrii
olabilir ve bir¢ok miistahzar birkag farkli probiyotik tiir igerir, bu nedenle doz iiriine

bagl olarak degisebilir.
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2.4.6. Probiyotiklerin yan etkileri ve giivenlik

Oral olarak alindiginda probiyotikler genellikle giivenli ve iyi tolere edilir olarak
kabul edilir. En yaygin yan etkiler siskinlik ve gazdir; bununla birlikte, bu bulgular tipik
olarak hafiftir ve siirekli kullanimla azalir. Kabizlik ve artan susuzluk da nadiren S.
boulardii ile iligskilendirilmistir. Probiyotiklerle ilgili teorik kaygilardan biri, bu canli
organizmalarin mide-bagirsak sisteminden hareket ctme potansiyeli ve sistemik
enfeksiyonlara neden olmasidir. Nadir olmakla birlikte, probiyotikle iligkili bakteriyemi
ve fungemi rapor edilmistir. Yutulan laktobasil probiyotiklerinden bakteriyemi
gelistirme riskinin 1 milyon kullanicida 1°den az oldugu ve S. boulardii’den fungemi
gelisme riskinin su anda 1 milyon kullanicida ve kullanici basina 1 adet oldugu tahmin
edilmektedir. Probiyotiklerle ilgili bir baska teorik risk, antibiyotik direncinin
probiyotik suslardan patojenik bakterilere olasi transferi olasiligidir. Ancak bu heniiz
gozlemlenmemistir [60, 61].

Klinik ¢alismalarda ciddi bir yan etki tanimlanmamasina ragmen, izole raporlarda
spesifik probiyotiklerle iliskili sistemik enfeksiyonlar kaydedilmistir. Bunlara laktobasil
ile sepsis veya endokardit, S. boulardii ile fungemi ve LGG ile karaciger apsesi dahildir.
Laktobasil nedeniyle bakteriyemi nadiren goriiliir. Ancak predispozan faktorler arasinda
immiinosupresyon, Onceden hastaneye yatis, ciddi altta yatan komorbidite (yan
hastaliklar), uzun antibiyotik tedavisi ve onceki cerrahi tedaviler yer alir. S. boulardii
kullanimiyla iliskili belgelenmis birkag fungemi vakasi vardir. En biiyiik risk altinda
olanlar; kritik derecede hasta veya yiiksek diizeyde bagisikligi baskilanmis hastalar veya
mevcut santral vendz kateterleri olan hastalardir. Nazogastrik tiip yoluyla uygulama i¢in
yatak basinda S. boulardii kapsiilleri agildiginda, santral vendz kateterler kontamine
olabilir ve organizma i¢in giris kaynagi gorevi gorebilir. Nadiren laktobasilemi ve
fungemi raporlari olmasina ragmen; bugiine kadar probiyotik kullanimi ile iliskili
bifidobakteriyel sepsis bildirimi olmamustir. Neyse ki, probiyotik bakteriyemi veya
fungemi vakalarinin ¢ogu uygun antibiyotik veya antifungal tedaviye iyi yanit vermistir
[36, 62].

Probiyotik iligkili sepsis i¢in majér ve mindr risk faktorlerin belirlendigi
calismalara bakildiginda baglica risk faktorleri arasinda immiinosupresyon (zayif bir
durum veya malignite dahil) ve prematiire bebekler yer almaktadir. Mindr risk
faktorleri; santral vendz kateter varligi, bagirsak epitel bariyerinin bozulmasi (ishal

hastalig1 gibi), kalp kapak hastalig1 (yalnizca Lactobacillus probiyotikler), probiyotigin
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direncli oldugu genis spektrumlu antibiyotiklerle eszamanli uygulama ve
probiyotiklerin bir jejunostomi tiipli yoluyla uygulanmasidir. Jejunostomi midenin
asidik icerigini atlayarak bagirsaga ulasan canli probiyotik organizmalarin sayisini
artirabilir. Arastirmacilar major risk faktorii veya birden fazla minor risk faktorii olan
hastalarda probiyotiklerin dikkatli kullanilmasini 6nermistir [62].

Yutulan probiyotiklerden enfeksiyon gelistirme riskinin, 6zellikle genel olarak
saglikli bireyler tarafindan kullanildiginda ¢ok diisiik oldugunu hatirlatmakta fayda
vardir. Finlandiya’da, LGG 1990’dan beri siit iriinlerine rutin olarak eklenmistir.
1995°’ten 2000’e kadar LGG igeren iirlinlerin tiiketiminde onemli bir artig olmasina
ragmen; 1990 gozetim doneminde gozlemlenen Lactobacillus ile iligkili bakteriyemi
insidansinda 6nemli bir degisiklik olmamistir [63]. Ayrica yakin tarihli bir ¢alisma,
ciddi akut pankreatit tahmini olan hastalarda enfeksiy6z komplikasyonlar1 6nlemek icin

probiyotikler kullanildiginda mortalite riskinin arttigini bulmustur [64].

2.4.7. Probiyotiklerin ilag ile etkilesimleri

Probiyotikler canli mikroorganizmalar icerdiginden, antibiyotiklerin eszamanli
uygulanmasi, Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirlerinin etkinligini azaltarak g¢ok
sayida mikroorganizmay1 oOldiirebilir. Antibiyotik uygulamalari bu bakteri tiirevli
probiyotik alimiyla en az iki saat aralikli olmalidir. Benzer sekilde, S. boulardii
antifungallerle etkilesime girerek bu probiyotigin etkinligini azaltabilir. Ornegin;
Florastor {ireticisinin Onerisine gore S. boulardii i¢eren driinler herhangi bir oral
sistemik antifungal tiriinle birlikte alinmamalidir. Probiyotikler; siklosporin, takrolimus,
azatioprin ve kemoterapétik ajanlar gibi immiinosupresan alan bagisikligi baskilanmig
hastalarda da dikkatli kullanilmalidir. Ciinkii probiyotikler bu tip hastalarda enfeksiyona
veya patojenik kolonizasyona neden olabilir [36].

2.4.8. Onlemler ve kontrendikasyonlar

Probiyotikler canli mikroorganizmalar igerdiginden, probiyotikli preparatlarin
ozellikle kritik hastaligi olan veya ciddi sekilde bagisikligi baskilanmig hastalarda
patolojik enfeksiyona neden olma olasiligi ¢ok disiiktiir. Lactobacillus’un probiyotik
suslarinin, kisa barsak sendromlu hastalarda, muhtemelen farkli bagirsak biitiinliigi
nedeniyle bakteriyemiye neden oldugu da bildirilmistir. Fungemiye yol agan

kontaminasyon ve santral vendz kateterleri olan hastalarda da dikkatli olunmalidir.
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Saccharomyces kapsiilleri ag¢ildiginda ve yatak basinda uygulandiginda fungemi
durumu bildirilmistir. Lactobacillus preparatlari, laktoza veya siite asirt duyarliligi olan
kisilerde kontrendikedir. S. boulardii, maya alerjisi olan hastalarda kontrendikedir.
Cogu tiirlin patojenik ve toksik olmadigr diisiiniildiiglinden, bifidobakteriler ig¢in

herhangi bir kontrendikasyon bildirilmemistir [36].

2.4.9. Simirlamalar

Probiyotikler, diyet takviyeleri olarak diizenlenir ve ilaglarla ayn1 kat1 standartlara
tabi degildir. Bu {iriinlerle ilgili zorluk; canli mikroorganizmalarla kalite kontroliiniin
karmasikligin1 igerir. Sonug¢ olarak, bireyler etkisiz olan veya degisen miktarlarda
bakteri veya maya igeren bir iriin kullanabilirler. Probiyotikleri igeren yayinlanmis
calismalarda genellikle kiiglik arastirma gruplari kullanilmis ve uygun randomizasyon
veya kontrol gruplar1 kullanilmamistir. Bu nedenle, birgok probiyotik g¢alismanin
sonuclari, metodolojik smirlamalar nedeniyle dikkatli bir sekilde yorumlanmalidir.
Farkli probiyotik dozlari, suslari, tedavi siireleri ve hasta popiilasyonlar1 kullanilmis
olabileceginden g¢alismalar arasinda heterojenlik durumu mevcuttur. Probiyotik etkiler
belirli bir susa 0zgii oldugundan, 6zellikle sus tanimlari saglanmadiysa, sonuglar
yorumlarken bunun 6nemli etkileri olabilir. Gelecekteki arastirmalarin, probiyotiklerin
etkinligini daha iyi degerlendirmek i¢in daha biiylik popiilasyonlarda ve daha uzun

stirelerde daha iyi tasarlanmis klinik denemeleri icermesi gerekir [65].

2.5. Cig Inek Siitiinde Probiyotik

Son yirmi yilda, insanlardan izole edilen probiyotik bakterileri igeren siit
iiriinlerinin tiikketiminde diinya ¢apinda bir artis olmustur. Uriiniin organoleptik
ozelliklerine belirli bir miktar dikkat gdsterilmesine ragmen, probiyotik bakterilerle
ilgili yaymlarin ¢ogu insan sagligt yoniine odaklanmistir. Fonksiyonel probiyotik
trlinlerin tiikketimini tesvik etmede basarili olmak i¢in gida endiistrisi, tliketicinin
taleplerini karsilamalidir. Tiim probiyotik gidalar giivenli olmali ve iyi duyusal
ozelliklere sahip olmalidir. Son zamanlarda gézden gegirilen giivenlik konulari; insan
kaynakli, patojenik olmama ve antibiyotik direng¢ 6zellikleri gibi 6zellikleri icerir. Siitte
bu suslarin tiremesi ve metabolizmas1 hakkinda c¢ok az bilgi mevcuttur. Organik
asitlerin ve ugucu bilesiklerin {iretimi, iirlinliin lezzetini ve kivamini ve dolayisiyla

tiriiniin organoleptik kalitesini dogrudan etkiler [66].
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Cig siitlerin mikrobiyal florasindaki ¢esitlilik, ¢ig siit peynirleri arasinda
organoleptik oOzelliklerdeki biiyiik farkliliklara katkida bulunur. Aslinda, tiiketiciler
tarafindan istenen Ozelliklerin ¢ogu pastorize peynirlerde bulunmasa da ¢ig siitlerin
mikrobiyal florasinin karakterizasyonunu ele alan az sayida calisma bulunmaktadir.
Bugiine kadar tanimlama, kismi tanimlama ile en ¢ok temsil edilen mikrobiyolojik
gruplarin  numaralandirilmasiyla  smirlandirilmigtir.  Kisaca, ¢ig siitiin - baskin
mikroflorast genellikle (i) laktik asit bakteri tiirleri; Lactococcus ve Lactobacillus spp.,
(if) Pseudomonas spp., (iii) Micrococcaceae (Micrococcus ve Staphylococcus spp.)
grubu ve (iv) mayalardan olusur. Cig siitlerde bulunan diger mikrobiyal gruplar
Leuconostoc, Enterococcus ve Streptococcus spp., ayrica birgok Gram negatif
(Acinetobacter, Alcaligenes, Flavobacterium ve Aeromonas) ve Gram pozitif
(Arthrobacter, Corynebacterium, Brevibacterium ve Propionibacterium)
mikroorganizmalardir [67, 68].

Siit bilesimini ve dolayisiyla mikrobiyal yiikiin yapisin1 ve bollugunu birgok
faktor etkiler. Cig siit tiretim kosullari, ozellikle ciftcilerin hijyenik uygulamalari
(6rnegin, sagim ekipmanlarinin yikanmasi ve sagim oncesi ve sonrast meme hazirligi),
peynir yapiminda kullanilan ve bozulmaya sebep olan mikroorganizmalari belirler.
Sagim ekipmaninin yogun bir sekilde yikanmasi ve meme hazirlig (bireysel yikamalar),
patojen ve bozulmaya neden olan mikroorganizmalarin g¢ogunu (koliformlar ve
Pseudomonas spp. gibi) igeren ¢ig siitle sonuglanir. Buna karsilik, meme ¢evresindeki
minimum hijyen, tuza dayanikli flora (Micrococcus, Arthrobacter, Microbacterium,
Brevibacterium ve Staphylococcus spp. gibi) ve ayrica LAB dahil olmak iizere
mikroorganizmalar1 korur ve peynir yapict faydali mikroorganizmalarin baskin oldugu
¢ig siitler elde edilir. Hayvanlarin saglik durumu, yemlerinin dogasi (yem, silaj vb.) ve
¢ig siitin saklama kosullart da mikrobiyal flora bilesimini belirleyen O6nemli
faktorlerdendir. Cig siitiin diisiik sicakliklarda depolanmasi ve sagim ekipmanlarinin
yogun sekilde yikanmasi1 Pseudomonas spp. tiirlinii baskin hale getirir. Buzdolabinda
sogutulmus ¢ig siitteki (ilk giin) psikrotroflarin %50°si Pseudomonas cinsine aittir ve
Pseudomonas fluorescens baskin tiirdiir. Sogutulmus ¢ig siitte bulunan diger
psikrotroflar Acinetobacter, Alcaligenes, Flavobacterium, Aeromonas, Bacillus, Listeria
ve Arthrobacter cinslerine aittir; Hafnia alvei, Citrobacter freundii veya Serratia

liquefaciens gibi Enterobacteriaceae’ler de bulunur [69-71].
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2.6. Anne Siitiinde Probiyotik

Anne siitii, yeni doganin beslenme ve immiinolojik ihtiyaclarini miikemmel bir
sekilde karsilamak icin uyarlanmis karmasik, tiire 6zgii biyolojik bir sividir. Anne
stitiiniin farkli bulasict hastaliklara karsi koruma sagladigi gosterilmistir. Hastaliklarin
goriilme siklig1 anne siitiiyle beslenen bebeklerde formiil mama ile beslenen bebeklere
gore daha diisiiktiir. Bu anti enfektif etkinin, kolostrumda ve/veya olgun siitte bulunan
birka¢ biyoaktif bilesige bagli oldugu o6ne siiriilmiistiir. Bunlara immiinoglobulinler,
immiin hiicreler, antimikrobiyal asitler, poliaminler, oligosakkaritler, lizozim,
laktoferrin gibi glikoproteinler ve ayr1 ayr1 veya sinerjik olarak hareket ederek patojenik
mikroorganizmalari inhibe edebilen biyoaktif peptitler dahildir [72].

Son ¢alismalar, steril bir sivi olmaktan ¢ok, anne siitiiniin bebek bagirsagi igin
mitkemmel ve siirekli bir kommensal bakteri kaynagi olusturdugunu goéstermistir. Bu
bakteriler, emzirilen ¢ocuklarda bulasici hastaliklarin goriilme sikliginin ve siddetinin
azaltilmasinda da onemli bir rol oynayabilir. Bu hipotez, pastdrize insan siitiinde
antimikrobiyal aktivite kaybini1 bildiren nispeten eski c¢aligmalar tarafindan
desteklenmektedir [73].

Anne siitinde bulunan bakteriler arasinda Staphylococcus, Lactococcus,
Enterococcus ve Lactobacillus tiirlerine ait olanlar en fazla olanlardir. L. gasseri, L.
salyarius, L. rhamnosus, L. plantarum ve L. fermentum gibi bu anne siitii
laktobasillerinin bazilarina, potansiyel olarak probiyotik tiirler olarak kabul edildikleri
icin artan bir ilgi vardir [74].

Anne siiti bebekler igin en uygun beslenmedir. Temel besinlerin (proteinler,
yaglar, karbonhidratlar, vitaminler ve mineraller) yani sira anne siitii ayrica genis bir
yelpazede bagisiklik hiicreleri ve anti-inflamatuar, anti-enfektif ve probiyotik etkilere
sahip antimikrobiyal peptitler (6rnegin, bakteriyosin, laktoferrin, lizozim, laktaderin),
sitokinler, kemokinler, immiinoglobulinler, biiyiime faktorleri, oligosakkaritler,
glikokonjugatlar ve yag asitleri gibi biyoaktif bilesenler icerir. Yapilan caligmalarda
emzirme ile, ishalden korunma, nekrotizan enterokolit, solunum yolu enfeksiyonlari
(akut otitis media dahil), oral kandiyaz, enteroviriis enfeksiyonu, atopik dermatit,
obezite ve alerjik hastaliklardan korudugu da kanitlanmistir. Bu faydalar 6zellikle erken
dogmus veya hasta bebekler gibi duyarliligi artmus bebekler icin gegerlidir. Artan
kanitlar, anne siitiiniin hem anneler (meme bezi sagligl) hem de bebekler (bagirsak

kolonizasyonu ve patojenlere karst koruma, bagisiklik sisteminin olgunlagsmasi ve
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besinlerin sindirimi) i¢in onemli saglik etkileri olan kendi mikrobiyotasini icerdigini
gostermektedir [75].

Cogu bebek mamasi formiilii, baz olarak inek siitii kullanilarak iiretilir. Inek
siitiinde, bebekler icin en uygun beslenmeyi saglamak igin giiglendirilmesi gerekir. Inek
ve keci siitlindeki laktoz miktar1 yaklasik olarak aynidir, ancak bagka bilesim
farkliliklar1 da vardir. Alfa-sl kazein gevis getiren hayvanlarda bulunur, ancak anne
siitiinde yoktur. Inek siitii anne siitii ile karsilastirildiginda, yiiksek konsantrasyonlarda
alfa-s1 kazein ve konsantrasyonlarda niikleotid ve poliaminlerin yani sira bazi esansiyel
amino asitleri icerir. Anne siitii, sialillenmis ve fukosillenmis oligosakkaritler (insan
stitii oligosakkaritler) i¢ilincii en biiyiikk bilesen oldugu igin gevis getiren siitlerden
farklidir. Anne siitii oligosakkaritleri, bifidobakteriler tarafindan biiyiime i¢in kullanilir
ve anne siitiindeki varliklari, anne siitiiyle beslenen bebeklerin diskisinda genellikle bu
bakterilerin neden daha fazla bulundugunun muhtemel agiklamasidir. Inek siitiinde ise
laktoz disinda bir oligosakkarit azlig1 vardir. Genel olarak anne siitii ile ¢ig inek siitiiniin

besin degerleri karsilastirilmasi1 Tablo 2.4’de verilmistir [76-78].

Tablo 2.6. Anne siitiiniin besin degerinin ¢ig inek siitii ile karsilastirilmasi [77, 78]

icerik Anne siitii Inek siitii

Toplam kat1 10,7-12,9 g/100 mL 2,50-3,80 g/100 mL
Protein 0,9-1,9 ¢/100 mL 3,27 9/100 mL

Yag 2,1-4,0 g/100 mL 3,49 g/100 mL
Kazein 0,37 g/100 mL 2,55 ¢/100 mL
Laktoz 6,3-7,0 g/100 mL 4,52 g/100 mL

Kiil 0,2-0,3 g/100 mL 0,2-0,3 g/100 mL
Oligasakkaritler 0,5-0,8 g/100 mL -

Toplam kolestrol 7,05 mg/100 mL 10,23-14,31 mg/100 mL
Ca 27,6 mg/100 mL 119,8 mg/100 mL
Mg 3,8 mg/100 mL 12,6 mg/100 mL

K 71,3 mg/100 mL 147,9 mg/100 mL
Na 15,9 mg/100 mL 49,3 mg/100 mL

Fe 0,20 mg/100 mL 0,08 mg/100 mL
Zn 0,46 mg/100 mL 0,62 mg/100 mL
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2.7. Laktik Asit Bakterileri

LAB terimi, 20. yiizyilin baslarinda kademeli olarak kabul edilmistir. “Siit
eksimesi” ve “laktik asit iireten” bakteriler gibi diger terimler daha 6nce ayni bakteriler
i¢in kullanilmis ve hafif bir kafa karisikligina neden olmustur. Bu durum Orla-Jensen’in
1919 yilinda LAB sistematigi lizerinde biiylik etkisi olan LAB hakkindaki monografi
yayilanmasiyla sona ermistir. Orla-Jensen’in  LAB cinslerinin siniflandirilmast;
morfoloji, belirli sicakliklarda iireme, glikoz fermantasyon sekli ve seker kullanim
araligima dayanmaktaydi. Taksonomi o zamandan beri revize edilmis olsa da Orla-
Jensen tarafindan kullanilan karakterler LAB’nin mevcut siniflandirmasinda hala ¢ok
Oonemlidir.

Ik kez 2000 yilinda Roos ve ark. Lactobacillus cinsi Lact’in yeni tiirlerini
kesfetmistir [79]. Calismada domuz ince bagirsagindan kolonizasyon faktor geni
(mukus baglayici tagiyan) L. reuteri suslarinin izole edilmesi amaglanmistir. Daha sonra
Lactobacillus mukoza suslari ayrica insan ileal ve vajinal yolundan, sigir bagirsagindan
ve diskidan ve kegi ve koyun siitiinden izole edilmistir. Lactobacillus mukoza suslari
Gram pozitif, hareketsiz, katalaz negatif, spor olusturmayan ve heterofermentatif
basillerdir. Son yillarda, bu tiiriin probiyotik potansiyeli birkag arastirmaci tarafindan
aragtirllmis ve genomunda adezyonla iligkili, beta-galaktosidazlar ve safra tuzu
hidrolazlar1 gibi enzimlere ait genlerin yayginligi gosterilmistir. Benzer sekilde,
kolesterol diisiiriicii, antiinflamatuar, ekzopolisakkarit iiretimi ve antioksidan aktivite
caligilmistir. Bu bulgular bu Lactobacillus tiiriintin genis biyolojik fonksiyonel

Ozelliklere sahip bir probiyotik oldugunu gostermektedir [79, 80].
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Lb. delbrueckii group

Weissella
Lb.casei-
Leuconostoc Pediococcus
group
Oenococcus
Tetragenococcus Lacto-
Vago- coccus
COCCUS
Entero-
coccus
Strepto-
Carno- coccus
bacterium

Bacillus
Staphylococcus
Aero- Listeria

Sekil 2.2. Bazi aerobik ve fakiiltatif anaerobik Gram pozitiflerini iceren LAB sematik, kdksiiz filogenetik
agact [12]

LAB, morfolojik, metabolik ve fizyolojik benzerliklere sahip bir bakteri grubunu
olustururlar ve filogenetik olarak da nispeten yakin akrabadirlar. Grup icindeki
bakterilerin genel tanimi, karbonhidratlarin fermantasyonu yoluyla ana son {irlinleri
olarak laktik asit tireten Gram pozitif, spor olusturmayan, solunum yapmayan koklar
veya c¢ubuklardir. Ortak anlagma, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve
Streptococcus olmak tizere dort cinsten olusan bir ¢ekirdek gruptur. Diisiik G+C alt
bolimiiniin bazi aerobik ve fakiiltatif anaerobik Gram pozitifleri iceren LAB’nin
sematik, koksiiz filogenetik agac1 Sekil 2.2°de verilmis olup agagta evrimsel mesafeler
yaklagiktir [12]. Son taksonomik revizyonlar birka¢ yeni cins Onermistir ve grupta;
Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranum, Enterococcus, Globicatella,
Lactococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella bulunur. Bu
cinsler cubuktur, bunlarin disinda kalan cinsler koktur. LAB’nin farkli cinslerle
simiflandirilmasi, biiylik 06l¢iide morfoloji, farkli sicakliklarda iireme, glikozu
fermantasyon sekline ve iretilen laktik asidin konfiglirasyonuna, yiiksek tuz

konsantrasyonlarinda iireyebilme kabiliyetine, asit veya alkali toleransina
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dayanmaktadir. Yeni tanmimlanan cinslerin bazilar1 i¢in siniflandirmada yag asidi
bilesimi ve hareketlilik gibi ek o6zellikler kullanilmaktadir. Daha yakin zamanlarda,
bireysel suslarin daha tutarli ve dogru bir sekilde tanimlanmasina izin veren 16S rDNA
dizilimi gibi genetik teknikler gelistirilmistir. 16S rDNA’nin kisa dizilerinin
belirlenmesi, giinlimiizde LAB’nin izolatlarinin tiir tayini i¢in basit bir yol olarak
kullanilmaktadir [81, 82].

LAB cinslerinin klasik fenotipik testlerle farklilasmasinin bir 6zeti Tablo 2.5’de
gosterilmektedir. Vagococcus ve Carnobacterium cinslerini diger LAB’lerinden ayiran
benzersiz yag asidi bilesimlerine sahip olmasidir. Genel olarak, karnobakteriler, pH
9,0’da ¢ogalma yetenckleri ve laktobasiller igin secici olan asetat ortaminda
tireyememeleri ile laktobasillerden ayirt edilebilir. Pediococcuslar, morfolojileri benzer
oldugu i¢in aerokoklarla karistirilabilir. Bununla birlikte, Pediococcuslar aerokoklardan
daha c¢ok aside tolerans gosterir. Aerokoklarin mikroaerofilik 6zelliginin aksine
anaerobik olarak daha iyi drerler. Weissella tiirleri, Leuconostoc’lar veya
heterofermentatif laktobasiller ile kolaylikla karistirilabilir. Oenococcuslar, klasik
testlerle Leuconostoc grubuna girer, ancak asir1 asit ve etanol toleranslari ile kolayca
ayirt edilirler. Cinsler arasinda fenotipik benzesmeler vardir ve Tablo 2.5’de 6zetlenen
genel kurallarda istisnalarinin bulunabilecegi belirtilmelidir. Ornegin, Enterococcus
cinsi, klasik testlere uymayan bir¢ok tiir igerir. LAB’nin smiflandirilmasi, cins
diizeyinde en dogru olam1 dogrudan rRNA dizilimi olan daha karmasik yontemlere
bagiml hale gelmektedir. Bilinen rRNA dizileri, cinse 6zgii problar gelistirmek icin de

kullanilmisgtir [12].
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Tablo 2.7. LAB 'in aywt edici ozellikleri [12]

Basiller Koklar
= n n > (@) %2} (8}
.. P S > o =3 o
Morfolojik 2 = 3 3 § « 2 v § 3] ] o
S 'S o o o 3 QS o o ©
© o o e o o S =
ve =] 3 Q 3 8 © € o 3 ] o 3
et u . =] o) o = o 9 Q o o b= %’ 7]
fizyolojik ozellikler c = o o 5 8 s 8 5 & S ., 2
< I c S = D
O E ad B | a8 35 a 7 ~ 3 =
Tetrat olusumu _ _ + _ _ _ + _
Glikozdan CO," c + B B B + B +
10°C’de iireme + + + + + + + +
45°C’de iireme _ + _ + _ _ + -
6,5% NaCl’de iireme  ND“ + + + 3 + + +
18% NaCl’de iireme _ _ _ _ _ _ _
pH 4,4’de tireme ND + _ + + + + +
pH 9,6’de tireme _ _ + + _ _ _ _
Laktik asit® L D, L,DL' L L L D L, DLf L, DL

+ pozitif; - olumsuz; + sonug tiirler arasinda degisir; ND belirlenmedi.

*Weissella suglar ayrica gubuk seklinde olabilir.

PGlikozun homo- veya heterofermentasyonu igin test; negatif ve pozitif sirastyla homofermentatif ve heterofermentatif anlamina gelir.
“Ortama bagli olarak kiigiik miktarlarda CO iiretilebilir.

968 NaCl’de biiyiime bildirilmemistir.

D-, L- veya DL-laktik asit iiretimi tiirler arasinda degisiklik gosterir.

Uretilen laktik asidin konfigiirasyonu glikozdan olusur.
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LAB taksonomisi, Gram o6zelligine ve ¢esitli fermente edilebilir karbohidratlardan
laktik asit tiretimine dayanir. rRNA dizilimi ile gergek filogenetik iliskinin lgiimleri,
LAB’nin siniflandirilmasina yardimci olup grubun filogenisini netlestirmistir. Gruptaki
¢ogu cins filogenetik olarak farkli grup olusturur, ancak bazilari, 6zellikle Lactobacillus
ve Leuconostoc ¢ok heterojendir ve filogenetik kiime, fenotipik karakterlere dayali
mevcut siniflandirma ile iliskili degildir. Kullanilan rutin i¢in en umut verici olanlar,
niikleik asit problama teknikleri, polimeraz zincir reaksiyonu kullanilarak kismi rRNA
gen dizilimi ve ¢oziniir protein kaliplaridir. Biiytime pH 5,5-5,8’de optimumdur ve
organizmalar amino asitler, peptitler, niikleotid bazlar, vitaminler, mineraller, yag
asitleri ve karbonhidratlar i¢in karmasik beslenme gereksinimlerine sahiptir [83]. LAB
Gram pozitif, genellikle hareketsiz, spor olusturmayan c¢ubuklar ve koklardir.
Sitokromlar1 ve porfirinleri  (solunum  zincirlerinin  bilesenleri) sentezleme
yeteneklerinden yoksundurlar ve bu nedenle bir proton gradyani olusturarak ATP
tiretemezler. LAB, ATP’yi yalnizca fermantasyon yoluyla, genellikle sekerlerden elde
edebilir [84]. Ayrica enerji tiretiminde oksijen kullanmadiklari i¢in anaerobik kosullar
altinda kolayca tirerler. Ancak oksijen varliginda da gelisebilirler. Peroksidazlar1 oldugu
icin oksijen yan iriinlerinden (H,O) korunurlar. Bu organizmalar aerotolerant
anaeroblardir. LAB arasinda iki ana seker fermantasyon yolu ayirt edilebilir. Glikoliz
(Embden-Meyerhof yolu), standart kosullar altinda neredeyse yalnizca son iiriin olarak
laktik asit ile sonuglanir ve metabolizma, homolaktik fermantasyon olarak adlandirilir
[85].

LAB, ana probiyotiklerden biri ve koruyucu kiiltiir olarak incelenmekte olup
giivenli kabul edilen yaygin probiyotik organizmalardir. Birkag probiyotik Ornegi
Lactobacillus, Lactococci, Bifidiobacteria ve Saccharomyces’tir. Probiyotik bakteriler,
yararli mikroorganizmalarin  biiylimesini  artirarak ve patojen  popiilasyon
mekanizmalarini azaltarak gastrointestinal hastaliklar1 azaltir. Probiyotikler, hem Gram
pozitif hem de Gram negatif bakteriler igin inhibe edici olan bazi kimyasal bilesikler
salmaktadir. Salman kimyasal bilesiklerin bazilar1 sunlardir; bakteriyosinler,
sideroforlar, lizozimler, proteazlar, hidrojen peroksit vb. Belirtilen bu molekiiller diger
bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite gOsteren bilesenlerdir. Probiyotikler, siitteki
proteinlerinden magnezyum ve kalsiyum emilimini kolaylastirir, laktozu sindirir ve B
vitamini ireterek insan viicudundaki besinlerin biyoyararlanimini Snemli oOlgiide

arttirirlar [86-88].
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Biyokoruma, dogal mikroflora ve (veya) antibakteriyel {lriinler kullanilarak
gidalar i¢in uzun depolama Omrii ve artirllmis giivenlik anlamina gelir. LAB,
tiikketilmeleri giivenli olduklar1 ve depolama sirasinda bir¢ok gidanin mikroflorasina
dogal olarak baskin olduklari i¢in biyolojik korumada kullanim igin biiyiikk bir
potansiyele sahiptir. Siit, salamura sebzeler, bir¢cok tahil {iriinii ve karbonhidrat ilaveli
etlerde LAB’nin ¢ogalmasi yeni bir gida {iriinii olusturur. Vakum altinda veya yiiksek
karbondioksit konsantrasyonuna sahip bir ortamda soguk depolanan ¢ig et ve baliklarda,
LAB baskin popiilasyon haline gelir ve eti ‘gizli’ bir fermantasyonla korunur. Ayni
durum, LAB’nin 1s1l islemden gegmesi veya 1sil islemden sonra iiriine asilanmasi

sartiyla iglenmis etler i¢in de gecerlidir [89].
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Reaktifler

S6z konusu ¢alismada kullanilan kimyasallardan; hidrojen peroksit, glikoz,
dekstroz, sodyum kloriir, kalsiyum karbonat, ketokonazol, kloramfenikol ve amfisilin
Sigma-Aldrich’ten (Amerika Birlesik Devletleri) satin alinmigtir. Kullanilan diger
maddelerden olan; dimetil siilfoksit, (Zag Kimya ith. Ihr, Tiirkiye), Gram boyama seti
(kristal viyole, Gram iyodin, etanol, safranin) (Norateks Gram Boyama Seti, Tiirkiye),
agar (Himedia, Hindistan), yeast ekstrakt (maya oziitii), (Himedia, Hindistan), tris-
asetat, (Thermo, ABD), amoksisilin, (Across, Almanya), standart antibiyotik diskler,
MRS and M17 besiyerleri (Oxoid, Ingiltere) farkli iiretici firmalardan elde edilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan tiim cihazlar ve marka/modelleri ve kullanim amacglari

Tablo 3.1°de verildigi gibidir.

Tablo 3.1. Kullanilan cihazlar, modelleri ve kullanim amaglari

Cihaz

Marka/Model

Kullanim amaci

Binokiiler 1s1k mikroskobu

Otoklav

Steril kabin
Mikrobiyolojik etiiv
Su banyosu
Sonikator
Buzdolab1

Saf su cihazi

pH metre
Hassas terazi

Vorteks
Mc Farland densitometre
Vakumlu evaporator

Dondurucu (-86 °C)

3144002045, CARL ZEISS
(Almanya)

HV 50L-Hirayama (Hindistan)
Heraeus Hera Safe (Almanya)
FD53, WTC Binder (Hollanda)
11370, TERMAL (Tiirkiye)

4235, Bandelin Sonorex (Almanya)
27050EB, Argelik (Tiirkiye)
01-0489, Niive (Tiirkiye)

PH211, Hanna (Ingiltere)

CP2250, Sartorius (Tiirkiye)

TTS 2- Yellowline Jeiotech (Kore)
DEN 1BBiosan (Letonya)
Labconco Centrivap (Amerika)

Panasonic (Japonya)

Goriintiileme

Sterilizasyon islemi
Biyogiivenlikli islem
Mikrobiyolojik islem
Isitma islemi

Sonikasyon iglemi

2-4 °C’de numune saklama
Deiyonize su liretme
Ortam pH’n1 6lgme

Analitik 6l¢ekteki tartimlarin

yapilmasi

Mekanik karistirma
Bulaniklik 6l¢iimii
Vakum ortaminda buharlagtirma

-80 °C’de numune saklama
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3.3. Orneklerin Toplanmasi

Numuneler Eyliil ayinda siit ineklerinin hayvancilik isletmesinde herhangi bir
internal beslenmeye maruz kalmayip sadece eksternal beslenme ile beslendikleri
isletmelerden toplanmistir. Bunun ig¢in, Eskisehir ili Seyitgazi il¢esi civarindaki mera
hayvancilig1 yapilan mahallelerden alinmistir. Siit numuneleri Simental ve Brown Swiss

(Montofon) inek tiirlerinden toplanmustir.

3.4. Besiyerleri

LAB kiiltiir ortami; dekstroz 4 g/L, yeast ekstrakt 4 g/L, malt ekstrakt 10 g/L,
kalsiyum karbonat 2 g/L, agar 20 g/L olacak sekilde 1 L distile su igerisinde hazirlanmig
ve ortam pH’s1 7,3 olarak ayarlanmustir.

Mueller-Hinton Broth (MHB) besiyeri i¢in 21 g MHB (Merck) tartilip (CP2250
Sartorius, Tirkiye) saf su ile 1 L’ye tamamlanarak otoklavda (HV 50L-Hirayama,
Hindistan) 121 °C’de, 1 atm basing altinda 15 dakika steril edilmistir. Kat: besiyeri igin
ise besiyeri igeriginin %2’si kadar agar eklenmistir.

Saboroud Dekstroz Broth (SDB) besiyeri; 65 g MHB (HiMedia) tartilip saf su ile
1 L’ye tamamlanarak otoklavda (HV 50L-Hirayama, Hindistan) 121 °C’de, 1 atm
basing altinda 15 dakika steril edilmistir. Kat1 besiyeri i¢in iSe besiyeri igeriginin %2’si
kadar agar eklenmistir.

Tyrpton Soy Broth (TSB) besiyeri; 30 g Triptik Soya Broth (Oxoid) tartilip
(CP2250 Sartorius, Tirkiye) saf su ile 1 L’ye tamamlanarak otoklavda (HV 50L-
Hirayama, Hindistan) 121 °C’de, 1 atm basing altinda 15 dakika steril edilmistir. Kat1
besiyeri i¢in besiyeri i¢eriginin %2’si kadar agar eklenmistir.

MRS besiyeri;

M17

Ayrica deney prosediiriintin her bir asamasinda steril olarak kullanilmas1 gereken
tim cam, plastik sarf malzemeler ve besiyeri igerikleri distile suda ¢doziilerek, pH
ayarlamalar1 (PH211 Hanna marka pH metre, Ingiltere) yapildiktan sonra, otoklavda
(HV 50L-Hirayama, Hindistan) 1 atmosfer basing altinda 121°C’de, 15 dakika siire ile

steril edilmistir.
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3.5. Standart Bakteri Suslar:

Cig sit numunelerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal
aktivitesini belirlemek igin Bacillus subtilis (NRRL B478) ve Escherichia coli (ATCC

35218) test mikroorganizma kiiltiirleri kullanilmistir.
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4. YONTEMLER
4.1. Cig Siit Numunelerinin Temini

Cig siit numuneleri hayvanlarin giinliik siit sagimindaki ilk siit ve son siit 6rnegi
olarak iki sekilde alinmistir. Numuneler elle sagim yontemi ile toplam 4 numune olarak
toplanmistir. Numuneler steril cam kavanozlara alinip hemen Eczacilik Fakiiltesi
Farmasdotik Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuvari’na getirilerek -20°C’de buzdolabinda
(27050EB Argelik, Tiirkiye) muhafaza edilmistir.

4.2. Cig Siit Numunelerinin Diliisyonu ve LAB izolasyonu

Cig siit numunelerinin kiiltiire edilmesi icin MRS ve M17 Agar besiyerleri
kullanilmustir. 1 mL inek siitii numunesi 9 mL %0,9’luk FTS icerisinde 10®’ya kadar
seyreltilerek, MRS ve M17 agar plakalarina yayma plak yontemleriyle inokiile edilmis
ve 37 °C’de 24-48 saat etiivde (FD53, WTC Binder, Hollanda) inkiibe edilmistir. izole
edilen koloniler tek koloni ekim yontemi ile ayni besiyerine pasajlanarak
saflastirilmistir. Inkiibasyondan sonra farkli morfolojilerdeki koloniler segilerek M17 ve
MRS agar besiyerlerine ¢izgi yontemiyle ekilerek 24-48 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Gram boyama ile safliklar1 kontrol edildikten sonra %20’lik gliserol ¢ozeltisinde -
80°C’de dondurucuda (27050EB Argelik, Tiirkiye) stoklanmustir. izolasyon islemi
sonunda 30 adet saf mikroorganizma kiiltiirii elde edilmistir. Saflastirilmis bakteri
suslari, daha sonra kullanilmak tizere 4°C’de buzdolabinda (27050EB Argelik, Tiirkiye)

saklanmustir.

4.3. izole Edilen Bakterilerin Tamimlanmasi
4.3.1. Morfolojik tanimlama

Bakteri izolatlar1 temiz lam iizerine ¢ekilmis, Gram boyama metodu uygulanarak
saflik ve morfolojik tayinleri yapilmustir. Izolatlar lama yayilip kurutularak preparat
hazirlanmis ve ateste fikse edilmistir. Kristal viyole ile 1 dakika boyandiktan sonra su
ile yikanmistir. 1 dakika iyot ile boyanarak su ile yikanmistir. Ardindan %95°lik etanol
ile 10-15 dakika dekolorize edilmis ve tekrar su ile yikanmustir. Son olarak karbol
fuksin ile 30 saniye boyandiktan sonra tekrar yikanmistir. Son olarak da kuruyan lamlar
immersiyon yagi damlatilarak 151k mikroskobu altinda goriintiiler 100x objektifle

biiyiiltiilerek kolonilerin morfolojik yapilari incelenmistir.
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4.3.2. Biyokimyasal tammlama
4.3.2.1. Katalaz testi

Besiyerlerinde 24 saat 37 °C’de inkiibe edilerck gelisen kolonilerden 6rnek alinip
lamda tizerine %3’lik H,O, damlatilarak gaz kabarcigi olusup olusmadigi
gozlemlenmistir. Gaz kabarcigi, katalaz pozitif, kabarcik goriilmemesi de katalaz

negatif olarak degerlendirilmistir [90].

4.3.2.2. Tuz toleranslarinin belirlenmesi

Izole edilen bakterilerin tuz toleranslarim gdzlemlemek amaciyla %6,5, %13 ve
%26 sodyum kloriir igeren MRS besiyerleri kullanilmistir. Yayma ekim teknigi ile saf
izolatlar farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis MRS agar besiyerlerine ekilmistir. Ekim
isleminden sonra kiiltiirler 24-48 saat 37 °C’de etiivde (FD53, WTC Binder, Hollanda)
inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra kiiltiirlerin gelisimi petride olusan koloniler

sayilarak kontrol edilmistir [91].

4.3.2.3. Sicaklik toleranslarinin belirlenmesi
Kiiltirler MRS besiyerine ekim yapilarak sicaklik toleranslari degerlendirilmistir.
48 saat inkiibasyon sonrasi bakterilerin, 10°C ve 45°C’deki gelisim siiregleri petride

olusan koloniler sayilarak incelenmistir [92].

4.3.2.4. Glikozdan ve laktozdan gaz-asit iiretimi

Bakteri kiiltiirlerinden 1 mL alinip, Durham tiipii bulunan glikoz fosfat ve laktoz
broth igeren tiiplere ilave edilmistir. 37 °C’de 24 saat etiivde (FD53, WTC Binder,
Hollanda) inkiibasyon sonrasi, Durham tiiplerindeki gaz kabarciklar1 ve besiyerleri
rengindeki  degisime gore asit olusumu fermantasyon olusumuna  gore

degerlendirilmistir [3].

4.3.2.5. Antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesi

Antibiyotik  duyarliliklarint ~ belirlemek amaciyla, Penicillin ~ (P10) ve
Ampicillin/sulbactam (SAM 20) kagit diskleri kullanilmistir [93]. MRS agar besiyerine
saf izolatlarin yogunluk ayarlar1 hiicre densitometresi ile yapilmis ve 0,5 McFarland

ayarinda (1,5 x 10% kob/mL) seyreltilmis mikroorganizmalarin her birinden 100 pL
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alinarak 25 mL Mueller Hinton Agar igeren petrilere yayma plak yontemi ile
mikroorganizmalarin ekimi gerceklestirilmistir. Besiyeri ylizeyine pens araciligi ile
antibiyotik diskler yerlestirilmistir. 24 saat, 37 °C’de etiivde (FD53, WTC Binder,
Hollanda) inkiibasyondan sonra, antibiyotik diskleri etrafinda olusan inhibisyon zon
caplari; direngli, orta derecede duyarli ve duyarsiz olarak degerlendirilmistir .

Sonuglar CLSI (2015) yonergeleri tarafindan oOnerilen break-point’e goére su
sekilde yorumlanmistir: 14 mm’den kiigiik veya esit inhibisyon bolgesine sahip izolatlar
direngli (R), 20 mm’ den fazla capa sahip olanlar duyarl (S) ve zon ¢ap1 15-19 mm

arasinda olanlar orta duyarli (I) olarak kabul edilmistir [94].

4.3.2.6. LAB ’nin siipernatantlarinin antibakteriyal aktivitelerinin belirlenmesi

MRS broth 25 mL besiyerinde 24 ve 48 saat olarak inkiibe edilmis kiiltiirler 4°C,
4.000xg’de 30 dakika santrifiij (Labconco Centrivap, Amerika) edilmistir. Santrifiijden
sonra hiicrelerinden ayrilmis olan siipernatant 0,22 um gozenek ¢apina sahip membran
filtreden gegirilerek yeni steril falkon tiiplere aktarilmistir.

Siipernatantlarin antibakteriyel analizi, CLSI M02-A11 standardina gore modifiye
edilerek Agar Kuyu Diflizyon Yontemi ile gerceklestirilmistir [95]. Deneyde
Escherichia coli Gram (-), Bacillus subtilis Gram (+) patojen bakteri olarak 24 saat
inkiibe edilmis aktiflestirilmis kiiltiir olarak kullanilmistir. Yogunluk ayarlari hiicre
densitometresi ile  yapilmis ve 0,5 McFarland ayarinda  seyreltilmis
mikroorganizmalardan 100’er pL alinarak 25 mL Mueller Hinton Agar igeren petrilere
yayma plak yontemi ile mikroorganizmalarin ekimi gerceklestirilmistir. Besiyeri yiizeyi
kuruduktan sonra 6 mm ¢apindaki steril agar delici ile petri yiizeylerine agilan bloklara
50 uL kiiltiir stipernatanti eklenmistir. 24 saat 37 °c inkiibasyonun sonunda olusan
inhibisyon zonlar1 (IZ) denklem (1) kullamlarak 6lgiilmiistiir. Karsilastirma ve kontrol

amaciyla antibiyotik olarak kloramfenikol (30 pg/disk) kullanilmustir [96].

1Z = él¢iilen deger — diskcapi (D[97]
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5. BULGULAR VE TARTISMA
5.1. Cig Siitten LAB Izolasyonu ve Morfolojik Tanimlama

Calismada analiz edilen ¢ig inek siitii numuneleri Tiirkiye’nin Eskisehir ili
Seyitgazi ilgesinde meralik alanda beslenen ve herhangi bir islenmis gida ile
beslenmeyen Simental ve Montofon inek tiirlerinden elle sagim ile toplanmistir. Cig siit
numuneleri hayvanlarin giinliik siit sagimindaki ilk siit ve son siit 6rnegi olarak 2
sekilde alinmustir.

Probiyotik aktiviteye sahip bakteri izolatlarin1 se¢mek igin birincil ve ikincil
tarama olmak tizere iki asamali bir tarama yapilmstir. Birincil tarama, morfolojik ve
fizyolojik degerlendirmeyi (Gram boyama ve katalaz testi) ve ardindan abiyotik stres
kosullarma (tuzluluk ve sicaklik toleransi) maruz birakmayi igermistir. Gram boyamada
lamda hazirlanan ¢ig siit preparatlarinin 151k mikroskobu altinda renkleri gézlenmistir.
Gram boyama calismalarinda 151tk mikroskobu altinda pembe renkli bakteriler Gram
negatif, mor renkli olanlar ise Gram pozitif olarak degerlendirilmistir. Elde edilen
sonuclara gore 30 saf izolatin 27 tanesinin Gram pozitif (+), 3 tanesinin ise Gram
negatif (-) oldugu belirlenmistir. Izolatlarin morfolojik incelemesinde kok-kokobasil
morfoloji ve basil morfoloji gozlemlenmistir. Her bir izolatin goriiniimii Tablo 5.1°de
verildigi gibidir. Elde edilen saf izolatlardan kok goriiniimiine sahip olanlar Sekil
5.1°de; kokobasil goriiniimiine sahip olanlar Sekil 5.2°de ve basil goriiniimiine sahip
olanlar ise Sekil 5.3’de verilmistir. izolatlarin morfolojik, kiiltiirel, fizyolojik ve
biyokimyasal 0Ozellikleri, tanimlamalar1 ve ileri deneyler i¢in ayrintili olarak

incelenmistir.

34



Tablo 5.1. Her bir izolatin morfolojik ozellikleri

izolat No Morfolojik Ozellikleri Katalaz Ozellikleri Gram Ozellikleri
Kod 1 Basil - +
Kod 2 Kok - +
Kod 3 Kok - +
Kod 4 Kok + +
Kod 5 Kok - +
Kod 6 Basil - +
Kod 7 Kok - -
Kod 8 Kok - +
Kod 9 Kok + +
Kod 10 Kok - +
Kod 11 Basil - +
Kod 12 Basil + +
Kod 13 Basil - +
Kod 14 Kok + -
Kod 15 Kokobasil - +
Kod 16 Kok - +
Kod 17 Kok + -
Kod 18 Kok + +
Kod 19 Kok - +
Kod 20 Kokobasil - +
Kod 21 (PS1) Basil - +
Kod 22 (PS2) Basil - +
Kod 23 (PS3) Basil - +
Kod 24 (PS4) Basil - +
Kod 25 (PS5) Basil - +
Kod 26 Kok - +
Kod 27 Kok - +
Kod 28 Kok + +
Kod 29 Kokobasil - +
Kod 30 Kok - +
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Sekil 5.3. Saf izolatlardan basil gériintiisiine sahip olanlar (100% biiyiime orant)

5.2. Biyokimyasal Tammmlama
5.2.1. Katalaz testi

Katalaz, birgok mikroorganizma tarafindan fretilen, hidrojen peroksidi su ve
oksijene parcalayan ve gaz kabarciklarina neden olan bir enzimdir. Gaz kabarciklarinin

olusmasi katalaz enziminin varligin1 gosterir [98]. Gaz kabarcigi, katalaz pozitif,
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kabarcik goriilmemesi de katalaz negatif olarak degerlendirilmistir. Saf izolatlardan 23
tanesi katalaz negatif, 7 tanesi de katalaz pozitif olarak gézlemlenmistir. Calismanin bir
sonraki asamasi i¢in katalaz negatif ve basil formunda olan suslar segilerck devam
edilmistir. Clinkii LAB ¢ogunlukla katalaz negatiftir, ancak bazi istisnalar vardir [99].
Katalaz treten Lactococcus lactis, kolon kanseri fare modelinde katalaz aktivitesini
arttirmak ve H,O, seviyesini azaltmak i¢in kullanilmigtir [100]. Cok sayida laktobasil
baslangigta antioksidatif aktiviteleri agisindan in vitro olarak taranmustir [101].
Lactobacillus casei ssp. en yiiksek antioksidatif aktiviteyi sergileyen casei suslar1 daha
ileri in vivo caligsmalar i¢in secilmistir. Linoleik asit peroksidasyonu ve mikrozom-
tiyobarbitiirik asit testinin sonuglari, L. casei ssp. casei 19, test edilen 12 sus arasindan
maksimum antioksidan kapasitesi ile karakterize edilmistir [102]. Martin ve ark.’nin
kopek siitiinden elde ettikleri izolatlarda 16S rDNA PCR dizilimi ile tanmimlama
yaptiklarinda Gram-pozitif basilin, Weissella spp., katalaz negatif ve oksidaz negatif
reaksiyon gosteren kokoid izolatlarin Enterococcus veya Streptococcus cinsine ait
oldugunu goéstermislerdir. Katalaz pozitif ve oksidaz negatif koklar ise Staphylococcus

spp. ait oldugu goriilmistiir [103].

5.2.2. Tuz toleranslarimin belirlenmesi

Yayma ekim teknigi ile saf izolatlar farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig MRS
broth besiyerlerine ekilmistir. Ekim isleminden sonra kiiltiirler 24-48 saat 37 °C de
etiivde (FD53,WTC Binder, Hollanda) inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
kiiltiirlerin gelisimi petride olusan koloniler sayilarak kontrol edilmistir. izolatlarin

farkl tuz konsantrasyonlarina olan toleranslar1 Tablo 5.2’de verilmistir.
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Tablo 5.2. Izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarindaki toleranslart

Izolat Tuz konsantrasyonu
Kodu %06,5 %13 %26
Kod 1 +++ ++ +
Kod 6 +++ ++ +
Kod 11 +++ ++ +
Kod 13 +++ ++ +
PS1 +++ ++ +
PS2 +++ ++ +
PS3 +++ ++ +
PS4 +++ ++ +
PS5 +++ ++ +

Eans

Tyi gelismis, **Orta Gelismis, *Az Gelismis

Tiim izolatlar, 37 °C’de 24 saat sonra %26’ya varan tuz konsantrasyonlarina
maruz kalma altinda %350’den fazla hayatta kalma yiizdesi sunarak tuza karsi iyi bir
kapasite sergilemiglerdir. Tiim izolatlar %6,5 NaCl konsantrasyonunda iyi gelisim,
ancak %13 NaCl konsantrasyonunda orta gelisim ve %26 NaCl konsantrasyonunda ise
gelisim gostermeye devam etmislerdir. Suglarin biyokimyasal tanimi, tuza direng ve
toleransin tiirlere bagl olmadigini gostermistir; ancak gozlemlenen ayni tiiriin suslari
arasinda farkl olduklar1 ek arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir [104]. Bu izolatlar,
antibiyotige duyarlilik, sicaklik ve glikoz-laktozdan gaz-asit iiretimi dahil olmak {izere

ozellikleri ayrica arastirilmistir.

5.2.3. Sicaklik toleranslarimin belirlenmesi

48 saat inkiibasyon sonrasi bakterilerin, 10 °C ve 45 °C’deki kiiltiirlerin geligimi
petride olusan koloniler sayilarak incelenmis ve elde edilen sonuglar Tablo 5.3’de

verilmistir.
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Tablo 5.3. [zolatlarin farkl: sicaklik oranlarindaki toleranslar

izolat Sicakhk

10 °C’de 45 °C’de
Kod
gelisim gelisim

Kod 1

Kod 6

Kod 11 - +
Kod 13

PS1

PS2

PS3 - +
PS4

PS5

*Gelismis, ‘Gelismemis

Izole edilen bakterilerden iki tanesi 45°C’de optimal olarak iirerken 10 °C’de hig
gelisme gozlenmemistir. Bakterilerin 1s1 direnci tiirler arasindaki genetik farkliliklardan,
hiicrelerin fizyolojik durumundan ve pH, su aktivitesi, tuz icerigi ve koruyucu maddeler
gibi ¢evresel faktorlerden etkilendikleri bilinmektedir [98]. Ayrica baz1 LAB suslarinin
diisik (15 °C’nin alt)ve yiiksek (55 0C’ye: kadar) sicakliklarda biiyliyebildigi
bildirilmistir. Inek siitinden elde edilen LAB suslarmin ise 80 °C’ye kadar
dayanabildigi ancak iireme karakterlerinde biiylik degisiklikler gozlenmistir [105]. Bu
durum ozellikle siitlerin pisirilmesi veya pastorizasyonunda goz oniinde bulundurulmasi
gerekir. Ozellik yogurt gibi 1s1l islem ve mayalanmaya maruz kalan iiriinlerde LAB
icerik ve davramslari énemlidir. Ornegin yapilan bazi calismalara yakindan bakilirsa;
yogurttan izole edilmis Lactobacillus acidophilus, mikro aerofilik kosullarda 37 °C’de
72 saat boyunca en iyi biiylimeyi gOstermistir. Lactobacillus casei, Lactobacillus
acidophilus ile karsilastirildiginda degisken bir bilyiime davranisi gosterir ve 45 °C’de
hayatta kalamaz. Lactobacillus delbrueckii alt tiirii bulgaricus 45°C’de gelisir ancak
15°C’de biiyiimez; ve Lactobacillus reuteri 45 °C’de hayatta kalamaz, ancak 15 °C’de
tireme gosterir [106]. Lactobacillus acidophilus 45 °C’de hayatta kalirken, Lactobacillus
casei farkli bir davranis gostererek 45 °C’de yasayamaz [107].

39



5.2.4. Glikozdan ve laktozdan gaz-asit iiretimi

Laktoz, dekstroz, maltoz, galaktoz ve siikroz gibi ¢esitli sekerlerin fermantasyonel
parcalanmas1  fermantasyon  tlipiinde  gerceklestirilir.  Fermantasyon  tiipii,
metabolizmanin son {iriinli olarak gaz iiretiminin saptanmast i¢in bir Durham tiipleri
(yani, kiiltiir tiipiinde ters bir konuma yerlestirilmis kiicliik bir tiip) igeren bir kiiltiir
tiiplidiir. Fermentasyon sivisi, besin sivisi bilesenlerini, spesifik bir karbohidrati ve notr
bir pH’da gerceklestirilir. Kirmizi olan ve organik asit tiretimi nedeniyle 6,8°lik bir
pH’da veya altinda sartya donen bir pH gostergesini (fenol kirmizisi) igerir. LAB
izolatinin tamami fermantasyon test tliplerine inokiile edilmis ve renk degisimi ve asit
tiretimi gozlemlenmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi, Durham tiiplerindeki gaz
kabarciklar1 ve besiyerleri rengindeki degisime gore asit olusumu fermantasyon sonrasi
asit ve gaz olusumuna gore degerlendirilmistir. Besiyerlerindeki yesil rengin sartya
donmesi ve Durham tiipleri ucunda gaz kabarciginin olusmasi pozitif sonu¢ olarak
kabul edilmistir. Elde edilen gbzlem sonuglari Tablo 5.4’de verilmistir. Ayrica glikoz
ve laktozdan gaz-asit iiretiminde farkli besi yerlerindeki goriintiileri de Sekil 5.4°de

verildigi gibidir.

Tablo 5.4. Izolatlarin farkl karbohidrat iceren besiyerindeki davranisiar

izolat Karbohidrat
Kod Glikoz Laktoz
Kod 1 + +
Kod 6 - +
Kod 11 - -
Kod 13 + +
PS1 + +
PS2 - -
PS3 + +
PS4 - -
PS5 + +

* Asit ve Gaz olusumu var, ~ Asit ve Gaz olusumu yok
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Sekil 5.4. Izolatlarin farkl karbohidrat iceren besiyerlerindeki gériiniimleri

Bu izolatlardan 45°C’de iiremis iki izolattan biri olan KOD 11 her iki karbohidrat
besiyerinde CO, iiretmezken, PS 3 izolatinda her iki besiyerinde gaz ¢ikisi gézlenmis
olup glikoz ve laktozdan CO; iiretmistir. Bu ozellikler, fakiiltatif heterofermentatif
laktobasiller olarak siniflandirilmalarini 6nerir [108]. LAB, gida fermantasyonlarinda ve
fermente gida iriinlerinde tat ve dokuyu arttirmada kullanilan en 6nemli bakteriler
arasindadir. Glikozdan ana {riin olarak laktik asit liretimi ve gida bozulmasina neden
olan bakteri ve patojenlerin ¢ogalmasini dnleyen bakteriyosinler, hidrojen peroksit,
diasil vb. gibi biiylimeyi 6nleyici maddeler ile karakterize edilirler. Bifidobakteriler gibi
baz1 basiller de ana son iirlin olarak laktik asit olusturur. LAB, basillerle ilgili Gram
pozitif bakterilerin Clostridium dalinda gruplanirken, Bifidobacterium Actinomycetes’e
aittir. LAB’nin DNA’s1 diisitk G+C igerigine sahiptir.

5.2.5. Antibiyotik direncliliklerinin belirlenmesi

Liu ve ark. oOnerdigi yonteme gore yapilan ekimlerden sonra diskler
yerlestirilmistir [93]. Besiyeri yilizeyine Steril pens araciligi ile antibiyotik diskleri
yerlestirilmistir. 24 saat, 37°C’ de inkiibasyondan sonra, antibiyotik diskleri etrafinda
olusan inhibisyon zon g¢aplar1; direngli, orta derecede duyarli ve duyarsiz olarak
degerlendirilmistir. Sonuglar CLSI (2015) yonergeleri tarafindan 6nerilen break-point’e
gore su sekilde yorumlanmistir: 14 mm’den kiiciik veya esit inhibisyon bdlgesine sahip
izolatlar direngli (R), 20 mm’ den fazla ¢apa sahip olanlar duyarli (S) ve zon ¢ap1 15-19
mm arasinda olanlar orta duyarli (I) olarak kabul edilmistir [109]. Calismada

gozlemlenen antibiyotik diskinin inhibisyon zon gériintiilerinden bir tanesi Sekil 5.5’de
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sunulmustur. izolatlarm farkli antibiyotiklere karsi direncleri ise Tablo 5.5’de

verilmigtir.

Sekil 5.5. Antibiyotik diskinin inhibisyon zon gériintiileri

Tablo 5.5. Izolatlarin farkl: antibiyotiklere karsi direngleri

izolatlar Standart Antibiyotikler
Kod Penicilin (P 10) Ampicillin/sulbactam (SAM 20)
Kod 1 S R
Kod 6 S R
Kod 11 S R
Kod 13 S R
PS1 S R
PS2 S R
PS3 S S
PS4 S R
PS5 S R

LAB izolasyonu ve tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan bir dizi insan ve
veteriner antibiyotiklerine duyarlilik, tiim potansiyel probiyotik suslar i¢in
degerlendirilmelidir. Bu prosediir, konak¢i icin zararli olabilecek, aktarilabilir
antibiyotik diren¢ genlerine sahip potansiyel probiyotik suslarin saptanmasinda esastir.
S6z konusu calismada; incelenen LAB suslari, bazi antibiyotiklere karsi degisen
derecelerde direng gostermistir. Elde edilen sonuglara gore ¢ig inek siitlinden elde

edilen suslar ampisiline direngliyken penisiline duyarli olduklar1 bulunmustur.
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Literatiirde, laktobasil suglar1 genellikle B-laktam antibiyotiklere (seftriakson, ampisilin,
oksasilin dahil) B-laktamaz varlig1 nedeniyle direncli oldugu iddia edilmektedir [110].
LAB’nin kaynag1 ve cografi konumu da potansiyel probiyotik suslarin antibiyotik
duyarlilik modellerini belirleyen faktorlerdir [111]. Cogu LAB susu tarafindan
antibiyotik direncinin susa 6zgii molekiiler temeli, daha fazla derinlemesine c¢alisma
gerektirir. Probiyotik suslarin igsel direnci, bagirsak mikrobiyotasinin iyilesmesi
kolaylastirildig1 i¢in antibiyotiklerle birlikte uygulandiginda hem terapdtik hem de
onleyici faydalar saglar [112]. Inek siitiinden elde edilen LAB suslar1 icin kaydedilen
coklu antibiyotige direng (MAR) indeksleri, bu suslarin yanlis antibiyotik kullaniminin
oldugu bir ortamdan elde edildigini gostermektedir. Dahasi; MAR indeksinin >0,2°nin
antimikrobiyal ajanlara serbest erisimi ve kotiiye kullanimi olan bir ortamdan gelen
suslar1 gosterdigini  bildiren ¢alismalar mevcuttur [113]. Bu durum, hayvan
yetistiricilerinin hayvanlarinda kisitlama olmaksizin antibiyotik kullandiklar1 ¢alisma

alan1 i¢inde gegerlidir [110].

5.2.6. LAB’nin siipernatantlarimin antibakteriyal aktivitelerinin belirlenmesi

24 saat 37°C inkiibasyonun sonunda olusan inhibisyon zonlar1 (IZ) denklem (1)
kullanilarak Olgiilmiistiir. Karsilastirma ve kontrol amaciyla antibiyotik olarak
kloramfenikol kullanilmistir [96]. Tablo 5.6, patojenlerin LAB suslari tarafindan inhibe
edilmesinden kaynaklanan zon caplar1 gosterilmektedir. LAB suslarmin test
mikroorganizmalarina karst inhibisyon bolgeleri gosterilmistir.  Karsilastirma
antibiyotigi olan kloramfenikolden daha biiyiik inhibisyon zon ¢api1 Escherichia coli
icin Kod 13 izolatinda elde edilmistir. Ayrica bu tiir i¢cin Kod 11 ve PS5 izolatlar1 da
kloramfenikolden daha diisiik olsa da ¢ok yakin inhibisyon capi gostermislerdir.
Bacillus subtilis i¢in ise Kod 13 ve 11 karsilastirma anitbiyotigine gore %40 daha az
inhibisyon gosterirken, PS5 i¢in bu oran %30 olarak bulunmustur. Yapilan bir
calismada LAB tarafindan salgilanan maddelerin (antimikrobiyal aktivitelerinden
sorumlu olan) 1stya duyarli olmadigi ancak nétralize edildiginde ise antimikrobiyal
aktivitede azalma veya tam kayip saptanmustir [110]. Bu sonuglar, asit {iretiminin bu
LAB izolatlarinin inhibitor etkisine ve bakteriyosinlerin etkilerine biiylik dl¢iide katkida

bulundugunu gostermistir [114].
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Tablo 5.6. Laktik asit bakteri izolatlarmmin agar kuyu difiizyon yéontemi ile belirlenen inhibisyon zon
caplart (mm)

izolatlar Inhibisyon Zon Cap1 (mm)
Kod Escherichia coli Bacillus subtilis
Kod 1 6 -
Kod 6 6 -
Kod 11 10 8
Kod 13 14 8
PS1 4
PS2 4
PS3 8 -
PS4 6
PS5 10 6
Kloramfenikol 12 20

Agar difiizyon yontemi ile ekilen bakteri izolatlarinin iizerine yerlestirilen laktik
asit bakterilerine ait siipernatant igeren kuyucuklarin inkiibasyondan sonra
olusturduklar1 inhibisyon zonlar1 Sekil 5.6’da verildigi gibidir. Literatiirde bugiine kadar
s0z konusu calismaya benzer probiyotik yetenekleri olan LAB’nin anne siitiinden
izolasyonunu ve fermente siit lirtinii baslaticis1t olarak uygulamalarini inceleyen bir
calisma mevcuttur. Calismada; Lactobacillus plantarum 5H1 ve Lactobacillus
plantarum 5L1, énemli antimikrobiyal aktivite, antimikrobiyallere duyarlilik, genis bir
enzimatik aktivite spektrumu, Caco-2 hiicrelerine yapisma ve Salmonella enterica
yapismasinda azalma sergilemistir [115]. Ayrica, bu se¢ilmis suslar, fermantasyon ve 4
°C’de fermente siitiin depolanmasi sirasinda ilging bir canlilik sergilemistir [115]. Oyle
goriiniiyor ki; daha ileri aragtirmalar, anne siitiinden izole edilmis potansiyel
probiyotiklere sahip ticari yogurt baslangiclart kullanilarak fermente siit iiretimine
odaklanacak ve mikrobiyolojik, doku ve duyusal analiz yoluyla nihai iirlintin kalitesini

degerlendirecektir.
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Sekil 5.6. Antibiyotik disklerinin inhibisyon zon goriintiileri
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢alisma meralarda beslenen ineklerin siitiinden izole edilen bakterilerin kismi
karakterizasyonu ve probiyotik ozelliklerinin belirlenmesini kapsamaktadir. Probiyotik
ozelliklerin belirlenmesi probiyotik izolat karakterizasyonu i¢in genel olarak yapilan
baz1 testlere gére morfolojik, biyokimyasal 6zelliklerin belirlenmesi ve antimikrobiyal
aktivitelerinin degerlendirilmesi ile arastirtlmigtir.

Yapilan ¢alismalar ve elde edilen sonuglar soyle siralanabilir;

1. Farkli siit 6rneklerinden toplam 30 adet saf mikroorganizma izolat1 elde edilmistir.

2. Yapilan testler sonucunda izolatlardan 9 tanesinin probiyotik olabilme potansiyeli
tagidig1 goriilmiistiir.

3. Biyokimyasal 0Ozellik acisindan katalaz enzimi mevcudiyeti, tuz ve sicaklik
toleransi, glikoz ve laktoz fermantasyonu agisindan degerlendirmeler yapilmustir.
Buna gore diisiik tuz konsantrasyonunda iyi gelisim, yliksek sicakliga daha fazla
tolerans ve 5 susta glikoz fermanstasyonu, 6 susta ise laktoz fermantasyonu
gozlenmigtir. Ayrica aralarinda sadece tek bir susta (PS3) disik tuz
konsantrasyonunda iyi gelisim, yiliksek sicakliga daha fazla tolerans, hem glikoz
hem de laktoz fermantasyonu goriilmiistiir.

4. lIzolatlarin standart antibiyotiklere karsi hassasiyeti arastirilmis ve karsilastirma
antibiyotigi olan kloramfenikolden daha biiyiik inhibisyon zon cap1 (%16 daha
fazla) Escherichia coli igin Kod 13 izolatinda elde edilmistir. Ayrica bu tiir i¢in Kod
11 ve PSS izolatlarida kloramfenikolden daha diisiik (%17 daha az) olsa da ¢ok
yakin inhibisyon gostermiglerdir.

5. Probiyotik bakteriler i¢in sagliga yansiyan en belirgin Ozelliklerinden olan
patojenlere kars1 antimikrobiyal etkinligin arastirilmasi amaciyla izolat kiiltiir
stipernatatlariin in vitro antimikrobiyal etkinligi arastirilmistir. Sadece 6 tanesinin
antibakteriyel 6zellikte oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢aligmada siit kaynakli izolatlarin probiyotik igeren iirlinler icin kiiltiir olarak
kullanilmas1 ya da probiyotik ham madde olarak degerlendirilmesine yonelik baslangi¢
olarak degerlendirilen adim atilmistir. Probiyotik sus eldesi i¢in ana kriterlere uygun
izolatlar se¢ilmistir. Bu izolatlarin giivenilir probiyotik kaynagi olarak kullanmak ve
tam identifikasyonlar1 ig¢in daha ileri diizeyde ¢aligmalar gereklidir. Bu kapsamda;
asagidaki ozellikleri test etmek gerekir.

1. Izolatlarin molekiiler identifikasyonu yapilmalidir.

46



2. Insan saghgma yénelik ileri in vitro (hiicre kiiltiirlerinde sitotoksisite dzelligi)
ve in vivo (bagirsak yiizeyine yapisma, safra tuz toleransi, mide ortamina
direng ve kolestrol asimilasyonu) ¢alismalar yiiriitiilmedir.

3. Isi/sonikasyon gibi bir uygulama ile postbiyotikler elde edilip analite uygun bir
analitik teknik segilerek karakterizasyonu (HPLC, GC-MS, LC-MS/MS)
yapilmalidir.

4. Hiicre ylizeyi hidrofobikligi, P-Galaktosidaz aktivitesi, ekzopolisakkarit
iiretimi ve hemolitik aktivite gibi ilave probiyotik karakterizasyon c¢aligmalari
yapilmalidir.

5. Teknolojik 6zellikleri (sus stabilitesi, lirtinlerde canlilik, bakteriyofaj direnci)
belirlenmelidir.

6. Sagligin korunmasi ve iyilestirilmesinde bagirsak mikrobiyotasina probiyotik
mikroorganizmalarin faydalar1 daha iyi taninmakta ve artan bilimsel ¢aligmalar
ilgi ¢ekmektedir. Segilen probiyotik izolatlar konak¢i igin faydali olan
fizyolojik ve genetik 6zelliklere ve teknolojik 6zelliklere sahip olup olmadigi
acisindan degerlendirilmelidir.

7. Probiyotik organizmalar mide asidi ve safra varliginda yasayabilmeli, ayrica
gastrointestinal epitel tabakasina yapisabilmeli ve kolonize olabilmelidir.
Dolayisiyla mide asiditesine dayanikliliklart agisindan degerlendirilmeleri
gerekir. Ayrica, konakgt i¢in giivenli ve patojenik olmamalidirlar.

Calismada tiim verilenlere bakildiginda; bu sonuclar, konak¢i sagligini
gelistirmek icin probiyotik ozelliklere sahip LAB fermente siitlerin gelistirilmesi i¢in
faydali olabilir. Sagligin korunmasi ve 1iyilestirilmesinde Ozellikle bagirsak
mikrobiyotasina probiyotik katkinin faydalarina bilimsel ilgi gitgide artmaktadir. Yeni
probiyotik suslar, konakei i¢in faydali olan fizyolojik, genetik 6zelliklere ve teknolojik
ozelliklere sahip olup olmadigi agisindan degerlendirilmeli ve detayli ileri diizey

calismalarin yapilmasi igin yeni projeler olusturulmalidir.
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