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OZET

Kardiyovaskiiler hastaliklar bircok {iilkede baslica 6liim sebepleri arasinda yer
almaktadir. Koroner kalp hastaliklart ile iligkili ana faktorlerden biri yiiksek serum
kolesterol seviyesi olarak kabul edilmektedir. Bu ¢alismada geleneksel Tiirk yapimi
beyaz peynirlerden izole edilen 4 Enterococcus faecium ve 6 Enterococcus faecalis
susunun kolesterol diisiiriicii etkisini belirlemek i¢in Taurokolik asit (TCA) ve
Glikokolik asit (GCA) safra tuzlarmin dekonjugasyonu aktivitesi, kolestrol ile
dekonjuge safranin presipitasyonu, dekonjugasyon ve presipitasyon aktivitesi
sirasindaki ekzopolisakkarit (EPS) tiretimleri arastirilmistir. Prebiyotikli besi ortami
hazirlanarak prebiyotigin Enterococcus sp. suslarinin dekonjugasyon, presipitasyon ve
EPS iiretimi tizerindeki etkisi belirlenmistir. Dekonjugasyondan sorumlu olan bsh geni
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile belirlenmis ve sekans analizi ile dogrulanmistir.
Prebiyotik igcermeyen besi ortaminda Enterococcus sp. suslarindan higbirisi TCA’y1
dekonjuge edemezken GCA’y1 dekonjuge edebilmislerdir. E. faecium RT94’lin en
yiikksek GCA dekonjugasyon aktivitesine sahip oldugu (1,93 mM) ve E. faecalis
RT122’nin en diisitk GCA dekonjugasyonuna sahip oldugu (0,37 mM) belirlenmistir.
Farkli safra konsantrasyonlari igeren besi ortamlarinda kolesterol giderim ytiizdeleri
belirlenmis ve en yiiksek kolesterol giderim yiizdesi safrasiz besi ortaminda E. faecium
RT94 susunda (% 50) belirlenmistir. Enterococcus sp. suslarinin EPS {iretiminin
dekonjugasyon ve presipitasyon aktiviteleri ile dogru orantili olarak artis gosterdigi
belirlenmistir. Prebiyotik igeren besi ortaminda Enterococcus sp. suslarinin TCA
dekonjugasyonun arttirdigi ve GCA dekonjugasyonunun azaldigu belirlenmistir. Bu
calisma sonucunda kullanilan E. faecalis ve E. faecium suslarmin kolesterol diistiriicti
etkilerinin oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Probiyotik, Prebiyotik, Safra Tuzu, Dekonjugasyon,
Presipitasyon, Enterococcus sp.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases are among the main causes of death in many countries. One
of the main factors related with coronary heart disease is considered as high serum
cholesterol level. This study investigates the deconjugation activity of Taurocholic
acid (TCA) and Glucocolic acid (GCA) bile salts, precipitation of cholesterol with
deconjugated bile and production of exopolisaccaharide (EPS) during deconjugation
and precipitation activities to determine the cholesterol inhibiting effects of 4
Enterococcus faecium and 6 Enterococcus faecalis strains which were isolated from
traditional Turkish white cheeses. A prebiotic feeding medium was prepared, and its
effects on deconjugation, precipitation, and EPS production by Enterococcus sp.
strains were determined. bsh gene which is responsible for deconjugation was
identified through polymerase chain reaction (PCR) and confirmed with sequence
analysis. While none of Enterococcus sp strains were able to deconjugate TCA in a
prebiotic-free medium, they were able to deconjugate GCA. It was determined that E.
faecium RT94 had the highest GCA deconjugation activity (1.93 mM) and E. faecium
RT122 had the lowest (0,37 mM). Cholesterol removal percentages were studied in
media containing different bile concentrations and the highest cholesterol removal
percentage was determined for E. faecium RT94 strain (50%) in bile-free nutrient
media. EPS production of Enterococcus sp. strains were seen to increase in direct
proportion with their deconjugation and precipitation activities. It was determined that
TCA deconjugation of Enterococcus sp strains increased and their GCA deconjugation
decreased in prebiotic containing media. As a result of this study, E. faecalis and E.
faecium strains were found to have cholesterol lowering effects.

Keywords: Probiotic, Prebiotic, Bile Salt, Deconjugation, Precipitation, Enterococcus
sp.
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1. GIRIS

Hiperkolesterolemi, bir¢ok iilkede baslica 6liim nedeni olan kalp damar hastaliklar
icin onemli bir risk faktoriidiir. Obezite diinya genelinde her 3 kisiden birinde
goriilmeye baslanmistir (Agha ve Agha, 2017). Diinya Saglk Orgiitii (DSO), 2030
yilina kadar, diinya genelinde yaklasik 23,6 milyon insani etkileyen kalp-damar
hastaliklarinin 6nde gelen 6lim nedenleri olarak kalacagmi 6ngérmiistir (WHO,
2010). Koroner kalp hastaliklar1 ile iligkili ana faktorlerden biri yiliksek serum
kolesterol seviyesi olarak kabul edilir (Brown ve Goldstein, 1984; Kumar vd., 2010).
Bu nedenle kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi i¢in serum kolesterol seviyesinin
disiiriilmesi 6nemli goriilmektedir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda serum kolesterol
seviyesinin % 1 oraninda disiiriilmesinin koroner kalp hastaligint % 2-3 oraninda
azaltabilecegini gostermistir (Begley vd., 2006; Kumar vd., 2012). Obeziteyi
onlemek ic¢in kullanilan yaygin yontemler; sentetik ilaglar, cerrahi miidaheleler,
spor aktiviteleri ve beslenme aliskanliklarinin diizenlenmesinden olusmaktadir.
Ancak, obezitenin tedavisi i¢in kullanilan ilaglarin ¢ogu yan etkilerinden ve kilo
kaybinin siirdiiriilebilir olmamasindan dolayr tercih edilmemektedir. Cerrahi
miidahaleler ise bazi bireyler igin asir1 kilonun azaltilmasinda etkili olabilirken,
prosediir olduk¢a invaziv olup, dngdriilemeyen komplikasyon riski tasiyabilir. Spor ve
diyet tedavisi yontemleri obezitenin tedavisinde etkili olmakla birlikte yeni bir yasam
tarzin1 benimsemek i¢in ¢aba harcamasini gerektirdiginden stirdiiriilebilir degildir. Bu
yontemlere alternatif olarak hiperkoleserolemiyi onlemek ve hiperkolesterolemik
hastalarda serum kolesterol seviyesini diislirmek i¢in probiyotik tedaviler gibi dogal
yontemlere olan ilgi her gegen giin artmaktadir (Mazlom vd., 2019). Bu tez

calismasinda;

e Kolesterol giderim mekanizmalarindan biri olan safra tuzu dekonjugasyon
aktivitesi, safra tuzu hidrolaz (BSH) enzimini yiiksek diizeyde iireten suslarin
konjuge safra tuzunu dekonjuge forma (safra asiti, taurin/glisin amino asitleri)
cevirmesi ile bu form bagirsaklardan emilemeyerek digki ile atilmaktadir. Buna
bagli olarak; enterohepatik dongiiyle karacigere donen safra asiti miktar
azalmaktadir. Dolayisiyla karacigerde safra asiti tiretimi tetiklenmekte ve safra
asitini yeniden olusturmak icin kolesterol kullanilarak bdylece- indirekt olarak

viicuttaki kolesterol miktar1 bu dongii ile azalmaktadir. BSH aktivitesi dogrulanan
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suslarda Glikokolik asit (GCA) ve Taurokolik asit (TCA) primer safra tuzlarinin
dekonjugasyonunu aragtirmak ve enterokoklarin safra tuzunu dekonjuge ederek
ne oranda kolesterol giderebilecekleri belirlemek,

Intestinal sistemde BSH enzim aktivitesi sonucu safra tuzlarmin dekonjugasyona
ugramasi ile agiga cikan serbest safra asitleri, bagirsaktaki asidik ortamda
kolesterol ile etkileserek kolesteroliin presipitasyonuna sebep olmaktadir. Bu
ozellikler ile serum kolesterol seviyesinin diigmesinde BSH enziminin 6nemli rol
oynadig diisiiniilmektedir. BSH aktivitesi dogrulanan suslarda bir diger kolesterol
giderim mekanizmas1 olan kolesterol ile dekonjuge safra tuzlarin diisilk pH da
birlikte presipitasyonu yontemi ile enterokok suslarinin kolesterol giderim
oranlarint belirlemek ve elde edilen sonuglarin dekonjugasyon aktivitesi ile
karsilastirilmast,

Polisakkaritler kolesterol gideriminde diyetle alinan lifli gidalara benzer bir etki
gosterirler bu sebeple bakteriler tarafindan tiretilen ekzopolisakkaritler (EPS) lifli
gidalarda oldugu gibi kolesterolii baglayarak fegesle atilan kolesterol miktarinin
artmasina sebep olabilir. Boylece bagirsaklardan emilerek kana karisan kolesterol
miktarinda azalma meydana gelebilir. Kolesteroliin bakterinin hiicre duvarina
baglanmasi ile meydana gelen bu mekanizmanin arastirilmast ve bu amagla,
dekonjugasyon ve presipitasyon yontemleri ile yiiksek kolesterol giderimi
gosteren enterokok suslarin segilerek, bu suslarin kolesterol giderimi yaparken
EPS iiretiminin arastirtlmast ve boylece EPS {iretimleri ile kolesterol giderimi
arasindaki iligki belirlenmesi,

Prebiyotikler baslica oligosakkaridler olup probiyotiklerin gelisimini veya
aktivitesini tesvik ederek, insan ve hayvan sagligini olumlu yonde etkileyen gida
bilesenleridir. Dekonjugasyon ve presipitasyon yontemleri ile yiiksek kolesterol
giderimi sergileyen enterokok suslari belirlenerek, suslarin bu aktiviteleri
prebiyotik olarak kullanilan inulinli ortamda arastirilmasi, prebiyotiklerin safra
asitlerinin dekonjugasyonu ile kolestroliin birlikte presipitasyonu iizerindeki

etkisinin belirlenmesi,

BSH aktivitesi, dekonjugasyon aktivitesi ve yliksek kolesterol giderimi gdsteren
suglarda bshl geni belirlenmesi, belirlenen bshl genlerinde sekans analizleri
yapilarak, elde edilen sekans sonuglarinin biyoinformatik programlar araciligiyla

degerlendirmesi ve suslarin bshl genlerindeki farkliliklarinin belirlenmesi,

2



e BSH aktivitesine sahip suglarda kolesterol giderimi hem safra tuzu
dekonjugasyonu aktivitesi hem de diger bir mekanizma olan kolesterol ile
dekonjuge safra tuzlarin birlikte presipitasyonu yontemi ile belirlenmesi ve hangi
mekanizmanin daha etkili oldugunun belirlenmesi,

e Enterokok suslari tarafindan tiretilen EPS ve prebiyotik olarak kullanilan inulinin
safra tuzu dekonjugasyonu ve kolesterol presipitasyonu aktivitelerine etkilerinin

belirlenesi amag¢lanmustir.

2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Probiyotikler

Probiyotik terimi Yunanca kokenli olup ‘Yasam igin’ anlamina gelmektedir.
Probiyotiklerin tarihi, 20. yiizyilin basinda, ilk kez Bulgar koyliilerin uzun ve saglikli
yagsamlarinin fermente siit firiinleri tiiketiminden kaynaklandigini iddia eden ve Nobel
Odiilii kazanan Rus bilim insam Elie Metchnikoff tarafindan sunulan bir hipotezle
baslamistir (Khani vd., 2012). DSO probiyotikleri ‘yeterli miktarda verildiginde
konukgu iizerinde bir saglik yarari saglayan canli mikroorganizmalardir’ seklinde

tanimlamustir (Hill vd., 2014).
2.1.1 Probiyotik se¢im Kriterleri

DSO, Birlesmis Milletler Gida ve Tarmm Orgiitii (FAO) ve Avrupa Gida Giivenligi
Otoritesi (EFSA) onerilerine gore, bir mikroorganizmanin probiyotik olarak
Onerilebilmesi i¢in hem islevsellik hem de gilivenlik agisindan bazi kriterlere sahip

olmasi1 gerekmektedir. Bu kriterler;

e Patojen olmamalidir. Probiyotik olarak onerilecek mikroorganizmanin kendisi
ya da metabolitleri konukgu {izerinde olumsuz etki yapmamalidir.

e Midenin degisen asidik ortamina (pH:2-5) direncli olmali ve canliligini
stirdiirmelidir.

e Safray1 tolere edebilmelidir.

e Bagirsaga ulastiginda bagirsak epitel hiicrelerine tutunabilmeli ve kolonize
olabilmelidir.

e Bagirsakta yasayan patojenlerin epitel yiizeye baglanmalarin1 engellemeli ve
tirettikleri antimikrobiyal maddeler ile patojenler {izerinde antagonistik etki

gosterebilmelidir.



e QGenetik olarak stabil olmali ve antibiyotik direng¢ genleri bulundurmamalidir.

e Konukcunun bagisiklik sistemini uyarmalidir (Markowiak ve Slizewska, 2017;

Binda vd., 2020).

Bu kriterlere ek olarak son yillarda FAO/DSO tarafindan probiyotik se¢im kriterleri
BSH aktivitesinin varligi da eklenmistir (FAO/WHO, 2011).

2.1.2 Probiyotik mikroorganizmalarin insan saghg iizerine etkileri

Probiyotik olarak onerilen mikroorganizmalarin kendilerinin ya da drettikleri
metabolitlerin insan sagligi lizerine olumlu etkileri bulunmaktadir. Bu etkilerden

bazilar1 sunlardir;

e Mide tizerindeki etkileri (Goderska vd., 2018)

e Laktoz intoleransi tizerindeki etkileri (Sullivian ve Nord, 2002)
e Antimikrobiyal etkisi (Sanchez vd., 2016)

e Bagisiklik sistemine etkisi (Isolauri vd., 2001)

e Vitamin metabolizmasini iyilestirme etkisi (LeBlanc vd., 2017)
o Antikanserojenik etkisi (Marinelli vd., 2017)

e Urogenital enfeksiyonlari engelleme etkisi (Reid, 2001)

e Bobrek rahatsizliklart iizerine etkisi (Onal Darilmaz vd., 2017)

o Kolesterol distiriicii etkisi (Ma vd., 2019a)
2.1.3 Probiyotik olarak kullanmilan mikroorganizmalar

Probiyotik olarak cogunlukla mide-bagirsak sisteminin normal mikrobiyotasini
olusturan laktik asit bakterileri (LAB) kullanilmaktadir. Bu bakteriler genellikle
gastrointestinal sisteminden ve siit liriinlerinden izole edilmistir. Probiyotik olarak
en ¢ok arastirilan bakteriler 6zellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine
ait tirlerdir. Bunlara ilaveten Enterococcus cinsi mikroorganizmalar da son
zamanlarda ticari olarak kullanilmaya baslanmistir (Sivamaruthi, 2018; Worsztynowic
vd., 2019).



Cizelge 1.1. Probiyotik olarak kullanilan bazi mikroorganizmlar (Khanegahah vd.,
2020).

Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus delbrueckii,

) . .| Lactobacillus brevis
Lactobacillus tiirleri

Lactobacillus  acidophilus,  Lactobacillus  reuteri,
Lactobacillus  curvatus Lactobacillus  fermetum,
Lactobacillus  plantarum, Lactobacillus  jonhsonii
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus

Lactobacillus salivarius, Lactobacillus gasseri

Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum,
Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis,

Bifidobacterium Bifidobacterium longum

tiirleri
Bifidobacterium thermophilum

Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus lentus, Bacillus

) . . licheniformis
Bacillus tiirleri

Bacillus coagulans

Pediococcus tiirleri Pediococcus cerevisiae, Pediococcus acidilactici

Pediococcus pentosaceus

Streptococcus tiirleri | Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Streptococcus
intermedius

Enterococcus tiirleri | Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis,
Enterococcus durans

Propionibacterium Propionibacterium shermanii, Propionibacterium
tiirleri freudenreichii

2.2 Prebiyotikler

Prebiyotikler, ‘gastrointestinal sistemdeki mikrofloranin bliylimesini,
kompozisyonunu ve aktivitesini seg¢ici bir sekilde uyaran, bodylece konakgilarin
sagligin1 olumlu yonde etkileyen sindirilemeyen fermente gida substratlaridir’
seklinde tanimlanmigtir (Roberfroid, 2007). Meyve, sebze, tahillar ve diger yenilebilir

bitkiler potansiyel prebiyotikler olusturan karbonhidrat kaynaklaridir. Domates,



enginar, muz, kuskonmaz, ¢ilek, sarimsak, sogan, hindiba, yesil sebzeler, baklagiller
ve yulaf, keten tohumu, arpa ve bugdayin potansiyel prebiyotik kaynagi oldugu
bildirilmistir (Salazar vd., 2014). Prebiyotikler, gastrointestinal sistemdeki
biyoyararlaniomin  arttirilmasinda, obez insanlarda kilo kaybi saglayarak
kardiyovaskiiler hastaliklar1 dnlemede ve hiperkolesterolemiyi onlemede etkilidir

(Parnell ve Reimer, 2010).
2.3 Simbiyotik

Simbiyotik terimi, hem probiyotik hem de prebiyotikler igeren iiriinler ig¢in
kullanilmaktadir. Bu tip kombinasyonlarin baglica amaci, gastrointestinal sistemdeki
probiyotik mikroorganizmalarin hayatta kalmasinin saglanmasidir (Schrezenmeir ve
Verse, 2001). Diger olas1 kombinasyonlar géz oniine alindiginda, insanlarda bagirsak
mikrobiyotasinin modiilasyonu i¢in sinbiyotiklerin uygulanmasinin umut verici

oldugu bildirilmistir (Scavuzzi vd., 2014).

Simbiyotik formiil olustururken dikkate alinmasi gereken ilk husus, ayri olarak
kullanildiginda konak¢inin sagligi iizerinde olumlu bir etki yaratan uygun bir
probiyotik ve prebiyotik se¢imi olmahidir (Scavuzzi vd., 2014). Simbiyotik iirtinler
insanlar tizerinde farkli yollarla saglhk yararlar1 saglamaktadirlar. Tespit edilen
faydalar artan Lactobacillus ve Bifidobacterium cins sayis1 ile bagirsak
mikrobiyotasinin dengesinin korunmasi, siroz hastalarinda karaciger fonksiyonlarinin
tyilestirilmesi, gelistirilmis immiinomodiilatif yetenekler ve ameliyat sonrasi
hastalarda bakteriyel translokasyonun Onlenmesi ve hastane enfeksiyonlarinin

insidansinin azalmasi bulunmaktadir (Zhang vd., 2010).
2.4 Enterokoklar

Enterokoklar insanlarin dogal mikroflorasinda bulunan, gida fermantasyonu ve gida
bozulmalarina neden olan 6nemli mikroorganizmalardir. Enterokoklar, pigmis et
tiriinlerinin bozulmasindan sorumlu olabilirler, ancak ayni1 zamanda ¢ogu Akdeniz
Bolgesi’nde iiretilen peynirlerin veya fermente sosislerin olgunlagmasina ve aroma
gelisimine katkida bulunabilmektedirler. Baz1 enterokok suslari insan veya hayvan
saghiginm iyilestirmek icin probiyotik olarak basariyla kullanilmaktadir (Franz vd.,

2011).



2.4.1 Enterocuccus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Enterococcus cinsi bakteriler Laktik Asit Bakterileri (LAB) olarak bilinen
mikroorganizma grubuna aittir. Enterokoklar kok seklinde, Gram-pozitif, spor
olusturmayan, katalaz-negatif, oksidaz-negatif, fakiiltatif aerob olan bakterilerdir.
Enterococcus cinsi bakterilerin optimum iireme sicakliklar1 35-37°C dir. Enterococcus
cinsi bakterler 10-45° C’de arasinda tireme gosteren, % 6,5 NaCl i¢eren ortamda ve pH
9,6°da iireme yetenegine sahip olan, Lancefield D-grubu antijeni olarak bilinen hiicre
duvarina bagli gliserol teikoik asit antijeni iretirler (Moreno vd., 2006; Ogier vd.,
2008). Enterokoklar insanlar ve hayvanlarin dogustan mikroflorasinin 6énemli bir
kismim olustururlar (Klein vd., 2003). Insan ve hayvanlarin bagirsak sistemindeki
bulunma oranlart yiiksek oldugundan dolay1 enterokoklar bir¢cok gidada dzellikle de
hayvansal kaynakli gidalarda, kotii ¢evre sartlarina dayanikli olduklarindan dolayi
farkli bitki tiirlerinden, su ve topraktan izole edilmistir. Cogunlukla E. faecium, E.
faecalis tiirleri, daha az oranda E. durans, nadiren de E. hirae ve E. casseliflavus tiirleri

slit ve peynir tiriinlerinde bulunmaktadirlar (Klein vd., 2003; Ogier vd., 2008).
2.4.2 Enterocuccus cinsi bakterilerin probiyotik 6zellikleri

Enterokoklar memelilerin gastrointestinal mikroflorasinda bulunur ve bu yiizden de
ilk tanimlanan bakteriler arasinda yer almiglardir. Ayn1 zamanda, insanlarda en fazla
bulunan Gram-pozitif kok olarak bilinmektedirler (Ogier vd., 2008). Enterokolarin
nozokomiyal enfeksiyonlar ile insanlarda bakteriyemi, endokardit ve iriner
enfeksiyonlara neden olabildigi bildirilmistir. E. faecalis’lerin patojen olma nedenleri
antibiyotik  direnglilikleri, sitolizin ve hemolizin gibi virulans faktorleri
bulundurmalarindan ~ kaynaklanmaktadir.  Enterokoklarmm  probiyotik  olarak
kullanimlarinda giivenirlilikleri ve zararli aktiviteleri tartisma konusudur. Ancak her
bir tiiriin probiyotik kullanim i¢in virulans genleri (hemolizin, jelatinaz, Esp protein
vb.) i¢in taranmasi, 6nemli probiyotik Ozelliklerin (asite tolerans, safra direnci,
antimikrobiyal madde iiretimi vb.) belirlenmesi gerekmektedir. Yapilan ¢aligmalarda
enterokoklarin gida ve diger kaynaklardan izole edilen suslarindan ziyade klinik
izolatlarmin virulans genleri tasidigi bildirilmistir (Franz vd., 2001; Perumal ve

Venkatesan, 2017). Enterococcus cinsi, laktik asit bakterileri igerisinde “Genellikle



Giivenli Kabul Edilen (GRAS, Generally Regarded As Safe )” statiisiinde yer aldig:
icin tavuk ve inek gibi canlilarin yemlerinde probiyotik gida katkisi olarak
kullanilmaktadir. Ayrica Enterokoklardan elde edilen bakteriyosinlerin gida
koruyucusu olarak kullanildiginda herhangi bir olumsuz etkisinin oldugu
bildirilmemistir (Fernandez vd., 2007; Franz vd., 2001). Bu giine kadar enterokoklarin
probiyotik olarak kullanimina iligkin bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Khalkhali ve Mojgani
(2018) anne siitiinden izole ettikleri E. faecium 2C ile beslenen deney hayvanlarinin
saglhig1 iizerinde herhangi bir toksik etkisinin olmadigin1 ve fonksiyonel gida
tiretiminde giivenli probiyotik sus olarak kullanilabilecegini belirlemislerdir. Witzler
vd. (2017) E. faecium CRL 183 susu ile hazirlanan probiotik lozenge besinin
antikarsinojenik o0zellige sahip oldugunu goéstermislerdir. E. faecium WEFA23
susunun kolesterol diisiiriicli etkisi oldugu ve metabolik sendromun iyilesmesinde
probiyotik olarak kullanilabilecegi Onerilmistir (Zhang vd., 2017). Lodemann vd.
(2015) probiyotik E. faecium NCIMB 10415 susunun enterotoksijenik Escherichia

coli’ nin bagirsak epitel hiicrelerine verdigi hasari iyilestirdigini tespit etmislerdir.
2.5 Kolesterol

Kolesterol, dort kaynagmig alisiklik halkadan olusan bir karbon iskeletine sahip
terpenoid lipidtir. Memeli hiicre zarlarinin 6nemli bir bilesenidir ve steroid

hormonlari, D vitamini ve primer safra asitlerinin onciistidiir (Garcia vd., 2012).
2.5.1 Kolesterol metabolizmasi

Lipitlerin ayr1 ve 6zellesmis bir tipi olan kolesterol, yasam i¢in mutlaka gerekli olan
bir maddedir (Corzo ve Gilliland, 1999). Kolesterol insanlardaki en yaygin steroldiir
ve viicutta belirli sayida, bir grup isleve sahiptir. Kolesterol biitiin hiicre zarlarinin bir
bileseni olup safra tuzlari, steroid hormonlar ve D vitamininin 6nciil maddesidir.
Viicudun belli basli dokularina stirekli kolesterol saglanmasi Onemlidir. Bu
gereksinimi karsilamak tizere bir seri kompleks tasima, biyosentetik ve diizenleyici
mekanizmalar gelismistir. Karaciger, viicudun kolesterol dengesinin diizenlenmesinde
merkezi bir role sahiptir (Champe ve Harvey, 1997). Kolesterol, genellikle beslenme
yoluyla digaridan alinmasina ragmen, aslinda viicut, ihtiya¢ duyulan tiim kolesterolii
tiretebilme kabiliyetindedir. Kolesterol karacigerdeki kolesterol havuzuna bazi

kaynaklardan gelir. Bunlar; diyetle alinan kolesterol, ekstrahepatik dokularda



sentezlenen kolesterol ve karacigerde de novo sentez sonucu olusan kolesteroldiir.
Kolesterol esasen karaciger ve bagirsaklarda yag, protein ve karbonhidrat

parcalarindan sentezlenir (Champe ve Harvey, 1997; Lee, 1997; Ma, 2004,).

Viicuttaki kolesteroliin yarisindan ¢ok az bir kismi de novo biyosentez yoluyla elde
edilir. Giinliik kolesterol sentezinin yaklasik olarak % 10’u karacigerde, % 15°1 ise
bagirsaklarda gerceklesir. Kolesterol sentezi, hem sitozol hem de endoplazmik
retikulumda bulunan enzimlerle birlikte sitozolde meydana gelir (Champe ve Harvey,
1997). Farkli insan popillasyonlarmin diyetlerindeki kolesteroliin miktar1 ¢ok
degiskendir, hatta ayn1 kiside bile kolesterol alim miktar1 giinden giine anlamli olarak
degisebilir. Bu yiizden, viicuttaki kolesterol sentez hizini, kolesterol atilim hizina karsi
dengelemek icin diizenleyici mekanizmalar mevcut olmalidir. Bu diizenlemede bir
dengesizlik, dolasimdaki kolesterol diizeyinin artmasina, bu da koroner arter hastalig
olasiligina yol agarken, kolesteroliin safraya asir1 salgilanmasi ise kolesteroliin safra
kesesinde ve safra kanalinda ¢cokmesine neden olabilmektedir (Champe ve Harvey,

1997).

Yaglar, proteinler ve karbonhidratlardan farkli olarak kolesterol, enerji elde
edilmesinde kullanilamaz. Diger bir deyisle, kolesteroliin halka yapis1 insanlarda su ve
karbondioksite metabolize edilemez. Az miktardaki kolesterol hormonlarin ve D
vitaminin yapiminda kullanilir. Ancak, kolesterolden iiretilen en 6nemli {iriinler safra
asitleridir. Kolesterol viicuttan; safra asitlerine doniistiiriilerek fegesle birlikte ya da
safra igine salgilanarak atilir. Bagirsaktaki kolesteroliin bir kismi atilmadan once
bagirsaktaki bakteriler tarafindan kolesteroliin indirgenmis tiirevleri olan koprostanol

ve kolestanole doniistiiriiliir (Champe ve Harvey, 1997).
2.5.2 Kandaki kolesterol seviyesinin nemi

Kolesterol kanda lipoprotein adi verilen paketlerin iginde tasindigi i¢in lipoprotein
tiirleri kalp hastalig1 riskini etkileyebilir. Kandaki kolesteroliin c¢ogunu diisiik
yogunluklu lipoproteinler (LDL) tasir. LDL'de taginan kolesterol ve yag, damarlari
tikayan tehlikeli birikintilerin ana kaynagidir. Kan dolagiminda ne kadar yiiksek
oranda LDL bulunuyorsa kalp hastalifina yakalanma riski de o kadar yiiksektir.
Yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL) kandaki kolesteroliin bir miktarini tasir

ancak bu kolesterol karacigere tasinir ve viicuttan dolayis1 ile damarlardan



uzaklastirilir. Eger HDL diizeyi diislik ise kalp hastaligina yakalanma riski yiiksek
olacaktir (Rudkowska, 2012).

2.5.3 Kolesterol dengesinde safra asitlerinin rolii

Viicuttaki kolesterol yikiminin biiyiik kism1 karacigerdeki safra asidi senteziyle olur.
Insanlarda her giin yaklasik olarak 500 mg kolesterol safra asitlerine doniistiiriiliir ve
safra icinde uzaklastirilir. Kolesteroliin, viicuttan atilmasi i¢in izlenen en dnemli yol
safra igerisine salgilanmasidir. Serbest kolesterol, sulu ¢ozeltilerde neredeyse hig
¢Ozilinmez, fakat safrada, safra asitleri ve lesitin gibi lipitler vasitasiyla ¢oziinebilir hale

gelir (Brashears vd., 1998).
2.5.4 Safra asitleri ve safra tuzlari

Safra; organik (safra tuzlari, kolesterol, fosfolipitler, bilirubin) ve inorganik (su,
elektrolitler) bilesiklerin sulu bir karigimindan olusur. Fosfatidilkolin (lesitin) ve safra
tuzlari nicelik olarak safranin en 6nemli bilesenleridir. Safra, ya dogrudan safra kanali
yoluyla karacigerden onikiparmak bagirsagina geger ya da sindirim i¢in hemen
gereksinim yoksa safra kesesinde depolanabilir. En ¢ok bulunan safra asitleri kolik asit

ve kenodeoksikolik asittir (Champe ve Harvey, 1997).

Safra asitleri, amfipatiktirler. Bu yiizden, molekiiller hem polar hem de nonpolar bir
yiize sahiptir ve bagirsakta yaglar1 ¢oziicli ajanlar olarak islev gorebilirler. Boylece
diyetle alinan trigliserol ve diger kompleks lipitlerin, pankreasin sindirim enzimleri

tarafindan yikilmasi i¢in yardimci olurlar (Champe ve Harvey, 1997).

Safra asitleri karacigerde ¢cok basamakli bir metabolik yol tarafindan sentez edilirler.
Sentezlenen bilesikler “primer” safra asitleri olarak adlandirilan kolik asit ve
kenodeoksikolik asittir. Safra asitleri karacigerden ayrilmadan 6nce bir molekiil glisin
ya da taurin amino asitleri ile konjuge edilir. Konjugasyon, safra asidinin karboksil
grubu ile eklenen bilesigin amino grubu arasinda olugan amid bag: tarafindan saglanir
ve olusan bu yeni bilesikler safra tuzlar (glikokolik asit, glikokenodeoksikolik asit,
taurokolik asit ve taurokenodeoksikolik asit) olarak adlandirilirlar. Safra tuzlari artmis
amfipatik Ozelliklerinden dolay1 safra asitlerinden daha etkili deterjanlardir. Bu
yiizden, sadece konjuge formlar1 (yani safra tuzlari) safrada bulunur (Champe ve

Harvey, 1997).
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Enterococcus, Bifidobacterium, Fusobacterium, Clostridium, Bacteroides ve
Lactobacillus gibi bagirsak bakterileri safra tuzlarindan glisin ve taurini ayirabilirler
ve bu olaya “dekonjugasyon” adi verilir. Ayrica, primer safra asitlerinin bir kismin1
bir hidroksil grubunun ayrilmasiyla sekonder safra asitlerine doniistiirebilir ve boylece
kolik asitten deoksikolik asit, kenodeoksikolik asitten de litokolik asit olusur (Champe
ve Harvey, 1997).

2.5.5 Enterohepatik dolasim

Bagirsaga salgilanan safra tuzlari etkin bir sekilde yeniden absorbe edilirler ve yeniden
kullanilirlar. Primer, sekonder safra tuzlari ve safra asitlerinin karigimi aktif transport
ile dncelikle ileumda absorbe edilir. Bagirsak mukoza hiicrelerinden portal kana aktif
olarak tasmirlar ve karaciger parenkim hiicreleri tarafindan etkin bir sekilde alinirlar.
Karaciger hem primer hem de sekonder safra asitlerini glisin veya taurin ile konjuge
ederek safra tuzlarina dontstiiriir ve boylece safraya salgilanmak icin hazir hale
gelirler. Safra tuzlarinin safraya devamli salgilanma islemi, duedonuma gegisleri
(bazilar1 burada safra asitlerine doniisiir), karacigere safra asitleri ve tuzlarinin bir

karisimi olarak daha sonraki geri doniisiimiin hepsine birden “enterohepatik dolagim’

denir (Champe ve Harvey, 1997).

2.5.6 Probiyotiklerin kolesterol konsantrasyonunu diisiirmesini saglayan olasi

mekanizmalar

Kan kolesterol seviyelerini diislirmek i¢in uygulanan en son yontemler arasinda, diet
uygulamasi, diizenli egzersiz ve ila¢ tedavisi yer almaktadir. Tedavide kullanilan
cesitli farmakolojik ajanlar ile yiliksek kolesterol seviyelerini etkili bir sekilde
diistirmek miimkiindiir, ancak bu ilaglar pahali olmalarinin yani sira bir takim yan
etkilere de sahiplerdir (Jones vd., 2004). Son yillarda, kandaki yiiksek kolesterol
seviyelerinin diisiiriilmesi i¢in diet uygulamalarinda yeni yaklagimlar s6z konusudur.
Bu uygulamalar arasinda, probiyotik bakterilerin kullaniminin da 6nemli bir yere sahip

oldugu bildirilmistir (Singhai vd., 2019).

Laktik asit bakterilerinin kolesterol diisiiriicli fonksiyonunun mekanizmasini
aciklayabilmek i¢in ¢esitli arastirmalar yapilmis ve dort temel mekanizma One
stirtilmistiir:

1. Kolesteroliin asimilasyonu (Gilliland vd, 1985)
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2. Safra tuzlarinin dekonjugasyonu (Pigeon vd., 2002).
3. Safra tuzlarmin kolesterol ile presipitasyonu (Oner vd., 2014).

4. Kolesteroliin bakterinin hiicre duvarina baglanmasi (Nakajima vd., 1992).
2.5.6.1 Kolesteroliin asimilasyonu

Laktobasiller ve bifidobakteriler ile yapilan g¢alismalar, bu bakterilerin belirli
suslarinin, safra tuzlari varliginda, kolesterolii asimile edebilme yetenegine sahip
oldugunu gostermistir. Gilliland vd. (1985) yaptiklar1 bir in vitro ¢alismada, belirli
Lactobacillus acidophilus suslarinin anaerobik kosullar altinda ve safra varliginda,
besiyerindeki kolesterol miktarin1 azaltabildigini belirlemislerdir. Caligmada
kullanilan kosullar, bagirsaklarda mevcut kosullar ile ayni oldugu igin arastirmacilar
bu olaym, diyetle alinan kolesteroliin en azindan bir kisminin kana karismasin
engelleyebilecegi sonucuna ulagsmislardir. Ancak, safra varliginda gelisme ve
besiyerindeki kolesterolii uzaklastirabilme kabiliyeti suslara bagli olarak farkliliklar
gosterebilecegi bildirilmistir (Huang vd., 2013). Lye vd. (2010), probiyotiklerin

kolesterol asimilasyonu i¢in farkli mekanizmalarin olabilecegini bildirmislerdir.
2.5.6.2 Safra tuzlarimin dekonjugasyonu

Bagirsak mikroorganizmalar tarafindan safra tuzlarinin dekonjugasyona ugramasi,
serum Kolesterol seviyelerinin disiiriilmesi bakimindan ¢ok onemlidir (Corzo vd.,
1999). Kolesterol, karacigerde sentezlenen primer safra asitlerinin onciil maddesidir.
Safra asitleri, karacigerde iiretildikten sonra, glisin veya taurin amino asitleri ile
birlestirilerek, safra kesesinde konjuge safra tuzlar1 seklinde depo edilir ve sindirim
kanalina salgilanmak tizere burada bekletilirler. Konjuge safra tuzlari ince bagirsaga,
besinlerle alinan yaglarin, kolesteroliin, hidrofobik vitaminlerin ve yagda ¢dziinen
diger bilesiklerin emiliminde yardimci olmak {izere salgilanirlar. Konjuge safra
tuzlarmin % 97’si ince bagirsakta geri emilerek enterohepatik dongii ile karacigere
geri doner. Safra tuzlarinin ¢ok az bir kismi ise geri emilmeyerek, serbest safra asitleri
seklinde feces wvasitasiyla viicuttan atilir (Corzo vd., 1999). Dekonjugasyon
reaksiyonu, Enterococcus, Bifidobacterium, Fusobacterium, Clostridium, Bacteroides
ve Lactobacillus cinslerinin de dahil oldugu birtakim bagirsak bakterileri tarafindan
tiretilen BSH enziminin faaliyeti ile, glisin veya taurin ile konjuge olmus safra

asitlerinden olusan safra tuzlarinin, amino asit kokii ve serbest safra asidine hidroliz

12



olmasidir (Nguyen vd., 2007). Tsai vd. (2013) yaptiklar1 bir ¢alismada Pediococcus
acidilactici, Bifidobacterium adolescentis ve Lactobacillus rhamnosus ile L.
acidophilus probiyotik mikroorganizmalarinin BSH aktivitelerini ve kolesterol
dekonjugasyon yeteneklerini in vitro olarak belirlemislerdir. Probiyotiklerin BSH
enzimi i¢in birden fazla homolog genini bulundurduklar: bilinmektedir. Coklu BSH
geni probiyotiklere ekstra avantajlar saglayabilir. Ornegin, BSH ¢ok farkli safra
bilesimlerine ya da safraya farkli maruziyet siirelerine cevap verebildigi icin degisen
¢evre kosullarinda bakterinin maksimum canli kalmasini saglayabilir. L. acidophilus
NCFM susunda farkli substratlara spesifik olan ve bshA ile bshB genleri tarafindan
kodlanan iki adet BSH enzimi belirlenmistir (Mc Auliffe vd., 2005). Lactobacillus
plantarum da ise BSH enzimi iiretiminden sorumlu dort adet gen (bshl, bsh2, bsh3,
bsh4) tespit edilmistir. Ancak bu genlerden yalnizca bshl’in L. plantarum da BSH
enzimi sentezinden sorumlu oldugu bsh2, bsh3 ve bsh4’iin ise farkli fizyolojik
aktiviteler i¢in korundugu bildirilmistir (Lambert vd., 2008). Baska bir ¢alismada ise
yiiksek BSH aktivitesi gosteren L. acidophilus, L. plantarum ve Lactobacillus gasseri
tiirlerinden elde edilen yedi adet bsh geni karsilastirildiginda, BSH enzimini kodlayan
LA-bshA, LA-bshB, LG-bsh ve LP-bshl genlerinin % 45 den fazla benzerlik
gosterdigi ancak LP-bsh2, LP-bsh3 ve LP-bsh4 genlerinin homolojisinin % 26,3’ den
az oldugu ve BSH enzimini kodlamadig1 belirlenmistir (Jiang vd., 2010). Wijaya vd.
(2004) E. faecium’ da bsh genin kromozomal kodlu oldugunu tespit etmislerdir. Chand
vd. (2016), E. faecalis’ den izole ettikleri bsh genini plazmite klonlayarak Escherichia
coli’ de eksprese etmisler ve enzimi saflagtirdiklarinda enzimin biyokimyasal olarak
diger BSH enzimlerinden daha aktif oldugunu gdzlemlemislerdir. Probiyotik
mikroorganizmada bsh geni i¢in yapilan mikrobiyal genom analizleri bu genlerin
organizasyon ve diizenlenmesinin tiirler ve cinslerde farkli olabilecegini gostermistir

(Ridlon vd., 2006).
Safra asitlerinin dekonjugasyonunun;
1. Kolesteroliin bagirsak kanalindan daha az emilmesine yol agmak,

2. Enterohepatik dongiiyle karacigere donen safra asidi miktarini azaltarak,

karacigerdeki safra asidi liretimini artirmak,
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3. Bagirsaklarda meydana gelen asidik ortamda kolesteroliin serbest safra
asitleriyle ¢okelmesini saglamak suretiyle serum kolesterol seviyelerinin azalmasina

yardime1 oldugu diistiniilmektedir (Corzo ve Gilliland, 1999).

Dekonjuge olmus (serbest) safra asitlerinin ¢6ziiniirliigii daha azdir ve bunlar bagirsak
kanalindan konjuge safra tuzlarina kiyasla daha az emilirler. Bu sebeple, ince
bagirsakta, safra tuzlarinin dekonjugasyonu, bagirsak kanalindan daha fazla safra
asidinin atilmasima yol acar. Ozellikle serbest safra asitleri, konjuge safra tuzlarma
gore bagirsaklardan ¢ok daha fazla atilirlar. Serbest safra asitleri, bakteri hiicrelerine
ve besinlerle alinan liflere baglanmak suretiyle de fekal yolla viicuttan daha c¢ok

atilirlar (Ahn vd., 2003).
Safra tuzlarinin kolesterol ile presipitasyonu:

Hidrolize olan safra tuzlari asidik kosullar altinda (pH<5,5) kolesterol ile birlikte
presipite olarak fegesle viicuttan atilabilirler. Bagirsagin fizyolojik pH’1 ¢ok az notr ya
da alkali iken, bagirsak bakterileri tarafindan besinsel liflerin fermentasyonu ile
iretilen kisa zincirli yag asitlerinden dolay:1 diisen pH safra tuzlar ile kolesteroliin
birlikte presipitasyonu i¢in uygun ortam olusturur. On bir adet laktobasil susunun
kolesterol ve safra tuzlar (glikoksalat ve taurokolat) presipitasyonu test edildiginde,
L. acidophilus’larin L. casei ile karsilastirildiginda glioksalat ile presipitasyonun gok

yiiksek oldugu belirlenmistir (Liong ve Shah, 2005).

Kolesteroliin bakterinin hiicre duvarma baglanmas1 veya hiicre zarmin yapisina

katilmast:

Nakajima vd. (1992) yaptiklart bir ¢alismada, ekzopolisakkarit (EPS) iireten ve
tiretmeyen iki L. lactis subsp. cremoris susunun kolesterolii baglama yetenekleri test
edilmis ve sonugta ekzopolisakkarit lireten susun, liretmeyen diger susa kiyasla daha
fazla kolesterolii baglayabildigi gosterilmistir. Bu arastiricilar, hiicreler tarafindan
tiretilen EPS miktarinin yiiksek olmas1 durumunda, bu polisakkaritlerin diyetle alinan
lifli gidalara benzer bir etki gosterebilecegini ve bu suretle kolesteroliin, bakteriler
tarafindan iretilen EPS’ye baglanarak fecesle atilan kolesterol miktarinin
artabilecegini, ve bdylece bagirsaklardan emilerek kana karisan kolesterol miktarinda

azalma meydana gelebilecegini 6ne siirmiislerdir (Nakajima vd., 1992).
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2.6 Ekzopolisakkarit (EPS) ve Probiyotik Onemi

EPS; seker veya seker tiirevlerinin dalli, tekrar eden birimlerinden olusan uzun zincirli
polisakkaritlerdir. Bu seker birimleri temel olarak farkli oranlardaki glikoz, galaktoz
ve ramnoz’dur. EPS yapisal olarak homopolisakkaritler ve hetropolisakkaritler (HePS)
olarak iki gruba ayrilirlar. Yapisinda sadece bir tiir monosakkarit igeren polimerler,
homopolisakkarit ve iki veya daha fazla monosakkarit tiirii igeren polimerler ise HePS
olarak adlandirilmistir. LAB’ leri, hiicre yiizeyine kuvvetlice baglanan kapsiiler
polisakkaritler (CPS, capsular polysaccharides) ve hiicre dis1 ortamina salgilanan EPS
olarak iki grup altinda toplanan EPS’ ler tiretmektedirler. Enterococcus bakterileri de
diger bircok bakteri gibi EPS iiretme yetenegine sahiptirler. Bu bakterilerin HePS
tiretim yetenekleri de tespit edilmistir. LAB’ leri tarafindan {iretilen EPS, bu
bakterilerin GRAS tanimlamasina gore giivenilir olduklarindan dolay: ve gida da doku
gelistirici, reolojik 6zelliklerinden dolayr fermente {irlinlerin yapiminda biiyiik ilgi
gormiistiir. Ayn1 zamanda, LAB’ lerin irettigi bazi EPS’ ler, bagisiklik sistemi
uyaricisi, anti-iilser ve kolesterol diisiiriicii aktiviteler gibi sagliga yararli 6zellikler de

gostermistir (Van vd., 2002).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

3.1.1 Cahismalarda kullanmilan besiyerleri

Enterococcus sp. suslarinin  ve Lactobacillus acidophilus NCFM  susunun
aktiflestirilmesi ve gelistirilmesinde Man Rogosa ve Sharpe (MRS) sivi ve kati
besiyeri kullanilmistir. Calismada enterokoklarin Glikokolik asit (GCA) ve Taurokolik
asit (TCA) dekonjugasyon aktivitelerini belirlemek i¢in kullanilan MRS sivi

besiyerinin igerigi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Man Rogosa Sharpe (MRS) besiyerinin icerigi.

Maddeler g/L
Pepton 10,0

Et Ekstakt1 8,0
Maya Ekstrakt 4,0
Glukoz 20,0
Tween 80 1,0
K2HPO4 2,0
MgS04.7H20 0,2
MnS04.4H20 0,05
Amonyum Sitrat 2,0
Sodyum asetat. 4 H>O 50
Agar* 15

*. Kati1 besiyeri hazirlamak i¢in kullanildi

MRS s1v1 besiyeri hazirlamak i¢in yukarida bilesimi verilen toz halindeki MRS Broth
(Merck) besiyerinden 1 L i¢in 52,2 g tartilip bir miktar distile su igerinde ¢ozdiirtiliip
son hacim 1 L’ye tamamlanmistir. MRS kati besiyeri hazirlamak i¢in s1v1 besiyerine %
1,5 oraninda agar-agar (Sigma) ilave edilerek hazirlanmistir. Besi ortaminin pH’s1 1
M NaOH ve/veya 1 M HCI kullanilarak 6,8+0,2’ye ayarlanmistir. Besiyeri
hazirlandiktan sonra otoklavda 121°C’da 1,5 atm basingta 15 dk steril edilmistir.

GCA ve TCA dekonjugasyonunda kullanilan MRS besiyerinin igerigi ¢izelde 3.1°de

verilmistir.
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Cizelge 3.2. TCA ve GCA dekonjugasyonunda kullanilan MRS besiyerinin igerigi.

Maddeler g/L
Pepton 10,0
Et Ekstakt1 8,0
Maya Ekstrakt 4,0
Glukoz 20,0
Tween 80 1,0
K2HPO4 2,0
MgS0QO4.7H0 0,2
MnS0O4.4H20 0,05
Amonyum Sitrat 2,0
Sodyum asetat. 4 H,0O 5,0
Sodyumtaurokolat? 50
Sodyumglikokolat® 50

2: TCA dekonjugasyonu i¢in kullanildi.
b : GCA dekonjugasyonu igin kullanildi.

GCA ve TCA dekonjugasyonu i¢in kullanilacaklar haricindeki maddeler tartilip bir
miktar distile suda eritilip 1000 mL’ye tamamlanmistir. 0,1 M HCI ve/veya 0,1 M
NaOH ile pH 6,8+0,2’ye ayarlanmistir. Hazirlanan besiortamlar1 121C’de 1,5 atm
basingta 15 dk otoklavda steril edilmistir.

GCA ve TCA dekonjugasyonu i¢in kullanilacak olan sodyumtaurokolat (Merck) ve
Sodyumglikokolat (Merck) ayrica tartilip distile su ile 10 ml’ye tamamlanmistir. 0,45
um’lik filtre kullanilarak sterilize edilmistir. Otoklavda steril edilen siv1 besiyerinin

igerisine steril sartlarda eklenmistir.

Deneylerde negatif kontrol olarak kullanilan Escherichia coli ATCC 35218 susunun
aktiflestirilmesi ve gelistirilmesi i¢in kullanilan Nutrient Broth (NB) besiyeri Cizelge

3.3 de verilmistir.
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Cizelge 3.3. Nutrient Broth besiyerinin igerigi.

Maddeler g/L

Et’den elde edilen Pepton 5,0
Et ekstrakt 3,0

Agar* 15

*Kat1 besiyeri hazirlamada kullanildi.
3.1.2 Bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelisme ortamlar:

Calismada kullanilan Enterococcus faecalis ve Eneterococcus faecium suslarinin
gelistirilmesi ve aktiflestirilmesinde MRS besiyeri, Escherichia coli ATCC 35218
susunun  gelistirilmesinde ve aktiflestirilmesinde Nutrient Broth besiyeri
kullanilmigtir. Deneylerde kullanilan bakteriler 37+1C’de 24 saatlik aerobik
inkiibasyon ile gelistirilmistir. Deneylerde iki kez aktiflestirilmis kiiltiirler kullanilmis
ve deneyler sirasinda Gram boyama teknigiyle mikroskobik olarak kontaminasyon

riskine kars1 kontroller yapilmistir.
3.1.3 Cahsmada kullanilan bakteri kiiltiirleri

Deneylerde Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boéliimii Biyoteknoloji
Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan ve Prof. Dr. Yavuz BEYATLI’dan temin
edilen Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde iiretilen beyaz peynirlerden izole edilerek
tamimlanmis 4 Enterococcus faecium ve 6 Enterococcus faecalis susu kullanilmustir.
Lactobacillus acidophilus NCFM ve Escherichia coli ATCC 35218 referans kiiltiirleri
ise BSH calismalarinda sirayla pozitif ve negatif kontrol grubu olarak test edilmistir.
Deneylerde kullanilan E. faecium ve E. faecalis suslarinin probiyotik ozellikleri
(antimikrobiyal aktivite, antibiyotik direnclilikleri, laktik asit, hidrojen peroksit
tiretimleri, agregasyon, koagregasyon, yapay mide ve bagirsak sivisinda canlilik ve
hidrofobisite) daha 6nce yapilan ¢alismalarda belirlenmistir (Hajikhani, 2011; Onal
Darilmaz vd., 2016a,b). Enterokoklarin giivenilir ve saglikli olmalarinin en 6nemli
gostergesi hemoliz aktivitesine ve virulans genlerine sahip olmamalaridir. Calismada
kullanilan suslarda, vakomisin direng genlerine ait vanA, vanB ve vanC genlerinin,
virulans faktor olarak belirlenen sitolizin (clyA, clyB), Jeletinaz (gelE), enterokokkal
ylizey proteini (eSp), agregasyon faktorii (asal), hiicre agregasyonu ve konjugasyonu

(agg), E. faecalis yiizey antijeni (efaAfs), E. faecium yiizey antijeni (efaAfm), seks
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feromon determinantlari (cob, ccf) ve hiyaluronidaz (hyl) virulans gen bolgeleri tespit
edilmemistir. Probiyotik olarak kullanimlar1 saglik agisindan giivenli bulunmustur

(Orug, 2019).

Cizelge 3.4. Calismada kullanilan bakteri kiiltiirleri.

No Suslar Izolasyon Kaynag Peynirler
1. Enterococcus faecium RT 101 Urfa Peyniri (Tam Yagli)
2. Enterococcus faecium RT 81 Balikesir (YarimYagl)
3. Enterococcus faecium RT 82 Balikesir (YarimYagl)
4. Enterococcus faecium RT 94 Balikesir (YarimYagl)
5. Enterococcus faecalis RT 96 Urfa Peyniri (Tam Yagli)
6. Enterococcus faecalis RT 98 Urfa Peyniri (Tam Yagli)
7. Enterococcus faecalis RT 102 Urfa Peyniri (Tam Yagli)
8. Enterococcus faecalis RT 84 Balikesir (Yarim Yagl)
9. Enterococcus faecalis RT 97 Urfa Peyniri (Tam Yagli)
10. Enterococcus faecalis RT 121 Balikesir (Tam Yagl)
11. Lactobacillus acidophilus? NCFM

12. Escherichia coli® ATCC 35218

& Referans susu BSH deneylerinde pozitif kontrol olarak kullanildi.

b Referans susu BSH deneylerinde negatif kontrol olarak kullanildi.
3.1.4 Primerler
Enterococcus faecium ve Enterococcus faecalis bakterilerinde safra tuzu

dekonjugasyonunda rol oynayan bsh geninin varliginin belirlenmesi amaciyla bsh
genine ait olan spesifik primerler Cizelge 3.5’de verilmisir.

Cizelge 3.5. bsh geninin belirlenmesinde kullanilan primerler.

Gen Bolgesi Primer Dizisi 5°-3" Tm (°C)
fecbsh F- ATGTGTACAGGCATCAAG 52
fecbsh R- GTAGCTCGTTAGAAACAGC
faebsh F- GAGTAATATGAACGTGGA 52
faebsh R- AAATAATCAATCACAACACAC
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3.2 Yontem
3.2.1 Bakteri kiiltiirlerinin muhafazasi

Deneylerde kullanilan suslar uygun besiyerlerinde iki kez aktiflestirilmistir. Cryo
tiipler igerisine 0,4 mL gliserol eklenmis ve otoklavda 121°C’de 1,5 atm basingta 15
dk steril edilmistir. Aktif kiiltiirlerden 0,6 mL alinarak igerisinde steril gliserol bulunan
tiiplere aktarilarak, hazirlanan stoklar -40°C’de muhafaza edilmis ve biitiin stoklar 6

ayda bir yenilenmistir.
3.2.2 Bakteri kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Enterococcus sp. ve L. acidophilus NCFM suslarinin gelistirilmesinde MRS Broth ve
MRS Agar besi ortamlar1 kullanilmistir. Her deney 6ncesi Enterococcus sp. ve L.
acidophilus NCFM susglariin 37°C’de 18-24 saat gelistirilen kiiltiirleri en az iki kez
aktiflestirilmistir. Test bakterilerinden E. coli ATCC 35218'in aktivasyonunda NB
besiyerinde 37°C’de 18 saat gelistirilen kiiltirler kullanilmistir. Calisma Oncesi
kiiltiirlerin hiicre yogunluklar1 (Optikal Density, OD) spektrofotometrik olarak 600
nm’de Sl¢iilmiis ve canli hiicre sayilart kob/mL olarak belirlenmistir. Calismalarda

~107 kob/mL canlt hiicreye sahip kiiltiirler kullanilmustir.

3.2.3 Glikokolik asit (GCA) ve taurokolik asit (TCA) safra tuzlarmin

dekonjugasyonu

Bu calismada kolesterol giderim mekanizmalarindan biri olan safra tuzlarinin
dekonjugasyon aktivitesi aragtirtlmigtir. TCA ve GCA safra tuzlarinin dekonjugasyon
aktivitesi Irvin vd. (1944) ve Yildiz vd. (2011) tarafindan modifiye edilen metoda gore
belirlenmistir. %5 sodyum taurokolat ve % 5 sodyum glikokolat 0,45 um’lik filtreden
gecirilerek steril edilmis ve 5 mL’lik MRS broth besiyerine eklenmistir. Aktif
Enterococcus sp. suslarindan hazirlanan besi ortamima % 2 oraninda inokiilasyon
yapilarak 18-24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiir ortaminm pH’s1 1M
NaOH kullanilarak 7,0’a ayalanarak ve 10000 rpm’de 4°C’de 10 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasinda siipernatant temiz bir test tlipline alinarak, pH’s1 10M
HCl ile 1,0’a ayarlanmistir. pH’s1 ayarlanan siipernatantdan 1 mL temiz bir test tiipline
alinarak, lizerine 2 mL etil asetat eklenerek 1 dk boyunca vorteks ile karistirilmistir.

Ayrilan etil asetat fazi, temiz bir test tiipiine alinarak etil asetat 60°C'de bir su banyosu
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igerisinde buharlastirilmistir. Deney tiipiinde kalan tortu 1 mL NaOH (0,01 M) ile
¢oOziilmiis tizerine 40,4 pL furfuraldehid ve 1 mL H2S04 (16 M) ilave edilerek 1 dk
stiresince vorteks ile karistirilarak, 65°C'lik su banyosunda 10 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra tiipler oda sicakligina gelene kadar sogutularak iizerine 2 mL
glasiyel asetik asit eklenerek 1 dk boyunca vorteks ile karistirilmistir. Orneklerin
absorbansi spektrofotometrede 600 nm'de okunmustur. Dekonjugasyon sirasinda agiga
c¢ikan kolik asit miktar1 Sekil 3.1°de wverilen kolik asit standardi kullanilarak
belirlenmistir. Inokiilasyon yapilmamis besiyeri kontrol grubu olarak kullanilmistir.
Safra tuzlarinin suslar {lizerinde toksik etkisi olup olmadigin1 belirlemek amaciyla,
safra tuzlu MRS besiyerlerinde ve MRS (kontrol) gelisen kiiltiirlerin canlilik oranlart
es zamanli olarak 48 saat inkiibasyondan sonra kob/mL olarak belirlenmistir.
Deneylerde L. acidophilus NCFM pozitif kontrol, E. coli ATCC 35218 ise negatif

kontrol olarak kullanilmistir.

OD (660)
0,9

0,8 y=0,2687x - 0,0663 %
0,7 R2=10,9875

0,6 <

0,5

4 OD (660)
0,4 / 5 I
03 —— Dogrusal (OD (660))
0,2

0,1
€

Sekil 3.1. Kolik Asit Standardi.
3.2.4 Kolestrol ile dekonjuge safranin presipitasyonu

Bu calismada bir diger kolesterol giderim mekanizmasi olan kolesterol ile dekonjuge
safra tuzlarin diisiik pH’da birlikte presipitasyonu yontemi ile enterokok suslarinin
kolesterol giderimleri Gilliland vd. (1985) ve Yildiz vd. (2011)’nin modifiye ettigi
metoda gore belirlenmistir. % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzlari (oxgall) ve 100 ng/mL
kolesterol (0,45 um’lik filtrelerden gegirilerek steril edilen) 5 mL’lik MRS ortamina

ilave edilmistir. Aktif Enterococcus sp. suslarinin yogunluklar1 OD:1’e ayarlanrak,
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hazirlanan besiyerlerine % 2 oraninda inokiile edilerek 37°C'de 18-24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, kiiltiirler 10000 rpm'de 4°C'de 20 dk
boyunca santrifiijlenerek, siipertanatdan 0,5 mL temiz bir test tiipline alinmis {izerine
3 mL % 95 etanol ilave edilerek 1 dk boyunca vorteks ile karistirilmis iizerine 2 mL
%350 KOH ¢ozeltisi ilave edilerek tekrar 1 dK siire ile vorteks ile karigtirilmis. Karisim
daha sonra 10 dk boyunca bir su banyosunda 65°C'de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
siiresinin sonunda, test tiipleri oda sicakligina (22°C) gelinceye kadar sogutulmustur.
Soguyan tiiplerin tizerine 5 mL hekzan ve 3 mL saf su ilave eklenerek hekzan fazinin
ayrilmasini saglamak i¢in 1 dk boyunca vorteks ile karistirilmistir. Ayrilan hekzan
fazindan 2,5 mL temiz bir test tiipiine alinarak hekzan bir su banyosunda 60°C'de
buharlastirilmistir. Kalan tortuya 4 mL o-ftalaldehit reaktifi (o-ftalaldehit reaktifi:1
mL glasiyel asetik asit i¢erinde ¢6ziinen 0,5 mg o-ftalaldehit igerir) ilave edilerek 10
dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra érneklere 2 mL siilfirik
asit eklenerek 1 dk siiresince vorteks ile karistirilarak oda sicakliginda 10 dk inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda &rneklerin optikal yogunlugu spektrofotometrede
550 nm dalga boyunda Slgiilmiistiir. Kolesterol giderimi miktarlarini belirlemek i¢in
10-150 pg/mL arasinda degisen oranlarda kolesterol kullanilarak standart bir egri
cikartlmis ve Sekil 3.2°de verilen bu standarda gore orneklerin kolesterol miktarlar
ug/mL olarak belirlenmistir.

Suslarin % kolestrol giderimi asagida belirtilen sekilde hesaplanmastir;
A=100-[(B/C)x100]
A: Kolesteroliin giderimi (%).
B: Inokiilasyon yapilan besi ortamindaki kolesterol miktar1 (ug).
C: Inokiilasyon yapilmayan (kontrol) besi ortamindaki kolesterol miktar1 (ug).

Enterococcus sp. suslarinin safrasiz, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzlar (oxgall) ve
100 mg/L kolesterol igeren MRS besi ortaminda canliliklarini belirlemek amaciyla bu
ortamlarda gelistirilen suglardan seri diliisyonlar yapilarak yayma ekim yapilmis ve
petriler 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda canlilik saymmlari
yapilmistir. Kolesterol giderimi miktarlarimi belirlemek i¢in 5-150 pg/mL arasinda
degisen oranlarda kolesterol kullanilarak standart bir egri ¢ikarilmistir. Bu standarda

gore orneklerin kolesterol miktarlart pg/mL olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Kolesterol miktarini belirlemek i¢in olusturulan kolesterol standarda.

3.2.5 Prebiyotigin (iniilin), safra tuzlarimin dekonjugasyonu ve kolesterol

presipitasyonu iizerindeki etkisinin belirlenmesi

Yiiksek safra tuzu dekonjugasyon ve yliksek kolesterol giderim yiizdesine sahip
Enterococcus sp. suslar1 (E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102) prebiyotik olarak
kullanilan intilinin, safra tuzlar1 dekonjugasyonu ve kolestrol ile dekonjuge safranin
birlikte prepitasyonu iizerindeki etkisini belirlemek i¢in % 5 oraninda iniilin ilave
edilerek safra tuzlart dekonjugasyon aktivitesi Bolim 2.5.6.2 ve kolesterol
presipitasyonu Boliim 2.5.6.1°da anatildig1 gibi test edilmistir. Hazirlanan inulin stogu
0,45 um’lik filtreden gegirilerek streril edilmis ve Bolim 2.5 ve 2.6 da belirtilen
besiyerlerine % 5 oraninda ilave edilmistir. Hazirlanan besi ortamina aktif
Enterocuccus sp. suslarindan % 2 oraninda inokiilasyon yapilarak 37°C’de 18-24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda Béliim 2.5.6.2 ve 2.5.6.1°de verilen
islemler tekrarlanmistir. Prebiyotikli ortamda gelisen kiiltiirlerin son kiiltiir pH’lar1,
canliliklart (kob/mL) ve optik yogunluklar1 (600 nm) belirlenmistir. Bu c¢aligmada
prebiyotiklerin, safra asitlerinin dekonjugasyonu ile kolestrol presipitasyonu

tizerindeki etkisi arasindaki iligki istatistiksel analizler ile belirlenmistir.
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3.2.6 Ekzopolisakkarit (EPS) iiretiminin, safra tuzlarinin dekonjugasyonu ve

kolesterol presipitasyonu iizerindeki etkisinin belirlenmesi

Enterococcus sp. suslarinin EPS {iretimleri ile safra tuzlarinin dekonjugasyonu ve
kolestrol ile dekonjuge safranin birlikte prepitasyonu arasindaki iliskinin belirlenmesi
i¢in bu ortamlarda gelistirilen (Boliim 2.5.6.2 ve 2.5.6.1) kiiltiirlerin EPS tiretimleri Li
vd. (2012, 2014, 2016) ve Ks$onzekova vd. (2016)’den modifiye edilen metoda gore
belirlenmistir. Bu calismada MRS broth besiyerinde gelistirilen suslarin EPS
tiretimleri (kontrol grubu), safra asitleri ile kolestrollii ortamdaki EPS {iretimleri ile

karsilastirilarak arasindaki iliski istatistiksel analizler ile belirlenmistir.

Enterococcus sp. suslarinin EPS iiretimleri, MRS (kontrol), safra asitleri iceren MRS
(Bolim 2.5.6.2) ve kolesterol igeren MRS besiyerlerinde (Bolim 2.5.6.1) ii¢ kez
aktiflestirilen Kkiiltiirlerinde ayr1 ayr1 belirlenmistir. Bu besiyerlerindeki aktif
kiiltirlerden 1 mL 6rnekler alinarak 100 °C’de 15 dk kaynatilmis ve daha sonra buz
tizerinde sogutulmustur. Oda sicakligina gelen kiiltiirler 12000 rpm’de 15 dk 4°C’de
santrifiij yapilarak siipernatant temiz bir eppendorfa alinmistir. Supernatantin iizerine
1,7 uL triklor asetik asit eklenerek (% 85 w/v) ve 4°C’de 2 saat inkiibe edilmis,
orneklere 12000 rpm’de 30 dk 4°C’de santrifiij uygulanarak protein ve peptitler
coktiiriilmustiir. Slipernatant temiz eppendorfa alinarak {izerine 1 (6rnek): 3 (alkol)
oraninda saf (absolute) alkol eklenerek karistirilmis ve 4°C’de 1 gece inkiibe
edilmistir. Bir gecelik inkiibasyondan sonra 6rnekler 12000 rpm’de 30 dk 4°C’de
santrifiij edilerek EPS ¢oktiiriilmiistiir. Pellet izerindeki alkol dokiilerek tekrardan 500
uL alkol eklenerek tekrar 12000 rpm’de 30 dk 4°C’de santrifiij edilerek yikama islemi
yaptlmistir. Pellet iizerinden alkol yeniden dokiilerek kalan alkol 40°C’de
ucurulmustur. Elde edilen EPS 1 mL steril saf suda ¢6ziilerek, tizerine 0,5 mL fenol
ve 5 mL siilfirik asit eklenerek oda sicakliginda 10 dk inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda Ornekler vorteks ile karistirlarak 30°C’de 15-20 dk inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda 6rneklerin optikal yogunlugu spektrofotometrede
490 nm’de dl¢iilmiistiir. Uretilen EPS miktar1 Sekil 3.3’de verilen glukoz standardi
(mg/L) kullanilarak belirlenmistir. Standart 1 mL steril saf suda ¢6ziilerek hazirlanan
farkli konsantrasyonlardaki glukoz esas alinarak fenol siilfirik asit metoduna gore

cikarilmistir (Dubois, 1956).
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Sekil 3.3. EPS miktarini belirlemek i¢in olusturulan EPS Standardi.

3.2.7 Genomik DNA izolasyonu

Enterococcus sp. suslarinin ve L. acidophilus NCFM susunun genomik DNA’lar1,
Genelet Genomik DNA lIzolasyon kiti (Thermo Scientific) kullanilarak
gerceklestirilmistir. izole edilen DNA’larm safliklar1 ve miktarlar1 nanodrop (Thermo
Scientific, Nanodrop 200 spectrophotometer) kullanilarak 260 ve 280 nanometre dalga
boylarinda 6lciilerek belirlenmistir. izole edilen genomik DNA’lar sonraki calismada
kullanilmak {izere -40°C’de saklanmistir. Calismada L. acidophilus NCFM susu ve E.
coli ATCC 35218 suslari referans sus olarak kullanilmustir.

3.2.8 bsh genin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile cogaltilmas1 ve sekans

analizi

PZR reaksiyon karigimi (50 pL) 100 ng kalip DNA, 5 puL 10X tampon, 5,0 birim Taq
DNA polimeraz (ThermoScientific), 0,2 mM her bir deoksiriboniikleotid trifosfat
(ANTP) (ThermoScientific), 200 uM ileri ve geri primerler ve 1,5 mM MgCl;
icermekedir. PZR reaksiyon dongiileri su sekildedir: 95°C'de 1 dk siireyle ilk
denatiirasyon, ardindan 32 dongii, 95 °C'de 30 saniye denatiirasyon, 52°C'de 30 saniye
primer baglanmasi ve 72°C'de 1 dk, primer uzamasi ve 72°C 'de 10 dk son uzatmadan
olusmustur. Negatif kontrol olarak niikleaz igermeyen saf su ve E. coli 35218 referans
susu, pozitif kontrol olarak L. acidophilus NCFM susu kullanilmistir. PZR
amplikonlari, 1 saat 70 V'de % 1 (w/v) agaroz jel elektroforezi ve ardindan etidyum
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bromiir boyama (0,5 mg/mL) ile ayrilmistir. PZR amplikonlari, Jel Ekstraksiyon Kiti
(Macherey-Nagel) kullanilarak saflastirilmis ve EPIGEN Biyoteknoloji, Ankara-
Tiirkiye'de hizmet alimi ile sekans analizi yapilmistir. Gen dizileri, GenBank

veritabani, BLAST ag hizmeti (NCBI) kullanilarak homoloji agisindan arastirilmastir.
3.2.9 Istatiksel degerlendirme

Tiim ¢aligmalar 3 paralelli olarak yapilmis ve ortalama degerler verilmistir. Elde edilen
veriler, SPSS 22.0 istatiksel programda degerlendirilmistir. Kolesterol seviyesinin
diisiiriilmesinde onerilen safra tuzlar1 dekonjugasyonu ve kolesterol ile dekonjuge
safranin presipitasyonu mekanizmalari ile EPS {iretim ya da prebiyotik (inulin) etkisi
arasindaki iligkinin Onemi One-way ANOVA ve Kkorelasyon analizleri ile

belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Glikokolik asit (GCA) ve Taurokolik asit (TCA) Safra Tuzlarinin

Dekonjugasyonu

% 5 (w/v) TCA ve % 5 (w/v) GCA iceren MRS broth besi ortaminda gelistirilen
Enterococcus sp. suslarinin safra tuzlari dekonjugasyonu, canliliklar1 ve EPS
tretimleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Enterococcus sp. suslart TCA'y1 dekonjlige
edemezken, GCA'y1 (0,37-1,93 mM) dekonjiige edebildigi belirlenmistir. En yiiksek
GCA dekonjugasyon aktivitesi Enterococcus faecium RT94 susunda (1,93 mM)
gozlenirken, en diisiik dekonjugasyon aktivitesi Enterococcus faecalis RT122 susunda
(0,37 mM) gozlenmistir. E. faecium RT 81 ve E. faecalis RT98 suslarinda GCA
dekonjugasyonu gozlenmemistir. Enterococcus sp. suslarinin TCA igeren besi
ortaminda canliliklar1 8,57 — 9,34 log kob/mL olarak belirlenmis ve ortamin pH degeri
4,42 ile 4,57 arasinda degistigi tespit edilmistir. pH ve GCA dekonjugasyonu arasinda
yapilan istatistiksel ¢alismada anlamli bir iliski oldugu belirlenmistir (P < 0,05).
Ayrica canlilik ile GCA dekonjugasyonu arasinda da anlamli bir iliski oldugu
gozlenmistir (P < 0,05). Dekonjugasyon ile pH arasinda bir korelasyon tespit
edilmemistir. GCA iceren MRS ortaminda E. faecalis RT96 susunun koloni

morfolojisi Sekil 4.1°de gdsterilmistir.
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Cizelge 4.1. Enterococcus sp. suslarinin safra tuzlari dekonjugasyonlari, canliliklar1 ve EPS tiretimleri.

Sodyum Taurokolat (TCA)

Sodyum Glikoksolat (GCA)

Suslar

. faecium RT 94

. faecium RT 101

. faecium RT 81

. faecium RT 82

. faecalis RT 98

. faecalis RT 96

. faecalis RT 97

. faecalis RT 122

. faecalis RT 102

. faecalis RT 84

. acidophilus NCFM

. coli ATCC 35218

Son kiiltiir pH

4,57+0,03

4,32+0,01

4,52+0,06

4,28+0,01

4,41+0,01

4,49+0,04

4,42+0,01

4,48+0,01

446+0,01

447+0,01

4,30+0,00

6,99+0,01

Log kob/mL

8,57+0,08 -

3,56 +£0,01 -

2,70 +£0,00 -

8,00+ 0,12 -

3,79+0,72 -

9,00+0,05 -

8,96+0,14 -

9,00+0,18 -

9,34+0,26 -

9,27+0,03 -

9,01+0,21 -

8,39 + 0,06 -

Kolik asit (mM)
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EPS (mg/L)

222,04 £35,42

244,33 +£15,63

172,66 + 31,45

246,96 £52,71

140,37 £ 17,5

265,69 11,98

256,83 £0,42

246,10 + 14,06

194,65 = 0,31

241,42 +8,33

Son kiiltiir pH

4,75+0,05

4,79+0,04

4,84+0,01

4,48+0,00

4,80+0,02

4,81+0,03

4,78+0,01

4,86+0,01

4,87+0,01

4,93+0,01

4,50+0,00

6,99+0,01

Log kob/mL

7,82 +£0,02

426+0,12

4,20+0,70

8,56 +0,15

2,66 +0,93

5,00+0,80

4,18+0,14

3,42+0,27

2,0+0,0

2,37+0,1

6,75+0,17

8,22 + 0,06

Kolik asit
(mM)

1,93+0,22

1,09+0,11

0,41

0,91+0,00

0,97+0,00

0,37+0,14

1,72+0,42

1,87+0,32

EPS (mg/L)

22423 +£24,48

254,75 + 46,63

226,52 + 74,47

261,83 +£63,33

172,88 £ 13,54

305,89 + 36,35

312,77 £ 10,52

309,33 £ 58,54

263,5+ 11,66

251,62 +40,83




Sekil 4.1. GCA igeren MRS ortaminda E. faecalis RT96 koloni morfolojisi.

4.2 Kolesterol ile Dekonjuge Safranin Presipitasyonu

Safrasiz, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzlar1 (oxgall) ve 100 ug/mL kolesterol igeren
MRS besi ortaminda 18-24 saat gelistirilen Enterococcus sp. suslarmin inkiibasyon
stiresi sonunda tespit edilen presipitasyon, % kolesterol giderimi ve son kiiltiir pH
degerleri Cizelge 4.3’de verilmistir. Ortalama olarak en yiiksek presipitasyon % 0,6
safra iceren ortamda E. faecalis RT96 susunda belirkenirken (4,81 pg/mL), en diisiik
presipitasyon safrasiz ortamda E. faecium RT94 susunda (2,20 pg/mL) belirlenmistir.
Ancak en yiiksek % Kkolesterol giderimi safrasiz ortamda E. faecium RT94 (% 50) ve
E. faecalis RT102 (% 45) suslarinda belirlenmistir. E. faecium RT82 susu % 0,2 safra
iceren ortamda (% 30) ve % 0,6 safra iceren ortamda (%15), E. faecalis RT122 susu
ise % 0,4 safra igeren ortamda (% 30) en yiiksek % kolesterol giderimi sagladigi
belirlenmistir. Kolesterol ile % 0,4 ve % 0,6 safra i¢eren ortamlardaki ve % 0,2 ile %
0,6 safra iceren ortamdaki presipitasyonlarin ortalamalar1 arasindaki fark istatiksel
olarak anlamli bulunmustur. (P < 0,05). E. faecalis RT102 ve E. faecalis RT84
suslariin tiim safra konsantrasyonlarinda yiiksek presipitasyon aktivitesi gosterdigi

belirlenmistir.

29



Enterococcus sp. suslarinin kolesterol presipitasyonu sonucunda son kiiltiir pH
degerleri incelendiginde en diisiik pH degeri % 0,2 safra igeren ortamda E. faecium
RT82 susunda (6,01), en yiiksek pH degeri % 0,2 ve % 0,4 safra igeren besi ortaminda
E. faecalis RT96 (6.80) susunda belirlenmistir. % 0,2 safra igeren ortamda
presipitasyon ve pH arasinda (P=0,162, P > 0,05) ve Kontrol olarak kullanilan safrasiz
safra igeren besi ortaminda presipitasyon ve pH arasinda da korelasyon
bulunamamistir  (P=0,568, P > 0,05). Enterococcus sp. suslarmmn kolesterol

presipitasyonu ile pH arasinda herhangi bir iliski belirlenememistir.

Enteroccoccus sp. suslarinin safrasiz, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra igeren ortamdaki
canliliklar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
Enterococcus sp. suslarinin 100 pg/mL kolesterol ve farkli safra konsantrasyonu
iceren besi ortamlarinda canliliklarinin 6nemli diizeyde degismedigi belirlenmistir. En
yiiksek canlilik % 0,4 safra igeren besi ortaminda E. faecalis RT97 susunda (8,37
kob/mL), en diisiik canlilik % 0,4 safra igceren besi ortaminda E. faecalis RT102
susunda (6,64 kob/mL) belirlenmistir. % 0,2 safra iceren ortamda canlilik ile
presipitasyon arasinda (P=0,97, P > 0,05) korelasyon tespit edilmemistir. Ortalama en
yiiksek canliligin % 0,4 safra igeren ortamda oldugu belirlenmistir. Safrasiz besi
ortaminda presipitasyon ile canlilik arasinda korelasyon bulunmamistir (P=0,771, P >
0,05). %0,2 safra i¢eren ortamda canlilik ile presipitasyon arasinda (P=0,568, P>0,05)
ve % 0,4 safra i¢eren ortamda canlilik ile presipitasyon arasinda (P=0,224, P > 0,05)
korelasyon belirlenmemistir. Enterococcus sp. suslarinin presipitasyon aktivitesi ile

canlilik arasinda bir iligki belirlenememistir.

% 0,4 safra iceren ortamda pH ile presipitasyon arasinda (P=0,229, P > 0,05) ve ayn1
ortamda canlilik ile presipitasyon arasinda korelasyon belirlenmemistir (P=0,224, P >
0,05). % 0,6 safra i¢eren ortamda pH ile presipitasyon arasinda (P=0,256, P > 0,05) ve
ayni ortamda canlilik ile presipitasyon arasinda korelasyon tespit edilmemistir
(P=0,196, P > 0,05). Enterococcus sp. suslarmnin presipitasyon, pH iiretimi ve
canliliklart arasinda yapilan istatistik analizi sonucu herhangi bir iligki
belirlenememistir. E. faecium RT94 susunun kolesterol presipitasyon goriintiisii Sekil

4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Enteroccoccus sp. suslarinin safrasiz, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra iceren
ortamdaki canliliklar1 (Log kob/mL).

SUS MRS (Kontrol) Kolesterol % 0,2 Safra | % 0,4 Safra | % 0,6 Safra
RT 81 9,61 +0,17 7,17+0,12 7,16 +0,11 7,13 +0,09 6,81 +0,18
RT 82 9,13 +£0,02 6,82 + 0,05 6,55 +0,11 6,36 £0,21 7,01 £0,08
RT 84 9,61 +0,41 6,93 £ 0,25 7,30 £ 0,05 7,48 £0,10 7,48 +£0,22
RT 94 9,48 £0,20 7,50 £ 0,23 7,31+£0,15 7,80 +0,08 7,26 £ 0,07
RT 96 9,60 +0,23 7,40+ 0,13 7,18 £ 0,09 7,51 £ 0,02 7,39+ 0,15
RT 97 9,67+0,19 7,84 +£0,24 7,87+0,18 8,37+0,18 7,91 +£0,19
RT 98 9,77+0,11 7,56 +0,01 7,28 £0,13 7.43£0,20 7,50 £ 0,07
RT 101 9,87 £ 0,06 7,21+0,14 7,07 +£0,12 7,03 +0,24 6,85+0,14
RT 102 9,79 +£0,08 7,44 +0,13 6,91 £0,24 6,64 +0,29 6,71 £0,23
RT 122 9,261 +0,07 7,20 +£0,01 7,12+0,26 7,23 +0,04 7,13+0,19
NCFM 10,07 +£0,01 7,45 +0,08 6,75 +0,39 5,65+0,38 5,98 £ 0,28
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Cizelge 4.3. Enterococcus sp. suslariin safrasiz, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzlar1 (oxgall) ve 100 ug/mL kolesterol igeren MRS besi

ortamlarindaki kolesterol presipitasyonlari.

Kolesterol + Bakteri

9% 0,2 Safra + Bakteri

Suslar Son kiiltiir pH Kolesterol presipitasyonu Kolesterol Giderimi Son kiiltiir pH Kolesterol presipitasyonu Kolesterol Giderimi (%0)
pg/mL O pg/mL
RT 81 6,34 £ 0,01 3,56 £0,52 %20 6,30 £ 0,02 4,03 +£0,48 %2
RT 82 5,97+ 0,01 3,37+ 0,38 %24 6,01 £0,01 2,80+ 0,35 %32
RT 94 6,48 0,01 2,20+ 0,10 %50 6,52 £ 0,01 2,87+ 0,58 %30
RT 101 6,65+ 0,02 2,42 + 0,63 %45 6,62 £ 0,02 2,72+ 0,27 %34
RT 96 6,69 + 0,04 3,39+ 0,10 %23 6,80 £ 0,04 3,97+ 1,16 %4
RT 97 6,58 0,01 2,89+ 0,71 %35 6,63 £0,01 2,89+ 0,72 %30
RT 98 6,59 + 0,04 3,68+0,14 %17 6,61 £0 3,78+ 0,43 %8
RT 84 6,26 + 0,01 2,64 + 0,42 %40 6,28 £ 0,02 2,99 + 0,52 %27
RT 102 6,30 + 0,02 2,43 +1,01 %45 6,35+0,01 3,12+£0,74 %24
RT 122 6,43 + 0,04 3,10+ 1,13 %30 6,43 £ 0,04 3,68 +£0,33 %11
NCFM 6,12+ 0,08 3,44 £ 0,47 %22 6,33 £0,07 3,15+ 0,35 %24
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Cizelge 4.3 (devam). Enterococcus sp. suslarinin safrasiz, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzlar1 (oxgall) ve 100 pg/mL kolesterol iceren MRS besi

ortamlarindaki kolesterol presipitasyonlart.

Kolesterol + Bakteri % 0,4 Safra + Bakteri
Suslar Son kiiltiir pH Kolesterol presipitasyonu Kolesterol Giderimi Son kiiltiir pH Kolesterol presipitasyonu Kolesterol Giderimi (%0)
ng/mL (%) pg/mL

RT 81 6,34+ 0,01 3,56 £0,52 %20 6,32 +£0.03 3,78 £ 0,41 %10
RT 82 5,97 £ 0,01 3,37+0,38 %24 6,07 +0,01 3,23+0,86 %23
RT 94 6,48 0,01 2,20+£0,10 %50 6,55+ 0,02 4,67+0.11 -
RT 101 6,65 +0,02 2,42 +0,63 %45 6,65+ 0,02 3,04+£0,16 %28
RT 96 6,69 + 0,04 3,39+0,10 %23 6,80 £ 0,06 4,09 +0,72 %3
RT 97 6,58 £ 0,01 2,89+0,71 %35 6,66 + 0,01 3,95+ 0,60 %6
RT 98 6,59 + 0,04 3,68 +0,14 %17 6,70 £0,01 3,64 £0,02 %14
RT 84 6,26 + 0,01 2,64 +0,42 %40 6,34 £ 0,01 3,78 £0,29 %29
RT 102 6,30 + 0,02 2,43 +1,01 %45 6,46 £0,01 3,39+£0,33 %20
RT 122 6,43 + 0,04 3,10+ 1,13 %30 0,44 + 0,01 2,96 +0,77 %30
NCFM 6,12 +0,08 3,44 £ 0,47 %22 6,39+ 0,03 3,53+1,67 %16
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Cizelge 4.3 (devam). Enterococcus sp. suslarinin safrasiz, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzlar1 (oxgall) ve 100 pg/mL kolesterol iceren MRS besi

ortamlarindaki kolesterol presipitasyonlart.

Kolesterol + Bakteri % 0,6 Safra + Bakteri
Suslar Son kiiltiir pH Kolesterol presipitasyonu Kolesterol Giderimi Son kiiltiir pH Kolesterol presipitasyonu Kolesterol Giderimi (%0)
ng/mL (%) pg/mL

RT 81 6,34+ 0,01 3,56 £0,52 %20 6,32+ 0,02 4,50+0,53 -
RT 82 5,97 £ 0,01 3,37+0,38 %24 6,33+0,26 3,36+ 0,33 %15
RT 94 6,48 + 0,01 2,20+0,10 %50 6,57+ 0,02 4,31+0,09 -
RT 101 6,65 +£0,02 2,42 +0,63 %45 6,68 + 0,03 3,85+£0,14 %2
RT 96 6,69 + 0,04 3,39+0,10 %23 6,74 £ 0,02 4,81 +0,96 -
RT 97 6,58 £ 0,01 2,89+0,71 %35 6,68 0,01 3,65+ 0,49 %7
RT 98 6,59 + 0,04 3,68 +0,14 %17 6,72 £0,01 5,13+£2,94 -
RT 84 6,26 + 0,01 2,64+0,42 %40 6,34 £ 0,02 3,58 +0,38 %9
RT 102 6,30 + 0,02 2,43 +1,01 %45 6,40 £0,03 3,83+£0,15 %2
RT 122 6,43 + 0,04 3,10+ 1,13 %30 6,49 £ 0,02 4,68 0,79 -
NCFM 6,12 +0,08 3,44 £ 0,47 %22 6,22 £0,02 3,12+ 0,18 %21
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Safrasiz, %0,2, %0,4 ve %0,6 safra i¢eren ortamda Enterococcus sp. suslarinin %
kolesterol giderimleri Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’de gosterilmistir.
Enterococcus sp. suslaria ait farkli safra konsantrasyonu igeren ortamlardaki koloni

morfolojileri ise Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de verilmistir.

MRS + Kolesterol
60%

50%

50% 45% 45%

40%
35%
30%
23%
I ]

% Kolesterol Giderimi

40%

30%
24% 22%

) I

WRT81 WMRT82 WMRT94 WRT 101 MRT 96 WMRT 97 MRT 98 MRT 84 MRT 102 WMRT 122 mNCFM

20%

10%

0%

Sekil 4.2. Kolesterol iceren ortamda Enterococcus sp. suslarmin Kkolesterol giderim

yiizdeleri.

% 0,2 Safra

40%
34%
30% 30%

30% 27%
0, 0,
250 24% 24%
20%
15%
11%

10% 8%

0,
v W [ ]

% Kolesterol Giderimi

35% 32%

B RT 81 WMRT82 WMRT94 W RT 101 mRT 96 MRT 97 MRT 98 MRT 84 MRT 102 MRT 122 mNCFM

Sekil 4.3. % 0,2 Safra iceren ortamda Enterococcus sp. suslariin kolesterol giderim
yiizdeleri.
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% 0,4 Safra
35%
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% Kolesterol Giderimi
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Sekil 4.4. % 0,4 Safra iceren ortamda Enterococcus sp. suslarinin kolesterol giderim

yiizdeleri.

% 0,6 Safra
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Sekil 4.5. .% 0,6 Safra igeren ortamda Enterococcus sp. suslarinin kolesterol giderim

yiizdeleri.
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Sekil 4.6. % 0,4 Safra iceren MRS ortaminda E. faecalis RT98 susunun koloni

morfolojisi.

Sekil 4.7. % 0,6 Safra iceren MRS ortaminda E. faecalis RT98 susunun koloni

morfolojisi.
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Sekil 4.8. E. faecium RT94 susunun kolesterol presipitasyon goriintiisii.

4.3 Ekzopolisakkarit (EPS) Uretiminin, Safra Tuzlarimin Dekonjugasyonu ve

Kolesterol Presipitasyonu Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

TCA (%5) ve GCA (%5) iceren MRS besi ortaminda gelistirilen Enterococcus sp.
suslariin 18-24 saat inkiibasyon sonucu EPS iiretimi Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
Enterococcus sp. suslarinin EPS iiretimi TCA igeren ortamda 140,37-265,69 mg/L
olarak belirlenirken GCA igeren ortamda 172,88-312,77 mg/L olarak belirlenmistir.
TCA igeren ortamda en yiiksek EPS iireten sus E. faecalis RT96 (265,69 mg/L), en
diisiik EPS {iretimine sahip sus E. faecalis RT98 (140,37 mg/L) olarak belirlenmistir.
GCA igeren ortamda en yiiksek EPS {ireten sus E. faecalis RT97 (312,77 mg/L), en
diisiik EPS iretimine sahip olan sus E. faecalis RT98 (172,88 mg/L) olarak tespit
edilmistir. Enterococcus sp. suslarinin ortalama EPS {iretimlerinin GCA igeren
ortamda (258,33 mg/L), TCA igeren ortama (223,07mg/L) gore daha fazla oldugu

belirlenmistir.

Safrasiz, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra ve 100 ug/mL kolesterol igeren MRS besi
ortaminda yetistirilen Enterococcus sp. suslarinin 18-24 saat inkiibasyon sonucu EPS
tiretimleri Cizelge 4.4’de gosterilmistir. En yiiksek EPS iiretimi safrasiz ortamda E.
faecalis RT97 (689,64 mg/L) susunda belirlenirken, en diisiikk EPS tiretimi % 0,6 safra
igeren ortamda E. faecalis RT96 (220,69 mg/L) susunda belirlenmistir. Ortalama EPS
iiretimi en yliksek safrasiz ortamda belirlenirken en diisiik % 0,6 safra igeren ortamda
belirlenmistir. E. faecalis RT97 ve E. faecalis RT102 suslar1 safrasiz ve % 0,2 safra

iceren ortamda yiikksek EPS firetimine sahipken % 04 ve % 0,6 safra
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konsantrsyonlarinda EPS iiretimlerinde azalma oldugu belirlenmistir. E. faecalis RT84

susunda safrasiz besi ortaminda 366,63 mg/L EPS iiretimi belirlenirken % 0,6 safra

igeren ortamda EPS tiretimi 443,81 mg/L olarak belirlenmistir. Safra konsantrasyonun

artmas1 EPS dretimini artirmustir. E. faecium RT82 susunda ise artan safra

konsantarasyonun paralel olarak EPS iiretiminin azaldigi belirlenmistir. E. faecalis

RT94 susunun EPS ¢alismasinin goriintiisii Sekil 4.9°da gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Enterococcus sp. suslarinin kolesterol ve farkli safra konsantrasyonlarinda

EPS tiretimleri (mg/L).

Suslar | Kolesterol + Bakteri | 0,2 Safra + Bakteri | 0,4 Safra + Bakteri | 0,6 Safra + Bakteri
RT 81 380,89 + 89,48 453,29 + 18,96 460,89 + 16,98 385,89 + 0,52
RT 82 416,21 + 83,75 367,87 £ 8,12 354,95+ 19,79 263,08 +17,5
RT 94 432,94 + 40,08 375,65+ 15,13 443,77 + 44,53 331,69 + 24,35
RT 101 435,93 +32,7 400,79 + 24,33 406,52 + 16,77 382,56 + 11,35
RT 96 484,05 £53,75 487,94 £ 73,69 326,69 + 84,56 220,69 + 10,52
RT 97 689,64 + 28,23 406,55 £ 30,11 386,72 £ 9,68 386,52 + 21,56
RT 98 446,21 £20,21 501,31 + 54,48 527,35+ 127,18 370,06 + 3,43
RT 84 366,63 + 18,75 440,17 +£32,92 419,02 + 43,02 443,81 + 36,35
RT 102 504,02 + 101,35 516,10 + 4,27 411,52 £ 66,35 427,25 £29,16
RT 122 431,63 £4,58 441,83 £20,41 371,83 +£50,21 228,81 + 30,1
NCFM 380,89 + 89,48 453,29 + 18,96 460,89 + 16,98 385,89 +£ 0,52
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Sekil 4.9. E. faecalis RT94 susunun EPS ¢alismasinin goriintiisii.

4.4 Prebiyotigin (iniilin), Safra Tuzlarinin Dekonjugasyonu ve Kolesterol

Presipitasyonu Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

%5 oraninda prebiyotik (iniilin) igeren MRS besi ortaminda gelistirilen Enterococcus
sp. suslarmin dekonjugasyon, canlilik, son kiiltiir pH ve EPS tiretimleri Cizelge 4.5’de
gosterilmistir. Enterococcus sp. suslar1 18-24 saat inkiibasyon sonunda hem TCA’y1
hem de GCA’y1 dekonjuge edebilmislerdir. Prebiyotik ve TCA igeren ortamda E.
faecium RT94 (1,05 mM) susunun E. faecalis RT102 (0,91 mM) susuna gore daha
yiiksek dekonjugasyon aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Prebiyotik ve GCA igeren
ortamda ise E. faecalis RT102 (1,07 mM) susunun E. faecium RT94 (0,78 mM)
susundan daha yiiksek dekonjugasyon aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Besi
ortamima prebiyotik ilave edilmesi Enterococcus sp. suslarinin @ TCA
dekonjugasyonunu artirdigi fakat GCA dekonjugasyonunda azalmaya sebep oldugu

belirlenmistir.

Prebiyotik ve TCA igeren besi ortaminda E. faecium RT94 susunun (3,09 kob/mL), E.
faecalis RT102 (8,44 kob/mL) susuna kiyasla diisiik canlilik gosterdigi belirlenmistir.
Prebiyotik ve TCA igeren ortamda E. faecium RT94 susunun dekonjugasyon

aktivitesinin artis1 ile canliliginin azaldig1 belirlenmistir.

Prebiyotik igermeyen besi ortaminda E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102 suslarinin
TCA dekonjugasyonu sirasinda son kiiltiir pH degerleri siras1 ile 4,57 ve 4,46 iken

prebiyotik igeren besi ortaminda son kiiltiir pH degerlerinin sirast ile 3,10 ve 3,11
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oldugu belirlenmistir. Besi ortaminda prebiyotik eklenmesinin son Kkiiltir pH

degerinde azalmaya neden oldugu tespit edilmistir.

Prebiyotik, 100 ug/ml kolesterol ve % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra igeren besi
ortamlarinda Enterococcus sp. suslarinin  18-24 saat inkiibasyon sonunda
presipitasyon, canlilik, son kiiltiir pH ve EPS tiretimleri Cizelge 4.6’de gosterilmistir.
En yliksek kolesterol presipitasyonu E. faecium RT94 susunda % 0,6 safra igeren
ortamda (3,39 ug/ml), en diisiik kolesterol presipitasyonunun safrasiz ortamda (1,53

ug/mL) E. faecalis RT102 susunda oldugu belirlenmistir.

% 0,2 safra ve % 0,6 safra igeren besi ortamlarinda pH arasindaki fark istatiksel olarak
anlaml1 tespit edilmistir (P < 0,05). En yiiksek pH (5,32) % 0,2 safra i¢eren ortamda
E. faecalis RT102 susunda belirlenirken, en diisiikk pH degeri (3,49) % 0,4 safra igeren
ortamda E. faecalis RT102 susunda belirlenmistir. Dekonjugasyon miktarinin

artmasina bagli olarak son kiiltiir pH degerinde azalma belirlenmistir.

Prebiyotikli ortamda ortalama en yiiksek EPS iiretimi % 0,4 safra iceren ortamda
(627,87 mg/L) E. faecium RT94 susunda, en diisiik EPS {iiretimi safrasiz ortamda
(387.04 mg/L) E. faecalis RT102 susunda gozlenmistir. Safrasiz ortam ile % 0,2 safra
iceren ortamdaki EPS iiretimi arasindaki fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (P
< 0,05). Enterococcus sp. suslarmin en yiiksek EPS iiretiminin % 0,2 safra igeren besi

ortaminda oldugu belirlenmistir.

Prebiyotik ile safrasiz, % 0,2 ve % 0,6 safra iceren ortamlarda EPS iiretimi ile
presipitasyon arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir. EPS {iretiminin artmasi
presipitasyon miktarin1 etkilememistir. Ancak prebiyotik ile % 0,4 safra igeren
ortamda EPS ile presipitasyon arasinda orta diizeyde pozitif bir iliski tespit edilmistir
(P=0,026, P > 0,05). Presipitasyon arttik¢a EPS {iretimi artmustir.

Prebiyotik ile safrasiz, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra igeren besi ortamlarinda
Enterococcus sp. suslarinin canliliklart karsilastirildiginda en yiiksek canliligin
safrasiz safra i¢eren ortamda E. faecium RT94 susunda (10,60 kob/mL), en diisiik
canliligin % 0,6 safra igeren ortamda E. faecium RT94 susunda (7,80 kob/mL) oldugu
belirlenmistir. safrasiz ve % 0,4 safra igeren ortamda canlilik ile presipitasyon arasinda
korelasyon tespit edilmezken, % 0,2 safra iceren ortamda canlilik ile presipitasyon
arasinda negatif orta diizey istatiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmistir (P=0,036,

P < 0,05). Canlilik arttik¢a, presipitasyonun azaldig: belirlenmistir. % 0,6 safra i¢eren
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ortamda ise canlilik ile presipitasyon arasinda istatiksel olarak 0,01 diizeyinde anlaml
bir iliski bulunmustur. % 0,6 safra igeren ortamda canlilik arttik¢a, presipitasyon arttigi
gbzlemlenmistir. Safrasiz ortam ile % 0,4 safra igeren ortamdaki canlilik arasindaki
fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (P < 0,05). Safra konsantrasyonu arttik¢a

canliligin azaldig1 tespit edilmistir.
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Cizelge 4.5. Enterococcus sp. suslarinin prebiyotikli (iniilin) ortamda safra tuzlart dekonjugasyonu, son kiiltiir pH, canlilik ve EPS iiretimleri.

Sodyum Taurokolat (TCA) Sodyum Glikoksolat (GCA) MRS Kontrol
Suslar Son kiiltiir Log Kolik asit | EPS Uretimi | Son Kkiiltiir Log kolik | EPS Uretimi | EPS Uretimi
pH kob/mL (mM) (mg/L) pH kob/mL asit (mg/L) (mg/L)
(mM)
E.faecium RT 94 | 3.1+0,01 3,09+ 0,01 1,05 + 0,04 344,44 £27,19 3,12+0,01 9,687 +0 0,78  + | 355,37+81,87 476,83 = 16,87
0,03
E. faecalis RT 102 | 3.11+0 8,44 £0,11 0,91 =023 626,63 + 92,08 3,090 9,60+ 0 1,07 % | 57444+349 637,14 + 66,56
0,08

Cizelge 4.6. Enterococcus sp. suslarinin prebiyotik (Iniilin) igeren kolesterol ve safrasiz, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzlar1 karigimi igeren MRS
ortamlarindaki presipitasyon ve EPS tiretimleri.

Kolesterol + Bakteri % 0,2 Safra + Bakteri
Suslar Son kiiltiir pH Kolesterol Kolesterol Giderimi EPS Uretimi Son kiiltiir pH Kolesterol Kolesterol Giderimi EPS Uretimi
presipitasyonu (%) (mg/L) presipitasyonu (%) (mg/L)
pg/mbL pg/mbL
RT 94 4,11 +£0,15 2,26 £0,22 60 568,19 + 28,02 4,8 £0,06 3,36 +0,42 1 441,42 +45
RT 102 4,18 +0,01 1,53 + 1,81 9 387,04 £ 26,46 5,32+0 2,25+2,03 - 549,23 + 40,73
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Cizelge 4.6 (devam). Enterococcus sp. suslarinin prebiyotik (Iniilin) iceren kolesterol ve safrasiz, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzlari karisimi

iceren MRS ortamlarindaki presipitasyon ve EPS iiretimleri.

% 0,4 Safra + Bakteri % 0,6 Safra + Bakteri
Suglar Son kiiltiir pH Kolesterol Kolesterol Giderimi EPS Uretimi Son kiiltiir pH Kolesterol Kolesterol Giderimi EPS Uretimi
presipitasyonu (%) (mg/L) presipitasyonu (%) (mg/L)
pg/mL pg/mL
RT 94 4,29 £ 0,02 3,15+0,4 - 627,87 +17,71 4,06 £ 0,03 3,39 +0,83 - 509,54 + 26,46
RT 102 3,49 +0,02 2,11 +£2,02 - 438,92 + 14,17 3,95 +0,01 3+1,05 - 408,71 + 6,46
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Cizelge 4.7. Enterococcus sp. suslarinin prebiyotikli (iniilin) ortamda kolesterol ve
safrasiz, % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra tuzlar1 karisimi (oxgall) iceren MRS

ortamlarindaki canlilik sonuglar1 (Log kob/mL).

SUS MRS Kolesterol + | % 0,2 Safra | % 0,4 Safra | % 0,6 Safra

(Kontrol) Bakteri + Bakteri + Bakteri + Bakteri

RT 94
10,27 +£0,32 10,60 + 0,16 8,40 0,01 8,21+0,18 7,80+0,43

RT 102
10,17 +0,15 10,07 +0,08 8,42 + 0,20 8,41 + 0,08 8,37 £ 0,25

4.5 bsh Geninin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile Cogaltilmas1 ve Sekans

Analizi

E. faecalis RT102 ve E. faecium RT94 suslarinda bsh amplifikasyonu i¢in kullanilan
primer giftleri, izolatlarda ~ 1,1 kbp istenen amplikonlarda tespit edilmistir. PZR
amplikonlarinin saflastirilmasi, sekanslanmasi ve BLAST analizi, bunlarin E. faecalis
ve E. faecium izolatlarinda bsh geni i¢in kodlandigi dogrulanmstir. E. faecalis RT102
ve E. faecium RT94 i¢in Gen Bankasi erisim numaralari sirasiyla SAMN13818009 ve
SAMNI13818010 olarak belirlenmistir. E. faecalis RT102, E. faecium RT94 ve L.
acidophilus NCFM suslarinin  bsh genine ait gen goriintiisii Sekil 4.10’da

gosterilmistir.

MakkER RT102 ETH4 NCFAL

Sekil 4.10. E. faecalis RT102, E. faecium RT94 ve L. acidophilus NCFM suslarinin

bsh gen goriintiisii.
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5. TARTISMA ve SONUCLAR

DSO’ye gore, kardiyovaskiiler rahatsizliklarin 2030 yilina kadar baslica 6liim nedeni
olacag1 ve dilinya ¢apinda yaklasik 23 milyon insan1 etkileyecegi tahmin edilmektedir
(Joyce vd., 2014). Son yirmi yilda hiperkolesteroleminin Bati Avrupa'da % 45, Orta
ve Dogu Avrupa'da % 35 kalp krizi ile sonuglandigr bildirilmistir (Khare ve Gaur,
2020). Hiperkolesterolemili kisilerin kalp krizi ge¢irme riskinin, normal lipid profili
seviyelerine sahip kisilere gore {li¢ kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Reid,
1998). Hiperkolesterolemili hastalarda kolesterol seviyesini diizenlemede yaygin
olarak ila¢ tedavisi kullanilmaktadir. Kolesterol seviyesinin diizenlenmesinde
hidroksimetilglutaril-CoA rediiktazin (HMG-C0AR) spesifik inhibitérleri olan
statinler, kolesterol biyosentezinde hiz sinirlayici enzimler olarak uygunlanmaktadir
(Farmer, 1998). Hiperkolestereminin 6nlenmesinde ve tedavi edilmesinde kullanilan
cogu ilacin pahali olmakla birlikte, kas agrisi, artan diabetes mellitus riski ve karaciger
enzim testlerinde anormallikler gibi yan etkilere sahip olduklari bildirilmistir (Naci
vd., 2013). Serum kolesterol seviyesini diisiirmek i¢in yeni alternatif yontemlerin

gelistirilmesi gerekmektedir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda serum kolesterol miktarinin diisiiriilmesine yonelik
probiyotik tedaviler giderek popiilerite kazanmistir (Huang vd., 2018; Singhai vd.,
2019; Zheng vd., 2020). Bildirilen c¢alismalar probiyotiklerin oral yoldan
uygulanmasinin, serum kolesterol seviyesini etkili bir sekilde azalttigin1 ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisi i¢cin umut verici bir secenek olabilecegini
gostermektedir. Zanotti vd. (2015) Bifidobacterium bifidum PRL2010 susunun
bagirsak mikrobiyotasint modiile ederek kolesterol seviyesini diisiirebilecegi
bildirilmistir.

Gida-Tarim ve DSO tarafindan probiyotik segim kriterleri arasina BSH aktivitesinin
varlig1 da eklenmistir (Joint FAO/WHO; 2011). BSH enzimi, enterohepatik dolasim
sirasinda safra tuzu dekonjugasyonundan sorumludur. Dekonjugasyon, amid baglarini
hidrolize eden BSH enzimi tarafindan katalize edilir ve glisin veya taurin gruplari
steroidin ¢ekirdeginden salinir. Dekonjiige safra tuzlan diisiik ¢oziiniirliige sahiptir ve
konjuge muadillerine kiyasla daha az etkinlikle bagirsak liimeninin i¢inden emilirler,
bunun sonucunda fekal maddede fazla miktarda serbest safra atilir. Serbest safra
tuzlari, bagirsak igindeki lipidleri ¢6ziindiirme ve emmede daha diisiik etkinlik gosterir
(Madjd vd., 2016). Boylece de novo sentez yolunda kolesterol igin artan bir gereksinim
oldugundan, safra tuzlarinin dekonjugasyonu nedeniyle serum kolesterolii azalir
(Micheal vd., 2016).

Liong ve Shah (2005a), yaptiklar1 ¢alismada Bifidobacterium sp. suslarinin sodyum
taurokolata kiyasla sodyum glikokolat1 daha yiiksek hidroliz ettigini bildirmislerdir.
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Liong ve Shah (2005b), safra tuzu dekonjugasyon aktivitesi i¢in Lactobacillus
acidophilus ve Lactobacillus casei suslari ile yaptiklari ¢alismada sodyum taurokolata
gore sodyum glikokolatin dekonjugasyonunun daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Ramasamy vd. (2010), tavuktan izole edilen Lactobacillus sp. suslarinin sodyum
glikokolati, sodyum taurokalattan daha fazla dekonjuge edebildigini gézlemlemistir.
Belicova vd. (2013) Slovak Bryndza peynirinden izole edilen Lactobacillus plantarum
ve Lactobacillus fermentum suslarindan L. plantarum K10, K21 ve ZS07 suslarinin, %
0,3 safra varliginda % 50'nin lizerinde canlilik gosterdigini ve CKO06 ile K21 suglarinin
giiclii dekonjugasyon etkinligi oldugunu belirlemislerdir. Nwachukwu vd. (2019)
musir-soya fasulyesi atiklarindan izole edilen ve potansiyel probiyotik olarak
tanimlanan Lactobacillus plantarum C-S ve Micrococcus luteus C S suslarindan L.
plantarum C S susunun diigiik safra konsantrasyonunda dekonjugasyon aktivitesi
gosterirken, M. luteus C S susunun dekonjugasyon aktivitesi gostermedigini ve bu
nedenle gii¢lii bir probiyotik sus olarak kabul edilemeyecegini bildirmislerdir. Onal
Darilmaz ve Beyatli (2019) geleneksel Tiirk beyaz peynirlerinden izole edilen
Propionibacterium sp. suslarinin sodyum glikolat1 sodyum taurokolattan daha yiiksek
hizroliz aktivitesi sergiledigini bildirmislerdir. Mishra vd. (2019) Wistar sicanindan
izole edilen Enterococcus faecalis AG5’in 4-48 saat araligindaki inkiibasyon siiresi
boyunca farkli zaman dilimlerindeki dekonjugasyon aktivitelerini aragtirmis, E.
faecalis AG5’in sodyum glikolati dekonjuge edebildigini ve ortama 0,4-479 pg/mL
arasinda kolik asit saldigin1 tespit etmisler, en yiiksek dekonjugasyon aktivitesinin 18.
saatte gergeklestigini bildirmislerdir. Yerlikaya ve Akbulut, (2019) ¢ig siit ve gesitli
stit tiriinlerinden izole edilen 30 Enterococcus faecium ve Enterococcus durans
susunun safra tuzu dekonjugasyon aktivitelerini incelediginde E. faeicum ve E. durans
suslarinin tamamimin TCA varliginda biiylime gosterdigini ancak herhangi bir
dekonjugasyon aktivitesi olusturmadigin1 bildirmislerdir. Bu c¢alismalarla birlikte
yaptigimiz c¢aligmada test edilen Enterococcus sp. suslarmin dekonjugasyon
aktiviteleri degerlendirildiginde sodyum taurokolat (TCA) ve sodyum glikolattan
(GCA) sadece sodyum glikolatin dekonjugasyonunu yapabildikleri tespit edilirken
suslar arasinda dekonjugasyon miktarlar1 farklilik gostermektedir. En yiiksek
dekonjugasyon aktivitesi E. faecium RT94 susunda (1,93mM) goézlenirken en diisiik
dekonjugasyon aktivitesi E. faecalis RT122 susunda (0,37 mM) belirlenmistir. E.
faecalis RT102 (1,72 mM) ve E. faecium RT101 (1,09 mM) suslarida orta diizeyde
GCA dekonjugasyonu oldugu tespit edilmistir (P < 0,05). Test edilen Enterococcus sp.
suslarinin TCA’y1 dekonjuge edemedigi gdzlemlenmistir. Glisinle konjuge safra
tuzlarmin taurinle konjuge safra tuzlarindan daha toksik olmasi, glisin ve taurin
konjugantlarinin ayrigma sabitlerinin farkli olmasi ile agiklanmaktadir (Lye vd. 2010;
Ramasamy vd. 2010). Taurinle konjuge safra tuzlarina kars1 yiikksek BSH aktivitesi,

49



yiiksek hidrojen siilfiir tiretimi ile sonug¢landigi i¢in ve bu da konakgi tizerinde toksik
etki yaratacagindan dolay1 probiyotik mikroorganizmalarda arzu edilmeyen 6zellik
olarak bildirilmistir (Jiang vd., 2010).

Probiyotik laktik asit bakterilerinin hipokolesterolemik 6zellikleri bir¢ok ¢alismada
rapor edilmistir (Ma vd., 2019b; Ding vd., 2020). Yeterli miktarda aktif laktik asit
bakterisi i¢eren belirli fermente siit iirlinlerinin uzun siireli kullanimi ile serum
kolesterol seviyelerinin diistirtildiigi bildirilmistir (Nguyen vd., 2007; Lye vd., 2010).
Agerholm-Larsen vd. (2000) tarafindan yapilan bir arastirmada, ti¢ farkli probiyotik
yogurt (birinci grubu Streptococcus thermophilus, ikinci grubu L. acidophilus, S.
thermophilus ve Lactobacillus rhamnosus tiirlerininin karisimindan ve tigiincii grubu
ise S. thermophilus ve E. faecium iceren) verilen fazla kilolu ve obez 70 yetigkinin ¢ift
kor randomize bir caligmada sekizinci haftanin sonunda iiciincii tip yogurdu alan
deneklerde, LDL kolesterol seviyelerinde % 84'liik bir azalma (P< 0,05)
gozlemlenmis ve bu durumun kardiyovaskiiler hastalik riskinde % 20-30'luk bir
diisise paralel olacagi Onerilmistir. Huang vd. (2013) kefirden izole ettikleri L.
plantarum Lp09 ve Lp45 suslarinin in vitro ortamda kolesterol diisiiriicti etkisinin
oldugunu belirlemisler ve Sprague-Dawley sicanlarinda yaptiklari in vivo galigmalar
sonucu si¢anlarda serum kolesterol seviyelerinde ve karaciger kolesterol-trigliserit
diizeylerinde 6nemli 6l¢iide azalma oldugunu tespit etmislerdir. Ma vd. (2019) misir
slajindan izole ettikleri ve tanimladiklar1 Enterococcus ve Lactobacillus cinslerine ait
85 susun in vitro kolesterol giderimlerini arastirdiklarinda, 18 saatlik inkiibasyon
sonunda suslarin kolesterol gideriminin % 3,8 ile % 55,2 oraninda oldugunu
belirlemislerdir. Arastiricilar, E. faecium suslarinin kolesterol giderimlerinin diisiik ve
suglarin  besi ortamindan % 10'dan fazla kolesterolii uzaklastiramadigini
bildirmislerdir. Ayni arastiricilar test edilen 8 Lactobacillus susu arasindan L.
plantarum CAAS 18010, L. brevis CAAS 18052 ve L. fermentum CAAS 18069
suslarinin ise % 40 oran ile en yiiksek kolesterol giderimi kabiliyetini gosterdigi tespit
etmislerdir. /n vitro ortamda yiiksek kolesterol giderimi gdsteren bu suslarin
hamsterlarda serum kolesterol seviyelerini onemli 6lgiide etkilemedigini ve L. brevis
CAAS 18052, L. fermentum CAAS 18078 ve L. plantarum CAAS 18008 suslarinin
kan kolesterol diisiirme yiizdeleri sirasiyla % 28,8, % 21,7 ve % 30,9 olarak
belirlenmistir. Yaptigimiz calismada test edilen Enterococcus sp. suslarinin kolesterol
presipitasyonlarinin % 50 ile % 2 arasinda degistigi ve en yiiksek presipitasyon
yeteneginin E. faecium RT94, E. faecalis RT102 ve E. faecium RT101 suslarinda sirasi
ile % 50, % 45 ve % 45 oraninda oldugu tespit edilmistir. Literatiirde incelenen
Enterococus sp. suslarinin kolesterol presipitasyonlart géz Oniine alindiginda bu

oranlarin yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Enterokoklar insanlarda, hayvanlarda ve fermente edilmis gidalardaki yaygin laktik
asit bakteri tlrleridir (Franz vd., 2011). Bununla birlikte, enterokoklarin serum
kolesterol seviyesi iizerindeki yararli etkileri nadiren bildirilmistir. Literatiirde
Enterococcus sp. suslarmin kolesterol distiriicii aktivitesini i¢eren sinirli veriler
mevcuttur (Agerholm-Larsen vd., 2000; Hlivak vd., 2005; Cavallini vd., 2009; Guo
vd., 2016). Zhu vd. (2019) yaptiklar1 bir ¢alismada E. faecalis ATCC 19433"in oral
uygulamasinin, hiperkolesterolemik farelerde serum kolesterol konsantrasyonunu
onemli Olclide azalttigimi bildirmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada test edilen
Enterococcus sp. suslar1 farkli konsantrasyonlarda safra bulunan besi ortamlarinda
kolesterol presipitasyonu gostermistir. Ancak suslarin presipitasyon oranlari arasinda
onemli farklilik belirlenmistir. E. faecalis ve E. faecium suslarinin in vitro ortamda
farkli safra konsantrasyonlarda kolesterol giderim oranlar1 incelenmis ve 100 pg/mL
kolesterol igeren ortamda % 17-50 arasinda kolesterol giderim miktarlar1 oldugu
gozlemlenmistir. En yiiksek kolesterol giderim yiizdesi safrasiz ortamda E. faecium
RT94 (% 50) susunda gozlenirken, en diisiik koleterol giderim yiizdesi % 0,2 safra
konsantrasyonu igeren ortamda E. faecium RT81 (% 2) susunda gézlemlenmistir.
Ortalama en yiiksek kolesterol giderim yiizdesi safrasiz ortamda gozlenirken (% 32,9)
ortalama en diisiik kolesterol giderim yiizdesi % 0,6 safra igeren ortamda (% 3,5) tespit
edilmigtir. Safra konsantrasyonunun artmasinin Kolesterol presipitasyonunda
azalmaya neden oldugu tespit edilmistir. Calismamizda elde edilen sonuglardan farkli
olarak Singhal vd. (2019) rizosferden izole ettikleri potansiyel probiyotik
Enteroccocus sp. suslariin safra icermeyen ortamda kolesteroliin en az % 50'sini
asimile edebildikleri ve safra tuzu varliginda kolesterol asimilasyon yiizdesinin
arttigin1 tespit etmislerdir. Arastiricilar test edilen enterokok suslari arasinda E.
faecium LR 13 susunun safra tuzlari icermeyen ortamda % 76 ve safra tuzlari iceren

ortamda % 98 oraninda kolesterol giderimi gosterdigini bildirmislerdir.

Dekonjuge safra tuzlari serbest kolesterol molekiilleri ile birlikte asidik ortamlarda
presipite olmaktadir. Caligmamizda en yiiksek yiizde kolesterol giderimi E. faecium
RT94 susunda safrasiz ortamda goriilirken bu ortamda pH degeri 6,48 olarak
belirlenmistir. Ayn1 ortamdaki en diisiik yiizde kolesterol giderimi % 17 ile E. faecalis
RT98 susunda belirlenmis ve bu susun bu ortamdaki pH degeri 6,59 olarak tespit
edilmistir. Kolesterol presipitasyonu ve pH arasinda yapilan istatistiksel ¢aligmalar
sonu herhangi bir iligki tespit edilememistir (P > 0,05).

Calismamizda yiiksek dekonjugasyon aktivitesi gozlenen E. faecium RT94 (224,23
mg/L) ve E. faecalis RT84 (251,62 mg/L) suslariin EPS iiretimlerininde yiiksek
oldugu gozlemlenmistir. % 0,2, % 0,4 ve % 0,6 safra ortamlarinda yiiksek
presipitasyon gosteren E. faecium RT81 (453,29 mg/L), E. faecium RT94 (443,77
mg/L) ve E. faecalis RT98 (370,06 mg/L) suslarinin EPS iiretimlerininde yiiksek
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oldugu belirlenmistir. Artan safra konsantrasyonu ile EPS iiretimide paralel olarak
artis gosterdigi tespit edilmistir. EPS, serbest safra asitlerine baglanabilir ve boylece
disk1 yoluyla atilimini artirabilir. Bu karacigerde prekiirsor olarak kolesterolii kullanan
yeni safra asitlerinin sentezlenmesine ve boylece dolasimdaki kolesterol seviyesinin

diismesine neden olur.

Enterokoklari EPS iiretimi iizerine ¢ok az ¢alisma bulunmaktadir. Mozzi vd. (2006)
E. faecalis CRL316, E. faecalis CRL434 ve E. faecium CRL210 suslarinda iiretilen
EPS miktarlariin sirasiyla 110 mg/L, 66 mg/L ve 27 mg/L oldugunu bildirmislerdir.
Baska bir calismada ise Ribeiro vd. (2013) artisanal inek siitiinden yapilan
peynirlerden izole edilen yedi E. faecalis susunda EPS iiretimini arastirmislar ancak

hicbir susta EPS {iretimi gézlemlememislerdir.

Bhat ve Bajaj (2019) yaptiklar1 ¢alismada probiyotik izolat Lactobacillus. paracasei
M7'den elde edilen EPS'nin, in vitro ortamda 6nemli kolesterol diisiirme aktivitesi (%
70,78) sergiledigini ve L. paracasai M7 nin trettigi EPS'nin kolesterol disiiriicii
aktivitesi ¢ok yonlii nedenlere bagh olabilecegini bildirmislerdir. Avci vd. (2020)
yaptiklar1 ¢alismada geleneksel el yapimi peynirden izole edilmis iki yeni probiyotik
susun (Lactobacillus plantarum GA06 ve GAIll) irettigi EPS’nin Kkolesterol
mekanizmas1 ve safra dekonjugasyonu iizerindeki etkisini arastirmislardir.
Arastirmacilar, EPS fiiretimini L. plantarum'un GA11l ve GA06 suslarinda 96,5 ve
32,5 mg/L olarak ve kolesterol giderim miktarlarin1 ise % 36,7 ve % 28,6 olarak
belirlemislerdir. Ayn1 arastirmada L. plantarum GAI11 susunun glikokolat
dekonjugasyon aktivitesi, GAO6 susundan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Ayrica suslarin EPS iiretim kapasitesi ile kolesteroliin giderimi arasinda istatistiksel
olarak anlaml farklilik g6zlenirken, hem EPS iiretim kapasitesi-kolesterol giderimi
hem de EPS iiretim kapasitesi-glikokolat dekonjugasyon arasinda da istatistiksel
olarak anlamli bir iliski bulundugu bildirilmistir. Calismamizda da benzer sekilde E.
faecalis RT102 prebiyotikli ortamda yiiksek EPS iiretimi ve-glikokolat dekonjugasyon
aktivitesi gostermistir. Prebiyotikli ortam ile safrasiz, % 0,2, % 0,6 safra igeren
ortamlarda EPS {iretimi ile presipitasyon arasinda anlamli bir fark tespit edilemezken
(P > 0,05), prebiyotik ve % 0,4 safra igeren ortamda iiretilen EPS ile presipitasyon
arasinda orta diizeyde pozitif bir iliski tespit edilmistir (P=0,026, P > 0,05). Bu nedenle
bir probiyotigin irettigi EPS’nin serum kolesterol diisiirme potansiyeli dikkate
alindiginda, EPS'nin giderek artan kardiyovaskiiler rahatsizliklarda biiyiik bir

azalmaya sebep olabilecegi sonucuna varilabilir.

Prebiyotikler, "gastrointestinal sistemde mikrofloranin biiyiimesini, kompozisyonunu
ve aktivitesini segici olarak uyaran ve bdylece konakgilarin sagligini ve refahini

lyilestiren sindirilemeyen fermente gida substratlar1” olarak
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tamimlanmaktadir.(Roberfroid, 2007). Prebiyotiklerin serum kolesterol seviyesininin
diistiriilmesinde rol oynadigini gésteren ¢alismalar bulunmaktadir (Adebola vd., 2020;
Kuerman vd., 2020). Causey vd. (2000) hastalarin kan kolesterol diizeyleri tizerinde
inlilinin (hindiba koklerinden elde edilen) etkisini degerlendirmek icin on iki
hiperkolesterolemik erkek hastay1r kullanarak 3 haftalik in vivo bir ¢alismanin
sonucunda, giinliik 20 g iniilin aliminin serumda bulunan trigliseridleri 6nemli 6lgiide
azaltigim bildirmislerdir. Wang vd. (2008) hiperkolesterolemik 10 erkek Wistar
siganinda yaptiklar1 bir calismada 8 hafta boyunca Cin Yam’indan saflastirilan bir
nisasta ile beslendiklerinde serum kolesterol seviyelerinde % 27,5 ile % 46,2 arasinda
bir diisiis goriildiigiinii bildirmislerdir.

Probiyotiklerin ve prebiyotiklerin  hipokolesterolemik etkilerinin  kanitlari
arastirmacilar1 simbiyotik ¢alismalara yonlendirmektedir. Liong vd. (2007) yaptiklar
in vivo bir ¢alismada 24 hiperkolesterolemik erkek domuza sinbiyotik bir tirtiniin (L.
acidophilus ATCC 4962, frukto-oligosakkarit ve inulin i¢eren) uygulanmasinin umut
verici hipokolesterolemik etkiler sagladigini bildirmislerdir. Arastirmacilar, kontrol ile
karsilastirildiginda, sekiz hafta boyunca sinbiyotik diyet tilketen domuzlarda plazma
toplam kolesteroliiniin (% 40-41), triagilgliserol (% 15-48) ve LDL-kolesteroliiniin (%
46-59) 6nemli dl¢iide azalttigini bildirmislerdir. Kuerman vd. (2020) % 0,3 safra tuzu
ve 100pg/ml kolesterol igeren besi ortamini prebiyotik ve probiyotikle destekleyerek
37°C’de 12-15 saat inkiibasyon siiresi sonunda kolesterol giderim miktarlarin1 % 50
olarak tespit etmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada % 5 iniilin igeren ortamda E. faecium
RT94 susunun TCA igeren ortamda 1,05 mM, GCA igeren ortamda 0,78 mM kolik
asit salinimi yaptig1 belirlenirken, E. faecalis RT102 susunun TCA igeren ortamda
0,91 mM ve GCA igeren ortamda 1,07 mM kolik asit salinimi1 yaptig: tespit edilmistir.
E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102 suslari prebiyotik icermeyen ortamda TCA’y1
dekonjuge edemezken, prebiyotik iceren ortamda TCA’y1 dekonjuge edebildikleri
gozlenmistir. Bu iki susun prebiyotik iceren ortamda GCA dekonjugasyonlarinin
azaldig1 belirlenmistir. Prebiyotik ve TCA igeren ortamda E. faecium RT94 ve E.
faecalis RT102 suslarimin pH degerleri sirasi ile 3,10 ve 3,11 olarak belirlenirken
prebiyotik icermeyen ortamda pH degerleri sirasi ile 4,57 ve 4,46 olarak belirlenmistir.
Prebiyotik iceren ortamda TCA dekonjugasyonlar: artarken pH degerlerinde azalma
oldugu gozlemlenmistir. E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102 suslarinin prebiyotik
ve TCA igeren ortamdaki EPS iiretim miktarlar1 incelendiginde, E. faecium RT94
(344,44 mg/L) ve E. faecalis RT102’nin (626,63 mg/L) EPS iiretimlerinin arttig1
belirlenmistir. E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102 suslarinin prebiyotik icermeyen
ortamda GCA dekonjugasyonlari sirasi ile 1,93 mM ve 1,72 mM iken prebiyotik iceren
ortamda GCA dekonjugasyonlari E. faecium RT94 susu i¢in 0,98 mM ve E. faecalis
RT102 susu i¢in 1,07 mM olarak belirlenmis ve suslarinin prebiyotikli ortamda GCA
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dekonjugasyonlarinda azalma oldugu gézlemlenmistir. Prebiyotik ve GCA igeren
ortamda pH iretimleri incelendigi zaman E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102
suslarmin prebiyotik icermeyen ortamda pH {iiretimleri siras1 ile 4,75 ve 4,87 iken
prebiyotik iceren ortamda 3,12 ve 3,09 olarak belirlenmistir. Prebiyotik igeren ortamda
GCA dekonjugasyonunda azalma goriiliirken pH miktarlarinda da azalma oldugu
tespit edilmistir. EPS tiretimleri karsilastirildiginda prebiyotik ve GCA igeren ortamda
E. faecium RT94’iin EPS {iretimi 476,83 mg/L, E. faecalis RT102’nin EPS iiretimi
637,14 mg/L olarak belirlenmistir ve prebiyotikli ortamda her iki susunda EPS

tiretimlerinin arttig1 gdzlemlenmistir.

Calimamizda Enterococcus sp. suslarinmn prebiyotik (iniilin) iceren ortamda (% 5
oraninda) kolesterol giderimleri incelendiginde E. faecium RT94 susunun safrasiz
ortamda kolesterol giderimi % 60 olarak belirlenmis ve prebiyotik igermeyen ortama
gore (% 50) kolesterol gideriminde artis gozlendigi tespit edilmistir. E. faecalis RT102
susunun ise safrasiz ortamda kolesterol giderimi % 9 olarak belirlenmis ve prebiyotik
icermeyen ortama gore (% 45) kolesterol gideriminde azalma tespit edilmistir. E.
faecium RT94 ve E. faecalis RT102 suslarinin % 0,2, % 0,4, % 0,6 safra ve prebiyotik
iceren ortamdaki kolesterol giderimlerinde prebiyotik icermeyen ortama kiyasla
azalma gosterdigi belirlenmistir. Son kiiltiir pH degerleri incelendiginde safrasiz ve
prebiyotik icermeyen ortamda E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102 sularinin pH
degeri sirasi ile 6,48 ve 6,30 iken safrasiz ve prebiyotik iceren ortamda pH degerleri
sirast ile 4,11 ve 4,18 olarak tespit edilmistir. Prebiyotik igeren ortamda son kiiltiir pH
degerlerinde azalma meydana geldigi gozlemlenmistir. Ortamda prebiyotigin
bulunmas1 Enterococcus sp. suslarmin asit tiretimini arttirdigr ve buna bagh olarak
olusan asidik ortam ile bakteriler inhibe oldugu icin kolesterol presipitasyonunda
azalma meydana geldigi disiiniilmektedir. Besi ortamina prebiyotik eklenmesinin
Enterococcus sp. suslarinin safra tuzu dekonjugasyonunu ve safra iceren ortamda
kolesterol presipitasyonunu azalttig1 yapilan caligma ile tespit edilmistir. Literatiirde
Enterococcus cinsine ait probiyotik bakterilerin prebiyotik igeren in vitro besi
ortaminda kolesterol presipitasyonu ve EPS tiretimi ile ilgili herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamustir. Yaptigimiz ¢aligma ile prebiyotikli ortamda EPS iiretimi ile kolesterol
presipitasyonun ilk kez belirlenmis olmas1 ile literatiire katki saglayacagi

diistinilmektedir.

BSH (EC 3.5.1.24), glisin veya taurin ile konjuge safra asitlerinin dekonjugasyonunu
katalize eden ve kan kolesterol seviyelerinin diisiiriilmesine yardime1 olan 6nemli bir
enzimdir. Wijaya vd. (2004) gidalardan izole ettikleri E. faecium FAIR-E 345 susunun
dekonjugasyon aktivitesi oldugunu belirlemisler ve yaptiklar1 PZR calismasi
sonucunda bu aktiviteden sorumlu bsh geninin varligini tespit etmis ve bu genin dizi
analizini belirlemislerdir. Chand vd. (2016), E. faecalis'ten izole ettikleri bsh geninin
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Escherichia coli’de ifade edilen proteininin pH 5,0-7,0 araliginda ve 50°C'ye kadarki
sicaklikta oldukga stabil oldugunu belirlemislerdir. Yaptigimiz ¢alismada E. faecium
RT94 ve E. faecalis RT102 suslarinin DNA izolasyonlari yapilmis ve uygun primerler

kullanilarak yapilan PZR sonucunda bsh genin varlig: tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak probiyotik mikroorganizmalarin kolesterol gideriminin belirlendigi
caligmalar olmasina ragmen, enterokoklarin hem kolesterol diistiriicii 6zelliklerinin
belirlendigi hem de mekanizmadaki roliiniin arastirildigi, EPS ve prebiyotik etkisinin
belirlendigi ilk ¢alisma olmasi agisindan 6nemlidir. Bu ¢alismada kolesterol giderme
Ozelligi gosteren probiyotik E. faecium RT94 ve E. faecalis RT102 suslarinin bu
calismanin devaminda yapilmasi planlanan hayvan deneyeleri ile kolesterol diisiiriicti
probiyotik iirlinler veya tabletler seklinde calismalarin gelistirilmesi miimkiin
olabilecektir. Bu sekilde mevcut kimyasal igerikli kolesterol diisiiriicii preperatlardan
dolay1 dogabilecek dezavantajlara karsi Enterococcus sp. probiyotik kiiltiirler gibi
dogal kaynaklar1 igeren {iriinler kullanilarak kolesteroliin diisiirtilmesinin bir¢ok

avantaj1 olacag diisiiniilmektedir.

55



KAYNAKLAR

Adebalo, O. O., Corcoran, O. ve Morgab, A. W., 2020. Prebiotics may alter bile salt
hydrolase activity: Possible implications for cholesterol metabolism, Pharma
Nutrion, 12, 100182.

Agerholm-Larsen, L., Raben, A., Haulrik, N., Hansen, A. S., Manders, M. ve Astrup,
A., 2000. Effect of 8 week intake of probiotic milk products on risk factors for
cardiovascular diseases, European Journal of Clinical Nutrition, 54, 4, 288-
297.

Agha, M. ve Agha, R., 2017. The rising prevalence of obesity: Part A: Impact on public
health, International Journal of Surgical Oncology, 2, 17.

Ahn, Y. T, Kim, G. B,, Lim, K. S., Baek, Y. J. ve Kim, H. U., 2003. Deconjugation
of bile salts by Lactobacillus acidophilus isolates, International Dairy Journal,
13, 303-311.

Avci, G., 2020. Probable novel probiotics: eps production, cholesterol removal and
glycocholate deconjugation of Lactobacillus plantarum Ga06 and Gall
1solated from local handmade- cheese, Journal of Microbiology, Biotechnology
and Food Sciences, 10, 1, 83-86.

Begley, M., Hill, C. ve Gahan C. G. M., 2006. Bile salt hydrolase activity in probiotics,
Applied Environmental Microbiology, 72, 1729-1738.

Belicova, A., MikulaSova, M. ve Dusinsky, R., 2013. Probiotic potential and safety
properties of Lactobacillus plantarum from Slovak Bryndza cheese, BioMed
Research International, 2013, 1-8.

Bhat, B. ve Bajaj, B. K., 2019a. Hypocholesterolemic potential of probiotics: Concept
and mechanistic insights, Indian Journal of Experimental Biology, 57, 2, 73—
85.

Bhat, B. ve Bajaj, B. K., 2019b. Hypocholesterolemic potential and bioactivity
spectrum of an exopolysaccharide from a probiotic isolate Lactobacillus
paracasei M7, Bioactive Carbohydrates and Dietary Fibre, 19, 100191.

Binda, S., Hill, C., Johansen, E., Obis, D., Pot, B., Sanders, M. E., Tremblay, A. ve
Ouwehand, A. C., 2020. Criteria to qualify microorganisms as “Probiotic” in
foods and dietary supplements, Frontiers in Microbiology, 11, 1-9.

Brashears, M. M., Gilliland, S. E. ve Buck, L. M., 1998. Bile salt deconjugation and

cholesterol removal from media by Lactobacillus casei, Journal of Dairy
Science, 81, 8, 2103-2110.

56



Cavallini, D. C., Bedani, R., Bomdespacho, L. Q., Vendramini, R. C. ve Rossi, E. A.,
20009. Effects of probiotic bacteria, isoflavones and simvastatin on lipid profile
and atherosclerosis in cholesterol-fed rabbits: A randomized double-blind
study, Lipids in Health and Disease, 8, 1-8.

Champe, P. C. ve Harvey, R. A. 1997. Biyokimya, Tokullugil, A., Dirican, M. ve
Ulukaya, E., Nobel Tip Kitabevi, istanbul.

Chand, D., Ramasamy, S. ve Suresh, C. G., 2016. A highly active bile salt hydrolase
from Enterococcus faecalis shows positive cooperative kinetics, Process
Biochemistry, 51, 2, 263-269. .

Cousey, J. L., Joellen, M., Daniel, D., Bryan, C., Tungland, B. S. ve Slavin, R. D.,
2000. Effects of dietary inulin on serum lipids, blood glucose and the
gastrointestinal environment 1 hypercholesterolemic men, Nutrition Research,
2,191-201.

Corzo, G. ve Gilliland, S., 1999. Bile Salt Hydrolase Activity of three strains of
Lactobacillus acidophilus, Journal of Dairy Science, 82, 472-480.

Ding. Z., Hani, A., Li, W., Gao, L., Ke, W ve Guo, X., 2020. Influence of a cholesterol-
lowering strain Lactobacillus plantarum LP3 isolated from traditional
fermented yak milk on gut bacterial microbiota and metabolome of rats fed
with a high-fat diet, Royal Society of Chemistry, 11, 8342-8353.

Fernandez, M., Martinez-Bueno, M., Martin, M. C., Valdivia, E. ve Maqueda, M.,
2007. Heterologous expression of enterocin AS-48 in several strains of lactic
acid bacteria, Journal of Applied Microbiology, 102, 5, 1350-1361.

Franz, C. M. A. P., Huch, M., Abriouel, H., Holzapfel, W. ve Gélvez, A., 2011.
Enterococci as probiotics and their implications in food safety, International
Journal of Food Microbiology, 151, 2, 125-140.

Franz, C. M. A. P., Specht, I., Haberer, P. ve Holzapfel, W. H., 2001. Bile salt
hydrolase activity of enterococci isolated from food: Screening and
quantitative determination, Journal of Food Protection, 64, 5, 725-729.

Garcia, J. L., Uhia, I, ve Galan, B. 2012. Catabolism and biotechnological
applications of cholesterol degrading bacteria, Society for Applied
Microbiology, 5. 6, 679-699.

George Kerry, R., Patra, J. K., Gouda, S., Park, Y., Shin, H. S. ve Das, G., 2018.
Benefaction of probiotics for human health: A review, Journal of Food and
Drug Analysis, 26, 3, 927-939.

Gilliland, S. E., Nelson, C. R. ve Maxwell, C., 1985. Assimilation of cholesterol by

Lacobacillus acidophilus, Applied and Environmental Microbiology, 49, 2,
377-381.

57



Goderska, K., Pena, S. A. ve Alarcon, T., 2018. Helicobacter pylori treatment:
antibiotics or probiotics, Applied microbiology and biotechnology, 102, 1, 1-
7.

Goldstein, J. L. ve Brown, M. S., 1984. Progress in understanding the LDL receptor
and HMG-CoA reductase, two membrane proteins that regulate the plasma
cholesterol, Journal of Lipid Research, 25, 13, 1450-1461.

Guo, L., Li, T., Tang, Y., Yang, L. ve Huo, G., 2016. Probiotic properties of
Enterococcus strains isolated from traditional naturally fermented cream in
China, Microbial Biotechnology, 9, 6, 737—745.

Hajikhani, R., 2011. Tiirkiye ve Iran’ da iiretilen beyaz peynirlerden izole edilen
Enterococcus bakterilerinin probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasi, Doktora
Tezi, Gazi Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Hill, C., Guarner, F., Reid, G., Gibson, G. R., Merenstein, D. J., Pot, B., Morelli, L.,
Canani, R. B., Flint, H. J. ve Salminen, S., 2014. Expert consensus document:
the international scientific association for probiotics and prebiotics consensus
statement on the scope and appropriate use of the term probiotic, Nature
Reviews Gastroenterology and Hepatology, 11, 506-514.

Huang, Y., Wang, X., Wang, J., Wu, F., Sui, Y., Yang, L. ve Wang, Z., 2013.
Lactobacillus plantarum strains as potential probiotic cultures with
cholesterol-lowering activity, Journal of Dairy Science, 96, 5, 2746-2753.

Irvin, J. L., Johnston, C. G. ve Kopala, J., 1944. A photometric method for the
determination of cholates in bile and blood, Journal of Biological Chemistry,
153, 439-457.

Isolauri, E., Siitas, Y., Kankaanpdd, P., Arvilommi, H. ve Salminen, S., 2001.
Probiotics: effects on immunity, The American Journal of Clinical Nutrition,
73, 2, 444s-450s.

Jiang, J., Hang, X., Zhang, M., Liu, X., Li, D. ve Yang, H., 2010. Diversity of bile salt
hydrolase activities in different lactobacilli toward human bile salts, Annals
Microbiology, 60, 81-88.

Jones, M. L., Chen, H., Ouyang, W., Metz, T. ve Prakash, S., 2004. Microencapsulated
genetically engineered Lactobacillus plantarum 80 (pCBH1) for bile acid
deconjugation and 1ts 1mplication in lowering cholesterol, Journal of
Biomedicine and Biotechnology, 1, 61-69.

Khalkhali, S. ve Mojgani, N., 2018. In vitro and in vivo safety analysis of Enterococcus

faecium 2C isolated from human breast milk, Microbial Pathogenesis, 116, 73-
77.

58



Khaneghah, A. M., Abhari, K., Es, 1., Soarez, M. B., Oliveria, R. B. A., Hosseini, H.,
Rezaei, M., Balthazar, C. F., Silva, R., Cruz, A. G., Ranadheera, C. S. ve
Sant’Ana, A. S., 2020. Interactions between probiotics and pathogenic
microorganisms in hosts and foods: A review, Trends in Food Science and
Technology, 95, 205-218.

Khare, A. ve Gaur, S., 2020. Cholesterol-lowering effects of Lactobacillus species,
Current Microbiology, 77, 4, 638-644.

Klein, G., 2003. Taxonomy, ecology and antibiotic resistance of enterococci from food
and the gastro-intestinal tract, International Journal of Food Microbiology, 88,
123-131.

Ksonzekova, P., Bystricky, P., VI¢kova, S., Pitoprsty, V., Pulzova, L., Mudronova,
D., Kubaskova, T., Csank, T. ve Tkacikova, L., 2016. Exopolysaccharides of
Lactobacillus reuteri: their influence on adherence of E. coli to epithelial cells
and inflammatory response, Carbohydrate polymers, 141, 10-109.

Kuerman, M., Bao, Y., Guo, Y. ve Guo, M., 2020. Effects of prebiotic carbohydrates
on the growth promotion and cholesterol-lowering abilities of compound
probiotics in vitro, Lwt, 118, 108703.

Kumar, R., Grover, S. ve Batish, V. K., 2012. Bile Salt Hydrolase (Bsh) Activity
screening of Lactobacilli: :n vitro selection of indigenous Lactobacillus strains
with potential bile salt hydrolysing and cholesterol-lowering ability, Probiotics
and Antimicrobial Proteins, 4, 3, 162-172.

Lambert, J. M., Bongers, R. S., de Vos, W. M. ve Kleerebezem, M., 2008. Functional
analysis of four bile salt hydrolase and penicillin acylase family members in
Lactobacillus plantarum WCFS1, Applied Environmental Microbiology, 74,
4719-4726.

LeBlanc, J. G., Chain, F., Martin, R., Bermiudez-Humaran, L. G. ve Courau, S.,
Langella, P., 2017. Beneficial effects on host energy metabolism of short-chain
fatty acids and vitamins produced by commensal and probiotic bacteria,
Microbial cell factories, 16, 1, 79.

Lee, D., 1997. Essential Fatty Acids, Woodland Publishing, Caregivers of Pleasant
Grove, 8-9.

Li, C., Li, W., Chen, X., Feng, M., Rui, X., Jiang, M. ve Dong, M., 2014.
Microbiological, physicochemical and rheological properties of fermented
soymilk produced with exopolysaccharide (EPS) producing lactic acid bacteria
strains, LWT-Food Science and Technology, 57, 477-485.

Li, D., Li, J., Zhao, F., Wang, G., Qin, Q. ve Hao, Y., 2016. The influence of
fermentation condition on production and molecular mass of EPS produced by
Streptococcus thermophilus 05-34 in milk-based medium, Food chemistry,
197, 367-372.

59



Li, W., Mutuvulla, M., Chen, X., Jiang, M. ve Dong, M., 2012. Isolation and
identification of high viscosity-producing lactic acid bacteria from a traditional
fermented milk in Xinjiang and its role in fermentation process, European Food
Research and Technology, 235, 497-505.

Liong, M. T., Dunshea, F. R. ve Shah, N. P., 2007. Effects of a synbiotic containing
Lactobacillus acidophilus ATCC 4962 on plasma lipid profiles and
morphology of erythrocytes in hypercholesterolaemic pigs on high- and low-
fat diets, British Journal of Nutrition, 98, 4, 736-744.

Liong, M. T. ve Shah, N. P., 2005. Bile salt deconjugation ability, bile salt hydrolase
activity and cholesterol co-precipitation ability of lactobacilli strains,
International Dairy Journal, 15, 391-398.

Lodemann, U., Strahlendorf, J., Schierack, P., Klingspor, S., Aschenbach, J. R. ve
Martens, H., 2015. Effects of the probiotic Enterococcus faecium and
pathogenic Escherichia coli strains in a pig and human epithelial intestinal cell
model, Hindawi Publishing Corporation Scientifica, 1-10.

Lye, H. S., Rahmat-Ali, G. R. ve Liong, M. T., 2010. Mechanisms of cholesterol
removal by lactobacilli under conditions that mimic the human gastrointestinal
tract. International Dairy Journal, 20, 3, 169-175.

Ma, C., Zhang, S., Lu, J., Zhang, C., Pang, X. ve Lv, J.,, 2019. Screening for
cholesterol-lowering probiotics from lactic acid bacteria isolated from corn
silage based on three hypothesized pathways, International Journal of
Molecular Sciences, 20, 9, 1-13.

Ma, H., 2004. Concept and protocol to isolate cholesterol-reducing bacteria from
carnivores, Natural Science, 2, 11-17.

Madjd, A., Taylor, M. A., Neek, L. S., Delavari, A., Malekzadeh, R., MacDonald, I.
A. ve Farshchi, H. R. 2016. Effect of weekly physical activity frequency on
weight loss in healthy overweight and obese women attending a weight loss
program: A randomized controlled trial, American Journal of Clinical
Nutrition, 104, 5, 1202-1208.

Marinelli, L., Tenore, G. C. ve Novellino, E., 2017. Probiotic species in the modulation
of the anticancer immune response, Seminars in Cancer Biology, 46, 182—-190.

Markowiak, P. ve Slizewska, K., 2017. Effects of probiotics, prebiotics, and synbiotics
on human health, Nutrients, 9, 10-21.

Mazloom, K., Siddiqi, I. ve Covasa, M., 2019. Probiotics: How effective are they in
the fight against obesity?, Nutrients, 1-24.

Mc Auliffe. O., Cano, R. J. ve Klaenhammer, T. R., 2005. Genetic analysis of two bile

salt hydrolase activities in Lactobacillus acidophilus NCFM, Applied
Environmental Microbiology, 71, 4925-4929.

60



Michael, D. R., Moss, J. W. E., Lama Calvente, D., Garaiova, I., Plummer, S. F. ve
Ramiji, D. P., 2016. Lactobacillus plantarum CUL66 can impact cholesterol
homeostasis in Caco-2 enterocytes, Beneficial Microbes, 7, 443-451.

Mishra, A. K., Kumar,. S. ve Ghosh, A. R., 2019. Probiotic Enterococcus faecalis AG5
effectively assimilates cholesterol and produces fatty acids including
propionate, FEMS Microbiology Letters, 366, 4, 1-9.

Moreno, M. F., Sarantinopoulos, P., Tsakalidou, E. ve De Vuyst, L., 2006. The role
and application of enterococci in food and health, International Journal of Food
Microbiology, 106, 1-24.

Nakajima, H., Suzuki, Y. ve Hirota, T., 1992. Cholesterol lowering activity of ropy
fermented milk, Journal of Food Science, 57, 6, 1327-1329.

Nguyen, T. D. T., Kang, J. H. ve Lee, M. S., 2007. Characterization of Lactobacillus
plantarum PHO4, a potential probiotic bacterium with cholesterol-lowering
effects, International Journal of Food Microbiology, 113, 3, 358-361. .

Nwachukwu, U., George-Okafor, U., Ozoani, U. ve Ojiagu, N., 2019. Assessment of
probiotic potentials of Lactobacillus plantarum CS and Micrococcus luteus CS
from fermented milled corn-soybean waste-meal, Scientific African, 6. 00183.

Ogier, J. C. ve Serror, P., 2008. Safety assessment of dairy microorganisms: the
Enterococcus genus, International Journal of Food Microbiology, 126, 291-
301.

Onal Darilmaz, D. ve Beyatli, Y., 2019. Bile salt deconjugation activity of
Propionibacterium strains and their cholesterol co-precipitation abilities,
International Journal of Dairy Technology, 72, 4, 551-558.

Onal Darilmaz, D., Discioglu, G. ve Beyatli. Y., 2016a. Probiotic evaluation of
Enterococcus faecalis strains isolated from different regions of Iran and
Turkey, Journal of Microbial and Biochemical Technology, 8, 6.

Onal Darilmaz, D., Discioglu, G. ve Beyatli. Y., 2016b. Probiotic using and acid-bile
resistance of Enterococcus faecium strains isolated from traditional naturally
fermented white cheese in Iran and Turkey, Biology and medicine (Aligarh),
8, 6.

Onal Darilmaz, D., Oruc, O., Cetin, O. ve Ceylan. E., 2017. Dairy Propionibacterium
stramms with potential oxalate degrading activity and the effect of
exopolysaccharide production, 4th World Congress and Expo on Applied
Microbiology.

Orug, O. 2019. Probiyotik olarak kullanim potansiyeli olan Enterococcus cinsi

bakterilerin giivenilirliginin belirlenmesi, Yiiksek Lisans Tezi, ASU, Fen
Bilimleri Enstitiisii, Aksaray.

61



Oner, O., Aslim, B. ve Aydas, S. B., 2014. Mechanisms of cholesterol-lowering effects
of Lactobacilli and Bifidobacteria strains as potential probiotics with their bsh
gene analysis, Journal of Molecular Microbiology and Biotechnology, 24, 1,
12-18.

Parnell, J. A. ve Reimer, R. A., 2010. Effect of prebiotic fibre supplementation on
hepatic gene expression and serum lipids: A dose-response study in JCR:LA-
cp rats, British Journal of Nutrition, 103, 11, 1577-1584.

Perumal, V. ve Venkatesan, A., 2017. Antimicrobial, cytotoxic effect and purification
of bacteriocin from vancomycin susceptible Enterococcus faecalis and its
safety evaluation for probiotization, Food Science and Technology, 78, 303-
310.

Pigeon, R. M., Cuesta, E. P. ve Gilliland, S. E., 2002. Binding of free bile acids by
cells of yogurt starter culture bacteria, Journal Dairy Science, 85, 2705-2710.

Reid, G., 2001. Probiotic agents to protect the urogenital tract against infection—, The
American Journal of Clinical Nutrition, 73, 2, 437-443.

Ridlon, J. M., Kang, D. J., ve Hylemon, P. B., 2006. Bile salt biotransformations by
human intestinal bacteria, Journal of Lipid Research, 47, 2, 241-259.

Roberfroid, M., 2007. Prebiotics: The concept revisited, Journal of Nutrition, 137, 3.

Rudkowska, 1., 2012. Lipid lowering with dietary supplements: Focus on Diabetes,
Maturitas, 72, 113-116.

Salazar, N., Arboleya, S., Valdés, L., Stanton, C., Ross, P., Ruiz, L., Gueimonde, M.ve
de los Reyes-Gavilan, C. G., 2014. The human intestinal microbiome at
extreme ages of life. Dietary intervention as a way to counteract alterations,
Frontiers in Genetics, 5, 1-9.

Scavuzzi B. M., Henrique, F. C., Miglioranza, L. H. S., Simao, A. N. C. ve Dichi, I.,
2014. Impact of prebiotics, probiotics and synbiotics on components of the
metabolic syndrome, Annals of Nutritional Disorders and Therapy, 1, 2, 1-13.

Schrezenmeir, J. ve de Vrese, M., 2001. Probiotics, prebiotics, and synbiotics—
approaching a definition, The American Journal of Clinical Nutrition, 73, 361-
364.

Shujun, W., Jinglin, Y., Hongyan, L. ve Weiping, C., 2008. Characterisation and
preliminary lipid-lowering evaluation of starch from Chinese Yam, Food
Chemistry, 108, 1, 176-181.

Singh, V., Sharma, R., Kumar, A. ve Deedwania, P., 2010. Low high-density

lipoprotein cholesterol: Current status and future strategies for management,
Vascular Health and Risk Management, 6, 1, 979-996.

62



Singhal, N., Maurya, A. K., Mohanty, S., Kumar, M. ve Virdi, J. S., 2019. Evaluation
of bile salt hydrolases, cholesterol-lowering capabilities, and probiotic
potential of Enterococcus faecium isolated from rhizosphere, Frontiers in
Microbiology, 10, 1-9.

Sivamaruthi, B. S., 2018. A comprehensive review on clinical outcome of probiotic
and synbiotic therapy for inflammatory bowel diseases, Asian Pacific Journal
of Tropical Biomedicine, 8, 3, 179-186.

Taherian, M., Samadi, P. M., Rastegar, H., Faramarzi, M. A., Rostami-Nejad, M.,
Yazdi, M. H., Rezaei-Tavirani, M. ve Yazdi, Z.,, 2019. An overview on
probiotics as an alternative strategy for prevention and treatment of human
diseases, Iranian Journal of Pharmaceutical Research, 18, 31-50.

Tsai, C. C., Lin, P. P., Hsieh, Y. M., Zhang, Z. Y., Wu, H. C. ve Huang, C. C., 2014.
Cholesterol-lowering potentials of lactic acid bacteria based on bile-salt
hydrolase activity and effect of potent strains on cholesterol metabolism in
vitro and in vivo, Scientific World Journal, 1-10.

Van Calsteren, M., Pau-Roblot, C., Begin, A. ve Roy, D., 2002. Structure
determination of the exopolysaccharide produced by Lactobacillus rhamnosus
strains RW-9595M and R, Biochemical Journal, 363, 7-17.

Wang, G., Huang, W., Xia, Y., Xiong, Z. ve Ai, L., 2019. Cholesterol-lowering
potentials of Lactobacillus strain overexpression of bile salt hydrolase on high
cholesterol diet-induced hypercholesterolemic mice, Food and Function, 10, 3,
1684-1695.

Wijaya, A., Hermann, A., Abriouel, H., Specht, I., Yousif, N. M. K., Holzapfel, W. H.
ve Franz, C. M. A. P., 2004. Cloning of the bile salt hydrolase (bsh) gene from
Enterococcus faecium FAIR-E 345 and chromosomal location of bsh genes in
food Enterococci, Journal of Food Protection, 67, 12, 2772-2778.

Witzler, J. J. P., Pinto, R. A., de Valdez, G. F., de Castro, A. D. ve Cavallini, D. C. U.,
2017. Development of a potential probiotic lozenge containing Enterococcus
faecium CRL 183, LWT - Food Science and Technology, 77, 193-199.

Worsztynowicz, P., Olejnik-Schmidt, A., Biatas, W. ve Grajek, W., 2019.
Identification and partial characterization of proteolytic activity of
Enterococcus faecalis relevant to their application in the dairy industry, Acta
Biochimica Polonica, 66 ,1, 61-69.

Yerlikaya, O. ve Akbulut, N., 2020. In vitro characterisation of probiotic properties of
Enterococcus faecium and Enterococcus durans strains isolated from raw milk
and traditional dairy products, International Journal of Dairy Technology, 73,
1, 98-107.

Yildiz, G. G., Oztiirk, M. ve Aslim, B., 2011. Identification of Lactobacillus strains
from breast-fed infant and investigation of their cholesterol-reducing effects,
World Journal of Microbiology and Biotechnology, 27, 23-97.

63



Zanotti, 1., Turroni, F., Piemontese, A., Mancabelli, L., Milani, C., Viappiani, A.,
Prevedini, G., Sanchez, B., Margolles, A., Elviri, L., Franco, B., van Sinderen,
D. ve Ventura, M., 2015. Evidence for cholesterol-lowering activity by
Bifidobacterium bifidum PRL2010 through gut microbiota modulation,
Applied Microbiology and Biotechnology, 99, 16, 6813-6829.

Zhang, F., Qiu, L., Xu, X,, Liu, Z., Zhan, H., Tao, X., Shah, N.P. ve Wei, H., 2017.
Beneficial effects of probiotic cholesterol-lowering strain of Enterococcus
faecium WEFA23 from infants on diet-induced metabolic syndrome in rats,
Journal Dairy of Science, 100, 3, 1618-1628.

Zhang, M.M., Cheng, J.Q., Lu, Y.R., Yi, Z.H., Yang, P. ve Wu, X.T., 2010. Use of
pre-, pro-and synbiotics in patients with acute pancreatitis: A meta-analysis,
World Journal Gastroenterology, 3970-3978.

Zheng, Z. Y., Cao, F. W., Wang, W. J., Yu, J., Chen, C., Chen, B., Liu, J. X., Firrman,
J., Renye, J. ve Ren, D. X., 2020. Probiotic characteristics of Lactobacillus
plantarum E680 and its effect on Hypercholesterolemic mice, BMC
Microbiology, 20, 1, 1-9.

Zhu, Y., Li, T., Din, A. U., Hassan, A., Wang, Y. ve Wang, G., 2019. Beneficial effects
of Enterococcus faecalis in hypercholesterolemic mice on cholesterol
transportation and gut microbiota, Applied Microbiology and Biotechnology,
103, 7, 3181-3191.

64



OZGECMIS

Ad1 ve Soyadi : Orhan CETIN

Adres :Manavkuyu Mahallesi 245. Sokak Mustafa Bey
Apartmam 8/1 Daire:1 Bayrakli/IZMIR

E-posta adresi : orhancetin5282@gmail.com

EGIiTiM BILGILERI (Kurum ve Yil)

Lisans . Aksaray Universitesi, Biyoteknoloji ve Molekiiler
Biyoloji Boliimii, 2013-2017

Yiiksek Lisans . Aksaray Universitesi, Biyoteknoloji ve Molekiiler
Biyoloji ABD, 2017-

YAYINLAR, SUNUMLAR VE PATENTLER

1. Orug, O., Cetin, O., Onal Darilmaz, D., YUSEKDAG, Z. N., 2020. Determination
of the biosafety of potential probiotic Enterococcus faecalis and Enterococcus
faecium strains isolated from traditional white cheeses, LWT Food Science and
Technology (In Press).

2. Orug, O, ()qal Darilmaz, D., Cetin, O., Beyatli, Y., 2018. Geleneksel Beyaz
Peynirlerden Izole Edilen Potansiyel Probiyotik Enterococcus faecalis Suslarinda
Sitolizin  Aktivitesi ve Vankomisin Diren¢ Genlerinin Biyogiivenlik

Degerlendirmesi Uluslararas1 Avrasya Kongresi, “Dogal Beslenme ve Saglikli
Yasam”, Ankara, Bildiriler Kitab1, 680-686.

3. Onal Darilmaz, D., Oruc, O. Cetin, O. Ceylan. E., 2017. Dary
Propionibacterium Strains With Potential Oxalate Degrading Activity And The
Effect Of Exopolysaccharide Production, 4" World Congress and Expo on
Applied Microbiology.

PROJELER

1. Projenin Adi: Potansiyel Probiyotik Enterococcus Cinsi Bakterilerin
Kolesterol giderim Mekanizmalari ve bsh Gen Analizleri, Projeyi Destekleyen
Kurum: Aksaray Universitesi, Proje No: 2018-2020, Projedeki gorevi:
arastirmaci.

65






