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Ozet:

Bu calismada, Gazi Universitesi Fen Fakiltesi Biyoteknoloji Laboratuvari kultir
koleksiyonunda bulunan ve anne st ile beslenen yeni dodan bebeklerin
digkisindan izole edilerek molekiler tanimlamalari yapilan laktobasil cinsine ait 15
bakterinin laktik asit, hidrojen peroksit, ekzopolisakkarit Gretimleri, antibiyotik
duyarhliklari, antimikrobiyal aktiviteleri, asit direnci ve safra toleransi gibi bazi
probiyotik 6zellikleri arastirilmigtir. Ayrica, yiksek ekzopolisakkarit Gretimine sahip
olan 2 susun (Lactobacillus casei LB74 ve L. casei LB61) agregasyon ve
hidrofobisite yetenekleri belirlenmistir. Suslarin asit tretim miktarinin belirlenebilmesi
icin farkl iki besi yeri kullaniimis ve skim milk besi yerinde daha ylksek asit
dretiminin oldugu belirlenmistir (p<0,05). Bakterilerin hidrojen peroksit Gretim
miktarlan 0,68-3,83 pyg/mL arasinda degisirken, Urettigi ekzopolisakkarit miktarlarinin
142,99-425,16 mg/L arasinda degistigi tespit edilmistir. Suslarin penisilin,
kloramfenikol ve amoksisilin antibiyotiklerine %100 duyarh, streptomisin ve
vankomisin antibiyotiklerine ise %100 direncli oldugu ve tim suslarin S. enteritidis
ATCC 13076, S. typhimurium CCM5445, P. aeruginosa ATCC 27853 patojen
bakterileri Gzerinde antimikrobiyal aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Bakterilerin
artan asitlik ve safra konsantrasyonlarinda hticre gelisimlerinde azalma oldugu ve bu
azalmanin da istatistiksel olarak anlamh oldugu tespit edilmistir. YUlzde
otoagregasyon degerleri L. casei LB74 (%28,91) susunda, yuzde koagregasyon
degerleri ise S. enteritidis test bakterisinin kullanimiyla L. casei LB61 (%31,08)
susunda yuksek bulunmustur. Suslar, kloroform ve toluen hidrokarbonlari ile
hidrofobisite gdstermislerdir.

Anahtar kelimeler: Lactobacillus sp., EPS, antimikrobiyal aktivite, asit ve safra
direncliligi, agregasyon, hidrofobisite
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GIRIS

Probiyotikler, insan ve hayvanlarin dogal mikroflorasina ait, 6zellikleri geligtiren,
tiketimleri sonucunda agizda, sindirim sisteminde, Ust solunum yollarinda ya da
urogenital kanallarda yararli etkileri ile konakg¢inin saghdini koruyan, buralarda
olusan enfeksiyonlarin iyilesmesine katkida bulunan, tek veya karisik
mikroorganizma kultarleridir (1, 2). Probiyotik olarak kullanilacak bir Grintn gavenilir
olmasi, kullanildigi insan ve hayvanda yan etkisi olmamasi, stabil olmasi, disik pH
ve safra tuzlan gibi olumsuz c¢evre kosullarindan etkilenmeden midede canli
kalabilmesi ve bagirsakta metabolize olmasi, antimikrobiyal maddeler Ureterek
patojenik bakterilere antimikrobiyal etki gbéstermesi, antibiyotiklere direncli olmasi
istenmektedir. Antibiyotige bagll ortaya c¢ikan hastaliklarda bagirsak florasini
dizeltmek amaci ile kullanilabileceklerinden, bagirsaktaki antibiyotiklerden
etkilenmemeli ve gidalara ilave edildiginde kaliteyi digsirmemelidirler (3,4).

Dogumda bebegin bagirsaklari steril olmasina ragmen, dogumdan hemen sonra
cevrede bulunan mikroorganizmalar ile hizli bir gekilde kolonize olur. Florayi
olusturacak bakterilerin baslica kaynaklari anne dogum kanalinda bulunan
mikroorganizmalar ile bebegin yakin gevresinde ve bu ¢evrede temas ettigi kisilerde
olan mikroorganizmalardir. Dogumdan hemen sonra bagirsak florasinda E. coli ve
streptokoklar baskindir. Bebek anne sitl aldikga E. coli, streptokoklar ve clostridia’lar
azalirken, laktobasil ve bifidobakteriler artmaya baslar. Anne sitlinden kesildikten
sonra erigkin florasi yéninde degisiklikler olmaya baslar ve ikinci yilin sonuna dogru
eriskin florasinin benzeri bir flora olusur ve yagsam boyu sabit kalir. Mide, duodenum ve
jejunumda peristaltizmin daha hizli olmasi, asidik ortam (mide) ve safra asitleri
(duodenum) nedeni ile daha az sayida bakteri barindirir (1023). ileumdan itibaren gegis
yavasladigindan bakterilerin sayi (10%7) ve cesitlili§i kolondakine benzer gériiniim
kazanmaya baslar. Metabolik olarak aktif olan bu flora diger bakteriler, mukozal immun
sistem ve bagirsak epitel hicreleri ile strekli iletisim halinde oldugundan bebegin
postnatal gelisimini ve fizyolojisini etkilemesi beklenir (5-7).

Dogumdan sonra florayi olusturan bakterilerin tir( ve miktarina etki eden ¢ok sayida
faktor vardir. Annenin aldigi besinler, probiyotik alip almamasi, dogum sekli (vajinal
veya cerrahi), gebelik yas! ve bebegin primer beslenme sekli (anne sitl veya mama)
gibi ekstrensek faktérler yani sira yeni dogan bebegin saglik durumu, immunolojik
durumu, gastrointestinal sistem gecis zamani, pH’si ve stres gibi intrensek faktorler
de kolonizasyonu etkiler. Dogum kanalindan ge¢cmediklerinden sezaryenle dogan
bebeklerde flora gelisimi ge¢ olur ve daha ¢ok ¢evreden alinan mikroorganizmalari
icerir (6). Yasamin ilk haftalarinda anne s0tU ile beslenen bebeklerin bagirsak
florasinda, bifidobakteriler ve laktobasiller baskin iken mama ile beslenen bebeklerin
bagirsaklarinda enterobakter tarleri baskindir. Alti ay dolayinda mama ile beslenen
bebeklerin florasinda, laktobasiller ve bifidobakteriler bulunmasina ragmen anne sitl
alanlarinkinden bu oran daha azdir ve flora dagilimi oldukca karmasiktir. Bir yasinda
anne s0tl ve mama ile beslenen gocuklarin bagirsak floralari biri birine benzer ve
erigkin florasina yakindir (6,7). Gastrointestinal florasiyr cevresel stres, iklim,
antibiyotikler, emosyonel faktorler ve diyetsel degisiklikler de etkileyebilmektedir (8).
Bebekler Gzerinde probiyotiklerin etkileri arasinda rotavirus ishallerinin sdresinin
kisaltimasi, bagirsak florasinin gelisimi, alerjik hastaliklarin azaltilmasi, immun
modulasyonda ve prematlre bebeklerde nekrotizan enterokolit sikhiginin azaltmasi
oldugu rapor edilmektedir (1, 9-11).
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Bu calismada, anne sitl ile beslenen bebeklerin digkisindan izole edilen laktobasil
tdrlerinin bazi probiyotik &zelliklerinin arastirilmasi hedeflenmistir. Bu amacla,
molekiler ydntemlerle tanimlamalar yapilmig bakterilerin laktik asit, hidrojen peroksit
ve EPS Uretimleri, antimikrobiyal aktiviteleri, antibiyotik duyarhliklari, asitlige ve safra
tuzlarina karsi duyarhliklari belirlenmistir. Ayrica, yiksek EPS Uretimine sahip iki adet
susun agregasyon-koagregasyon ve hidrofobisite yetenekleri tespit edilmigtir. Tim
calismalarin sonucunda bazi probiyotik 6zellikler acisindan dstin nitelikli olan insan
kaynakli laktobasil cinsi bakterilerin bulunarak, bu bakterilerin probiyotik olarak
kullanilabilirliginin aciga ¢ikartiimasi hedeflenmistir.

MATERYAL ve YONTEM

Fermantasyon uriinlerinin kimyasal analizi

Arastirma, G. U. Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda
bulunan, anne sutl ile beslenen yeni dogan bebeklerin diskisindan izole edilen ve
16S rDNA bélgesine gére molekdler tanimlamalari yapilan laktobasil cinsine ait 15
bakteri ile yaratGImustar.

Skimmilk (SM) ve MRS sivi besi yerlerinde 24 saat ve 37°C gelistirilen bakterilerin
laktik asit Gretimleri titre edilebilir yizde asitlik olarak hesaplanmistir (12).

Laktobasil bakteri kltdrlerinin hidrojen peroksit Gretimi Gilliland (13)'in metoduna
gbre spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Olgiimler MRS sivi besiyerinde 24 saatlik
inklbasyondan sonra gerceklestiriimis ve 0Oretim 400 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) belirlenmigtir. 1-10 pg/mL arasinda
degisen oranlarda hazirlanan standart ile sonuglar karsilastirilarak, hidrojen peroksit
miktarlar pg/mL olarak saptanmigtir.

Laktobasil suslarinin Escherichia coli ATCC11229, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Salmonella typhimurium CCM5445 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 test
bakterilerine karsi antimikrobiyal aktiviteleri agar diflzyon ybntemine gbre
belirlenmigtir (14).

Ekzopolisakkarit (EPS) tGretimi

Bakterilerin EPS Gretimleri, MRS sivi besi ortaminda 24 saatlik klttirlerde Torino ve
ark. nin (15) fenol/sulflrik asit teknigine gére belirlenmigstir. Kulttrlerin Urettigi EPS
miktarlari standart olarak 5-100 mg/L arasinda dedisen oranlarda glikoz (Merck)
¢Ozeltisi kullanilarak tespit edilmistir (16).

Antibiyotik duyarlilik

Antibiyotik duyarhlik testi, Charteris ve ark. (17) tarafindan belirtilen disk difizyon
yontemi ile 0,5 Mac Farland bulanikliligina esdeger olarak ayarlanan aktif kilttrlerde
tespit edilmigtir.
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Duyarlilik testi sistein-MRS kati besi yerinde yapilmis ve disk diflizyon testinde
kullanilan antibiyotikler asagidaki konsantrasyonlarda Oxoid’den temin edilmistir:
penisilin (10 unit), amoksisilin (30 pg), vankomisin (30 mcg), azitromisin (15 pg),
teikoplanin (30 pg), eritromisin (15 pg), streptomisin (10 pg), gentamisin (10 pg),
kloramfenikol (30 ug), siprofloksasin (5 pg). Sonuglar Klinik ve Laboratuvar
Standartlari Enstitlist (CLSI) kriterlerine degerlendirilmistir (18).

Asit ve safra toleransi

37°C’de iki kez ard arda MRS sivi besi ortaminda aktiflestirilen kiltirlerin optikal
yogunluklari spektrofotometrede (600 nm) 0,600’ ayarlanmistir. OD degerleri
ayarlanan bakterilerden %2 oraninda, pH’st 4 M HCI (Merck) ile 2, 3, 4 ve 5
ayarlanan MRS sivi besi yerlerine ve %0,06, 0,15 ve 0,30 oranlarinda safra (Sigma)
iceren MRS sivi besi yerlerine inokile edilerek 37°C’de inkibe edilmistir. Hlcre
gelisimi 24 saat sonrasinda 600 nm’de spektrofotometrede dlctimasttr (19).

Agregasyon

Bu test icin, EPS Uretimleri ylksek olan L. casei LB74 ve L. casei LB61 suslari
secilmigstir. Otoagregasyon yeteneklerinin belirlenmesinde, MRS sivi besi yerinde 18-
20 saatlik aktif kaltarler 10000 rpm’de 15 dk santriftij edilmistir. Elde edilen pellet, iki
defa fosfat tamponu (PBS: 130 mM sodyum klor(r, 10 mM sodyum fosfat, pH 7,2) ile
yikanarak suspanse edilmigtir. Yikanan kuoltarlerin  optik yodunluklart 0,600’'e
ayarlanmig ve 4 saat sonunda kuilturlerin ylizde otoagregasyon degerleri

[1 '(Aﬂstteki sUspansiyon/AtopIam bakteri st'Jspansiyonu)]X1 00 formdiline gére hesap|anml$T|f-

Koagregasyon testinde, bakteriler yukarida belirtilen sekilde hazirlanmig ve laktobasil
bakteri kdltirleri ile E. coli ATCC 11229, S. enteritidis ATCC 13076 ve L.
monocytogenes ATCC 7644 test bakterileri esit hacimde karistiriimistir. 4 saat
sonunda kultirlerin %koagregasyon yetenekleri

[(Atest bakterisi + Alaktobasil) — 2(Akansik siispansiyon)/ (Atest bakterisi + Alaktobasi)]X100 formuline
gbre hesaplanmistir (20).

Hidrofobisite

MRS sivi besi yerlerindeki aktif kiltirlerinin 10000 rpm’de 15 dk santriifiij edilmesi ile
elde edilen pellet, iki kez fosfat tamponu ile yikanmis ve 0,1 M KNO;s; (pH 6,2)
tamponu icinde c¢o6zllerek spektrofotometrede OD’si 0,06’ya ayarlanmistir (Ao).
Bakteri slspansiyonundan 2 mL alinarak, 0,5 mL p-ksilen (polar olmayan nétral
¢cbzlcu), kloroform (monopolar asidik ¢ézlcu), etil asetat (monopolar bazik ¢ézlcu)
ve toluen (unipolar bazik ¢6zlcl) hidrokarbonlarinin Uzerine konularak oda
sicakiginda 4 saat inkiibe edilmistir. Inkilbasyondan sonra sulu fazin OD’si
spektrofotometrede 600 nm de tekrar OlcUimustir (Aq). Laktobasil suslarinin
hidrokarbonlara mikrobiyal tutunma ytzdesi [(Ao — A1)/Ao]x100 formula kullanilarak
hesaplanmigtir (21).

istatistiksel analizler
Tum cahsmalarda iki farkli calismanin U¢ farkl paralelinin ortalama sonuglar
verilmistir.
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istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (15.0 Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL)
kullanilmigtir.  Pearson korelasyonuna gére, suslarin ylzde asit-hidrojen peroksit
dretimi arasinda korelasyon olup olmadigi incelenmis ve iki farkli besiyerindeki asit
dretim sonuglan t-testi ile analiz edilmistir. Ayrica azalan pH/artan safra
konsantrasyonu ve bakteri gelisimi arasindaki iliskiyi ortaya koymak amaciyla SPSS
15.0 bilgisayar programiyla regresyon analizi uygulanmistir.

SONUC VE TARTISMA

Fonksiyonel gida bilesenleri olarak degderlendirilen probiyotik bakterilerin insan mide
bagirsak sistemi acgisindan 6énemli etkileri bulunmaktadir. Probiyotiklerin farkli
nedenlere bagli bagirsak rahatsizliklari, Helicobacter pylori kaynakli mide
rahatsizliklari, laktoz intoleransi, kolon kanseri, alerjik reaksiyonlar ve ylksek
kolesterol seviyeleri gibi cesitli rahatsizliklar Uzerinde iyilestirici etkilere sahip
olduklarini rapor edilmektedir (22-24). Probiyotiklerin temel &zellikleri dogal olarak
kalin bagirsak florasinda bulunmalari, non-patojen olmalari, teknik iglemlerle
harabiyete ve mide asidine ve safra tuzlarina direncli olmalari, gastrointestinal sistem
duvarina tutunarak gecici bir slre intestinal epitele kolonize olarak konakgiya belirli
bir fayda saglamalaridir (25). Probiyotikler bugin antibiyotige bagh ishalin
Onlenmesinden, atopik ¢cocuklarda atopik dermatitin 6nlenmesine kadar ¢ok genis bir
alanda alternatif tip alani olarak koruyucu ve tedavi edici amagla kullaniimaya
baslanmistir (26).

Laktik asit, laktik asit bakterilerinin fermantasyon yolu ile Urettikleri primer Grindur.
Patojen bakterileri ve kifleri inhibe eden zayif bir asittir (27,28). Bakteri kaltUrlerinin
SM ve MRS besi yerlerinde Urettigi ylizde asitlik degerleri Cizelge 1’de verilmistir. Her
iki besi yerinde de ylzde asit Uretimi en yilksek L. casei LB74 (SM'de %2,79;
MRS’de %1,50) ve L. casei LB61 (SM'de %2,72; MRS’de %1,23) suslarin da
belirlenmistir. Calismada, SM besi yerinde Uretilen ylzde laktik asit miktari MRS besi
yerine gbore daha fazla oldugu gorilmis ve bunun nedeninin, SM besi yerinin
bilesiminde bulunan laktozdan kaynakli oldugu disunilmistir. istatistik analiz
sonucu (¢ift drnekli t-testi) iki besi yerindeki asit Gretimleri arasinda anlamli bir fark
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Yapilan calismalarda, sit ve st Grlnlerinden izole
edilen laktobasillerin SM’de daha yiiksek laktik asit Urettigi (27, 29), vajenden izole
edilen suslarin ise MRS besi yerinde daha ylUksek laktik asit Grettikleri (30) rapor
edilmektedir. Buda bize izolasyon kaynaginin ve besi yerlerinde bulunan kimyasal
maddelerin, Uretilen laktik asit miktarini etkiledigini géstermektedir.

Spektrofotometrik olarak belirlenen laktobasil suslarinin olusturdugu hidrojen peroksit
dretim miktarlan 0,68 (L. casei LB17)-3,83 (L. casei LB74) pg/mL arasinda
degismektedir (Cizelge 1). Ylzde asitligi ylksek olan suslarin hidrojen peroksit
dretimlerinin de yuksek oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Laktik asit bakterilerinin
olusturdugu laktik asidin yaninda, hidrojen peroksit ve bakteriyosin ve/veya
bakteriyosin benzeri maddeler gibi antimikrobiyal maddelerin de florayr korumada
6nemli etkileri mevcuttur (24). Pridmore ve ark., (31) insan bagirsagindan izole
edilmis 11 laktobasil susunun hidrojen peroksit Gretim miktarinin 617-1400 ug/mL
oldugunu bildirirken, Millsap ve ark., (32) insan idrarindan izole ettikleri suslarin
drettikleri HoO, miktarlarn 25-75 uyg/mL arasinda oldugunu, Sabir ve ark., (33) kefirden
izole edilmis laktobasil suslarinda H>.O, miktarinin ise 0,45-3,18 ug/mL arasinda
oldugunu rapor etmislerdir.
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insan kaynakli izolatlarda hidrojen peroksit Gretimlerinin st Grinleri kaynakli
izolatlardan daha yiUksek oldugu gézlemlenmistir. Bu ¢alismada suslarin diger insan
kaynakli izolatlardan daha distk hidrojen peroksit dretimine sahip oldugu tespit
edilmigtir. Ayni cinse aitte dahi olsalar, farkli suslarin UGrettikleri H.O», miktarlarinin
farklihgi, oksidorediiktazlardan laktat dehidrogenaz enziminin  aktivitesinin
farklihgindan kaynaklandigi bilinmektedir ve bu enzimin aktivitesinin de bakterinin
bulundugu ortamdan etkilendigi rapor edilmektedir (14).

Cizelge 1. Laktobasil suglarinin metabolik aktiviteleri

. Laktik asit (%) EPS Uretimi
Bakteriler MBS SM H2O5 (ug/mL) (mg/L)

L. caseiLB17 1,44+0,06 0,73+0,02 0,68+0,02 142,99+6,38
L. caseiLB19 1,84+0,01 1,10+0,00 0,99+0,01 258,57+2,61
L. casei LB74 2,79+0,03 1,50+0,13 3,83+0,00 425,16+2,03
L. casei LB61 2,72+0,03 1,23+0,07 3,22+0,02 383,99+1,75
L. casei LB64 2,12+0,01 1,20+0,01 1,02+0,00 317,01+2,32
L. casei LB83 1,05%0,03 0,45+0,00 0,87+0,03 278,3045,00
L. casei LB68 1,36%0,01 0,85+0,00 0,86+0,02 275,50+1,42
L. casei LB65 1,61+0,01 1,01+0,01 1,6810,02 183,06+6,50
L. casei LE4 1,2610,01 0,63+0,00 2,15+0,03 329,26+1,49
L. casei LB49 1,7310,03 1,09+0,05 2,24+0,02 369,19+3,17
L. casei LB23 2,11+0,03 1,12+0,00 0,76%0,00 186,6316,99
L. casei LE7 1,20+0,01 0,81+0,00 1,54+0,01 319,37+1,39
L. casei LB6 1,3510,03 0,82+0,02 1,06£0,02 294,4613,42
L. brevis LB63 1,44+0,04 0,67+0,01 1,78+0,00 348,30+2,13
L. fermentum 1,61£0,01 1,03+0,00 0,97+0,02 326,63+3,81
LB16

Probiyotik bakteriler bagirsak ylzeyine vyerleserek istenmeyen bakterilerin
tutunmasini engellemekte ve Urettikleri antimikrobiyal aktiviteye sahip organik
molekuller (laktik, asetik, formik, propiyonik asit) ve antimikrobiyal bilesikler (hidrojen
peroksit, diasetil ve bakteriyosin/bakteriyosin benzeri maddeler), bakterilerin
¢ogalmalarini kontrol altina almaktadir (34). Kaltlr koleksiyonundan temin edilen 15
laktobasil susunun agar difizyon teknigi ile patojen bakterilere kargl inhibisyon
kapasiteleri degerlendirilmigtir (Cizelge 2). Laktobasil suslarinin %100’G S. enteritidis
ATCC 13076, S. typhimurium CCM5445 ve P. aeruginosa ATCC 27853 test
bakterilerine kargi inhibisyon etkisi g&sterirken, denenen tim test bakterileri
icerisinde en ylksek inhibisyon zonuna L. monocytogenes ATCC 7644’e karsi L.
casei LB61 (21,8 mm) susunun sahip oldugu belirlenmistir. Calismada, ylizde asit ve
hidrojen peroksit tretimleri ylksek olan L. casei LB74 ve LB61 kodlu suslarin, tim
patojen bakterilere karsi (LB74 susu igin, L. monocytogenes hari¢) inhibisyon etkisi
gbsterdigi tespit edilmigstir.

EPS’ler bakterinin olumsuz cevre sartlarindan korunmasini ve cesitli ylzeylere
tutunmasini  saglamaktadir. Bakteriler tarafindan polisakkaritler katabolize
edilemediklerinden enerji kaynagi degildirler, buna karsilik mikroorganizmayi veya
ortami kurumaya karsi korur, zararli veya disman bir ortamdan uzaklastirirlar (1).
EPS’nin bakteriyi koruma 6zelligi ayrica antibiyotiklere kargida fiziksel bir koruyuculuk
seklinde de ortaya ¢ikmaktadir (35). Yiksek EPS (retimine sahip olan bakterilerin
probiyotik olarak uygun olacagi vurgulanmaktadir.
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Yuksekdag ve Aslim (36), yogurt kaynakli laktobasil suslarinda EPS miktarini 116 -
255 mg/L olarak rapor ederken, Sabir ve ark., (33) kefirden izole edilmis Lactococcus
spp. ve Pediococcus spp. suslarinin EPS Uretim miktarinin 173-378 mg/L arasinda
degistigi bildiriimistir. Yapilan bir baska calismada, vajen kaynakli 57 laktobasil
suslarinin Grettikleri EPS miktarinin ise 20-368 mg/L arasinda oldugu rapor edilmistir
(37). Bu calismada, bakterilerin EPS lretim miktarlari 142,99 (L. casei LB17)-425,16
(L. casei LB74) mg/L arasinda degisiklik gbstermistir (Cizelge 1). L. casei LB61
(383,99 mg/L), L. casei LB49 (369,19 mg/L) ve L. brevis LB63 (348,3 mg/lL)
suslarinin diger suslardan EPS (retimlerinin ylksek oldugu da belirlenmistir. Yapilan
calismalarda, insan kaynakli izolatlarin EPS Uretiminin, st ve sit Grinleri kaynakl
izolatlarin Urettigi EPS miktarindan fazla oldugu dikkat cekicidir. Bu calismada da,
kullanilan bakterilerin EPS Uretim miktarlarinin diger calismalardan yulksek oldugu
gortlmektedir. Calismalarda elde edilen sonuclarda EPS Uretimlerinin tlrler ve hatta
suslar arasinda farkhlik gdsterdigi gérilmektedir. Arastirmacilar bunun nedeninin
izolasyon kaynagi, fermantasyon sartlarn (sicaklik, inklbasyon siresi ve pH) ve
besiyeri kompozisyonunun (karbon ve nitrojen kaynagi) farkli olmasindan dolayi
oldugunu ifade etmektedirler (36, 38, 39).

Cizelge 2. Laktobasil suslarinin test bakterileri Uzerindeki aktimikrobiyal aktivitesi
(mm).

Test Bakterileri

Bakteriler E coli L. S. S. P. S.
’ monocytogenes enteritidis Typhimurium aeruginosa aureus

L. caseiLB17 3,4+0,0 2,8+0,0 5,1+0,0 2,7+0,0 5,0+0,1 -
L. caseiLB19 5,60,0 15,240,0 7,50,2 2,8+0,0 2,8+0,0  5,0%0,0
L. caseiLB74 4,8+0,1 - 5,240,0 2,810,0 4,7¢0,0 2,7£0,0
L. caseiLB61 5,2+0,0 21,810,0 7,0£0,0 5,4+0,0 5,0+0,0  3,4%0,0
L. caseiLB64 5,2+0,0 12,6+0,0 8,9+0,0 6,9+0,0 5,3t0,0  6,0%0,0
L. caseiLB83 3,5+0,0 - 2,7+0,0 3,8+0,0 2,910,0 2,7£0,0
L. caseiLB68 5,7+0,0 16,7+0,0 2,8+0,0 2,8+0,0 2,8+0,0 7,3%0,0
L. caseiLB65 4,6+0,0 16,6+0,0 5,2+0,0 7,210,0 9,3+0,0  4,8%0,0

L. caseiLE4  4,6%0,0 14,6+0,1 7,310,0 7,7%0,0 5,0+0,0 -
L. caseiLB49 - 7,4+10,1 5,0£0,0 7,210, 1 6,5+0,0 2,9%0,0
L. caseiLB23 2,8+0,0 4,7+0,0 5,410,1 7,310,0 5,5+0,0  4,7%0,0

L. caseiLE7  4,9+0,0 7,310,0 5,7£0,0 9,60, 1 7,1£0,3 -
L. caseiLB6 5,2+0,0 5,2+0,0 5,5+0,0 5,2+0,0 3,8+0,0  3,8%0,0
L. brevis LB63 4,6+0,0 4,7+0,0 2,8+0,0 5,1+0,0 2,7+0,0  1,8%0,0

té’;eéme”t“m 33100  1,8%0,0 2,840,0  550,0 1,7+0,0 .

-> inhibisyon yok

insanin dogal florasinda bulunan laktobasil cinsi bakterilerinin (istiin 6zelliklere sahip
suslarinin probiyotik olarak kullaniimasi ile hastaliklarin tedavisinde antibiyotiklere
alternatif olabilecegi dustnulmektedir. Arastirmacilar probiyotiklerin sadece tedavi
amacli olmayip, bazi enfeksiyonlar icin koruyucu amagh da kullanilabilecegini
bildirmiglerdir (40). Normal mikrofloranin antibiyotik tedavilerinden etkilenmemesi igin
secilecek suslarin antibiyotiklere direngli olmasi 6nemli bir kriterdir. Antibiyotik
uygulamalar sirasinda probiyotikler kullanilarak mikrofloranin  koruyuculugunun
devam edebilecedi vurgulanmaktadir (4). Calismada, protein sentezini inhibe eden
streptomisin  (%100), gentamisin (%99), hicre duvar sentezini inhibe eden
vankomisin (%100) ve teikoplanin (%98) antibiyotikleri laktobasil suglarinin yiksek
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direnglilik gdsterdikleri antibiyotikler olarak tespit edilirken, suslarin hicre duvar
sentezini inhibe eden penisilin (%100), amoksisilin (%100), azitromisin (%98) ve
eritromisin (%95), protein sentezini inhibe eden kloramfenikol (%100) antibiyotiklerine
ise duyarh olduklari belirlenmigtir (Cizelge 3). Bu calismada, bakterilerin klinikte
yaygin olarak kullanilan glikopeptid yapisindaki vankomisin ve aminoglikozit
yapisindaki streptomisin antibiyotiklerine direncli bulunmustur. Glikopeptid grubundan
teikoplanin (TEC) antibiyotigi, aerop ve anaerop Gram pozitif bakterilere etkilidir ve
bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlar icin klinik uygulamalarda kullaniimaktadir
(41). Bu arastirmada, teikoplanin antibiyotigine bakterilerin %98’inin direngli oldugu
bulunmustur. Ozellikle klinik uygulamalarda siklikla kullanilan glikopeptid yapisindaki
antibiyotiklere bu c¢alismada kullanilan bakterilerin direncgli olmasi, segilecek
bakterilerin probiyotik olarak kullanimlarini 6n plana ¢ikaracaktir.

Cizelge 3. Laktobasil suglarinin antibiyotiklere gésterdigi duyarlilik test sonuclari

Antibiyotikler

Bakteriler

P S CN C VA AMC E CIP TEC AZM
L. casei LB17 S R R S R S S R R R
L. casei LB19 S R R S R S S S R S
L. casei LB74 S R R S R S I R R S
L. casei LB61 S R R S R S [ I R S
L. casei LB64 S R R S R S S R R S
L. casei LB83 S R R S R S S | S S
L. casei LB68 S R R S R S S | R R
L. casei LB65 S R R S R S S R R S
L. casei LE4 S R R S R S S R R S
L. casei LB49 S R R S R S | R R S
L. casei LB23 S R R S R S S | R S
L. casei LE7 S R I S R S | R R S
L. casei LB6 S R R S R S S R S S
L. brevis LB63 S R R S R S S R R S
L. fermentumlB16 S R R S R S I R R S

R: Direngli, S: Duyarli, I: Orta Derece Duyarli,
P: Penisilin, VA: Vankomisin, AMC: Amoksisilin, AZM: Azitromisin, TEC: Teikoplanin, E:
Eritromisin, CN: Gentamisin, S: Streptomisin, C: Kloramfenikol, CIP: Siprofloksasin

Disaridan vicuda verilen yararli probiyotik mikroorganizmalarin faydal olabilmesi
icin, midedeki disUk asitlik ve bagirsaktaki safra tuzu gibi éldurtci etkiler kargisinda
canlihklarini muhafaza edebilmelidirler (1, 42). Sonucta faydali mikroorganizma
bagirsaga ulastiginda, canh ve belli bir sayinin Gzerinde kalabilmelidir (22, 43).
Cizelge 4’de laktobasil suslarinin disik pH degerlerinde (2, 3, 4, 5) ve farkli safra
konsantrasyonlarinda (%0,06, 0,15, 0,30) hiicre yogunluklari verilmigtir. Ortamdaki
asitlik orani arttikgca, bakterilerin hiicre yogunlugunda énemli oranda diisme meydana
gelmistir. Suslarin pH degerindeki azalmaya bagh olarak optikal yogunluklarindaki
azalma arasindaki korelasyon regresyon analizi ile belirlenmis ve multipli R degerleri
0,75’den ylksek ciktigindan gicli bir korelasyon oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4).
Tdm suslardan elde edilen verilere gbre bakterilerin bagirsaklarda bulunan safraya
olan toleransi, safra oranina gére degismekte olup, safranin %0,06; %0,15 ve %0,30
artan konsantrasyona bagli olarak tim susglarin hicre yogunlugunda disme
g6zlenmigtir.
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Suslarin safra konsantrasyonundaki artisa bagl olarak optikal yogunluklarindaki
azalma arasindaki korelasyon regresyon analizi ile belirlenmig ve bu iliskinin yliksek
derecede ve negatif yonde bir korelasyon oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4). Bu
calismada, bakterilerin bulunduklari ortamda asitlik miktarinin  ve safra
konsantrasyonunun artmasi nedeni ile hiicre yogunlugunda ve ylzde canhliklarinda
azalma goérulmastir. Laktobasiller arasinda safraya karsi en direncli suslarin L. casei
LB74, L. casei LB61, L. casei LB64 ve L. brevis LB63 oldugu belirlenmistir. Bu
suslarin ylzde asit, hidrojen peroksit, EPS Uretimleri ve antimikrobiyal aktivitelerinin
de yiiksek olmasi dikkat cekicidir. insandaki safra konsantrasyonuna yakin bir deger
olan % 0,30'luk safra konsantrasyonda bakterilerin canlik oranlan %9,27-39,39
arasinda degistigi belirlenmigtir. Alp ve Aslim (42), bifidabakterilerin % 0,30
konsantrasyonundaki safrayr % 12,35-80,66 arasindaki oranlarda tolere
edebildiklerini, Sabir ve arkadaslari (33) ise laktobasil suslarinin  bu
konsantrasyonundaki safrayl % 72-92 arasinda degisen oranlarda tolere ettikleri
bildirmiglerdir. Sabir ve ark., (33) ayni zamanda pH 3,5 gibi asidik bir ortamda
bakterilerin ylzde canliliklarinin %85-96’lik bir orana sahip oldugunu da rapor
etmiglerdir. Elde edilen verilere gbre, laktobasil cinsine ait farkli suslarin asit ve
safraya olan direncliliklerinin literatlir taramalarinda belirlenen laktobasillere gére
dUsik oldugu tespit edilmigtir.

Bakterilerin agregasyon 6zelligine sahip olmasi bulundugu hicrelere tutunma ve
dominant olarak kolonize olmasini saglayacagindan 6&zellikle probiyotik agidan
6nemli bir kriterdir. Laktik asit bakterileri agregasyon 6zelligi nedeniyle bulundugu
ylzeye ve birbirlerine yapisarak biyolojik bir bariyer olustururlar (22,44).
Laktobasillerin bagirsak florasini dizenlenmesi igin bagirsak epiteline kolonize
olabilmesi gerekmektedir. Bu amacla bu ¢alismada, yliksek EPS Uretimine sahip olan
L. casei LB74 ve L. casei LB61 suslarinin agregasyon yetenekleri belirlenmistir.
Yapilan calisma sonucunda kdltUrlerin ylzde otoagregasyon ve koagregasyon
yetenekleri Cizelge 5°'de verilmistir. Elde edilen sonuglara gére, EPS Uretimi ylksek
olan L. casei LB74 susunun ylzde otoagregasyon degerinin %28,91, L. casei LB61
susunun ise %20,50 oldugu tespit edilmistir. Collado ve ark. (20), Aslim ve ark. (45)
ve Ekmekgi ve ark. (46), farkli kaynaklardan izole ettikleri laktobasil suslarinda, bu
calismada elde edilen sonuclara benzer sonuclar elde etmislerdir. Calismalar
karsilastirildiginda, agregasyon yeteneginin izolasyon kaynagina, tiire ve susa gére
degisken oldugunu gériimektedir. EPS’nin agregasyonu artirmasindan dolayi (42)
yiksek EPS Ureten ve otoagregasyon goésteren L. casei LB74 susunun epitel
ylzeylere daha ylksek oranda kolonize olabilecegini dasindirmustir. Agregasyon
yeteneginde ylksek EPS Uretiminin yaninda Agregasyon Promoting Faktdr (APF)
olarak adlandinlan bir proteininde de sorumlu oldugu rapor edilmektedir. Laktobasil
suslari arasindaki agregasyon farkliliklarinin Greme ortami ve sicakhgl, ylzey
hidrofobisitesi ve yukul, ortamin pH’si, bakteri hiicre duvarindaki lipoteikoik asit ve
diger yuzey polimerlerin (glikoprotein, polisakkaritler, lipoprotein, glikolipid, protein
gibi) de etkili oldugu bildirilmektedir (47).

Koagregasyon 06zelliginden dolayi laktik asit bakterileri bulundugu ekosisteme giren
patojen bakterilere yapisarak onlari etkisiz hale getirmekte, bdylece olasi bir
enfeksiyonu ve bakterinin toksik etkisini engelleyebilmektedir (48). Calismada, EPS
dretimi yOksek olan L. casei LB74 ve L. casei LB61 suslarinin, E. coli ATCC 11229,
S. enteritidis ATCC 13076 ve L. monocytogenes ATCC 7644 test bakterileri ile
koagregasyon denemeleri yapilmistir. L. casei LB74 susunun denenen iki patojen (E.
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coli ATCC 11229-%14,41 ve L. monocytogenes ATCC 7644-%19,99) ile ylksek
oranda koagrege oldugu tespit edilirken, L. casei LB61 susu S. enteritidis ATCC
13076 bakterisi ile ylksek koagregasyon (%31,08) yetenegdi gdsterdigi belirlenmigtir.
12 probiyotik bakterin patojen bakteriler ile koagregasyonun degerlendirildigi bir
calismada, koagregasyon ylUzdesinin susa, inkiibasyon slresine ve kosullarina bagli
olarak degistigi bildirilmistir (20).

Cizelge 4. Laktobasillerin farkli pH ve safra degerlerine toleransi ve regresyon analiz
sonuglari

pH?
Bakterller ool 2,0 3,0 4,0 50  MULPle
LB17 1082002 0.23%0,00 0.30£0,00 1.89£000 1.97:0.00 0.87
LB19 198+0.01 0.24+0.01 0.26+000 074+005 192+0.00 093
LB74  202+002 0.12+0.01 0.15:0.01 064+001 1843008 095
LB61 1944000 0.2240.00 0.23+002 064+004 185+0.02 093
LB64 1914000 0.21#0.00 0.22+000 064+002 185+0.01 093
LBS3 1.99+0.00 0.2040.00 0.32+0.00 187+008 193+0.05 0.88
LB6S 1974000 0.21#0.00 0.25+000 192+000 193+0.01 086
LB65  2.01+0.00 0.26+0.00 0.34+002 191+001 196+002 087
LE4 1974000 0.23%0.00 0.27+001 192+001 194+0.00 0.86
LB49 196+0.01 0.24+0.00 0.25:000 099+000 192+0.00 094
LB23 194+0.00 0.23+0.01 0.24+000 062+002 1.29+0.00 096
LE7 1.9740.00 0.200.00 0.32+000 181+000 194%0.00 089
LB6 1944000 0.23%0.00 0.33+000 081+000 188+0.00 094
LB63 198+0.01 0.20£0.00 0.23+000 098+000 188+0.02 095
LB16  2.00+0.00 0.22+0.02 0.26+000 051+000 187+0.03 092
Safra Konsantrasyonlari®

Kontro  %0,06 %015  0,30% M“'Ft;p'e

105000 1.9320,00 1,92£000 0.20:0.00 -0.887

2024002 194+003 174+0.00 056000 -0.949

2.00+0.00 198+001 173+0.00 0.63x0.00 -0.949

19640.00 1.92+0.01 157+003 052+0.01 -0.968

199+0.00 1.95+0.01 172+001 039+0.00 -0.941

199+0.00 1.930.00 1.88+001 020+0.00 -0.904

19740.00 1.95+0.01 1.77:000 041+0.00 -0.928

1.99+0.00 1.960.00 174+001 032+0.04 -0.935

194+0.00 1.91+0.00 1.87:000 030+0.00 -0.897

198+0.00 1.94+0.02 176+000 049+0.00 -0.935

2.01+0.00 194+000 1774000 0.44+0.00 -0937

1.9440.00 1.92+0.00 161:000 018+0.00 -0.946

1944000 1.92+0.00 155:000 0.20+0.00 -0.956

196+0.02 1.8620.03 1.79+000 0.60+0.01 -0.926

2012001 194+001 194%0.01 045000 -0897

2 Optik yogunluk

® Kontrol; pH 6,2 ve safra icermeyen ortam

Polar 6zellik tasimayan molekdllerin sivi ortamda kendiliginden bir araya gelme
egilimi, hidrofobik etkilesim olarak ifade edilmektedir. Bu etkilesimin arkasindaki itici
glg, hidrofobik gruplarin etrafini ¢evreleyen su molekdillerinin yer degistirmesinden
kaynaklanan entropi artisidir.
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Cizelge 5. L. casei LB74 ve L. casei LB61 suslarinin otoagregasyon, koagregasyonu
ve hidrofobisite ylzdeleri

Bakteriler ~ Otoagr (%) Koagregasyon (%) Hidrofobisite (%)

E. coli S. enter. L. mono Kloroform Toluen

L0856 28.910,10 14,41%0,10 16,16:0,00 19,99+0,00 67,0540,30 7,88+0,20
E-Bgﬁse’ 20,50£0,20 13,33+0,00 31,08£0,00 14,58%0,10 45,33+0,10 43,83:0,40

" S. entetiditis; L. monocytogenes

Hidrofobik etkilesimlerin biyolojik sistemlerdeki en blylik énemi, mikroorganizmalarin
ylzeylere tutunmasini saglamsidir (49). Probiyotiklerin epitelyum ytzeylere tutunarak
kolonize olmalari énemli bir kriterdir. Hidrofobik 6zellige sahip olan probiyotik
mikroorganizmalarin epitel ylizeylere daha iyi tutunduklar rapor edilmektedir (41,50).
Bu calismada, bakterilerin farkl hidrokarbonlara tutunmasi, hicre tutunmasi ile pozitif
iliskisi olan hidrofobisite 6zelligi ile belirlenmistir. EPS Uretim kapasitesi ylksek olan
L. casei LB74 ve L. casei LB61 suslarinin hiicre ylzeyi hidrofobikligi ylzde olarak
belirlenmis ve sonuglar Cizelge 5’de verilmistir. EPS Uretim kapasitesi ylksek olan L.
casei LB74 ve L. casei LB61 suslarinin nétral ¢6zlcu olan p-ksilene ve bazik ¢bézuci
olan etil asetata ilgisinin olmadigi tespit edilirken, asidik ¢6zicl olan kloroforma
(sirasiyla, %67,05, %45,33) ilgisinin ylksek oldugu belirlenmistir. Bu durum,
kullanilan bakterilerin ylzey yapilarinin kompleks oldugunu gd&stermektedir.
Ahumada ve arkadaslari (51), disten izole ettikleri 13 laktobasil susunun hemen
hepsinin apolar ¢dzlcl olan p-ksilene zayif affinite (%0-35) gdsterdigini, tikarikten
izole edilen 17 laktobasil izolatindan dokuzunun bazik ¢ézlcl olan etil asetata (%0-
35) ve asidik ¢bzlcl olan kloroforma (%0-35) da zayif affinite gd&sterdiklerini
bildirmiglerdir. Pelletier ve arkadaslari (52) ise, bu arastirmacilardan farkl olarak
kullandiklar L. caseive L. paracasei suslarinin kloroforma yiksek affinite, etil asetata
ise disuk affinite gdsterdiklerini tespit etmislerdir. Bu ¢alisma bulunan sonuclar ile
calismadaki sonuclar értismektedir.

Bu calisma sonucunda, L. casei LB74, L. casei LB 61 ve L. casei LB64 suslarinin
H>O,, laktik asit ve EPS Uretim kapasitesinin ve safra tuzu toleransinin yiksek olmasi
nedeniyle canliligini koruyarak, bagirsaklara ulasabilecedi distunilmektedir. YUksek
EPS, agregasyon ve hidrofobisite yetenekleri ile epitel ylzeylere daha kolay kolonize
olup, patojenler Uzerindeki inhibisyon etkisi sayesinde de epitel ylzeyde E. coli ve
Salmonella’lar  gibi  patojen  mikroorganizmalar igin  biyolojik  bir  bariyer
olusturabileceklerdir. Bu suslarin sahip olduklari bu Gstin 6zelliklerden dolayi, hayvan
denemeleri yapildiktan sonra potansiyel probiyotik mikroorganizmalar olarak
kullaniimalari énerilebilecektir. Bu bakterilerin asit direncinin zayif olmasi nedeniyle
gelecek calismalarda bu 6zelligin kapsllleme veya bir baska teknik kullanilarak
gelistiriimesi ile probiyotik agidan daha verimli kiltGrlerin olusturulmasi 6nerilmektedir.
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