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OZET

Lactobacillus plantarum HP1°’IN PROBIYOTIK OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI

REZAEIAN TABRIZI, Bahareh
Nigde Omer Halisdemir Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danigman : Prof. Dr. Zeliha YILDIRIM

Eylil 2021, 77 sayfa

Bu ¢alismanin amaci, Lactobacillus plantarum HP1 bakterisinin in vitro kosullarda
probiyotik 6zellikleri belirleyerek probiyotik bakteri olarak kullanilabilme potansiyelini
ortaya koymaktir. Bu amagla Lb. plantarum HP1’in diisiik asitlige, safra tuzuna, pepsin,
pankreatin, yapay mide s1visi, fenol ve antibiyotiklere kars1 direnci belirlenmistir. Ayrica;
hemolitik aktivite, antimikrobiyal aktivite, otoagregasyon, koagregasyon ve hidrofobisite

ozellikleri de tespit edilmistir.

Arastirma sonucunda, Lb. plantarum HP1’in hemoliz negatif, diisiik asitlige, safra tuzuna,
pepsin, pankreatin, yapay mide sivist ve fenole dayanikli oldugu ve test edilen 11
antibiyotikten sadece birine duyarli oldugu, otoaggregasyon, koaggregasyon ve
hidrofobisite 06zelliklerini iyi oldugu belirlenmistir. Ayrica patojen bakterilerden
Enterococcus faecium, E. feacalis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes ve L. ivanovii’ya karsi inhibitor aktiviteye sahip oldugu goézlenmistir.
Sonug olarak, Lb. plantarum HP1 bakterisinin gida endiistrisinde probiyotik olarak

kullanma potansiyeline sahip oldugu soylenebilir.

Anahtar kelimeler: Lactobacillus plantarum HP1, probiyotik, hemolitik aktivite, safra tuzu, pepsin,

pankreatin, fenol, otoaggregasyon, koaggregasyon, hidrofobisite, antimikrobiyal aktivite



SUMMARY

DETERMINATION OF PROBIOTIC PROPERTIES OF Lactobacillus plantarum HP1

REZAEIAN TABRIZI, Bahareh
Nigde Omer Halisdemir University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor : Professor Dr. Zeliha YILDIRIM

September 2021, 77 pages

The aim of this study was to determine the probiotic properties of Lactobacillus
plantarum HP1 bacterium in vitro condition and to reveal its potential to be used as a
probiotic bacterium. For this purpose, Lb. plantarum HP1's resistance to low acidity, bile
salt, pepsin, pancreatin, artificial gastric juice, phenol and antibiotics was determined. In
addition, hemolytic activity, antimicrobial activity, autoaggregation, coaggregation and

hydrophobicity properties were also determined.

As a result of the research, Lb. plantarum HP1 was hemolysis negative, resistant to low
acidity, bile salt, pepsin, pancreatin, artificial gastric juice and phenol, and was sensitive
to only one of the 11 tested antibiotics, with good autoaggregation, coaggregation and
hydrophobicity properties. It has also been observed to have inhibitory activity against
pathogenic bacteria Enterococcus faecium, E. feacalis, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Listeria monocytogenes and Listeria ivanovii. As a result, Lb. plantarum HP1
bacterium has the potential to be used as a probiotic in the food industry.

Keywords: Lactobacillus plantarum HP1, probiotic, hemolytic activity, bile salt, pepsin, pancreatin,
phenol, autoaggregation, coaggregation, hydrophobicity, antimicrobial activity.
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BOLUM I

GIRIS

Gida kaynakl1 hastaliklar, diinyadaki en kritik halk saglig1 sorunlarindan biri olarak kabul
edilebilir (CDC 2015). Bagirsak, gidalar yoluyla bulasan en Onemli bakteriyel
patojenlerin ana kaynagi durumundadir. Bagirsak sisteminde bulunan karmasik
mikrobiyal topluluklar, metabolik tepkilerin, bagisiklik sisteminin ve insan sagliginin
modiilatorleri olarak ¢ok dnemli roller oynarlar. Insan sagliginin birgok yoniiniin bagirsak
mikrobiyotasindan etkilendigi bir¢ok arastirmaci tarafindan kabul edilmektedir, ancak
etki mekanizmalarina iliskin bilgiler hala eksiktir (Valdes vd., 2018; Carding vd., 2015;
Danneskiold-Samsee vd., 2019). Bununla birlikte, ¢ok sayida ¢alisma, bagirsak
mikrobiyatasinin enerji homeostazinda 6nemli bir rol oynadigi ve bu nedenle kilo kaybini
veya alimmi ve obezite ile iliskili bozukluklart modiile edebilecegini (Rosenbaum,
Knight ve Leibel, 2015), bagirsak mikrobiyotasi ve bakteriyel metabolitlerin ayrica kan
basincinin diizenlenmesi (Marques vd., 2018), kronik bobrek hastaligi (Sircana vd., 2018)
ve kardiyovaskiiler hastalik ile iliskili kritik faktorler ile iligkilendirilmistir. Bunlara ilave
olarak, bagirsak mikrobiyal bilesimi veya islevindeki degisiklikler, yasa bagli saglik
bozuklugu (Clark ve Walker, 2018; O'Toole ve Jeffery, 2018), konak¢1 bagisiklik
durumundaki degisiklikler (Rooks ve Garrett, 2016) ve dolayisiyla inflamatuar bagirsak
hastalig1, alerji ve astim ile iliskilendirilmistir (Carding vd., 2015).

Yas, diyet, stres, hastaliklar ve ilaglar gibi faktorler, yaygin olarak “disbiyoz” olarak
bilinen bagirsak mikrobiyotasinin fiziksel veya kimyasal bilesiminde dogrudan
degisiklikler yapar. Bu nedenle bagirsagin dogru islevini siirdiirebilmesi i¢in mikrobiyota
arasindaki dengenin korunmasi gerekir. Kanitlar, bagirsak mikrobiyotasinin bagirsak
saglhigi i¢cin ¢ok Onemli bir faktér oldugunu ve mikrobiyota bilesimine herhangi bir
midahalenin  gastrointestinal rahatsizlik riski ile iligkili oldugunu acikliga
kavusturmustur (Wan, Forsythe vd. 2018; Wan, Ling vd. 2018). Hastaliklarla basa
cikmak ve bagirsak mikrobiyotasinin dengesinin geri kazanilmasi icin yeni stratejiler
diisiiniilmektedir. Bu stratejilerden biri, probiyotiklerin ya takviye olarak ya da gida
tiriinleri yoluyla tiiketilmesidir (Esaiassen vd., 2018; de Almada vd., 2015; Danneskiold-
Samsee vd., 2019).



Besinlerin sadece enerji ve besin kaynagi olmadigi ve Hipokrat’in “Gida ilaciniz, ilaciniz
gidaniz olsun” s6ziiniin Gneminin son yillarda anlagilmastyla fonksiyonel gidalar kavrami
gelistirilmis ve ilk defa Japonya'da 1980'lerde ortaya ¢ikmistir. Bir gida, yeterli beslenme
etkilerinin 6tesinde viicuttaki bir veya daha fazla hedef islevi olumlu yonde etkiledigini
tatmin edici bir sekilde gosteriyorsa, fonksiyonel olarak kabul edilebilir. Kanada Saglik
orgiitii, fonksiyonel gidalari geleneksel gidalara benzeyen ancak fizyolojik faydalari

kanitlanmus {irtinler olarak tanimlar (De Sousa vd., 2011).

Gliniimiizde fonksiyonel gidalardan probiyotik iiriinlerin tiiketimi her gegen giin artmakta
ve gida pazarinin biiylik paymi olusturmaktadir. Avrupa tlkelerinde probiyotik siit
iriinlerinin en ¢ok tiiketilen iirlinler arasinda ikinci sirada yer aldigi bildirilmektedir

(Menrad 2003; Saarela 2007).

‘Probiyotik’ terimi Yunanca “Pro” ve “biota” olmak iizere iki kelimeden olugsmakta ve
“yasam i¢in” anlamina gelmektedir. Probiyotikler, insan sagligi iizerine yararl
mikroorganizmalar olarak bilinmektedir. Besinlerle birlikte veya ayri olarak alinan,
mukozal ve sistemik immiiniteyi diizenleyerek, bagirsaklarda besinsel ve mikrobiyal
dengeyi saglayarak konake¢inin sagligini olumlu yonde etkileyen mikroorganizmalara
"probiyotik" denilmektedir (Giizel-Seydim vd., 2016; Sanders, 2003; Gibson ve Fuller,
2000). FAO/WHO (2002), probiyotikleri “yeterli sayida alindiklarinda konak¢iya fayda
saglayan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlamaktadir. Yiizyillardir probiyotikler
fermente siit Uriinleri (yogurt, kefir vs.) araciligiyla insan beslenmesinde yerini almistir.
Probiyotik mikroorganizmalar iirettikleri maddeler yardimiyla gidalarin sindirimine ve
zararli mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin 6nlenmesine yardimci olarak
dogal floranin dengesini korumaktadir. Bu 6zelliklerinden dolay1 son yillarda bu faydali
bakteriler, yogurt gibi fermente siit iirlinlerine eklenerek, probiyotik iirlin olarak piyasaya

sunulmaktadir (Sanders, 2003).

Probiyotik mikroorganizmalarin tagimasi1 gereken Onemli ozellikler; tliketici saglig
lizerine olumsuz etki géstermemeli, dolayisiyla patojen olmamali ve toksik bilesikler
iretmemeli, sindirim sistemindeki mide asitliginin, pankreatik enzimlerin ve safra
tuzlariin neden oldugu zorlu kosullardan etkilenmeden gecerek kalin bagirsaga
ulagabilmeli ve burada bagirsak mukozasmna tutunarak kolonize olabilmelidir.

Probiyotiklerin bagirsaga ulastiktan sonra peristaltik hareketler ile bagirsaktan



atilmamalart i¢in bagirsak epitel hiicrelerine tutunmasi gerekmektedir. Probiyotik
mikroorganizmalarin sahip olmasi gereken diger 6zellikler; bagirsak sistemindeki normal
flora ile rekabet edebilmeli, bagirsak mikroflorasini stabilize edebilmeli, patojenlere karsi
antimikrobiyal bilesikler olusturabilmeli, antibiyotiklere direngli olmali ve konukg¢u
tizerindeki olumlu etkilerini ¢ok kisa siirede gosterebilmeli (birkag veya 1 haftadan kisa)
seklinde siralanabilir. Ayrica teknolojik Ozellikler agisindan, ¢ok suslu preparatlarin
hazirlanmasina uygun olmali, yiiksek canlilik oranina ve iyi depolama Omriine sahip
olmalidir (Giizel-Seydim vd., 2016; Pandey vd., 2015; Ouwehand ve Roytio, 2015;
Syngai vd., 2016).

Cok sayida calisma, probiyotiklerin iltihapli bagirsak hastaligl, irritabl bagirsak
sendromu, kabizlik, antibiyotik iligkili ve akut ishal, hipertansiyon ve diyabet
semptomlarinit Onleyebilecegini veya hafifletebilecegini gostermistir (Weichselbaum,
2009). Probiyotikleri iceren fonksiyonel gidalar, antihipertansiyon, antikanser ve
hipoglisemik ozellikler ile antioksidan ve immiinomodiilator gibi cesitli terapdtik
faydalara sahiptir (Clare ve Swaisgood, 2000; Khan, 2014; Parvez vd. 2006). Genel
olarak probiyotikler mide-bagirsak hastaliklarinin tedavisinde ve Onlenmesinde
faydalidir; ancak amaca uygun bir probiyotik se¢meden Once, hastaligin tiiri ve
probiyotik tiirli (susu) dikkate alinmas1 gereken en 6dnemli faktorlerdir. Bu nedenle saglig
gelistirici faydalart olan yeni probiyotik suslarin izole edilmesi ve probiyotik
Ozelliklerinin ortaya konulmasi hem tibbi hem de endiistriyel agidan Onemlidir.
Bifidobakterilerle birlikte laktik asit bakterileri (LAB), son yillarda en ¢ok arastirilan
probiyotiklerdir (Khaneghah ve Fakhri, 2019).

Yeni LAB izolatlarim1 probiyotik olarak kabul etmek icin asit ve safra kosullarma
tolerans, kolesterol diisiirme potansiyeli, safra tuzunu hidrolize etme yetenegi, hemolitik
olmama, antimikrobiyal ozelliklere sahip olma ve fermantasyon siirecinde hayatta
kalabilme gibi ¢esitli kriterler kullanilmaktadir (Vijaya-Kumar vd., 2015). Genel olarak,
potansiyel probiyotikler, bu mikroorganizmalarin kullanildig1 gida matrislerinden izole

edilir.

Lactobacillus cinsi, insan ve hayvanlarin normal mukozal mikrobiyotasina aittir
(Lahteinen vd., 2010). Bu bakteri grubu, gastrointestinal sistemin stabilitesini korumak,

bagirsak enfeksiyonlarni 6nlemek ve genel olarak bagirsak sagligini desteklemek igin



onemlidir (Gu R.X. vd., 2008). Bu tez projesinin amaci biyokimyasal ve molekiiller
tekniklerle tanimlanan ve bozadan izole edilen Lb. plantarum HP1’in probiyotik

Ozelliklerini ortaya koymaktir.



BOLUM 11

KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Probiyotiklerin Tanimi ve Tarihcesi

Fermente gidalarin besinsel saglik yararlar1 ¢ok eski zamanlardan beri bilinmektedir.
Ancak, gecen yiizyilin basinda Elie Metchnikoff, canli mikroorganizmalarin
yutulmasinin bagirsak mikroflorasi tizerinde olumlu bir etkisi oldugunu ve bdylece insan
sagligint ve uzun omirliliglini iyilestirdigini varsaymistir. O zamandan beri, insanlarin
veya hayvanlarin saglik durumunu iyilestirmek ic¢in canli mikroorganizmalarin
yardimiyla bagirsak florasin1 modiile etmek icin ¢ok sayida girisimde bulunulmustur. Bu
canl1 ve faydali mikroorganizmalar, artik ya kapsiiller ve sachetler halinde saf bicimde ya
da gida formiilasyonlarina dahil edilmis olarak 'probiyotikler' adi1 altinda ticari olarak

pazarlanmaktadir (Scott vd., 2017).

Probiyotik kavram olarak ilk kez 19. ylizyilin sonlarina dogru ortaya ¢ikmigtir ve
Yunanca iki kelime ‘pro’ ve ‘biota’dan tiliretilmistir ve “yasam i¢in” anlamlarina
gelmektedir. Bu kavrami ilk kez 1908 yilinda Nobel 6diillii Rus bilim adami Elie
Metchnikoff tanitmistir. Metchnikoff, Kafkas ve Bulgar koyliilerinin uzun Omiirlii
olduklarin fark etmis ve bu durumu kdéyliilerin ¢ok fazla miktarda fermente siit iiriinlerini

tilketmelerine baglamistir.

Probiyotik terim olarak ilk kez 1954 yilinda Ferdinand Vergin tarafindan kullanilmis ve
“Anti und probiotika” adli makalesinde probiyotiklerin antibiyotik ve antimikrobiyal
maddelerin tersine yasam i¢in yararli oldugunu belirtmistir. 1965 yilinda Lilley ve
Stillwell tarafindan gercgeklestirilen bir ¢calismada, “bir protoza tarafindan salgilanan bir
maddenin bagka bir protozanin gelisimini tesvik ettigini ve bdylece probiyotik
mikroorganizmalar tarafindan iretilen maddelerin diger mikroorganizmalarin
gelismesini tesvik edici olduklar1” anlaminda ve “antibiyotik™ teriminin karsiti olarak
kullanilmustir (Fuller, 1989; Rusch, 2002; Schrezenmier ve de Vrese, 2001; Salminen
vd., 1999). Parker tarafindan 1974 yilinda intestinal mikroflora lizerinde yararl etkileri

olan ilave tamamlayici besinler olarak tanimlanmustir.



Probiyotiklerin glinlimiizde en ¢ok kabul géren tanimi1 1989 yilinda Roy Fuller tarafindan
yapilmustir. Fuller’e gore Probiyotik, “tiiketicinin intestinal florasini koruyup gelismesine
yardimci olan canli mikrobiyal gida katkilaridir” seklindedir (Fuller, 1989). Bu tanim
daha sonralar1 bagirsak dogal mikroflorasinin 6zelliklerini iyilestirerek insan veya
hayvanlar i¢in yararli olan tek veya karisik canli kiiltiir mikroorganizmalar1 seklinde
genisletilmistir (Haveraar vd., 1992). Salminen vd. (1999) tarafindan bu tanim ‘insan ve
hayvanlarin saghigimi gelistirmek icin tasarlanan gida, yem ya da besinsel katkilardaki

canli mikrobiyal preparatlar’ olarak degistirilmistir.

Gida ve Tarim Orgiitii ve Diinya Saglik Orgiiti (FAO/WHO)niin tanimina gore,
probiyotikler "yeterli miktarda tiiketildiginde konak¢1 sagligina yararli etkileri olan canli
mikroorganizmalardir” (FAO/WHO, 2001 ve 2002). Tarihten giliniimiize kadar birgok
anlamda agiklanan probiyotik teriminin en ¢ok kabul géren tanim1: "Bagirsak mikrobiyal
dengeyi iyilestirerek konaker hayvan veya insan sagligini olumlu yonde etkileyen yararli
canli mikrobiyal gida katkisidir” (Ceapa vd., 2013).

Bu tanimlarin dayandigi ¢ temel ilke; (i) mikroorganizmalar canlidir, (ii)
mikroorganizmalar agiz yoluyla alinir ve (iii) mikrobiyal dengeyi etkileyebilmesi i¢in

mikroorganizmalarin bagirsaga kadar canli olarak ulagmasi gerekir (Fijan, 2014).

Probiyotiklere "biyoterapdtik ajanlar” da denir. Probiyotik ile tedaviye “bakteriyel yerine
koyma tedavisi”, “bakteriyoterapi” ve “patojen mikroorganizmalarin patojen olmayanlar
ile kontrollii tedavisi” seklinde adlandirmalar da yapilmaktadir (Mercenier vd., 2003).
Probiyotikler; beslenme durumumuz tizerinde etkili olduklar1 gibi bagirsaklar ve bagirsak
dist (beyin ve deri gibi) viicudumuzun ¢esitli bolgelerini ilgilendiren tibbi durumlar
tizerinde de etkilidir. Bu nedenle, beslenme tizerindeki etkileri belirgin probiyotikler;
niitribiyotikler ve terapotik ve farmakolojik etkileri belirgin probiyotikler;
farmabiyotikler olarak ifade edilebilmektedir. Bagirsak mikrobiyotasinin saglik {izerine
olan ekileri konusunda bilgilerin her gecen giin artmasiyla birlikte gelecekte bagirsak
mikrobiyotast bazli saglik yaklasimi 6nem kazanacaktir. Burada niitribiyotikler
sagligimizi devam ettirmemize yardimci olurken, farmabiyotikler 6nemli bir tedavi araci

olarak yerini alacaktir (Lee vd., 2018).



2.2 Probiyotik Olarak Kullamlan Mikroorganizmalar

Probiyotik mikroorganizmalarin en O6nemli grubunu laktik asit bakterileri ile
bifidobakteriler olusturmaktadir. Bunlar arasinda, geleneksel kullanim stireglerine bagl
olarak GRAS (generally recognised as safe) statiisiinde olmalari, sindirim sisteminde
dogal olarak bulunmalar1 ve sindirim ortamima uyum saglayabilmeleri nedeniyle
Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri en yaygin olarak kullanilanlaridir. Lactococcus,
Streptococcus, Enterococcus, Propionibacterium ve Saccharomyces énemli probiyotik
mikroorganizmalardir (O’Sullivan, 2006; Vesterlund vd., 2007; Prado vd., 2008; Varsha
ve Singh, 2014; Syngai vd., 2016). Ayrica probiyotik iiriinlerin hazirlanmasinda bazi
diger bakteri cinsleri ile maya ve kiif tiirlerinden de yararlanilmaktadir (Varsha ve Singh,
2014). Cizelge 2.1°de sik kullanilan probiyotik mikroorganizmalar verilmistir (Rastogi
vd., 2011; Kechagia vd., 2013; Syngai vd., 2016).

Cizelge 2.1. Probiyotik olarak bilinen mikroorganizmalar

Lb. curvatus,
Lb. fermentum,
Lb. plantarum,

P. pentosaceus,

P. shermanii,
P. freudenreichii

Bacteriodes

Lb. johnsonii, B. capillus,

Lb. helveticus, B. suis,

Lb. salivarius, B. ruminicola,
Lb. gasse, B. amylophilus
Lb. sporogenes, Bacillus

L euconostoc B. subtilis,

L. mesenteroides B. pumilus,
Lactogoccus . B. lentus,

L. Iact!s subs. cremoris, B. licheniformis,
L. Iact!s subs. Iact!s _ _ o B. coagulans
L. lactis subs. lactis biovar. diacetilactis

Pediococcus Escherichia
P. cerevisiae, E. coli Nissle
P. acidilactici,

Laktik Asit Bakterileri Diger Bakteriler Mayalar ve Kiifler

Lactobacillus Bifidobacterium Aspergillus
Lb. rhamnosus, B. adolescentis, A. niger,
Lb. cellebiosus, B. bifidum, A. oryzae
Lb. delb_ruecku, B. preve,_ Saccharomyces
Lb. lactis, B. infantis, S .

; . . cerevisiae,
Lb. acidophilus, B. longum, S boulardii
Lb. reuteri, B. thermophilum '
Lb. brevis, L . Candida
Lb. casei, Propionibacterium C. torulopsis




2.3 Probiyotik Mikroorganizmalarin Genel Ozellikleri

Probiyotiklerin, insan ve hayvan viicudunda saglik {izerine yararli etkilerini
gosterebilmeleri i¢in probiyotik iiriinlerde minumum konsantrasyonlarinin en az 10%-10’
kob/g-mL diizeyinde olmas1 gerektigi ve probiyotik etki icin giinliik yaklasik 10°-10°
kob/g diizeyinde probiyotik alinmasi gerektigi belirtilmektedir (Zarate vd., 2000;
FAO/WHO, 2001; Champagne ve Gardner, 2005). Tirk Gida Kodeksi Gida
Maddelerinin Genel Etiketleme ve Beslenme Yontinden Etiketleme Kurallar1 Tebliginde
Degisiklik Yapilmas1 Hakkinda Teblig (2006)’de probiyotik terimi “besinlerle alinan ve
belirli miktarda alindiginda bagirsak florasin1 dengeleyip konak¢inin sagligini olumlu
yonde etkileyen canli mikroorganizmalar” seklinde tanimlanmakta ve bir gida
maddesinin probiyotik beyanina sahip olabilmesi igin raf émrii sonuna kadar en az 1x10°

kob/g probiyotik bakteri icermesi geregi belirtilmistir (Anonim, 2006).

Probiyotik mikroorganizmalar, bagirsak sistemi koruyucu bariyerlerini canli olarak
geg¢meleri ve bagirsak sistemi florasi ile rekabet etmek zorundadirlar. Bundan dolay1
probiyotiklerin bazi karakteristik ozelliklere sahip olmalari gerekmektedir. Bircok
arastirmaci tarafindan yapilan ¢aligmalarda probiyotik mikroorganizmalarin tasimalar
gereken ozellikler belirlenmistir. Bunlar (Saarela vd., 2000 ve 2002; Dunne vd., 2001;
Parvez vd., 2006; Parracho vd., 2007; Singh vd. 2011; Kral vd., 2012; Fontana vd., 2013;
Kechagia vd., 2013; Khan ve Naz 2013; Mitropoulou vd., 2013; Maurya vd., 2014;
Syngai vd., 2016):

a) Patojenik olmamali ve toksin iiretmemeli yani GRAS (generally regarded as safe)
statiistinde olmali,

b) Tercihen insan orijinli olmali,

c) Mide asitligine ve safra tuzuna dayanikli olmal,

d) Antibiyotik dayaniklilik genlerin tasiyicisi olmamali,

e) Canli olarak bagirsak sistemine gegebilmelli,

f) Bagirsak epitel yiizeyine tutunabilme ve kolonize olma yetenegine sahip olmali
veya bagirsak sisteminde kisa da olsa yasamin1 devam ettirebilmeli,

g) Bagirsak mikroflorasi ile rekabet edebilmeli ve bagirsak mikrofloras: tarafindan

iretilen antimikrobiyallara kars1 dayanikli olmali,



h) Patojenik bakterilere karsi antagonistik etki gosterebilmesi igin antimikrobiyal
aktiviteye sahip bilesikler iiretebilmeli,

i) Klinik olarak ispatlanmis bir veya daha fazla saglik {izerine yararli etki
gosterebilmeli (6rnegin antimutajenik, antikanserojenik, laktoz intoleransi gibi);

J) Biyoaktif bilesikler (enzimler, peptitler) iiretebilmeli.

k) Gastrointestinal enfeksiyonlara kars1 dogal direnci arttirmali.

I) Gida alerjilerine ve patojenlere kars1 savunmayi gii¢lendirebilmeli.

m) Sindirimi kolaylastirmali.

n) Bagisiklik sistemini uyarmali.

0) Agregasyon ve koagregasyon yetenegine sahip olmali.

p) Insan ve hayvan saghginda cesitli nedenlerden dolay: kullanilan antibiyotiklere
karsi direngli olmali.

g) Kolaylikla hazirlanabilmeli ve teknolojik siireglere (ticari iiretim, isleme ve
dagitim kosullarina) dayanikli olmals.

r Yiksek canliliga ve iyi depolama 6zelligine sahip olmali.

S) Gidalarin duyusal 6zelliklerini olumsuz yonde etkilememeli.

Probiyotiklerin baslica 6zellikleri Cizelge 2.2 ve insanlarda kullanimi igin temel kriterleri
Cizelge 2.3'de verilmistir. FAO/WHO (2002)’ya gdre bir mikroorganizmanin probiyotik
olarak kabul edilebilmesi i¢in asagidaki asamalardan gecmesi gerekmektedir:

a) Tanimlama: Probiyotik 6zellikleri belirlenecek mikroorganizmanin tiirli veya susu
net olarak bilinmelidir.

b) Probiyotik potansiyelini ortaya koymak igin in vitro testler: Mide asitligine, safra
tuzuna ve pankreatik enzimlere direnci, antimikrobiyal aktivite, patojenik
bakterilerin tutunma 6zelliklerini azaltma, mukozal ve epitel dokuya tutunma ve
benzeri testleri igermektedir. Ancak probiyotik 6zelliklerin belirlenmesi i¢in in vitro
testler tek baslarina yeterli degillerdir.

c) Giivenlik testleri: Viriilans faktorlere sahip olup olmadigimin ve antibiyotik direng
yapisinin belirlenmesi ve insanlar ve/veya hayvanlar iizerinde yapilan ¢aligmalarla
yan etkilerinin incelenmesi ve ayrica bazi metabolik aktivitelerinin belirlenmesi
(6rnegin safra tuzu dekonjugasyonu) gerekmektedir.

d) In vivo testler: Bir probiyotik kiiltiirin saglik {izerine olan yararli etkisinin insan ve
hayvan denekler iizerinde yapilan saglam bilimsel kanitlarla ispatlanmasi

gerekmektedir. Insanlar ve/veya hayvanlar iizerinde gerceklestirilen denemelerin



dogrulanmasi amaciyla birden fazla laboratuvar tarafindan tekrarlanmasi

Onerimektedir.

2.4 Probiyotik Kaynaklar:

Yaygin probiyotik kaynaklar1 yogurt, kiiltiirli ayran, peynir ve kefirdir. Bakteriyel

fermantasyon ile tiretilen diger yiyecekler Japon misosu, tempeh, sauerkraut, bira, eksi

hamur, ekmek, gikolata, kimchi, zeytin ve tursudur. Ancak bunlar arasinda, probiyotikler

icin baskin gida araclart yogurt ve fermente siitlerdir ¢iinkii her ikisi de probiyotik

bakterilerin yasamasi i¢in gerekli olan nispeten diisiik bir pH ortami saglamaktadir.

Bununla birlikte, bircok calisma probiyotik suslarin, soya bazli iriinler, tahillar,

baklagiller, lahana, misir, inci dar1, sorgum ve benzerlerini igeren siit iiriinii olmayan

fermente edilmis substratlarda da bulundugunu gostermistir (Anandharaj vd. 2014).

Cizelge 2.2. Probiyotik bakterilerin baslica 6zellikleri (Syngai vd., 2016)

Ozellik

Yarari

Pankreatik enzimlere, aside ve
safra tuzuna kars1 dayanikli olmali

Bagirsak sistemine canli olarak ulasabilir.

Bagirsak mukozasina tutunmali

Immunomodulasyonu tesvik eder.

Zarar gOormiis mukozanin iyilesmesini tesvik
eder.

Uzun kolonizasyon geg¢isine sahip olur.

Insan orijinli olmalt

Konukgu ile spesifik interaksiyona girebilir.

Ispatlanmis saglik etkileri olmali

Yararli saglik etkilerinin gergek oldugu ortaya
konulur.

Giivenli olmali

Tiiketici i¢in saglik riski olusturmaz

Iyi teknolojik &zelliklere sahip
olmal

Stabilitesi iyi olmal

Iyi depolama dmriine sahip olmali

Biiyiik miktarda iiretilebilmeli

Oksijen toleransi iyi olmali. Oksijene
toleranst olmayan probiyotiklerin teknolojik
olarak kullanimi zor.
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Cizelge 2.3. Probiyotiklerin insanlarda kullanim kriterleri (Borchers vd. 2009)

Cins, tiir ve sus diizeyinde tanimlanmis olmalidir
* Tir tanimlamasi i¢in standard fenotipik analizler ve molekiiler analizler
(tanimlama i¢in DNA-DNA hibridizasyon teknigi ve fenotipik testlerin
dogrulanmasi i¢in 16S rRNA dizi sekanz1) kullanilmalidir.
* Sus uluslararasi bir kiiltiir koleksiyonunda biriktirilmelidir.

Gida ve klinik kullanim i¢in glivenli olmal1
* Patojenik olmamali
* Bagirsak mukozasini pargalamamali
+ Aktarilabilir antibiyotik direng genleri tastmamal
« Safra asitlerini konjuge etmemeli
» Antibiyotiklere duyarli olmali

Bagirsaga gecisinde canli kalabilme
* Asit ve safra tuzuna toleransl olmali

Mukozal yiizeylere tutunabilmeli ve insan bagirsagina kolonize olabilmeli (en
azindan gegcici olarak)

Antimikrobiyal maddeler iiretebilmeli ve patojenik bakterileri antagonize edebilmeli

Klinik olarak belgelenmis ve onaylanmis saglik etkilerine sahip olmali.
* En az bir faz iki caligmayla saglik {izerine etkisi ortaya konulmali, tercihen
sonuclarin bagka bir merkez tarafindan bagimsiz olarak dogrulanmis olmasi
gerekir.

Uretim, isleme ve depolama sirasinda canliligimi koruyabilmelidir.

2.5 Probiyotiklerin insan Saghig Uzerine Olan Yararh Etkileri

Probiyotiklerin insan saglig1 i¢in faydali 6zellikleri oldukga ¢esitlidir ve yararl etkilerini
farkli ve karmasik mekanizmalar vasitasiyla gerceklestirirler (Salvetti vd., 2016; Lee,
2018). insan ve hayvan sagligi iizerine yararh etkileri yerel (lokal) veya sistemik olabilir
(digsal etkiler). Genel olarak, probiyotikler, konak ile etkilesim yoluyla saglik iizerinde
yararl etkiler gostermektirler (Borriello vd., 2003). Probiyotik bakterilerin insan sagligi

tizerindeki genel faydalar1 Sekil 2.1’te sunulmustur (Anandharaj vd., 2014).
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kaynakli diyare

1

Sindirim islemine

destek

~

Dogal bagirsak patojenlerin
inhibisyonu

Alerjenlere karsi
direncin artmasi

Dogal bagisikligi
tesvik eder

T~

Hassas bagirsak

[ Or: Turistishali ]
sendromunu onler

~

Dis etkili patojenlerin
inhibisyonu

™

Bagirsak mikrobiyal bilesimin

normale dénmesi

Urogental enfeksiyonlarin ]

[

—[ iImmiinomodiilasyon

onler

Solunum onIarl hastalik

PROBIYOTIKLER

Vitaminlerin sentezi
(By, Bg, B1p)

onlenmesi

Terapotik etkiler

Rotaviral diyarenin 1
dnlenmesi

Metabolik etkiler

N

Laktoz hidrolaz

_

[

Laktoz sindirimin ]
iyilestirir

[ Deri sorunlarini [

/\ onler
Safra tuzu Bagirsakta Kals_.iyum
- L I metabolizmasinin
dekonjugasyonu toksijenik/mutajenik vilesmesi
(safra tuzu hidrolaz) reaksiyonlarin azalmasi yres
[ Kolestroliin J [ Antikarsinojenik J [ Osteoporozun
azalmasi aktivite onlenmesi )

Sekil 2.1. Probiyotik bakterilerin insan saglig {izerindeki genel faydalari (Anandharaj vd., 2014)

12



2.5.1 Bagirsak ile ilgili hastaliklarin 6nlenmesi ve/veya semptomlarinin azalmasi

i) Antibiyotikle iliskili ishal: Hafif veya siddetli diyare ataklar1 antibiyotik tedavisinin
yaygin yan etkisidir ¢linkli antibiyotik kullanimina paralel olarak normal mikroflora
baskilanmakta ve firsat¢1 patojenik suslarin asir1 gelismesi tesvik olmaktadir (Syngai vd.
2016). Clostridium difficille’nin asir1 gelismesinden kaynaklanan antibiyotige bagl
diyarenin Onlenmesi ve iyilestirilmesinde Bacillus spp., Bifidobacterium spp.,
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Leuconostoc cremoris, Saccharomyces spp. ve
Streptococcus spp. ile ayr1 ayr1 veya kombinasyon halinde yapilan tedavilerin, antibiyotik
iliskili ishalin 6nlenmesinde koruyucu bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Ouwehand
vd., 2002; Fontana vd., 2013; Kechagia vd., 2013).

ii) Rotaviriis ishali: Rotaviriis, akut neonatal ishalin en yaygin nedeni ve diinya ¢apinda
neonatal Oliimlerin 6nde gelen nedenidir (Syngai vd. 2016). Klinik calismalar,
probiyotiklerin akut rotaviriis ishali siiresini kisaltabildigini ve Lb. rhamnosus GG, Lb.
reuteri, bL. casei Shirota, Bifidobacterium animalis B12 ve B. animal gibi probiyotiklerin

etkinliginin en giiglii kanitin1 gostermistir (Saarela vd., 2002; Kechagia vd., 2013).

iii) Turist ishali: Daha sicak iklimlere ve daha az geligmis iilkelere seyahat eden insanlar,
genellikle %50 araliginda yiiksek bir ishal insidans1 yasarlar (Goldin ve Gorbach 2008).
Saccharomyces boulardii tek basina ve Lb. acidophilus ve B. bifidum birlikte

kullanildiginda koruyucu etkisi kanitlanmistir (Guarino vd., 2008).

iv)Hassas bagirsak sendromu: Hassas bagirsak sendromu (IBS), popiilasyonun %3-
25'ini etkileyen ve tedavisi bulunmayan kronik bir hastaliktir. Buna gore tedavi
semptomlari azaltmaya yoneliktir (Fontana vd., 2013). B. longum LA101, Lb. acidophilus
LA102, L. lactis LA103, Str. thermophilus LA104 probiyotiklerin kombinasyon halinde
alindiginda IBS semptomlarini gidermede basarili oldugu belirtilmistir (Drouault-
Holowacz vd., 2008).

v) Inflamatuar bagirsak hastahigi: Inflamatuar bagirsak hastaligi, en yaygin iki formu
tilseratif kolit ve Crohn hastaligi i¢in kullanilan bir terimdir; kronik veya tekrarlayan
mukozal inflamasyon ile karakterize edilmektedir (Syngai vd. 2016). S. boulardii Lb.

rhamnosus GG, Lb. salivarus, Lb. plantarum ve patojenik olmayan E. coli Nissle’nin
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inflamatuar bagirsak hastaliginin belirtilerinin iyilesmesinde etkili oldugu ortaya

konulmustur (Ouwehand vd., 2002; Maurya vd., 2014).

vi) Laktoz intoleransi: Laktoz intoleransi, laktozun monosakkaritleri glikoz ve galaktoza
hidrolize edilememesiyle sonuglanan genetik olarak belirlenmis bir beta-galaktosidaz
(laktaz) eksikligidir. Laktoz intoleransi olan bireylerde, siit veya siit irtinleri tiikettikten
sonra ishal, karin rahatsizligi ve siskinlik gelismektedir (Syngai vd. 2016). Str.
thermophilus ve Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus kismen yiiksek beta-galaktosidaz
(laktaz) aktivitesi nedeniyle bu rahatsizligin giderilmesinde 6nemli rol oynadiklari

belirtilmistir (Kechagia ve ark. 2013).

2.5.2 Anti-alerjik etkileri

Bagirsakta kolonize olan bakterilerin, gida alerjileri ve atopik ekzema, astim ve diger
alerjileri igeren atopik hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde énemli rol oynadigini
gostermektedir. Probiyotikler bagirsaklardaki koruyucu mukoza bariyerini giiclendirler;
boylece bagirsak gegirgenligini azaltarak alerjik maddelerin kana gegmesini engellerler.
Ayrica, probiyotiklerin sekretuvar IgE ve IgA antikor {retimini artirarak mukozal
bagisikligi iyilestirdikleri ve alerji gelisimini Onledikleri de belirtilmektedir (Koop-
Hoolihan, 2001; Michail, 2009). Bebeklerde alerjinin tedavisinde ve 6nlenmesinde
etkinlikleri agisindan sinirli sayida sus test edilmesine karsin atopik egzamadan muzdarip
anne siitiiyle beslenen bebekler tlizerinde yapilan bir arastirma, Bifidobacterium lactis ve
Lb. rhamnosus GG'nin egzama siddetini azaltmada etkili oldugunu bildirmistir (Kechagia
vd., 2013). Ayrica Lb. rhamnosus GG’nin, yiiksek riskli bebeklerde atopik egzama
olusumunu 6nlemede basarili bulunmustur (Isolauri vd., 2000). Probiyotiklerin astim
hastaliginin belirtilerinin azaltilmasinda etkili olmadig: bildirilmistir (Kechagia vd.,

2013).

2.5.3 Serum kolesterol seviyesinde azalma

Probiyotik bakteriler kan lipit diizeyi iizerine pozitif bir etkiye sahiptirler. Lb.
acidophilus, Lb. bulgaricus, Lb. reuteri, Lb. casei F0822, Lb. plantarum MAZ2, B.
bifidum, B. longum, B. breve, B. animalis, Str. thermophilus, Saccharomyces cerevisiae

gibi birgok probiyotik bakterilerin antikolesterol etkileri ortaya konmustur (Koop-
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Hoolihan, 2001). Probiyotikler antikolesterol etkilerini birka¢ farkli mekanizma ile
gostermektedirler: (i) Probiyotikler tarafindan salgilanan safra tuzu hidrolaz enziminin
etkisiyle safra tuzlarini1 dekonjuge edebilmesi, (ii) kolesteroliin dekonjlige safra tuzlar ile
birlikte presipitasyonu, (iii) kolesteroliin hiicre membranina asimilasyonu ve hiicre
membranina dahil edilmesi, (iv) kolesteroliin kolesterol rediiktaz enzimi ile koprostanole
doniistiiriilmesi ve bunun fegesle disar1 atilmasi, (v) bagirsak kolesterol tasiyici genin
ekspresyonunun inhibisyonu, buna bagli olarak kolesterol ve lipidlerin emiliminin
azalmasi, (vi) sindirilemeyen karbonhidratlarin probiyotik bakteriler tarafindan
fermantasyonu sonucu olusan propiyonatin, karaciger enzimi 3-hidroksi-metil-3-glutaril-
CoA (HMG-CoA) rediiktazin aktivitesini inhibe etmesi ve (vii) lipit metobolizmasini

diizenleyerek (Reis vd., 2017; Anandharaj vd., 2014; Oner vd., 2013).

2.5.4 Antimutajenik ve antikarsinojenik aktiviteleri

Genel olarak kansere, hiicre biiylimesini ve bdliinmesini kontrol eden anormal genlerin
mutasyonu veya aktivasyonu neden olur. Bu anormal hiicrelerin ¢ogu kansere neden
Oolmaz, c¢iinkii normal hiicreler genellikle anormal olanlar1 geride birakir. Ayrica,
bagisiklik sistemi ¢ogu anormal hiicreyi tanir ve yok eder. Fakat birgok siire¢ veya
maruziyet anormal hiicre olusumunu artirabilir. Kansere neden olan etmenleri en aza
indiren onlemler kanser riskini azaltir. Potansiyel olarak 6nemli riskli etmenler arasinda
yer olanlardan biririsi kimyasal maddelerdir. Kansere neden olan kimyasallar
(kanserojenler), sindirim sisteminde yasayan mikroorganizmalarin metabolik aktivitesi
sonucunda pargalanabilir veya iretilebilir (Parvez vd., 2006). Yapilan ¢alismalarla
probiyotiklerin antikarsinojenik ve antimutajenik aktiviteye sahip olduklari ve bu
etkilerini; (i) karsinojen/prokarsinojenleri baglayarak, bloke ederek veya pargalayarak;
(i) kanserojen bilesikler olusturan bakterilerin (E. coli ve Clostridium perfringens dahil
enteropatojen bakteriler) cogalmasini baskilayarak; (iii) prokarsinojen bilesiklerin aktif
karsinojenlere doniistiiren enzimlerin (B-glukuronidaz, azorediiktaz, {ireaz, nitrorediiktaz,
azodorediiktaz ve glikolik asit hidrolaz) aktivitesini azaltarak, (iv) antimutajenik ve
antikarsinojenik bilesikler tireterek (konjuge linoleik asit); (V) bagirsak pH’sin1 diisiirerek
mikroflora aktivitesini ve safra asidi ¢6ziiniirligiiniin degismesine neden olarak; (vi) bir
hiicrenin 6lmesi gerektiginde 6lme yetenegini gelistiren metabolik iirlinleri (6rnegin
biitirat) lireterek (apoptoz veya programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen bir siirec); (vii)

bagirsaktan gegis siiresini degistirerek fekal mutajenlerin ¢ok hizli bir sekilde
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uzaklagsmasina sebep olarak ve (viii) immun sistemini tesvik ederek gosterirler (Parvez

vd., 2006; Khaneghah vd., 2020; Hirayama ve Rafter, 2000; Kumar vd., 2010,).

2.5.6 Idrar yolu enfeksiyonlari

Idrar yolu enfeksiyonlar1 (UTI) kadimlar arasinda yaygindir ve siklikla tekrarlama egilimi
gosterir. Etken organizmalar, baslica bagirsak tiropatojenleri olan E. coli, Proteus spp.,
Klebsiella spp., Staphylococcus spp.'yi igerir. Probiyotikler genital ve iiriner sistem
enfeksiyonlart azaltilar ve bu etkilerini pH degerini diisiirerek, salgiladiklart H202 ve
bakteriyosinleri gibi antimikrobiyal aktiviteye sahip bilesikler ile bakterileri imha ederek
ve hastalik yapan bakterilerin mukozaya yapismasini engelleyerek (yarismali inhibisyon)

gosterirler (Fontana vd., 2013; Maurya vd., 2014; Bermudez-Brito vd., 2012).

2.5.7 Helicobacter pylori enfeksiyonu

Helicobacter pylori gastrit, peptik iilser ve mide kanserinden sorumlu tutulan bir Gram-
negatif bakteridir. /n vitro ve hayvanlar iizerinde yapilan arastirmalar Lb. salivarus, Lb.
johnsonii gibi probiyotik bakterilerin H. pylori’nin gastrik kolonizasyon ve aktivitesini
inhibe ettigi gézlenmistir (Khaneghah vd., 2020; Lorca vd., 2001; Fang vd., 2019).

2.5.8 immunomodiilator ozellikleri

In vitro sistemlerde, hayvan ve insanlar {izerine yapilan arastirmalarda probiyotik
bakterilerin hem spesifik (dogal immunite) hem de spesifik olmayan (adaptif immunite)
immun yanitlar1 artirarak konak¢iin immun sistemi iizerine pozitif etkilere sahip oldugu
saptanmistir. Bu etkileri (i) makrofajlar aktivite edip fagozitos kapasitelerini artirarak,
(i1) dogal oldiiriicii hiicrelerin aktivitesini artirarak, (ii1) immunoglobulinlerin (IgA)
diizeyini artirarak, (iv) sitokinlerin diizeyini artirarak gergeklestirirler (Delcenserie vd.,

2008; Yaqoob, 2014; Bron vd., 2012; Syngai vd., 2016) .

2.5.9 Dis ciiriigii olusumunun 6nlenmesi

Str. mutans, dis ¢iiriiklerinin olusumunda rol oynayan ana mikroorganizmadir. Lb.

rhamnosus GG gibi probiyotiklerin kullaniminin, patojenlerin oral kolonizasyonu
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engelledigi ve boylece ¢ocuklarda dis ¢lirligli insidansini azalttigi bildirilmistir (Goel vd.
2014).

2.5.10 Besin maddeleri sentezi ve biyolojik degeri artirma fonksiyonlari

Probiyotiklerin beslenme agisindan bir¢ok yararlari bulunmaktadir. Gerek fermente
gidalarin hazirlanmasi sirasinda gerekse sindirim sisteminde bazi besin maddelerin
miktarinin, biyolojik degerinin ve sindirilebilirliginin probiyotik mikroorganizmalarin
faaliyeti ile iyilestigi belirtilmektedir. Laktik asit bakterilerinin bagirsak liimenine g¢esitli
enzimler ve vitaminler saldig1 bilinmektedir. Probiyotikler tarafindan salgilanan degisik
enzimler vasitasiyla protein, yag ve karbonhidratlarin bir 6n fermantasyona ugratilmasi
bunlarin besleyici degeri ve sindirilmelerini kolaylagtirmaktadir. Ca, Mg ve Fe gibi
minerallerin daha iyi absorbe edilmesini saglamaktadirlar. Folik asit, niasin, biotin,
pantotenik asit, B1, B2, B3, B6, B9 ve B12 vitaminleri ile K vitaminini sentezledikleri
tespit edilmistir (Parves vd., 2006; Li P. and Gu, 2016; Gu Q. vd., 2015; Pompei vd, 2007,
Markowiak ve Slisewska, 2017)

2.6 Laktik Asit Bakterileri ve Genel Ozellikleri

Laktik asit bakterileri (LAB) “milk-souring organisms- siitii pthtilagtiran organizmalar”
anlamina gelmektedir. LAB’leri morfolojik, metabolik ve fizyolojik karakteristikleriyle
birlesmis Gram (+) bakterilerinin bir grubunu olusturmaktadir. Lactobacillales takiminda
yer alirlar. LAB’lerin kesin bir tanimlar1 olmamakla birlikte s0yle tanimlayabiliriz: Gram
(+), kok, ¢ubuk ve kokobasil seklinde, spor olusturmayan, hareketsiz (birkag liyesi harig),
katalaz negatif, sitokroma sahip olmayan ve solunum yapmayan, fakiiltatif anaerobik,
fakat anaerobik, aerotolerant, mikroaerofilik olan tiirlerde mevcut asidi tolere edebilen,
% guanin+sitozin orani diisiik kuvvetli fermantatif olup seker fermantasyonu sirasinda
baslica son iriin olarak laktik asit iireten bakterilerdir. LAB’leri sekerleri laktik aside
doniistiirme yetenegine sahip bakterilerdir. LAB genellikle fermente siit iirtinleri, ekmek,
tahillar ve sebzeler dahil olmak iizere fermente gidalar liretmek ic¢in kullanilir (de Vos ve
Hugenholtz, 2004; Chao vd., 2009; Khalid, 2011).LAB’leri, "Lactobacillales" takiminda
yer alirlar ve Aerococaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Leuconostoccaceae ve Streptococcaceae olmak {iizere alti familyadan olusmaktadirlar.

Lactobacillus, Pediococcus Leuconostoc, Fructobacillus, Oenococcus, Weissella,
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Enterococcus,  Tetragenococcus, Vagococcus, Carnobacterium, Streptococcus,
Lactococcus gibi cinsleri igermektedirler. LAB’ler dogada olduk¢a yaygin olup genellikle
besin igerigi bakimindan zengin olan gida, yem, insanlar, hayvanlar, bitkiler ve toprak
gibi habitatlarda bulunurlar. Fakat bazi iiyeleri agiz, bagirsak gibi viicudun bazi
kisimlarinda bulunmaktadir.  Sitokromlart ve porfirinleri (solunum zincirlerinin
bilesenleri) sentezleme yeteneklerinden yoksundurlar ve bu nedenle bir proton gradyani
olusturarak ATP tiretemezler. Dolayisiyla LAB’leri elektron transport sistemlerine sahip
degillerdir. Enerjiyi daha ¢ok fermantasyon yoluyla Ornegin substrat diizeyinde
fosforilizasyon yaparak saglamaktadirlar (Holzapfel ve Wood, 2014; Vinderola vd.,
2019). LAB’leri gelisme sicaklik araligi bakimindan termofil ve 6zellikle mezofil grupta
yer almaktadir. Genellikle 10-40°C arasinda gelisirler, optimum gelisme sicakliklar: 25
ile 35°C arasindadir. Bazilar1 ise 5°C’nin altinda ve 45°C’de gelisebilmektedirler. Cogu
pH 4-8 araliginda gelismektedirler. Bazilar1 ise 3,2 gibi diisiik ve 9,6 gibi yiiksek pH
degerlerinde gelisebilmektedir. Optimum pH degerleri pH 5,5-5,8’dir. Yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda gelisme ve asit veya alkaliye karsi tolere etme yeteneklerine
sahiptirler. Diisiikk pH degerlerine karsi toleranslidirlar. Bu 6zellikleri LAB’lerin dogal
fermantasyonlarda diger bakterilere karsi rekabet etme giici kazandirmaktadir. Yani
organik asit (laktik asit gibi) iretiminden kaynaklanan yiiksek asitlige
dayanabilmektedirler. Heterotrofik olup genellikle kompleks besiyerlerine ihtiyag
duyarlar ¢linkii biyosentez yetenekleri ¢cok diisiiktiir. Bir¢ok tiir gelisebilmeleri i¢in amino
asitlere, peptitlere, niiklotit bazlara, vitaminlere ve yag asitlerine ihtiyag duymaktadir.
Bundan dolay1 LAB’leri bu gereksinimlerinin karsilandigi ortamlarda yalnizca
bulunurlar. Cogunlukla bulunduklar: yerler insan ve hayvanlarin ag1z ve bagirsak sistemi
(6rnegin Lactobacillus, Enterococcus), bitki yapraklar1 (Lactobacillus, Leuconostoc) ve
pargalanmis (clirlimiis) bitki ve hayvansal {iriinler (6rnegin ¢liriimiis bitki, disk1 vb.)’dir
(Khalid, 2011; Carr vd., 2002 ).

LAB'in ana islevi, laktik asit tiretmek, yani gidayi asitlendirmektir. Bu nedenle, LAB'nin
gida endiistrisinde ana uygulamasi, ¢ok cesitli fermente siit iiriinleri, et, balik, meyve,
sebze ve tahil iiriinleri ile starter kiiltiir olarak kullanilmalaridir. Ayrica LAB, aroma
bilesenlerinin liretimi yoluyla fermente gidalarin lezzet, doku ve besin degerine katkida
bulunur ve yardimci kiiltiirler olarak kullanilir; ekzopolisakkaritlerin, lipidlerin ve
proteinlerin liretimi veya pargalanmasi, vitaminler gibi besin bilesenlerinin iiretimi ve

fonksiyonel kiiltiirler ve probiyotikler olarak kullanilirlar ve terapdtik etkileri tesvik
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ederler. Ayrica bozulma ve patojen mikroorganizmalarin inhibisyonuna katkida
bulunurlar ve bdylece biyo-koruyucu kiiltiirler olarak kullanilirlar (Bintsis, 2018;

Grattepanche vd., 2008; Khalid, 2011; Leroy F. ve de Vuyst, 2004; Wedajo, 2015).

2.6.1 Lactobacillus tiirii

LAB’leri arasinda, Lactobacillus tiirleri/suslari, insan ve hayvan mikrobiyotasinin énemli
tiyeleridir ve konakg¢i sagligr iizerindeki cesitli etkileri nedeniyle oldukca fazla ilgi
gormektedirler. Laktobasiller, en yaygin kullanilan probiyotikler arasindadir (Wang et al.
2016).

LAB’leri igerisinde en biiyik grubu olusturan Lactobacillus, Lactobacillaceae
familyasiin en biiylik cinsi olup 300’den fazla tiir icermektedir. Olduk¢a heterojenik
olup fenotipik, biyokimyasal ve fizyolojik Ozellikler agisindan oldukca farkli tiirleri
icermektedirler. Heterojenlik tiirlerin DNA’sindaki %G+C igerigine de yansimakta ve
%G+C aralig1 %32-53 arasinda degismektedir. Lactobacillus cinsindeki tiirler, fermente
gidalarda uzun siiredir giivenli kullanim ge¢misine sahip olmalar1 ve insanlarin normal
bagirsak ve iirogenital mikrobiyotalarinda bulunmalar1 nedeniyle ABD Gida ve ilag

Idaresi'ne gore "genel olarak giivenli (GRAS)" olarak kabul edilmektedir (Parte, 2014).

Lactobacillus tiirii i¢inde yer alan tiirlere Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
amylovorous, Lactobacillus casei, Lactobacillus cripatus, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
reuteri, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus bervis,
Lactobacillus  buchneri, Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus collinodies,
Lactobacillus  coprophilus, Lactobacillus cremoris, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus faecalis, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
heterohiochii, Lactobacillus jugurthi, Lactobacillus mali, Lactobacillus maltaromicus,
Lactobacillus ruminis, Lactobacillus sakei, Lactobacillus salivarus, Lactobacillus
thermophilus, Lactobacillus vajinalis 6rnek olarak verilebilir (Liu vd., 2018; Behera vd.,
2018).

Lactobacilli, bircok gida tiiriinde ve hayvanlarin gastrointestinal ve genitoliriner

sisteminde ve birgok hayvan tiirliniin kalin bagirsaginin dogal mikroflorasinin {iyesi
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olarak bulunmaktadir. Lactobacillerin ¢gubuk seklinde, diiz ¢ubuk, kokobasil veya uzun
cubuk seklindedir. Cubuk sekli bazen kurve veya filament uzantili olabilir. Hareketsizdir.
Dogada ¢ok yaygin olarak silaj, hayvan ve insan bagirsagi ve siitte bulunmaktadir. Cogu
tiiri fakiiltatif anaerobik olup hem oksijenli hem oksijensiz ortamda gelisebilmektedir.
Fakat insan kaynakli1 bazi tiirleri zorunlu anaerobiktir. Farklt memelilerin gastrointestinal
sistemleri genellikle Lactobacillus spp. ile kolonize olmaktadir. Gastrointestinal sistemde
en fazla izole edilen Lactobacillus tiirleri Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus plantarum and Lactobacillus salivarius’dur.
(Guidone vd., 2014). Lactobacillus cinsi i¢inde probiyotik olarak en ¢ok kullanilan tiirler
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei/paracasei, Lactobacillus fermentum,
Lactobacillus  johnsonii, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus rhamnosus and Lactobacillus salivarius (Upadrasta
vd., 2011).

2.6.2 Lactobacillus plantarum

Lactobacillus cinsi iginde Lb. plantarum yararli 6zelliklere sahip ¢ok yonlii bir tiir olup
cok sayida fermente gida iirinlinde bulunur (Guidone vd., 2014). Laktobasiller, farkl
ekolojik ortamlarda izole edilebilir. Lactobacillus delbrueckii veya Lactobacillus
rhamnosus gibi baz1 Lactobacillus tiirleri ¢ok sinirli ortamlarda bulunmasina karsin Lb.
plantarum siit iiriinlerinde (Agaliya ve Jeevaratnam, 2012), sebzelerde (Khemariya vd.,
2016), ette (Schillinger ve Luke 1989), silaj (Valan-Arasu vd., 2015), sarap (Berbegal
vd., 2016), gastrointestinal, vajinal ve tirogenital yollarda (Wang vd., 2011; Nami vd.,
2014) bulunabilmektedir. Bu her yerde bulunma o6zelligi, Lb. plantarum'un
adaptasyonunu ve metabolik yol c¢esitliliginin artmasina neden olabilmektedir. Farkli
bliyiime ortamlarina adaptasyonu nedeniyle, Lb. plantarum, cevreden insanlara,
insanlardan ¢evreye transfer olduklarindan “gdgebe-nomadic” olarak adlandirilmigtir
(Liu vd., 2018). Ayrica, Lb. plantarum peynir, kefir gibi siit iiriinleri, lahana tursusu,
fermente et {irlinleri, fermente sebzeler ve i¢eceklerin fermantasyonunda kullanilmaktadir
(Agaliya ve Jeevaratnam, 2012; Chang vd., 2016; Khemariya P vd., 2016; Todorov ve
Franco 2010). Lb. plantarum'un saglik yararli etkilerinden dolay1 ticari olarak farkli
probiyotik formiilasyonlar gelistirmeye (Cizelge 2.4) ve antibakteriyel 6zellikleri ile de
biyolojik koruma teknolojisiyle gida giivenliginin saglanmasi1 amaciyla da kullanim alanm

bulmustur (Huang R vd., 2015; Li C vd., 2015; Seddik vd., 2017; Behera vd., 2018). Lb.
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plantarum, endiistriyel fermantasyon ve ¢ig gidalarin islenmesinde yaygin olarak

kullanilmakta ve “GRAS” ve nitelikli giivenlik varsayim1 (QPS) statiisiine sahiptir (Ricci

vd., 2017).

Cizelge 2.4. Lb. plantarum suslarindan tiiretilen ticari olarak temin edilebilen probiyotik

iirtinler (Seddik vd., 2017).

For your cholesterol

Vitafor®probi-intestis®
Vitafor® probi-immun®

DIGESTIVE CARE

Sanprobi IBS
PROBIOCHARGE

VSL #3*

OptiBacProbiotics, Andover, UK

Vifor Pharma, Zurich, Switzerland
Vifor Pharma, Zurich, Switzerland

Jamieson, Windsor, Canada
SANPROBI, Szczecin, Poland
Dr. Jockers, GA, USA

Sigma-Tau Pharmaceuticals,
Rome, ltaly

Uriin Ad1 Probiyotigi Ureten Firma Probiyotik Sug
Kapsiil
Ideal Bowel Support Jarrow Formulas, CA, USA Lb. plantarum 299v
FloraFIT® DuPont Danisco, Copenhagen, | Lb. plantarum Lp-115

Denmark

InnerBowel Swanson, Fargo, ND, USA Lb. plantarum
Support
AB-LIFE AB-Biotics, Barcelona, Spain Lb. plantarum (CECT 7527,

7528 ve 7529)

Lb. plantarum (CECT 7527,
7528 ve 7529)

Lb. plantarum 299v

Lb. paracasei 8700:2 ve Lb.
plantarum HEAL9

Lb. plantarum 299v

Lb. plantarum 299v

Lb. acidophilus La-14, Lb.
plantarum Lp-115,
Bifidobacterium longum B1-
05 ve Bifidobacterium lactis
HNO019

Lb. plantarum, Lb. casei, Lb.
acidophilus, Lb. delbrueckii
ssp. bulgaricus,
Bifidobacterium infantis, B.
breve, B. longum ve
Streptococcus salivarius ssp.
thermophilus

Icecek
PROVIVA ACTIVE
GoodBelly

Probi, Lund, Sweden
NextFoods, CO, USA

Lb. plantarum 299v
Lb. plantarum 299v

Dogada yaygin olan ve farkli ortamlara uyum saglayabilen Lb. plantarum, fakiiltatif
heterofermentatiftir (Siezen vd., 2010) ve LAB grubu i¢inde en biiyiik genoma (~3.3 Mb)
sahiptir (Martino vd., 2016). Ayrica, sindirim sistemi stresi (Parente vd., 2010),
gastrointestinal, vajinal ve tirogenital sistem (Jose vd., 2015) dahil olmak {izere ¢esitli

zorlu kosullara son derece toleranslidir ancak insan gastrointestinal sisteminde stabil bir
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poplilasyon olusturmaz. Lactobacillus'un faydali etkileri suga baglidir ve evrensel degildir
(Seddik vd., 2017).

Lb. plantarum genellikle insan ve diger memelilerin gastrointestinal kanallarinda,
tiikiiriikte ve gesitli gida iiriinlerinde bulunur. Katalaz negatif, spor olusturmayan, asit
toleransli, solunum yapmayan, G+C igerigi diistik, fakiiltatif anaerobik bir bakteridir.
Ayrica, gida endiistrisinde starter kiiltiir ve koruyucu olarak ¢esitli uygulamalara sahiptir
(Holzapfel vd., 2001). Gelisebildigi sicaklik araligi 15-45°C arasindadir. Optimum
gelisme sicaklig1 30-35°C’dir, 15°C’de gelisebilir, fakat cogunlukla 45°C’de gelisemez.

Heterofermantatifler, hekzos ve pentozlar1 fermente ederler. DL laktik asit olusturur ve
siitte %0,3-1,2 arasinda degisen miktarda laktik asit olusturur. Ayrica geleneksel gida
fermantasyonunda ve endiistriyel uygulamada kiiltiir olarak kullanilir. Fermente gidalarin
korunmasina, lezzetine ve dokusuna katkida bulunurlar (Valan-Arasu vd., 2013; De Vries
2006).

Lb. plantarum monosakkarit, disakkarit ve polisakkaritler dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli
karbonhidratlar1 fermente etme kapasitesine sahiptir (Bringel vd., 2001). Ayrica, belirli
kosullar ve segici substratlar altinda asetik asit, siiksinik asit ve laktik asit, etanol veya
karbon dioksit gibi organik asitleri ana metabolitler olarak tiretir (Di Cagno vd., 2010).
Ayrica, Lb. plantarum, katalaz, peroksidaz ve rediiktazlara sahip oldugundan oksidatif
stresle basa ¢ikabilmektedir. Lb. plantarum tannaz aktivitesine sahip olabilir ve fenolik

asitleri metabolize edebilir (Kleerebezem vd., 2009).

Lb. plantarum’um probiyotik kriterlere sahip olduguna iliskin birgok ¢caligma mevcuttur.
Lb. plantarum, mide asitligine (pH 2,0) ve safra tuzlarina yiiksek tolerans gosteren
gastrointestinal sistemde diisiik tamponlama kapasitesi altinda biliylime 06zelligine
sahiptir. Asit ve safra tuzuna direngli olma ozelligi, Lb. plantarum’un mide ve {ist
gastrointestinal kanaldan gegisini saglar. Bagirsak epitel hiicrelerine tutunma yetenegi,
alt gastrointestinal kanalda kolonizasyonu 1iyilestirir ve patojenlerin rekabetci

inhibisyonuna yardime1 olur (Liu vd., 2018; Russo vd., 2016).
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2.6.2.1 Lb. plantarum Giivenligi

Lb. plantarum, Avrupa Gida Giivenligi Otoriteleri (EFSA) tarafindan nitelikli giivenlik
varsayimi (QPS) statiisiine ve ABD Gida ve Ilag Idaresi (ABD FDA) tarafindan genel
olarak kabul edilen giivenli (GRAS) statiisiine sahiptir. Ayrica belgelenmis bir gida
kullanim1 gegmisi olan bir mikroorganizma olarak kabul edilir (Mogensen vd., 2002).

2.6.2.2 Probiyotik Olarak Lb. plantarum’un Bazi Ozellikleri

a) Saglik iizerine yararh etkileri: 1970'lerin sonlarinda, Lb. plantarum’un, potansiyel
bir immiinolojik adjuvan olarak tanimlanmis (Bloksma vd., 1979) ve su anda birgok
calisma, Lb. plantarum'un bagisiklik homeostazini olumsuz etkilemeden mukozal
bagisiklik yanit1 ve hastalik direncini iyilestirdigi (Bron vd., 2012; Maeda vd., 2014;
Sornplang ve Piyadeatsoontorn, 2016), konak¢ida faydali bagirsak mikroflorasinin
dengesinin korunmasinda rol oynadigi (Kassayova vd., 2014), Lb. plantarum'un
probiyotik olarak potansiyel faydalari, bagisiklik sistemini diizenledigi, kolesterol
seviyesini diisiirdiigii, bagirsak mikroorganizmalarin stabil dengesini korudugu ve timor
veya kanser tehlikesini azaltmay belirtilmektedir. Dolayistyla, Lb. plantarum’un spesifik
olarak, bir anti-kanser ajani, bir antikoagiilan, bir antimikrobiyal, immiin modiilatér, bir
anti-inflamatuar, bir anti-diyabetik ajan ve bir antioksidan olarak ¢esitli faydali etkiler
gosterdigi; ayn1 zamanda serbest radikal siipiiriicii aktivite sergiledigi ve bagirsak
enfeksiyonlarindan korudugu ifade edilmektedir (De Vries vd., 2006; Rigaux vd., 2009;
Nguyen vd., 2007; Ducrotté vd., 2012). Ek olarak, klinik ¢aligmalar, Lb. plantarum
suslarinin, hassas bagirsak sendromu ve ilseratif kolit dahil olmak {izere gastrointestinal
rahatsizliklar ve antibiyotikle iligkili diyare ve Clostridium difficile kaynakli diyare gibi
diyare hastaliklarinin tedavisinde veya oOnlenmesinde etkinligi ortaya konmustur

(O’Brien vd., 2014).

Lb. plantarum suslari, antikor tiretimini tesvik ettigi de belirtilmektedir. Yapilan bir
calismada, Lb. plantarum'un kullanan bir ¢alisma, bunun Borrelia burgdorferi OspA
lipoproteinine 6zel IgA ve IgG antikorlar1 ile pro- ve anti-inflamatuar sitokinlerin
dretimini uyardigi bulunmustur. Epitelyal hiicreler tarafindan sitokin (IL-8)
salgilanmasina yol agmadigi ve inflamatuar etkilere neden olmadig: belirtilmistir (Del

Rio vd., 2010).
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Bazi Lb. plantarum suslarinin, bagisiklik sistemini diizenleyerek tip I alerjik hastaliklar
inhibe ettigi belirtilmektedir (Song vd., 2015). Lb. plantarum'un en yaygin anti-alerjik
aktivitesi, olgunlasmamis dendritik hiicreleri kontrol etme, T hiicre fonksiyonunu
diizenleme ve patojenlerin bagirsakta tutunmasini engelleme gibi yararl etkileri oldugu
bilinen bazi Lactobacillus suslarindan izole edilen glikoproteinlerden kaynaklandigi ifade
edilmektedir (Song vd., 2016a). Lb. plantarum L67'den izole edilen glikoproteinin (18
kDa) anti-inflamatuar ve anti-alerji etkileri oldugu bilinmektedir (Song vd., 2016b).

b) Antimikrobiyal aktivite: Probiyotik mikroorganizmalar patojenik bakterilere karsi
antagonostik aktiviteyi birka¢ farkli mekanizma ile gostermektedirler. Bunlar
(Bermudez-Brito vd., 2012; Otutumi vd., 2012; Ng vd., 2009; Syngai vd., 2016; Kanmani
vd., 2013; Khaneghah vd., 2020):
a) Bagirsak epitel hiicrelerine patojen bakterilerin tutunmasini engelleyerek
b) Tutunma bélgelerine tutunarak patojenik kolonizasyon i¢in mevcut yiizey alanini
azaltarak,
€) Besin maddeleri i¢in rekabet ederek patojenlerin kullanma olasiliklarini azaltarak
(patojenik bakterilerle yarigsmali inhibisyon),
d) Bagisiklik hiicrelerine sinyaller gondererek sitokinlerin salgilanmasina ve patojen
bakterilerin imhasi i¢in onlar1 hedef haline getirerek
e) Antimikrobiyal bilesikler {ireterek (organik asitler, bakteriyosinler, kisa zincirli
yag asitleri, reuterin, karbondioksit, hidrojen peroksit vb)

f) Limen pH'mi diigiirerek

Lb. plantarum organik asitler ve bakteriyosinler gibi antimikrobiyal maddeler ireterek,
besin maddeleri i¢in rekabet ederek ve bagisiklik sistemini uyararak antimikrobiyal etki
sergileyebilmektedirler. Lb. plantarum’un 9 farkli susunun gida kaynakli paton
bakterileri olan Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Salmonella Typhimurium ve Shigella flexneri’ye karsi inhibitor etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Li vd., 2015). Bakteriyosin iireten Lb. plantarum suslari et, balik, meyve,
sebze ve siitten izole edilmistir (Todorov SD, 2009). Bu bakteriyosinler genellikle
plantarisinler olarak adlandirilir. Tamimlanan plantarisinlerin ¢ogu, iki peptitli
bakteriyosinler olarak bilinen ve optimal aktivite i¢in her iki peptitin varligini gerektiren

sinif IIb bakteriyosinlere aittir. Ornek olarak plantarisin PInA, E, F, J, NC8, PInJK ve
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PInEF verilebilir. Bu plantarisinlerin bazilari, S. enterica, E. coli, S. aureus ve L.
monocytogenes gibi gida kaynakli patojen bakterilere karsi antibakteriyel aktiviteye
sahiptir (Jiang vd., 2016; Das ve Goyal, 2013; Diep DB vd., 2009; Field vd., 2016;
Nissen-Meyer vd., 2009).

¢) Ekzopolisakkarit (EPS) iiretimi: EPS, hiicre dis1 olarak salgilanan mikrobiyal
polisakkaritlerdir; miktar1 ve yapilari, bireysel mikroplara ve mevcut karbon substratina
baghdir (Korakli vd., 2001). EPS, yogurt ve peynir gibi fermente siit {iriinlerinin
dokusunu, reolojisini ve tadii iyilestirmektedir (Ismail ve Nampoothiri, 2010). Bazi
aragtirmacilar, LAB ekzopolisakkaritlerini, anti-biyofilm, antioksidan, anti-timér ve
bagisiklik uyarici aktivitelere sahip olduklarini ve ayrica asit, safra gibi zorlu kosullarda
hiicreleri koruma fonksiyonuna sahip oldugunu belirtmektedirler (Liu vd., 2018). Bu
nedenle, Lb. plantarum tarafindan iiretilen en 6nemli biyoaktif bilesiklerden biri
ekzopolisakkarittir (Dilna vd., 2015; Zhang vd., 2016).

¢) pH ve Safra asidine karsi stabilite: Bazi Lb. plantarum suslari, 6r. LC56 (Hamon
vd., 2011) ve LP3 (Karasu vd., 2010) suslar1 safraya duyarli olup Lb. casei suslar1 212.3
ve F19, pH 2,0'da oldukga zayif bir sekilde hayatta kalmistir (Charteris vd., 1998). Diger
Lactobacillus suslart 2,5-4,5 pH degerlerinde hayatta kalmis, ancak daha diisik pH
degerlerinde canliligin1 kaybetmistir (Conway vd., 1987; Jacobsen vd., 1999;
Maragkoudakis vd., 2006).

d) Fenola karsi stabilite: Bagirsaktaki aromatik amino asit metabolizmasinin yaygin bir
yan Uriiniidir. Yapilan bir ¢alismada, test edilen tiim suslarin yiiksek fenol
konsantrasyonlarint (%0,4) tolere etmesi, fenoliin bagirsaktaki bakteriyostatik etkisine
kars1 koyabildiklerini gostermektedir (Palaniswamy ve Govindaswamy, 2016). Minimum
%40 hidrofobiklik degeri, probiyotik bir sus i¢in temel bir gerekliliktir (Del Re vd., 2000).

e) Otoagregasyon, koagregasyon, hidrofobisite yetenegi: Koagregasyon,
gastrointestinal sistemden patojenlerin elimine edilmesinde 6nemli bir rol oynayabilir
(Todorov vd., 2008). Lactobacillus suslari, koagregasyon yoluyla patojenik bakteriler
tarafindan kolonizasyonu 6nleyen bir bariyer olusturabilir (Ferreira vd., 2011). Potansiyel
bir patojen ile koagregasyon, probiyotik susun kendilerine ¢ok yakin antimikrobiyal

maddeler lretmesine izin verir, bu da gastrointestinal sistemdeki patojenik suslarin
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biiyiimesini  engelleyebilmektedir (Reid vd., 1988). Lactobacillus suslarinin
gastrointestinal kanalda tutunmasi ve kolonizasyonu, suslarin insanlar iizerinde faydali
etki gostermesi i¢in on kosuldur (von Ossowski vd., 2010). Baz1 probiyotik suslar,
otoagregasyon yoluyla bir bariyer olusturarak veya patojenlerle dogrudan koagregasyon
yoluyla patojenik bakterilerin bagirsak mukozasina yapismasini engelleyebilir (Collado

vd., 2007a; Vlkova vd., 2008; Ferreira vd., 2011).

Tuo vd., (2013), yirmi Lactobacillus susunun 37 °C'de 5 saatlik inkiibasyondan sonra
%24,16 ila %41,39'luk bir otoagregasyon araligi gosterdigini bulmuslardir. Onbes
Lactobacillus plantarum susunun hidrofobikligi ile otoagregasyon arasinda 6nemli bir

iliski (P<0.01) oldugu ve bu 6zelligin tiire 6zgii oldugu belirtilmistir.

Bazi galismalarda, suslar guanidin-HCI ile muamele edildiginde, yiizeye bagli proteinler
disindaki faktorlerin yapismaya dahil oldugu ortaya konmustur. Bakteri hiicre duvarinin
yiizeyindeki proteinler, glikoproteinler ve taykoik ve lipotaykoik asit suslarin
yapigmasina, kendi kendine toplanmasina ve hidrofobikligine katkida bulunur (Kos vd.,
2003).
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BOLUM 111

MATERYAL VE METOT

3.1 Bakteriler ve Besi Ortamlari

Calismada, tarafimizca daha once bozadan izole edilen ve TUBITAK tarafindan
desteklenen projede (Ering vd., 2017) konjuge linoleik asit liretim yetenegi agisindan
incelenip karakterize edilen ve kiltir koleksiyonumuzda bulunan Lactobacillus
plantarum HP1 bakterisinin probiyotik O6zellikleri  belirlenmistir.  Bakterinin
gelistirilmesinde de Man-Rogosa-Sharpe (MRS) besiyeri ve inkiibasyon sicakligi olarak
da 37°C kullanilmistir. Bakteri %20 gliserol igeren MRS besiyerinde -80°C’de muhafaza

edilmistir.

Antimikrobiyal aktivite testinde kullanilan indikator bakteriler Salmonella Enteritidis, S.
Typhimurium, diger Salmonella enterica serovarlari, E. coli, E. coli O157:H7,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis,
E. faecium’in suslar1 ile Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus, Enterococcus ve
Lactococcus tiirleri kiiltiir koleksiyonumuzdan temin edilmistir. Laktik asit bakterilerinin
gelistirilmesinde MRS besiyeri, diger bakterilerin gelistirilmesinde ise brain hearth

infusion (BHI) besiyeri kullanilmistir.

3.2 Lactobacillus plantarum HP1’in Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.1 Hemolitik aktivitesinin belirlenmesi

Hemolitik aktivitenin belirlenmesi i¢in 37°C’de 18 saat gelistirilen kiiltiirden ticari olarak
temin edilen ve %35 koyun kani iceren Colombia-agar ortamina ¢izgi ekimleri yapilmaistir.
Pozitif kontrol o6rnegi olarak E. coli O157:H7 ve S. aureus ATCC 6538 suslari
kullanilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyon isleminden sonra, kolonilerin etrafinda,
parlak-yesil zon olusturan koloniler a-hemolitik, berrak zon olusturanlar 3-hemolitik, zon

olusturmayanlar ise a-hemolitik olarak degerlendirilmistir (Maragkoudakis vd. 2006).
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3.2.2 Antibiyotik duyarhiliginin belirlenmesi

Lb. plantarum HP1’in antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi i¢in antibiyotik disk
difiizyon yontemi kullanilmistir. 37°C’de 18 saat gelistirilen bakteri kiiltlirii yogunlugu
yaklasik 10”°ye ayarlanmistir. Lb. plantarum HBI inokiile edilen (%1) MRS agar, steril
Petri kutularma dokiilmiis ve besiyeri katilastiktan sonra farkli konsantrasyonlarda
antibiyotik iceren diskler kat1 besiyerinin iizerine konulmustur. Inkiibasyon isleminin
(37°C’de 24 saat) sonunda olusan berrak zonlarin gap1 dlgiilerek (Santos vd., 2016) Klinik
ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii tablolar1 (CLSI, 2014) ile kiyaslanmis ve direnglilik
ya da duyarliliklar1 (direngli, duyarli, orta diizeyde duyarli) belirlenmistir. Kontrol olarak
S. aureus ATCC 6538 kullanilmistir. Kullanilan antibiyotikler: Metropenem, rifampicin,
tetracycline, penicilin G, gentamicin, piperacillin, bacitracin, vancomycin, trimethoprim,

ceftazidime, erythromycin, telcoplanin, ampicillin.

3.2.3 Diisiik pH’ya direnc¢ 6zelliginin belirlenmesi

MRS besiyerine %1 oraninda inokiile edilen 18 saatlik kiiltiirden 1 mL alinarak 10000
g’de 5 dakika (4°C) santrifiij (Niive — NF800R, Tiirkiye) edildi ve pH degeri 7,0 olan
fosfat tamponu (130 mM sodyum kloriir, 10 mM sodyum fosfat, pH 7.0) ile iki kez
yikandi. Hiicre peletlerine (yaklasik 108 kob/mL), pH degeri 0,1 N HCl ile 1, 2 ve 3’e
ayarlanmis MRS besiyeri (1 mL) ilave edilip ¢oziindiiriilmiis ve 37°C’de 3 saat
inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. Inkiibasyonun 0., 1. ve 3. saatlerinde kontrol (pH
degeri ayarlanmamis besiyeri) ve deney gruplarindan numuneler alinarak seri
diliisyonlar1 hazirlanmis ve MRS kat1 ortamlara yayma plak yontemiyle ekim yapilmaistir.
37°C’de 24-48 saat inkiibasyon sonucunda kontrol ve deney gruplarindaki koloniler
sayilip, sonuglar log kob/mL olarak verilmistir. Canli hiicre oran1 asagida belirtilen esitlik

kullanilarak belirlenmistir (Oh ve Jung, 2015).

HCl iceren MRS’de canli
bakteri sayist (log kob/mL)
Inokiilasyon baslangig
bakteri sayis1 (log kob/mL)

Canlt hiicre oran1 (%)= %100 (3.1)
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3.2.4 Safra tuzuna karsi direng 6zelliginin belirlenmesi

MRS besiyerinde (12 mL) aktif olarak gelistirilen (37°C’de 18 saat) kiiltiir 10000 g’de 10
dk santrifiij edilmis ve pellet iki kez fosfat tamponu (pH 7,0) ile yikama islemine tabi
tutulmustur. Tamponla yikama islemi sirasinda 4 esit kisma boliinmistiir. Peletler %0,3,
% 0,5 ve % 1,0 (w/v) oraninda safra tuzu igeren ve icermeyen 2 mL MRS besiyerinde
¢Oziindiiriilmiistiir. Hazirlanan 6rnekler 37°C’de 4 saat inkiibe edilmis ve inkiibasyonun
0. ve 4. saatlerinde 6rnekler alinarak seri diliisyonlar hazirlanmistir. MRS kat1 besiyerine
ekimler yapildiktan sonra 37°C’de 24-48 saat inkiibasyon islemine tabi tutulmustur.
Inkiibasyon islemi sonucunda koloniler say1lmis ve sonug log kob/mL olarak verilmistir.
Kontrol drneginde besiyeri olarak safra tuzu igermeyen MRS besiyeri kullanilmistir (Oh
ve Jung, 2015; Maragkoudakis vd. 2006). Canli hiicre oran1 asagida belirtilen esitlik

kullanilarak belirlenmistir.

Safra tuzu iceren MRS’de canli
Canli hiicre orani bakteri sayisi (log kob/mL)
(%)= Inokiilasyon baslangig
bakteri sayis1 (log kob/mL)

x100 (3.2)

3.2.5 Pepsine karsi direng 6zelliginin belirlenmesi

Lb. plantarum HP1’in pepsine toleransini belirlemek i¢in gastrik kosulun olusturulmasi
icin pepsin i¢eren ve pH degeri 0,1 N HCl ile 2,0 ve 3,0’e ayarlanan MRS besiyeri
kullanmilmistir. Aktif gelistirilen kiiltiirden 1 mL alinarak 10000 g’de 10 dakika (4°C)
santrifiij edilmis ve fosfat tamponu ile iki kez yikanmistir. Hiicre peletlerine, pepsin (3
mg/mL) iceren MRS besiyeri (pH 2,0 ve 3,0) ilave edilmis, vorteksle karistirildiktan
sonra 37°C’de 3 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Kontrol 6rnegi i¢in besiyeri olarak
pepsin igermeyen ve pH degeri ayarlanmayan MRS kullanilmustir. inkiibasyon isleminin
0., 1 ve 3. saatinde 6rnekler alinip seri diliisyonlar hazirlandiktan sonra MRS agara plak
yayma ydntemiyle ekimler yapilmustir. Inkiibasyon isleminden (37°C’de 24-48 saat)
sonra koloniler sayilarak sonuclar log kob/mL olarak verilmistir (Maragkoudakis vd.

2006). Canl1 hiicre oran1 agagida belirtilen esitlik kullanilarak hesaplanmaistir.
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Pepsin igeren MRS’de canli
bakteri sayisi (log kob/mL)
Inokiilasyon baslangig
bakteri sayis1 (log kob/mL)

Canli hiicre oran1 (%) = x100 (3.3)

3.2.6 Pankreatine kars1 direnc 6zelliginin belirlenmesi

Aktif gelistirilen bakteri kiiltiirinden 1 mL almip 10000 g’de 10 dakika (4°C) santrifiij
edilmis ve siipernatant uzaklagtirildiktan sonra pellet fosfat tamponu ile yikama islemine
tabi tutulmustur. Daha sonra pelete pankreatin i¢eren (1 mg/mL) MRS besiyeri (pH 8,0)
ilave edilip vortekslenmistir. Hazirlanan 6rnekler 37°C’de 4 saat inkiibasyon iglemine tabi
tutulmustur. Kontrol grubuna ise sadece MRS besiyeri ilave edilmistir. Inkiibasyonun 0.
ve 4. saatinde ornekler alinip seri diliisyonlar1 hazirlanarak MRS agara ekim yapilmaistir.
Inkiibasyon isleminden sonra (37°C’de 24-48 saat) koloniler sayilarak sonug log kob/mL
olarak verilmistir (Maragkoudakis vd., 2006). Canli hiicre oran1 asagida belirtilen esitlik

kullanilarak belirlenmistir.

Pankreatin igeren MRS’de canli
bakteri sayisi (log kob/mL)
Inokiilasyon baslangig
bakteri sayist (log kob/mL)

Canli hiicre orani (%)= x100 (3.4)

3.2.7 Yapay mide s1visina direncinin belirlenmesi

Yapay mide sivist (%0,3 w/v pepsin ve %0,5 w/v NaCl) hazirlandiktan sonra, derisik HCI1
ile pH’lar1 sirasiyla 2 ve 3’e ayarlanmustir. Aktif gelistirilen (37°C’de 18 saat) bakteri
kiltird (30 mL) santrifiij edilerek ve iki kez fosfat tamponu ile yikanmis ve 3 mL fosfat
tamponunda ¢oziindiiriilmistiir. Hazirlanan hiicre siispansiyonundan 1 mL alinarak 10
mL yapay mide sivisina ilave edilerek 37°C’de 4 saat inkiibasyon islemine tabi
tutulmustur. Inkiibasyon isleminin 0, 1, 2, 3 ve 4’{incii saatlerinde drnekler alinarak MRS
agara ekim yapilmis ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda plaklarda
tireme olup olmadigi belirlenmis ve sonuglar log kob/mL olarak verilmistir (Vinderola ve
Reinheimer, 2003).
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3.2.8 Fenole kars1 duyarliigin belirlenmesi

Bakterinin fenol soliisyonu varliginda yasama ve/veya canliligini slirdiirme yetenegi
Xanthopoulos vd. (2000) tarafindan bildirilen yonteme gore yapilmistir. Kisaca, bakteri
kiiltiirii (107 kob/mL), %0,4 fenol iceren MRS siv1 besiyerine inokiile edildikten sonra
37°C'de 24 saat inkiibasyon islemine tabi tutulmustur. inkiibasyonun 0 ve 24’iincii
saatlerinde 6rnek alinip seri diliisyonlar hazirlandiktan MRS agara ekim yapilmis bakteri

sayimi gerceklestirilmistir.
3.2.9 Otoagregasyon aktivitesi

MRS besiyerinde 37°C’de 18 saat gelistirilen bakteri kiiltiirii 10000 g’de 15 dakika
santrifiij edilemistir. Pelletler iki kez pH’s1 7,0 olan fosfat tamponu ile yikanmistir. Pelete
bakteri konsantrasyonu yaklasik 108 kob/mL (A600=0,25+0,05) olacak sekilde fosfat
tamponu (5 mL) ilave edilmis ve vortekslenerek ¢oziindiirilmiistiir. Hiicre
siispansiyonlar1 2’ser mL ornekler seklinde steril tiiplere konularak porsiyonlara
boliinmiis ve 37°C’de 24 saat bekletilerek otoagregasyon yetenekleri belirlenmistir.
Inkiibasyonun 0, 2, 4, 6, 12 ve 24’{incii saatlerinde siispansiyonun iistiinden 0,1 mL alinip
tizerine 4,9 mL fosfat tamponu eklenip karistirildiktan sonra 600 nm’de absorbans
degerleri (Evulation 300 UV-Vis spektrofotometre, Thermo Fisher, Amerika Birlesik
Devletleri) okunmustur. Otoagregasyon yiizdesi asagidaki formiil kullanilarak

hesaplanmistir (Kos vd., 2003; Collado vd., 2008).

At
Ao

Otoagregasyon (%) = (1 - ) x 100 (3.5)

Burada, At 0, 2, 4, 6, 12 ve 24’inci saatteki absorbans degeri; Ao ise sifirinci saatteki

absorbans degeridir.
3.2.10 Patojen bakterilerle koagregasyon 6zelliginin belirlenmesi
Koagregasyon analizi i¢in hiicre silispansiyonlari otoagregasyonda belirtildigi gibi

hazirlanmistir. Lb. plantarum HP1 ve farkli patojen bakteri suslarinin tek baglarina ve

karisim halinde esit hacimde karistirilan hiicreleri (1 mL) 37°C'de ¢alkalanmadan 5 saat
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inkiibe edilmistir. Karisim ve tek basina hiicre siispansiyonlarinin absorbans degerleri 600
nm de okunmustur. Koagregasyon yiizde hesaplamalari asagida verilen formiil

kullanilarak hesaplanmistir (Tuo vd. 2013).

[(Apat+ Aprobio)/z - Akarlslm]
[(Apat + Aprobio)/z]

Koagregasyon (%) = %X 100 (3.6)

Burada, Apat Ve Aprobio inkiibasyonun 5’inci saatinde probiyotik (Aprobio) Ve patojen bakteri
(Apat) hiicrelerinin ayr1 ayr1 600 nm’deki absorbans degerleri (kontrol drnekleri); Akarigim
ise patojen bakteri ile probiyotik bakterinin karisiminin absorbans degerini ifade
etmektedir. Koagregasyon analizinde patojen bakteri olarak Salmonella Enteritidis, S.
Typhymurium, Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7, S. aureus, E. faecalis ve E.

faecium kullanilmastir.
3.2.11 Hidrokarbonlara Tutunma Yetenegi

Lb. plantarum HP1’in hidrokarbonlara tutunma veya hidrofobisite yetenegi Collado vd.
(2008)’nin  belirttigi ksilen (apolar solvent) ekstraksiyon yontemi kullanilarak
belirlenmistir. Bakteri siispansiyonlar1 yukarida belirtildigi sekilde hazirlanmistir. Fosfat
tamponunda ¢oziindiiriilmiis bakteri siispansiyonuna (yaklasik 108 kob/mL) esit hacimde
ksilen ilave edilmis ve 2-fazli bu ortam 3 dakika vorteksle karigtirilmistir. Oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyon isleminden sonra siv1 faz uzaklastirilip alttaki fazin 600
nm’de absorbans degeri belirlenmistir. Sulu fazin absorbans degerindeki azalma, hiicre
yiizeyi hidrofobisitesinin (%H) bir 0Olgiisii olarak kabul edilmistir. Bakterinin
hidrokarbonlara affinitesi (hidrofobisitesi) asagida verilen formiil kullanilarak

belirlenmistir.

. . (Ao-A)
Hidrofobisite (%)= %100 (3.7)
0

Burada, Ao ve A degerleri sirasiyla organik solventler (ksilen) ile ekstraksiyondan 6nce
ve sonraki absorbans degerleridir. Ayrica bakteri organik ¢oziiciilerden kloroform ve etil
asetata karsi da test edilmistir. Kloroform monopolar ve asidik solvent, etil asetat

monopolar ve bazik solventtir. Yalnizca ksilene bakteriyel tutunma, hiicre yiizeyinin
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hidrofobikligini veya hidrofilikligini yansitmaktadir. Kloroform ve etil asetat ile elde
edilen hidrofobisite, sirasiyla bakterinin elektron verici (bazik) ve elektron alic1 (asidik)

Ozelliklerinin bir olgiisii olarak kabul edilmistir (Bellon-Fontaine vd., 1996).

3.2.12 Antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

Lb. plantarum HP1’in antimikrobiyal aktivitesini belirlemek i¢in indikator bakteri olarak
patojen bakterilerden Salmonella Enteritidis, S. Typhimurium, diger S. enterica
serovarlari, E. coli, E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis, E. faecium’in farkli suslar1 ile Leuconostoc,
Pediococcus, Lactobacillus, Enterococcus ve Lactococcus cinsine ait bazi tiirlere karsi
belirlenmistir. Bu amagla aktif gelistirilen (37 °C’de 18 saat) Lb. plantarum HP1 kiiltiiri
10000 g’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra siipernatant alinarak
0,45 pm caph steril membran filtreden (Sartorius, Almanya) gecirilmistir. indikator
bakterilerden laktik asit bakterileri MRS besiyerinde, patojenler ise BHI besiyerinde
sirastyla uygun sicaklikta (32-37°C) 18 saat gelistirilmistir. Hazirlanan indikator
bakteriler %1 oraninda 48-50°C’deki 5 mL yar1 kat1 besiyerine (%0,7 agar iceren MRS
ve BHI) inokule edilip karigtirilmis ve daha 6nce Petri kutularina dokiilmiis kati besiyeri
tizerine ilave edilmistir. Noktalama yontemi (spot agar yontemi) kullanilarak besiyeri
katilagtiktan sonra antimikrobiyal aktivitesi belirlenmis siipernatantlardan ikinin katlar
(1/2, 1/4, 1/8 vs.) seklinde hazirlanan her dilisyondan 10 uL. alinmis ve nokta halinde
indikator mikroorganizma iceren yumusak agarli besiyeri lizerine konulmustur. Bu
petriler 32-37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmig ve bu siirenin sonunda olusan 2 mm
veya daha biiyiik inhibisyon zonlar1 pozitif olarak degerlendirilmis ve olusan zonlarin
caplar1 dlciilmiistiir. Inhibitdr aktivite, arbitrary iinite (AU) olarak ifade edilmistir.
Arbitrary lnite, inhibisyon gosteren en son diliisyonun tersi seklinde tanimlanmaktadir
(Bhunia vd. 1988; Isleroglu vd., 2012). Inhibitdr aktivitenin diisiik pH yani asitlikten
kaynaklanip kaynaklanmadigi siipernatantin pH degeri 7’ye ayarlanarak ve ayrica
slipernatant katalaz, proteolitik ezmimlere tabi tutularak inhibitér aktivitenin hidrpjen
peroksit veya bakteriyosin gibi protein kaynakli bir bilesikten kaynaklanip kaynaklamdigi
da belirlenmistir (Isleroglu vd., 2012).
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3. 3 istatiksel Analiz

Her bir analiz en az ii¢ kez tekrarlanmis ve bakteri sayilar1 log kob/mL olarak verilmistir.
Arastirmadan elde edilmis verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS (IBM
SPSS Statistics 25) programi ile tek yonliit ANOVA analizi, ortalamalar arasinda goriilen

farkliliklarin 6nem seviyesinin kontroliinde ise Tukey testinden yararlanilmistir.
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BOLUM IV

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Lb. plantarum HP1’in Hemoliz Aktivitesi

Hemoliz, patojenler arasinda yaygin bir viriilans faktordiir, mikroorganizmanin demire
ulagmasini kolaylastirir ve konakta anemi ile 6deme neden olur. Alfa (o) hemoliz, gercek
bir hemoliz olmayip, bakteri tarafindan tiretilen hidrojen peroksitin hemoglobini yesil
methemoglobine okside etmesi ve bakteri kolonisine yesil rengi vermesiyle olusur. Ote
yandan, beta hemoliz (B-hemoliz), kirmizi kan hiicrelerinin par¢alanmasina ve dolayisiyla
kanli agarda koloni etrafinin berrak ve seffaf gériinmesine neden olmaktadir. Dolayisiyla
hemoliz, patojenik mikroorganizmalar arasinda bilinen bir viriilans faktor oldugu i¢in
probiyotik bakterilerin hemolitik aktiviteye sahip olmamasi giivenlik acgisindan bir 6n

kosul olarak kabul edilmektedir (Elli vd., 2000; FAO/WHO, 2002).

Kanli agarda yapilan analiz sonucunda Lb. plantarum HP1’in hemoliz negatif oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.1). Lb. plantarum’un hemolitik aktiviteye sahip olmamasi 6nemli
bir 6zelliktir ¢linkii daha 6nce de ifade edildigi tizere B-hemoliz viriilan faktorlerden biri
oldugu i¢in probiyotik mikroorganizmalarin bu aktivitelere sahip olmamas: tercih edilir.
Benzer sekilde Lb. plantarum MJM60319, MJM60298 ve MJM60399 suslarinin
(Palaniyandi vd., 2017), Lb. plantarum RYPRL1 ve diger 5 farkli Lactobacillus suslarinin
hemolitik aktiviteye sahip olmadigi belirlenmistir. Maragkoudakis vd., (2006) siit
tirinlerinden izole ettikleri 29 adet Lactobacillus suslarinin hemoliz negatif oldugunu

bildirmislerdir.

Sekil 4.1. Lb. plantarum HP1’in hemoliz aktivite testi
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4.2 Antibiyotige Duyarhhk

Bu c¢alismada, disk diflizyon yontemi kullanilarak Lb. plantarum HP1 susunun
meropenem, rifampicin, tetrasiklin, penisilin G, gentamisin, piperasillin, basitrasin,
vankomisin, trimethoprim, seftazidim, erithromisin, telkoplanin ve amupisillin
antibiyotiklerine kars1 direnci belirlenmistir. Inhibisyon zonlar &l¢iiliip duyarlilik direng
(R), orta diizeyde duyarlilik (MS) ve duyarlilik (S) cinsinden ifade edilmis ve sonuglar
Cizelge 4.1’de sunulmustur. Cizelgeden de goriildiigii tizere Lb. plantarum HP1 goreceli
olarak rifampisin’e orta duyarli, trimethoprim'e direngli, meropenem, tetrasikline,
penisilin G, gentamisin, piperasillin, basitrasin, vankomisin, seftazidim, erithromisin,
telkoplanin ve ampisillin antibiyotiklerine karsi olduk¢a duyarli oldugu belirlenmistir.
Trimethoprim antibiyotigi bakteriyel DNA sentezini inhibe eden bir antibiyotik olup daha
cok driner enfeksiyonlarda kullanilmaktadir (Brogden vd., 1982). Antibiyotik
duyarliligmin 6nemli bir avantaji, bu bakteri vasitasiyla antibiyotik diren¢ genlerinin
patojen ve diger bakterilere transferinin miimkiin olmamasidir. Antibiyotik diren¢ genleri
genellikle plazmitler {izerinde tasindigindan konjugasyon yoluyla diger bakterilere

aktarilabilirler.

Cizelge 4.1. Lb. plantarum HP1’in antibiyotiklere direng 6zelligi

Antibiyotik ve konsantrasyon pg/disk Sonug
Meropenem, 10 pg S
Rifampisin, 5 ug
Tetrasiklin, 30 pug
Penisilin G, 10 pg
Gentamisin, 10 ug
Piperasillin, 100 pg
Basitrasin, 10 pg
Vankomisin, 30 pg
Trimethoprim, 5 ug
Ceftazidim, 10 pg
Erithromisin, 15 pg
Telcoplanin, 30 ug
Ampisillin, 10 ug
S: Duyarli; MS: Orta diizeyde duyarli; R: Dayanikli

<
»
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Oniig farkli Lb. plantarum susunun probiyotik 6zelliklerinin belirlendigi bir ¢aligmada,
incelenen suslarin hepsinin tobramisin, nalidiksik asit, fusidik asit, ofloksasin, amikasin,
basitrasin, aztreonam, nitrofurantoin and sefoksitin dayanikli oldugu, bazi suslarinin
ampisillin, gentamisin, tetrasiklin, vankomisin ve polymiksin B’ye kars1 duyarli oldugu

bulunmustur (Cebeci ve Gurakan, 2003).

Bagka bir ¢alismada lahana tursusundan izole edilen 7 farkli Lb. plantarum suslarinin
erithromisin, kloromisetin, penisillin ve rifampisine karst duyarli oldugu, kanamisin,
vankomisin, polymiksin B, streptomisin ve gentamisine kars1 dayanikli olduklari tespit
edilmistir (Yu, Z. vd., 2013).

Lb. plantarum ZDY 2013’nin macrolide (erythromycin), sulfonamides (rifampicin,
sulphamethoxazole), aminoglycoside (streptomisin, gentamicin, kanamisin), tetrasiklin
ve B-laktamlara (amoksisillin, penisillin) karst duyarl, glikopeptitler (bacitracin,
polymiksin b), quinolonlar (ciprofloksasin, nalidiksik asit) ve kefalosporinlere
(kefoksitin) kars1 dayanikli oldugu bildirilmistir (Huang vd., 2015).

Lb. plantarum RYPR1, RYPR9, RYPC5, RYPC7, RYPC15 ve RYPKS3 suslarinin
nalidiksik asit, siprofloksasin ve vankomisine direng gosterdigi, ampisilin ve eritromisine
kars1 duyarl olduklar ifade edilmistir. RYPR1 izolatinin test edilen antibiyotiklere kars1
maksimum direng gosterdigi belirtilmistir (Yadav vd., 2016).

4.3 Aside Dayanikhihk

Hidroklorik asit, mide suyunun toplam hacminin %0,5'ini olusturan ana bilesenlerinden
biridir. Ancak mide asidindeki tek onemli madde bu degildir. Mide suyu ayrica ¢ok
miktarda potasyum kloriir ve sodyum kloriir icerir. Mide asidinin pH degeri tiim bu
maddelere ragmen 1 ila 2 civarinda ve yiyecekleri sindirmek i¢in yeterli asitlik degerine
sahiptir (Chou ve Weimer, 1999). Gidanin mideden gegis siiresi ise 90 dakikadir.
Midedeki kok hiicre adi verilen diger hiicreler, biri pepsinojen olarak adlandirilan diger
onemli maddeleri salgilar. Mide asidi pepsinojen ile temas ettiginde onu pepsin adi
verilen aktif bir enzime donistiirlir. Pepsin bir proteaz enzimidir. HCl olmadan
pepsinojen asla pepsine doniistiiriilemez ve viicut tiiketilen gidalardan proteinleri etkili

bir sekilde sindiremez. HCI ise pepsin olmadan proteinleri kendi basina parcalayamaz.
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Hidroklorik asit ayrica bazi vitamin ve minerallerin emilmesine yardimei olur.
Hidroklorik asidin midedeki bir baska islevi de enfeksiyon ve hastaliginiza neden
olabilecek mikroorganizmalari 6ldiirme yetenegidir. Mide, bagisiklik sisteminin resmi bir
bileseni olmasa da, HCI asit tarafindan olusturulan asidik ortam, bakteri veya viriislerin
yasamasini engeller. Bu nedenle sindirime ek olarak mide asidinin varlig1 da hastalik
riskini azaltmaya yardimci olur. Asit toleransi, bir probiyotik susun mide asidik
kosullarinda hayatta kalabilmesi gerektiginden 6nemli bir se¢im kriteridir  (Havenaar
vd., 1992; Castorena-Alba vd., 2018). Bu nedenle probiyotik mikroorganizmanin mide
pH degeri ve mideden gegis siiresini tolere edip edemedigini belirlemek igin in-vitro

tolerans testi kullanilir (Castorena-Alba vd., 2018).

Lb. plantarum HP1'nin diisiik pH degerlerindeki stabilitesi Cizelge 4.2°de verilmistir.
Cizelgeden de gorildigi tlizere, pH 1’de canliligini inkiibasyon isleminin birinci
saatinden sonra tamamen kaybettigi belirlenmistir. pH degeri 2’ye ayarlanmis besi ortami
kosullarinda ise inkiibasyon islemin birinci saatinde sayisinin 9,49’dan 3,65’ye, ikinci
saatinde ise 2,28 log kob/mL’ye diistiigii, dolayisiyla sirasiyla sayisinda 5,84 ve 7,21
log’luk bir azalma oldugu belirlenmistir (p<0,05). pH degeri 3’e ayarlanan besiyerinde
ise 3 saatlik inkiibasyon islemi siiresince canliligini korudugu ve sayisinda énemli bir

degisimin olmadig belirlenmistir (p> 0,05).

Yu, Z. vd., (2013) 7 farkli Lb. plantarum suslarinin probiyotik 6zelliklerini belirledikleri
calismada, ii¢ susun pH 2’de inkiibasyon isleminin birinci saatinden itibaren aktivitelerini
tamamen kaybetttikleri, geriye kalan diger suslarin ise sayilarinda ise yaklasik 2 log’luk
azalma meydana geldigini bildirmiglerdir. pH degeri 3’e ayarlanan ortamda ise tiim
suslarin canliliklarin1 koruduklart ve sayilarinda énemli bir degisimin olmadig1 rapor

edilmistir.

Bu ¢aligmaya benzer olarak, Lb. plantarum ZDY 2013 pH 3’te canliligin1 korudugu ve
sayisinda dnemli bir degisimin olmadig1, ancak pH 2’de inkiibasyon siiresinin uzamastyla
birlikte sayisinin azaldigi belirtilmistir (Huang vd., 2015). Lb. plantarum RYPR1,
RYPR9 RYPC5, RYPC7, RYPC15, RYPK3 suslarinin pH 2’de 2 saatlik inkiibasyondan
sonra canliliklarini koruduklar ve sayilarinda 6nemli bir degisimin olmadigi bildirilmistir

(Yadav vd. 2016). Maragkoudakis vd. (2006) 29 farkli Lactobacillus tiir/suslarinin
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Cizelge 4.2. Diisiik pH degerlerinin Lb. plantarum HP1’in canlilig1 {izerine etkisi

pH Inkiibasyon Siiresi
degeri 0.saat 1. saat 3. saat
Log % Log % Log % Canlilik
kob/mL Canlilik kob/mL Canlilik kob/mL Orani
Orani Orani
pH1 |938+0,22 %100 0,00 0 0,00 0
pH?2 |949+0,18 %100 3,65+0,09 38,52 2,28+0,06 24,05
pH3 |9,73+0,12 %100 9,68+0,14 99,45 9,67+0,15 99,43

probiyotik Ozelliklerini belirledikleri ¢alismada, ¢ogu Lactobacillus’larin pH 1°de bir
saatlik inkiibasyon sonucunda aktivitelerini tamamen kaybettiklerini ifade etmislerdir. pH
2 kosullarinda ise bazilarin canliliklarint tamamen kaybettikleri, bazilarinda ise
sayilarinda onemli diizeyde azalma meydana geldigi, pH 3’te sayilarinda 6nemli bir

azalmanin olmadig belirtilmistir.

Insan midesindeki pH degeri 1 (aglik sirasinda) ile 4,5 (yemekten sonra) arasinda degisir
ve gida sindirimi yaklasik 3 saate kadar siirebilir. Lactobacillus suslarinin birgok fermente
siit {iriiniiniin ortak nihai asitligi olan pH 4,6'da hayatta kaldig1 bilinmektedir. incelenen
susun 3 saat pH 3'e maruz birakildiginda canliligini tamamen korudugu, ancak pH 1’e 1
saat maruz birakildiginda canliligin1 tamamen kaybettigi belirlenmistir. Bu sonuglar,
Lactobacillus suslarinin 2,5-4,0 pH degerlerine maruz kaldiklarinda canliliklarini
koruyabildikleri ancak daha diisiik pH degerlerinde canlilik kaybi gosterdikleri dnceki
benzer ¢alismalardan elde edilenlerle uyumludur (Jacobsen vd., 1999; Dunne ve Mahony,
2001; Maragkoudakis vd.,2006; Yadav vd. 2016; Huang vd, 2015; Yu vd., 2013).

4.4 Safra Tuzunun Lb. plantarum HP1’in Canlih@1 Uzerine EtKisi

Safra tuzlar1 canli hiicreler i¢in toksiktir ve safra tuzu toleransi, laktik asit bakterilerinin
ince bagirsakta yasamasi i¢in gerekli olan temel Ozelliklerden biri olarak kabul edilir
(Succi vd., 2005). Safra tuzu toleransi, konake¢inin ince bagirsaginda bakterilerin
metabolik aktivitesi ve kolonizasyonu i¢in 6n kosuldur (Havenaar vd., 1992). Safra
tuzlari, giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahip organik bilesiklerdir. Amfipatik 6zelligi
safra tuzuna deterjanlik 6zellik kazandirdigindan hiicre membran islevselligine zarar

vererek veya hasara neden olarak antimikrobiyal etki gostermektedir. Ayrica safra tuzlari
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oksidatif strese, DNA hasarina ve proteinlerin yanlis katlanmasina neden olur (Margolles

ve Yokota, 2011).

Safra tuzunun Lb. plantarum HP1’in canlilig1 iizerine etkisi Cizelge 4.3’te verilmistir.
Cizelgeden de goriildiigii tizere Lb. plantarum HP1’in safra tuzuna karsi oldukca
dayanikli oldugu belirlenmistir. Safra tuzunun %0,3 ve %0,5 oraninda bulunan ortamda
4 saatlik siiresince aktivitesinde veya sayiSinda yaklasik 0,67-0,93 log’luk azalma veya
canliliginda %8,94-9,29’luk bir kaybin meydana geldigi (p>0,05); %1,0 safra tuzu
varliginda ise 1,33 log’luk (%13,21) belirlenmistir (p<0,05).

Calismamiza benzer olarak, Yu vd., (2013) Lb. plantarum’un 7 farkli susu ile yaptiklari
arastirmada, suslarin hepsinin %0,3 ve 0,5 safra tuzu varliliginda sayisinda 6nemli bir
azalmanin olmadigi, %1,0 varliginda ise 1 log’luk azalmaya neden oldugu belirtilmistir.
Lb. plantarum HU, NCIMB 1193, 80, DSM 20174, DSM 20246, 37 ve ATCC4356
(Cebeci ve Giirakan, 2003) LC56 (Hamon vd., 2011) ve LP3 (Karasu vd. 2010) suslarinin
safra tuzuna duyarh olduklar1 belirtilmistir. Huang vd. (2015) yaptiklar1 ¢aligmada Lb.
plantarum subsp. plantarum K3, K4 ve E41 suslarinin %0,3 safra tuzu igeren besiyeri
ortaminda canliliklarini koruduklar1 ve 6 saatlik inkiibasyon islemi sonunda sayilarinda
yaklasik 0,27-3,4 log arasinda bir azalmanin oldugunu belirtmislerdir. Bes farkli LAB’nin
probiyotik 6zelliklerinin incelendigi bir calismada, diisiik asitlige ve safra tuzuna karsi en
yiiksek direnci Lb. plantarum E680 susunun gosterdigi bildirilmistir (Zheng vd., 2020).
Zago vd. (2011) siit orijinli Lb. plantarum izolatlarinin safra tuzuna toleransinin %50,93-
69,83, Guo vd., (2015) Lb. plantarum S04 ve S10 suslarinin diistik asitlige (2,5 pH’da 3

saat) toleranslarinin %63,2-73,4 arasinda degistigini bulmuslardir.

Cizelge 4.3. Safra tuzunun Lb. plantarum HP1’in canlilig1 tizerine etkisi

Inkiibasyon siiresi (saat)
Ornek 0. | 4. % Canlilik
Hiicre sayis1 (log kob/mL)
% 0,3 safra tuzu 10,08+0,18 9,41+0,15 93,32
% 0,5 safra tuzu 10,01+0,15 9,14+0,21 90,71
% 1,0 safra tuzu 10,06+0,23 8,75+0,17 86,79
Kontrol 10,08+0,11 10,36+0,20 102,75

Lb. plantarum HPI’in farkli konsantrasyonlarda safra tuzuna dayanikli olmasi

muhtemelen bakteri hiicrelerinde safra direnci ile ilgili proteinleri sentezlemesinden
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kaynaklandigi diigiiniilmektedir (Hamon vd., 2011). Asit, safra ve GI yolunu simiile eden
kosullara toleransli olmasi ve canliligini korumasi, Lb. plantarum HP1 susunun mideden

ve safradan gegerek etkili bir sekilde islevini yapma 6zelligi kazandiracaktir.

4.5 Pepsinin Lb. plantarum HP1’in Canlih@ Uzerine EtKisi

Midenin ana proteazi olan pepsin, gida proteinlerinin daha kiigiik peptitlere
sindirilmesinde 6nemli bir rol oynar ve sindirim fonksiyonunun yaklasik %20'sini
gerceklestirir. Pepsin enzimi mide duvarinda pepsinojen adi verilen zimojen formunda
salgilanir ve mide i¢indeki hidroklorik asit vasitasiyla aktive olur (Moradi vd., 2020). Lb.
plantarum HP1’in pepsine toleransini belirlemek i¢in MRS besiyerinin pH degeri HCI
asit kullanilarak 2,0 ve 3,0 ayarlanmis ve pepsin enzimi de ilave edilerek gastrik kosul
olusturulmus ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.4’te sunulmustur. Analiz sonucunda Lb.
plantarum HP1’in diisiik pH kosullarinda pepsin enzimden etkilenmedigi ve elde edilen
sonuclarin diisiik pH kosullarinda elde edilen sonuglarla (Cizelge 4.2) uyumlu oldugu
gbzlenmistir. Pepsin iceren pH 2,0 ve pH 3,0 kosullarinda inkiibasyon isleminin birinci
saatinde Lb. plantarum HP1’in sayisinda 6,04 (p<0,05) ve 0,12 (p>0,05) log kob/mL,
ticlincii saatinde 7,20 (p<0,05) ve 0,29 (p>0,05) log kob/mL azalma oldugu bulunmustur.

Cizelge 4.4. Pepsin igeren gastrik ortamda Lb. plantarum HP1 direnci

Inkiibasyon Siiresi
) 0. 1. 3.
K
Ome Log % Log % Log %
kob/mL | Canlilik | kob/mL | Canlilik | kob/mL Canhihik
Pep5'2”0+ PH | 9572000 | 100 |3.532008| 3689 |2.37¢0.06| 2476
P9p5'3”0+ PH 9652010 100 |9.532013| 9872 |9.37+0.18| 97,02

Maragkoudakis vd., (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 29 farkli Lactobacillus
tiir/suslarinin pH 2,0°’de pepsin enzimi varlifinda canliliklarin1 korumada genis bir
varyasyon sergilediklerini belirlemiglerdir. Test edilen 8 susun canliliklarin1 tamamen
kaybettikleri, diger suslarin sayilarinda ise 1 ile 5,4 log’luk azalma oldugu bildirilmistir.
Lb. plantarum subsp. plantarum K3, K4 ve E41 suslarinin pH 2,5’da pepsin varliginda
canliliklarmi koruduklari ve 6 saatlik inkiibasyon siiresince sayilarinda onemli bir

azalmanin olmadig bildirilmistir (Huang vd., 2015).
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4.6 Pankreatinin Lb. plantarum HP1’in Canlihg Uzerine Etkisi

Pankreas enzimleri, pankreas kanali yoluyla ince bagirsaga salgilanir ve besinlerdeki
proteinlerin, karbonhidratlarin ve yaglarin sindiriminde gorev alirlar. Pankreas
enzimlerinin varligim tolere edebilme yetenegi, probiyotik bakteri se¢iminde diger
onemli bir kriterdir. Pankreatin enziminin optimum pH degeri 8,0’dir (Plessas vd.,
2017). Lb. plantarum HP1 pankreatin varliginda canliligimi korudugu ve 4 saatlik
inkiibasyon islemi sonunda sayisinin 9,54 log kob/mL’den 10,55 log kob/mL’ye ¢iktig1
ve 9%10,66’lik biliylime sergiledigi belirlenmistir (Cizelge 4.5). Benzer sekilde
Lactobacillus sp. G3_4_1TO2 ile Lb. fermentum (Tallapragada vd., 2018), NKC903,
NKC17 (3b), NKC6L2 ve NKC18 (Khagwal vd., 2014) ve farkli Lactobacillus suslarinin
(Maragkoudakis vd., 2006) pankreatine dayanikli olduklarin1 ve pankreatin bulunan
besiyerinde gelistiklerini belirtmislerdir.

Cizelge 4.5. Pankreatinin Lb. plantarum HP1’in canlilig1 {izerine etkisi

) Inkiibasyon siiresi (saat)
Ornek
0. (log kob/mL) 4. (log kob/mL) % Canlilik
Lb. plantarum HP1 9,544+0,21 10,55+0,17 110,66

4.7 Yapay Mide Sivisina Kars1 Direnc Ozelliginin Belirlenmesi

Giinde yaklasik 2,5 L mide suyu (pH degeri yaklasik 2,0) atilir (Charteris vd., 1998), bu
da sindirim yoluyla viicuda aliman mikroorganizmalarin imhasinda onemli rol
oynamaktadir (Kimoto vd., 2000). Daha 6nce bahsedildigi iizere, bu ¢alismada pH degeri
2,0 ve 3,0 olan yapay mide suyu ( pepsin %0,3 w/v ve NaCl %0,5 w/v) olusturulmus ve
bu kosullarda Lb. plantarum HP1’in stabilitesi belirlenmis ve analiz sonuglar1 Cizelge
4.6’da verilmistir. Cizelgeden de goriildiigii lizere, yapay mide sivisinda pH 2°de Lb.
plantarum HPlinkiibasyon isleminin 3’iincii saatine kadar canliligini1 korudugu ve 4’cii
saatte aktivitesini tamamen kaybettigi, yani inkiibasyon siiresinin uzamasiyla birlikte
canli kalan bakteri sayisinin azaldig: belirlenmistir (p<0,05). Mide sivist pH’sinda s6z
konusu bakterinin daha stabil oldugu ve inkiibasyon igleminin sonuna kadar canliligini

korudugu ve sayisinda da 6nemli dir degisimin olmadigr belirlenmistir (p>0,05). Elde
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edilen sonuglarm Lb. platarum HP1’in diisik pH degerleri (Cizelge 4.2) ve pepsine
(Cizelge 4.4) kars1 direnci sonuglartyla uyumlu oldugu gézlenmistir.

Yadav vd. (2016) yaptilar1 ¢alismada, Lb. plantarum RYPR1 ve diger Lactobacillus
suslart RYPR9, RYPC5, RYPC7, RYPC15 ve RYPKS3 suslarinin pH degeri 3,0 olan
yapay mide sivisinda 3 saatlik inkiibasyon siiresince biyolojik aktivitelerini yani
canliliklarin1  (%80,9-81,56) koruduklarini belirtmislerdir. Ancak Vinderola ve
Reinheimer (2003) starter bakterilerin probiyotik Ozelliklerini belirledikleri bir
calismada, analiz edilen Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus ve Bifidobacterium
tiirlerinin yapay mide sivisinda canliliklarini yiiksek oranda koruyamadiklarini ifade

etmislerdir.

4.8 Fenoliin Lb. plantarum HP1’in Canhlig: Uzerine Etkisi

Enterobacteriaceae, Peptostreptococcus, Clostridia ve Eubacteria gibi bagirsak
bakterileri, tireyi amonyak, fenol ve indolamin gibi potansiyel olarak toksik maddelere
dontistiirebilmektedirler. Ayrica bagirsak bakterileri diyet proteinlerinden hidroliz
yoluyla olusturduklar1 aromatik amino asitleri deaminasyona ugratarak fenol
olusturabilmektedirler. Bu nedenle probiyotik bakterilerin gastrointestinal kosullarda

canliliklarin1 devam ettirebilmelerinde i¢in fenol direnci onem arz etmektedir (Yadav vd.,

2016; Divisekera vd., 2019; Singhal vd., 2019).

Dolayisiyla %0,4 fenole direng, gastrointestinal kosullar altinda incelenen bakterinin
hayatta kalmasini kontrol etmek igin yapilan 6nemli bir analizdir. Lb. plantarum HP1’in
fenole kars1 tolerans sonuglari Cizelge 4.7°de verilmistir. Yapilan analiz sonucunda Lb.
plantarum HP1’in %0,4 fenol varliginda canliligini korudugu ve 24 saatlik inkiibasyon
islemi sonucunda sayisinda énemli bir degisimin oldugu ve 9,31 log kob/mL’den 9,20
log kob/mL’ye diistiigii gozlenmistir (p<0,05). Bu sonug, Lb. plantarum HP1’in insan

gastrointestinal kosullarinda hayatta kalabilecegini kanitlamaktadir.
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Cizelge 4.6. Lb. plantarum HP1’in yapay mide sivisina kars1 direnci

Inkiibasyon Siiresi (Saat)

Ornek 0. 1. 2. 4,
Log Log % Log 9% Canhlik Log % Log %
kob/mL kob/mL Canlilik kob/mL o4 kob/mL Canlilik kob/mL Canlilik
Yapay mide+ pH 2,0 | 9,66+0,12 | 3,42+0,07 35,46 2,77+0,06 28,69 2,24+0,08 23,17 1< 0
Yapay mide+ pH 3,0 | 9,67+0,18 | 9,61+0,20 99,31 9,55+0,24 98,75 9,07+0,19 93,74 8,62+0,14 89,16
Cizelge 4.7. Lb. plantarum HP1’in fenole kars1 direnci
Ornek Inkiibasyon Siiresi (Saat)
0. (log kob/mL) | 24. (log kob/mL) % Canlilik
%0,4 fenol iceren MRS 9,31+0,10 9,20+0,12 98,88
Kontrol (MRS) 9,37+0,08 10,25+0,25 109,38
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Yadav vd. (2016) Lb. plantarum RYPR1 ve Lactobacillus’un diger RYPR9, RYPCS5,
RYPC7, RYPC15 ve RYPK3 suslari fenol direnci agisindan farkliliklar sergiledikleri, Lb.
plantarum RYPR1 susun en dire¢li sus, RYPK3 ve RYPC15 suslarinin ise en duyarh
suslar olduklarini bildirmislerdir. Yalnizca Lb. plantarum RYPR1 ve RYPRY, 24 saatlik

bir inkiibasyon sonunda hayatta kalabilmistir.

Pinto, M. G. V. vd. (2006) analiz ettikleri 10 farkli Lb. plantarum suslarindan sadece
dordiiniin fenolii tolere edebildigi bildirilmistir. Dogal fermente gida kaynaklarindan
izole edilen LAB'lerin fenol toleransli oldugunu bildiren bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir
(Ghabbour vd., 2011).

4.9 Lb. plantarum HP1’in Otoagregasyon ve Koagregasyon Ozelligi

Epitel hiicrelere ve mukozal yiizeylere tutunma yetenegi, probiyotiklerde aranan 6nemli
Ozelliklerden biri olarak kabul edilmektedir. Diger bir ifade ile probiyotik suslarin
gastrointestinal sistemde tutunmasi ve kolonizasyonu, insanlar iizerinde faydali etki
gostermeleri icin 6n kosuldur (von Ossowski vd., 2010). Bagirsak epitel hiicrelerine
tutundugu zaman peristaltik hareketle bagirsakta hizla uzaklastirilmasini 6nlendigi gibi
bu ekosistemde rekabet avantaji da saglamaktadir. Bakteriyel tutunma baslangigta iki
ylizey arasindaki spesifik olmayan fiziksel etkilesimlerle, daha sonra adezinler (genellikle
proteinler) ve tamamlayici reseptorler arasindaki spesifik etkilesimler ile
gerceklesmektedir (Kos vd., 2003). Probiyotik suslarin otoagregasyonu, bagirsak epitel
hiicrelerine tutunmasi igin gereklidir, koagregasyon yetenekleri ise patojenik
mikroorganizmalarin kolonizasyonu onleyen bir bariyer olarak rol oynayabilmektedir
(Del Re vd., 2000; Kos vd., 2003). Arastirmacilar bazi probiyotik suslarin otoagregasyon
yoluyla bir bariyer olusturarak veya koagregasyon yoluyla patojenik bakterilerin bagirsak
mukozasina yapismasini engelleyebildigi bildirmektedirler (Collado vd., 2007a; Vlkova
vd., 2008; Ferreira vd., 2011). Potansiyel bir patojen ile koagregasyon, probiyotik bakteri
rettigi antimikrobiyal maddeler ile gastrointestinal sistemde patojenik suslarin
gelismesini Onleyebilmektedir (Reid vd., 1988). Yiiksek otoagregasyon kabiliyetine sahip
olan laktobasiller, yiiksek hidrofobiklik gosterirler (Chen vd., 2010; Nikolic vd., 2010).
Bakterilerin hiicre duvari yilizeyindeki proteinler, glikoproteinler ve taykoik ve
lipotaykoik asitlerin suglarin tutunmasina, otoagregasyonunda ve hidrofobikliginde

onemli rol oynadiklar1 bildirilmistir (Lahteinen vd., 2010; Goh Y. J. ve Klaenhammer,
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2010). Probiyotikler epitel hiicreye tutunduklarinda bagirsakta stabil bir sekilde islev
gorebilirler. Bazi laktobasillerde tutunma yetenegi ile hidrofobiklik arasinda bir iliski
gbzlemlenmistir. Bazi calismalarda, suslar guanidin-HCI ile muamele edildiginde,
yiizeye bagli proteinler disindaki faktorlerin tutunmaya dahil oldugu bulunmustur (Kos
vd., 2003).

Lb. plantarum HP1’in otoagregasyon ve koagregasyon ozellikleri Cizelge 4.8 ve 4.9°da
sunulmustur. Incelenen bakterinin otoagregasyonunun inkiibasyonun ikinci saatinde
%21,13 oldugu ve inkiibasyon siiresinin artmasiyla arttig1 gdzlenmistir. Inkiibasyonun
6’c1 ve 24°cii saatlerinde sirasiyla %46,14 ve 72,32 oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.8).
Lb. plantarum HP1’in koagregasyon yetenegi 5 farkli patojen bakteri kullanilarak
belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda koagregasyon degerinin %20,86 ile %35,92
arasinda degistigi, en diisiikk koagregasyonu S. aureus’a, en yiiksek koagregasyonu ise S.
Enteritidise kars1 gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.9). Sonuglardan da goriildiigii iizere

Lb. plantarum HP1 yiiksek otoagregasyon ve koagregasyon yetenegi sergilemistir.

Tuo vd. (2013) yaptiklar1 bir ¢calismada, 15 farkli Lb. plantarum suslarinin 37°C'de 5
saatlik inkiibasyondan sonra otoagregasyon degerlerinin %24,83 ila %33,08,
koagregasyon degerlerinin ise %21,36 ile %27,25 arasinda degistigini bulmuslardir.
Pozitif kontrol olarak kullanilan Lb. rhamnasus GG’nin en yiiksek otoagergasyon
yetenegine (%41,39) sahip oldugu, koaggregasyon degerinin ise %21,86 oldugu
belirtilmistir. Yadav vd. (2016) Lb. plantarum RYPR1 otoagregasyon degerinin %81,94,
Lactobacillus RYPR9, RYPC5, RYPC7, RYPC15 ve RYPKS suslarinin ise %53,42 ile
%65,99 arasinda oldugunu bildirmislerdir.

Cizelge 4.8. Lb. plantarum HP1’in otoagregasyon 6zelligi

Inkiibasyon Siiresi (Saat)

Ornek
2. 4. 6. 12. 24.
Lb. plantarum
HP1 21,13£3,57 | 30,65+0,01 | 46,14+1,19 | 55,65+2,38 | 72,32+4,16
otoagregasyon

derecesi (%)
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Cizelge 4.9. Lb. plantarum HP1’in 37°C’de 5 saat inkiibasyon islemi sonunda
koagregasyon 6zelligi

. . Lb. plantarum HP1 ile
Patojen Bakteri Kogggregasyon %)
Salmonella Typhimurium 24,35+0,42
Salmonella Enteretidis 35,92+1,12
E. coli O157:H7 23,88+0,32
Listeria monocytogenes 23,98+0,24
Staphylococcus aureus 20,86+0,50
Enterococcus faecalis 29,47+0,22
Enterococcus faecium 33,42+0,28

Lb. plantarum subsp. plantarum K3, K4 ve E41 suslarinin otoaggregasyon degerlerinin
inkiibasyon igleminin ikinci saatinde sirasiyla %23,1, % 19,4 ve %20,3, besinci saatinde
ise % 52,6, %41,0 ve %47,5 oldugu ve incelenen LAB’leri arasinda Lb. plantarum
suslarinin  en yliksek otoaggregasyon yetenegine sahip oldugu Dbelirtilmistir.
Arastirmacilar ¢alismamiza benzer olarak bakterilerin otoaggregasyon yeteneklerinin

inkiibasyon siiresinin uzamasiyla birlikte arttigini belirtmislerdir (Huang vd., 2015).

4.10 Lb. plantarum HP1’in Hidrokarbonlara Tutunma Ozellikleri

Bakterilerin hidrofobiklik fenotipik 6zelligi, tutunma (adezyon) kapasiteleri ile ilgilidir
(Del Re vd., 2000). Patel vd. (2009) bakteriyel hiicre yiizeyi hidrofobikligi ile oto-
agregasyon yeteneginin dogrudan iliskili oldugunu ve hidrofobik 6zellligin, oto-
agregasyonun belirleyici etmenlerden biri oldugunu belirtmislerdir. Del Re vd. (2000).
suslarin, otoagregasyon yetenegine ve hidrokarbonlara giiglii hidrofobisite gostermeleri

durumunda hiicre yiizeylerine tutunabileceklerini belirtmislerdir.

Lb. plantarum HP1’in farkli hidrokarbonlara kars1 hidrofobite yetenegi Cizelge 4.10°da
verilmigtir. Cizelgeden de goriildiigi iizere bakterinin hidrokarbonlara karsi

hidrofobisitesinin iyi oldugu ve %44,82-51,34 arasinda degistigi ve en yiiksek kloroforma

kars1 gosterdigi belirlenmistir.

Kos vd. (2003) yaptiklari ¢alismada, Lb. plantarum L4 ksilen, kloroform ve etil asetata
kars1 hidrofobisitesinin sirariyla %6,52, %47,03 ve %18,32 oldugu; Lb. acidophilus
M92’nin ise %70,96, %36,06 ve %0 oldugunu bulmuslardir.
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Cizelge 4.10. Lb. plantarum HP1’in farkli hidrokarbonlara kars1 hidrofobite yetenegi

Hidrokarbon Hidrofobisite (%)
Ksilen 45,72+0,82
Etil asetat 47,82+0,46
Kloroform 51,34+0,34
Hekzadekan 44,82+0,38

Collado vd., (2008), Lb. plantarum Lp-115’nin hidrokarbonlara kars1 hidrofobisitesinin
%44,2; Meira vd. (2012), 8 farkli Lb. plantarum suslarinin ksilene kars1 hidrofobisite
degerlerinin %34,9-76,5 arasinda degistigini belirtmiglerdir.

Cok farkli sayida LAB ve bifidobakteri sus ve tiirlerinin probiyotik 6zelliklerinin
incelendigi ¢aligmada, n-hekzadekan karsi hidrofobisite degerlerinin %5,86 ile %67,8

O 0

arasinda degistigi ortaya konmustur (Vinderola vd., 2003).

Yadav vd. (2016), Lb. plantarum RYPR1 ksilene kars1 hidrofobisite degerinin %79,13,
Lactobacillus RYPR9, RYPC5, RYPC7, RYPC15 ve RYPK3 suslarinin hidrofobisite
degerlerinin %51,83 ile %77,82 arasinda oldugunu bildirmislerdir.

4.11 Lb. plantarum HP1’in Antimikrobiyal Aktivitesi

Probiyotik mikroorganizmalarin gastrointestinal sistemde varliklarini siirdiirebilmeleri ve
rekabet etmeleri ve ayrica saglik iizerine yararli etkilerini gosterebilmeleri i¢in sahip
olmalar1 gereken en 6nemli 6zelliklerden biri de antagonistik aktiviteye sahip olmalaridir
(Henning vd., 2015; Son vd., 2017). Birgok probiyotik mikroorganizmanin organik asitler
(laktik asit gibi), bakteriyosin, reuterin, karbondioksit, hidrojen peroksit, yag asitleri gibi
antimikrobiyal bilesikler iireterek antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 ortaya
konmustur (Henning vd., 2015; Son vd., 2017; Somashekaraiah vd., 2019; Isleroglu vd.,
2012).

Lb. plantarum HP1’in antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymak amaciyla

membran filtre (0,45 mm) ile sterilize edilen bakteri kiiltiir spernatanti Gram-pozitif ve
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Gram-negatif bakterilere karsi test edilmis ve sonuclar Cizelge 4.11°de verilmistir.
Antimikrobiyal aktivite testi sonucunda Lb. plantarum HP1’in gida kaynakli patojen
bakterilerden Enterococcus faecium ATCC 9097, E. feacalis ATCC 8043,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 10875, Listeria
monocytogenes ATCC 19115, L. monocytogenes NCTC 5348 ve Listeria ivanovii AU’ya
kars1 antagonistik aktivite sergiledigi saptanmustir (Cizelge 4.11). Ozellikle E. faecium
ATCC 9097, E. feacalis ATCC 8043, L. monocytogenes ATCC 19115, L. monocytogenes
NCTC 5348’¢ kars1 kuvvetli antagonistik aktiviteye sahip oldugu gozlenmistir. Gram-
negatif patojen bakterilerden E. coli O157:H7 ATCC35150, E. coli ATCC 3509,
Salmonella Enteritidis ATCC 13075, S. Typhimurium ATCC 14028, S. Infantis DMC7,
Yersinia enterocolitica O:9 AU ve Enterobacter aerogenes AU’ya kars1 etkili olmadigi
belirlenmistir. Antimikrobiyal aktivite testinde supernatant Lb. plantarum HP1’ye yakin
bakterilere karsi da test edilmis ve Leuconostoc mesenteroides AU ve Lb. plantarum
DSM 2601’ye kars1 inhibitdr etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.11).

Huang vd. (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada, Lb. plantarum subsp. plantarum K3, K4 ve
E41 suslarinin hiicre icermeyen Siipernatantlarini methisilline-direngli S. aureus
(MRSA), E. coli and Salmonella Typhi’ye kars test etmisler ve K3 ile K4 izolatlarin
supernatantlarinin  her ii¢ patojen bakteriye karsi inhibisyon zonu (=13 mm)
olusturdugunu, E41 susunun test edilen higbir patojen bakteriye karsi inhibitor etkiye
sahip olmadigin1 belirlemislerdir. Arastirmacilar inhibitor etkinin diisik pH’dan
kaynaklandigi, K3 ve K4 suslarinin supernatanlarinin pH degerinin oldukga diisiik oldugu
ve inhibisyon zonunun biiyiikliigiiniin direkt olarak supernatant pH’s1 ile iligkili oldugunu

belirtilmistir.

Lb. plantarum’un 8 farkli susunun L. monocytogenes ATCC 7644, Bacillus cereus ATCC
14579, S. aureus ATCC 1901, E. coli ATCC 8739, S. Typhimurium’a kars1 antagonistik
aktiviteye sahip oldugu ve inhibisyon zonlarinin ¢apinin 8,4 ile 20,0 mm arasinda

degistigi bildirilmistir (Meira vd., 2012).
Yadav vd. (2016) Lb. plantarum RYPRL1 ve Lactobacillus RYPR9, RYPC5 ve RYPC7,

suslarinin hiicre igeren supernatantlarmin E. coli, S. aureus, Salmonella albany,

Pseudomonas aeruginosa karsi inhibitdr etkiye sahip olduklarini, inhibisyon zon
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biiyiikliigiiniin 1-5 mm arasinda degistigini bildirmislerdir. Kos vd. (2008) de probiyotik

suslarin S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, Y. enterocolitica ve L. monocytogenes’e karsi

Cizelge 4.11. Lb. plantarum HP1’nin antimikrobiyal spektrumu

Bakteriler Inhibisyon zonun ¢ap1 (mm)
Enterococcus faecium ATCC 9097 22,31+0,43
Enterococcus feacalis ATCC 8043 21,88+0,26
Staphylococcus aureus ATCC 25923 12,93+0,38
Bacillus cereus ATCC 10875 10,96+0,18
Listeria monocytogenes ATCC 19115 19,75+0,14
Listeria monocytogenes NCTC 5348 20,24+0,20
Listeria ivanovii AU 10,82+0,30
Leuconostoc mesenteroides AU 22,88+0,52
Lactobacillus plantarum DSM 2601 29,12+0,45

Escherichia coli 0157:H7 ATCC35150 -
E. coli ATCC 3509 -
Salmonella Enteritidis ATCC 13075 -
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 -
Salmonella Infantis DMC7 -
Yersinia enterocolitica 0:9 AU -
Enterobacter aerogenes AU -
Lactococus cremoris AU -
Pediococcus acidolactisi AU -

inhibitor aktiviteye sahip olduklarini bildirmislerdir. Baska bir ¢alismada analiz edilen 32
farkli Lb. plantarum susun L. innocua BL86/26, Lb. pentosus ve Lb. plantarum suslarina
kars1 inhibitor etkiye sahip olmadiklari bildirilmistir (Guidone vd., 2014).

Lb. plantarum E680 L. monocytogenes, S. aureus, E. coli ve S. Typhimurium’a karsi
antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu, inhibisyon ¢apmin 15 mm ile 20 mm arasinda

degistigi belirtilmistir (Zheng vd., 2020).

Lb. plantarum Lp9’un Salmonella Typhi, L. monocytogenes, S. aureus ve E. coli’ye kars1
inhibitor aktiviteye sahip oldugu bulunmustur (Kaushik vd., 2009). Lb. plantarum’un
antibakteriyel aktivitesi organik asitler (6rnegin laktik asit, asetik asit), hidrojen peroksit,

bakteriyosinlerden kaynaklanabilmektedir (Garcia-Cano vd., 2019).
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Lb. plantarum HPL1’in inhibitér aktivitesinin organik asitlerden kaynaklanip
kaynaklanmadigini ortaya koymak amaciyla membran sterilize edilmis supernatantin pH
degeri 7°ye ayarlanip inhibitor aktivite testi gerceklestirilmis ve inhibitor aktivitenin
kaybolmadigi, dolayisiyla inhibitor aktivitenin organik asitlerden kaynaklanmadig tespit
edilmistir. Ayrica supernatant katalaz enzimi ile muamele edildikten sonra antimikrobiyal
aktivite testi gerceklestirilmis ve inhibitdr etkinin yok olmadigi dolayisyla inhibisyonun
hidrojen peroksitten kaynaklanmadig1 ortaya konmustur. Bunlara ilaveten supernatant
proteolitik, lipaz enzimi ile muame edildikten sonra inhibit6r etki belirlenmistir. Lipaz
enziminin inhibitdr etkiyi olumsuz yonde etkilemedigi, ancak protelitik enzimlerden
tripsin, panktreatin ve pepsin ile muamele edilen supernatant Orneklerde inhibitor
aktivitenin kayboldugu dolayisiyla inhibitor etkinin bakteriyosin gibi protein yapisinda

bir bilesikten kaynaklandigi tahmin edilmistir (Isleroglu vd., 2012).
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BOLUM V

SONUCLAR

Bu tez c¢alismasinda Lb. plantarum HP1’in probiyotik &zellikleri ortaya konmaya

calisilmig ve aragtirma sonucunda elde edilen bulgular asagida 6zetlenmistir.

Lb. plantarum HP1’in a ve B-hemoliz negatif oldugu ve test edilen 13
antibiyotikten meropenem, tetrasiklin, penisilin G, gentamisin, piperasillin,
basitrasin, vankomisin, keftazidim, erithromisin, telkoplanin ve ampisilline kars1
¢ok duyarl oldugu, rifampisin’e orta duyarli, trimethoprim'e diren¢li oldugu
belirlenmistir.

Diisiik asitlige dayaniklilik agisindan Lb. plantarum HP1 susu pH 1 ortaminda
aktivitesini tamamen kaybettigi, pH 2 ve pH 3’te li¢ saatlik inkiibasyon islemi
sonucunda canliligini sirastyla %24,05 ve %99,43 oraninda korudugu tespit
edilmistir.

Lb. plantarum HP1’in safra tuzuna kars1 olduk¢a dayanikli oldugu, %0,3, %0,5
ve %1,0 oraninda safra tuzu iceren ortamda 4 saatlik siiresince aktivitesini
korudugu saptanmustir.

Pepsin iceren pH degeri 2 ve 3’e ayarlanan gastrik ortamda 3 saatlik inkiibasyon
islemi sonucunda canliligini sirasiyla %24,76 ve %97,02 oraninda korudugu ve
pepsine dayanikli oldugu goriilmiistiir. Ayrica panktreatin enzimine kars1 stabil
oldugu da belirlenmistir.

pH degeri 2,0 ve 3,0 olan yapay mide sivisinda 3 saatlik inkiibasyon islemi
sonunda canliligini sirasiyla %23,17 ve %93,74 oraninda korudugu tespit
edilmistir.

Lb. plantarum HP1’in fenole kars1 olduk¢a dayanikli oldugu ve %0,4 fenol igeren
ortamda canliligini %98,88 oraninda korudugu bulunmustur.

Lb. plantarum HP1’in otoaggregasyon ve koaggregasyon yeteneginin iyi oldugu
gozlenmistir. Otoaggregasyon oraninin inkiibasyon siiresinin uzamastyla birlikte
artt1g1, inkiibasyonun ikinci saatinde %21,13, 24’cii saatinde ise %72,32 oldugu
tespit edilmistir.

Lb. plantarum HP1’in patojen bakterilerden S. Typhimurium, S. Enteretidis, E.

coli O157:H7, L. monocytogenes, S. aureus, E. faecalis ve E. faecium iyi bir
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koaggregasyon yetenegi sergiledigi ve koaggregasyon yiizdesinin %20,86 ile
%35,92 arasinda degistig goriilmiistiir.

- Lb. plantarum HP1’in ksilen, etil asetat, kloroform ve hekzadekan
hidrokarbonlara kars1 iyi bir hidrofobisite sergiledigi, hidrofobisite degerinin
%44,82-51,34 arasinda degistigi arasinda oldugu gozlenmistir.

- Bakterinin membran filtre ile sterilize edilmis supernatantinin test edilen gida
kaynakli patojen bakterilerden Enterococcus faecium, E. feacalis, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, ve Listeria ivanovii’ya karsi
inhibitor aktiviteye sahip oldugu, ancak E. coli O157:H7, E. coli, Salmonella
Enteritidis, S. Typhimurium, S. Infantis, Yersinia enterocolitica O:9 ve
Enterobacter aerogenes’ye karsi inhibitor etkiye sahip olmadigi belirlenmistir.
Inhibitdr aktivitenin organik asitlerden yani diisiik pH’dan ve hidrojen peroksitten
kaynaklanmadigi, protein yapisinda (bakteriyosin gibi) bir bilesikten

kaynaklandig1 bulunmustur.

Gergeklestirilen bu tez ¢aligmasiyla, hemolitik aktiviteye sahip olmamasi, diisiik pH’ya,
safra tuzuna, pepsin, pankreatin, yapay mide sivisina, fenole karsi dayanikli olmasi,
otoaggregasyon, koaggregasyon ve hidrofobisitesinin iyi olmasi1 ve gida kaynakli bazi
patojenlere kargi inhibitor aktivite géstermesi Lb. plantarum HP1’in iyi bir probiyotik

bakteri oldugu ortaya konmustur.
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