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ONSOz

Gunlmuzde tlketicilerin beslenmenin saglik tizerindeki etkileri konusunda artan
ilgisine bagl olarak fonksiyonel gidalara olan talep giderek artmaktadir. Fonksiyonel
gidalar arasinda en cok ilgi géren grup olarak probiyotik iirlinler 6n plana ¢ikmigtir.
Ozellikle probiyotik iiriinlerin “dogal” olarak degerlendirilebilmesi tiiketicilerin
tercihinde dnemli bir rol oynamaktadir. Bu nedenle gidalarda tercih edilen probiyotik
bakteriler genellike gidalarda varligi uzun ge¢mise dayanan laktik asit bakterileri
olmaktadir.

Bu calismada boliimiimiiz stoklarinda olan ve ¢esitli kuruluslarindan temin edilen
laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zellikleri incelenmistir. Daha sonra probiyotik
Ozellik gosteren bakterilerin UHT siit, portakal suyu ve elma suyunda kullanim
potansiyelleri test edilmistir.

Calismam sirasinda her tiirlii destegi veren sevgili hocam Sayin Prof. Dr. Necla
Aran’a saygi ve tesekkiirlerimi sunarim. Ayrica arastirmalarim ve deneylerim
sirasinda tavsiyelerinden yararlandigim Ar. Gor. Volkan Kalender Koseoglu’na,
teknik konularda yardimini esirgemeyen Ar. Gor. Harika Cankaya’ya tesekkiir
ederim. Caligmamda kullandigim 21-22 kodlu laktik asit bakterilerinin temini igin
Yeditepe Universitesi dgretim Uyelerinden Prof. Dr. Fikrettin Sahin’e, 24-35
arasindaki kodlara sahip 7 laktik asit bakterisinin temini icinse Ankara Universitesi
Ogretim liyelerinden Prof. Dr. Mustafa Akgelik’e tesekkiirlerimi sunarim.

Ayrica her zaman yanimda olan ve desteklerinin hi¢ esirgemeyen aileme tesekkiirler.

May1s 2009 Erdem Akman
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BAZI LAKTIK ASIT BAKTERILERININ PROBIYOTIK
OZELLIKLERININ iINCELENMESI

OZET

Gunlmuzde tiketicilerin fonksiyonel ve dogal gidalara olan ilgisi artmis ve buna
bagli olarak da probiyotiklerin market payinda artislar ortaya ¢ikmistir. Fermente
iriinlerin uzun geg¢misleri olmasi1 nedeniyle probiyotik gida iiretiminde laktik asit
bakterileri yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bu cgalismada ¢esitli laktik asit bakterilerinin probiyotik ¢zelliklerinin incelenmesi
amaclanmistir. Bu kapsamda kultirlerin dncelikle mide-bagirsak ortaminda diisiik
pH, safra suyu ve fenol konsantrasyonu gibi farkli kosullarda canliliklarinin
korunumu incelenmistir. Daha sonra Segilen kiiltiirlerin kolesterol diisiirticii
etkilerinin belirlenmesi icin safra tuzu hidrolaz aktivitesi ve kolesterol asimilasyon
ozellikleri incelenmistir. Ayrica kiltiirlerin antibiyotik diren¢ profilleri de
incelenmistir.

Probiyotik 6zellik gosteren kiiltiirlerin gidalarda kullanima uygunlugunu test etmek
icin kdltdrlerin marketten temin edilen UHT sit, portakal suyu ve elma suyu
urtinlerinde canliliklar1 4 hafta boyunca 4°C’de incelenmistir.

Analiz sonuglar1 test edilen Kkultirlerinin ¢ogunlugunun % 0,3 (w/v) oxgall iceren
MRS broth ortaminda canliligimi korudugunu gostermistir. Ancak pH ve fenol testleri
probiyotik aday1 kiiltiirler arasinda ayirim saglamistir. Safra tuzu hidrolaz aktivitesi
ve safra suyu direnci arasinda bir bag olmadig: tespit edilmis, kolesterolii diisiiriicti
etki ile safra tuzu hidrolaz aktivitesi arasinda ise bir iliski bulunamamistir. Ote
yandan antibiyotik direnglerinde kiiltiirler arasinda belirgin farkliliklar gézlenmistir.

Incelenen toplam 29 bakteri arasinda 3 kiiltiiriin probiyotik 6zellige sahip oldugu

bulunmustur. Probiyotik 6zellige sahip kiiltiirler test edilen gidalarda yeterli canlilik
gosterdigi de tespit edilmistir.

Xii



xiii



INVESTIGATION OF PROBIOTIC PROPERTIES SOME LACTIC ACID
BACTERIA

SUMMARY

Nowadays, in parallel with the consumer’s demand for functional and natural,
interest in the probiotics have increased and with respect to that market share of
probiotic products had a serious increase. Because of the long term history of the
fermented foods, they are preffered in probiotic food production.

The aim of this study was to investigate the probiotic potential of the some lactic acid
bacteria. Accordingly, cultures were tested for their survival in low pH, bile and
phenol concentration of gastrointestinal tract. Cultures that are chosen form the
previous test results are further tested for their cholesterol lowering effect by
investigating their bile salt hydrolase (BSH) activity and cholesterol assimilation
properties. In addition, antibiotic resistance profiles adre investigated.

Cultures that have probiotic properties are further tested for their survival in
commercial UHT milk, orange juice and apple juice for 4 weeks at 4°C.

The results indicated that most of the cultures were able to survive in MRS broth
medium containing %0.3(w/v) oxgall. However, their survival at low pH and phenol
tests allowed distinction between the cultures to be a probiotic candidate. No
relationship between BSH activity and bile salt resistance was observed. Also,
cholesterol reduction was not related with BSH activity. Moreover, antibiotic
resistance demonstrated a considerable distinction between the test cultures.

These results suggest that out of 29 cultures tested, 3 of them has probiotic
properties. Cultures that have probiotic properties also showed satisfying survival in
tested food products.
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1. GIRIS

Son yillarda tiiketicilerin sindirim sistemi florasinin saglik iizerindeki etkileri ve
beslenme araciligiyla sagliklarini koruma konularindaki bilinci giderek artmaktadir
(De Vuyst ve ark., 2004). Bu dogrultuda olusan talep sonucu fonksiyonel gida
kavrami olusmustur. Fonksiyonel gidalar “Besinsel degerinin Otesinde saglik
iizerinde olumlu etkileri olan gida ve gida bilesenleri” olarak tanimlanmaktadir

(Huggett ve Verschuren, 1996).

Giiniimiizde fonksiyonel gida pazarinda en biiylik pay1 probiyotik gidalar almaktadir.
(Saarela, 2007). Probiyotik drlinlerin tiiketiminin her gegen giin arttig1
belirtilmektedir. Bu artisin gostergeleri olarak Amerika Birlesik Devletleri’ndeki
yogurtlarin %60°nin probiyotik kiiltiir icermesi (Campagne ve Gardner, 2005) ve
Finlandiya’da tlketicilerin %64’nin probiyotik rin tuketmesi (Saarela, 2007)
gosterilebilir. Giiniimiizde probiyotik katkili tiriinlerin klresel market paymnm 1,5

milyar dolarin iizerinde oldugu belirtilmektedir (Heller, 2009).

Probiyotikler, “Yeterli miktarda viicuda alindiginda saglik iizerinde yararh etkiler
saglayan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadir (FAO/WHO, 2002).
Probiyotiklerin kullanimindaki en onemli faktor, gidalarla birlikte tuketilmeleri
sonucu dogabilecek risklerdir (Saarela, 2000). Risklerin degerlendirilmesinin ¢ok
zaman almasi ve yliksek maliyetli olmasi gibi nedenlerin etkisiyle ¢aligmalar agirliklt
olarak laktik asit bakterilerine (LAB) yonelmistir. Laktobasiller ve Bifidobakterler
gibi laktik asit bakteriler geleneksel kullanim siireglerine bagli olarak GRAS
(Generally Recognised as Safe) statiisiindedir (Vesterlund ve ark., 2007). Ayrica bu
tirlerin sindirim sisteminde dogal olarak bulunmasi ve sindirim ortamima uyum
saglayabilmesi de diger bir onemli faktordiir (O’Sullivan, 2006). Bu nedenlerle
probiyotik olarak gidalarda en sik kullanilan mikroorganizmalar Laktobasiller ve

Bifidobakterler’dir (Ziemer ve Gibson, 1998; Prado ve ark., 2008).

Bu calismanin amaci gidalardan izole edilen ve ¢esitli kuruluslardan temin edilen

LAB’nin sindirim sisteminde canli kalma, safra tuzu hidrolaz (BSH) aktivitesi,



kolesterol asimilasyonu ve antibiyotik direnci gibi probiyotik bakteri aday1 olabilme
potansiyelini belirleyen 6zelliklerinin ve yeterli potansiyele sahip bakterilerin ¢esitli

gidalarda canliliklarinin incelenmesidir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Sindirim Sistemi ve Probiyotikler

Sindirim sistemindeki mikrobiyal yiik uzun zamandan beri bilim diinyasi tarafindan
bilinmektedir. Fakat son zamanlarda bu mikrobiyal yiikiin saglik tizerindeki etkileri
belirlendik¢e daha fazla 6nem verilmeye baslanmistir. Sindirim sisteminin beslenme
disinda farkli yollarla saglik iizerinde etkili oldugu ortaya ¢iktikga sindirim
sistemindeki mikrobiyal popiilasyonun degistirilmesi konusundaki caligmalar da

artmistir.

Mikrobiyal yiik, sindirim sistemi boyunca dagilmis olsa da mikrobiyal yogunlugun
ve metabolik aktivitelerinin en yliksek oldugu organ kalin bagirsaktir. Sindirim
sistemine dahil olan organlar Sekil 2.1°de verilmistir. Mikrobiyal yogunluk yemek
borusunda beslenmeye bagli olarak degisirken midede 10*-10° kob/g, jejunumda 10’
kob/g, ileumda 10° kob/g degerlerinde olurken kalin bagirsakta 10'-10™ kob/g
yogunluga ulasmaktadir (Isolauri ve ark., 2004). Kalin bagirsaktaki mikrobiyal
yogunluk igerisinde 400°den fazla tanimlanmig farkl tiir oldugu ve bunlar diginda
bir¢ok tiiriin daha tanimlanabilecegi belirtilmektedir (Fooks ve ark., 1999). Normal
bir kalin bagirsak mikroflorasindaki mikroorganizma dagilimi Cizelge 2.1°de
verilmigstir. Cizelge 2.1°den de anlasilacag1 lizere bu mikroorganizmalarin agirlikl
olarak anaerobik oldugu belirtilmektedir (Ziemer ve Gibson, 1998). Sindirim
sistemindeki mikrobiyal yiikk ve cesitlilik beslenme sekli, bagisiklik, pH, redoks
potansiyeli, yas ve antimikrobiyal bilesenler gibi bir¢cok faktére bagh olarak
degismektedir (Fooks ve ark., 1999).



Yemek Borusu

l Mide

Jejunum

Onikiparmak bagirsad

Kalin bafirsak (kolon)
lleum

Sekil 2.1. Sindirim sistemi organlar1 (Isolauri ve ark., 2004)

Kalin bagirsakta Bacteriodes, Clostridia ve Escherichia coli gibi potansiyel
patojenler bulunmaktadwr. Bu mikroorganizmalarin patojenik etkilerinin kalin
bagirsak mikroflorasindaki dengeden dolayr kontrol altinda tutuldugu tahmin
edilmektedir (Ziemer ve Gibson, 1998). Ancak, patojenlerle kontamine olmus
gidalarm viicuda alinmasiyla veya mikrobiyal florayr etkileyen faktorlerin
degismesine bagli olarak patojenler ¢ogalarak saglik sorunlarina yol agabilmektedir.
Viicuda yararli mikroorganizmalarin alinmast veya bu mikroorganizmalarin
gelisimini tegvik edecek faktorlerin olusmast durumda saglik lizerinde olumlu etkiler

gOzlenmektedir (Holzapfel, 2006).

Kesin olmamakla birlikte gidalarda 10°-10° kob/g arasinda bir probiyotik bakteri
yogunlugu oldugu taktirde bakterilerin kalin bakirsaga ulasarak etki yapabilecegi
disiiniilmektedir. Gida endustrisi probiyotik triinlerde 10° kob/g’mn iizerindeki
degerleri hedeflemektedir. Ancak ilerleyen yillarda probiyotik iiriinden beklenen
etkiye, Urlinliin bilesimine ve kullanilan mikroorganizmalara gére bu limitlerin

degisebilecegi belirtilmektedir (Champagne ve Gardner, 2005).

Uriinlerdeki mikrobiyal yogunluklarmin yamnda probiyotiklerin tiiketimi ile ilgili bir
diger onemli konu, sindirim sisteminde tutunarak aktive gdstermelerine ragmen
probiyotiklerin sindirim sisteminde uzun siire kolonize olamamasidir. Ayrica

sindirim sisteminde ¢ogalmalar1 yavas olmaktadir. Bu stregte metabolik olarak aktif



durumdadirlar (Marco ve ark., 2006). Probiyotik tiketimi mide-bagirsak sisteminde

kalic1 degisimler saglamamaktadir.

Cizelge 2.1. Kalin bagrsakta baskin bulunan anaeronik mikroorganizmalar

(Macfarlane ve Gibson, 1994)

Mikrobiyal Grup K_f_ah_r} badirsaktali mikrobiyal
yiiki (log ! g kuru madde)
Bacteroides 9.2-13.5
Eubacteria 5.0-13.3
Bifidobacteria 49-134
Clostridia 313-13.1
Lactobacilli 36-12.3
Ruminococei 4.6-12.8
Peptostreptococci 38-126
Peptococei 5.1-12.9
Streptococel (anaerobic) 7.0-12.3
Methanobrevibacter 70-10.3
Desulfovibrios 52-109

Bir laktik asit bakterisinin probiyotik olarak kabul edilebilmesi icin FAO/WHO

(2002) tarafindan asagidaki basamaklardan ge¢mesi gerekmektedir;

1-

2-

Tanimlama: Probiyotik Ozellikleri incelenecek mikroorganizmanin tiirii net
olarak bilinmelidir.

Probiyotik potansiyelin 6l¢cimi icin in vitro testler: En siklikla arastirilan
Ozellikler gastrik asiditeye direng, safra suyu direnci, mukoza ve epitel
dokuya tutunma, antimikrobiyal aktivite, patojenlerin tutunma o6zelliklerini
azaltma, safra tuzu hidrolaz aktivitesidir. Probiyotik 6zelliklerin incelenmesi
ICin mevcut in vitro test yontemleri kullanish olmakla birlikte tek baslarma
yeterli degillerdir.

Gida giivenligi testleri: Laktik asit bakterileri GRAS statiisiinde olmasina
ragmen antibiyotik diren¢ yapismnin belirlenmesi, bazi metabolik
aktivitelerinin belirlenmesi (Orn: safra tuzu dekonjugasyonu) ve insanlar
tizerinde yapilan ¢caligmalardaki yan etkilerinin incelenmesi gerekmektedir.
Hayvanlar ve insanlar kullamilarak yapilan in vivo testler: Bir probiyotik
kiiltiiriin herhangi bir saglik sorunun giderdigi yoniinde bir iddia ortaya
atilmadan dnce bu iddianin insan denekler iizerinde yapilan saglam bilimsel

kanitlarla ispatlanmasi gerekmektedir. Insanlar {izerindeki denemelerin



dogrulanmasi amaciyla bu denemelerin birden fazla merkez tarafindan

tekrarlanmasi tavsiye edilmektedir.
Belirtilen — asamalardan  gecen  bir  mikroorganizma  probiyotik  olarak
adlandirilabilmektedir. Bir gida iirlinliniin probiyotik iddiasina sahip olabilmesi
icinse bu tip bir mikroorganizmadan raf émrii boyunca en az 10° kob/g icermesi
gerekmektedir. Tirk Gida Kodeksi Gida Maddelerinin Genel Etiketleme ve
Beslenme Yoniinden Etiketleme Kurallar1 Tebligi (2002)’de de bir gida iirliniiniin
probiyotik beyanma sahip olabilmesi icin raf émrii boyunca en az 10° kob/g

probiyotik bakteri icermesi geregi belirtilmistir.

2.2. Prebiyotikler ve Sinbiyotikler

Prebiyotikler, “Gidalarin sindirim sistemi tarafindan sindirilemeyen ancak sindirim
sistemindeki bir veya birden fazla faydali mikroorganizmalarin gelisimini segici
olarak arttiran bilesenler” olarak tanimlanmaktadir (Gibson ve Robertfroid, 1995).
Genellikle, bakteriyel aktivite disinda sindirilemeyen cesitli oligosakkaritler
prebiyotik olarak kullanilmaktadir (Fooks ve ark., 1999). Bir gida bileseninin
prebiyotik olarak adlandirilmasi i¢in sindirim sisteminin iist bdlgelerinde hidrolize
olmamasi veya emilememesi, faydali mikroorganizmalarin segici olarak gelisimini
saglamasi, kalin bagirsaktaki mikrobiyal kolonizasyonu faydali yonde degistirmesi
ve saglik lizerinde olumlu etkilere yol agmasi gerekmektedir (Gibson ve Robertfroid,
1995). Eger bir gida hem probiyotik hem de prebiyotik iceriyorsa sinbiyotik olarak
adlandirilmaktadir (Saarela ve ark., 2000).

2.3. Probiyotiklerin Faydah Ozellikleri ve Etki Mekanizmalar

Probiyotiklerin tiiketimi sonucu belirtilen faydalari; laktoz toleransini arttirmasi,
sindirim sistemi enfeksiyonlarini engellemesi, kanser riskini azalmasi, kolesterolii
diistirmesi ve kalp-damar hastaliklari engellemesi, sindirim zorluklarini gidermesi,
cesitli vitaminler sentezleyerek besleyicigi artmast ve bagisiklik sisteminin
kuvvetlenmesi olarak 6zetlenmektedir (Fooks ve ark., 1999; Salminen ve ark., 1998;
Saarela ve ark., 2000; O’Sullivan, 2006). Bu etkilerin etki mekanizmalar1 hakkindaki
bilgiler heniiz kesin olmamakla birlikte bir faydali etki icin c¢oklu etki



mekanizmalarinin olabilecegi ve her bir susun kendine has etki saglayan

fonksiyonlar1 olabilecegi belirtilmektedir (Gueimonde ve Salminen, 2006).

2.3.1. Laktoz toleransinin arttirmasi

Baz1 probiyotikler,S -galaktosidaz enzimini sentezleyebilmeleri nedeniyle laktozu
parcalayabilmektedir. Dolayisiyla laktoz wvuciit tarafindan pargalanamasa da
probiyotikler araciligiyla pargalarak emilimi saglanabilmektedir. Bu sayede

probiyotikler laktoz tolerasini arttirilmasini saglamaktadir (Zhao ve ark., 2007).

2.3.2. Sindirim sistemi enfeksiyonlarim engellemesi

Probiyotikler, sindirim sistemi enfeksiyonlarma karsi bakteriyosin ve diger
antimikrobiyal Gretimi ile patojenleri inhibe ederek fayda saglayabilmektedir. Bu
antimikrobiyallere organik asitler, kisa zincirli yag asitleri, hidrojen peroksit, etanol
ve diasetil gibi bilesenler ornek gosterilebilir (De Vuyst ve ark., 2004). Ayrica
sindirim  sistemindeki epitel hicreler ile etkilesimi sonucu antikor ve
immunoglobulin {iretimini arttrmaktadir. Bunlar disinda mukoza tabakasinin bariyer
ozelligini ve gecirgenligini gelistirmesi, patojenlerin sindirim sisteminde
tutunmalari1  engellemesi de sindirim sistemi enfeksiyonlarma karst etki

mekanizmalar1 olarak gosterilmektedir (Salminen ve ark., 1998a).

2.3.3. Kanser riskini azaltmasi

Probiyotiklerin antikanserojen etkileri bircok in vitro ve in vivo ¢alismada tespit
edilmistir (Comanne ve ark., 2005). Probiyotiklerin antikanserojen etkilerini
prokanserojenlerin degradasyonu; B-glukotironidaz, nitrorediiktaz, azorediktaz gibi
kanserojen enzimlerin aktivitesi azaltmasi ve antimutajenik bilsenler olusturmasi ile
sagladig1 diisiiniilmektedir (Saarela ve ark., 2000; Hirayama ve Rafter, 2000;
Comanne ve ark., 2005). Ayrica mutajen bilesenleri bagladiklar1 da diisiiniilmektedir
(Holzapfel, 2006). Timor olusumuna sebep olan koliformlar gibi bazi1 bakterilerin
sindirim sistemindeki miktarlar1 diisiirmesi de dolayli yoldan kanser ve timor riskini

azaltmasini saglamaktadrr (Hirayama ve Rafter, 2000).

Bir diger 6nemli faktor de asetat, biitirat ve propiyonat gibi kisa zincirli yag asitleri
olusturmalaridir. Kisa zincirli yag asitleri antikanserojen bilesenler arasinda

gosterilmektedir.  Ozellikle biitiratin  histon proteinlerinin fosforilasyonu ve



asetilasyonu ile gen ekspresyonunu etkilemektedir. Probiyotiklerin prebiyotik
bilesenleri parcalayarak kisa zincirli yag asitleri olusturmaktadir. Bu sebeple olusan
sinerjistik etki sonucu sinbiyotiklerin daha etkin antikanserojen etkiye sahip oldugu
belirtilmektedir. Bu goriis bircok calisma ile de desteklenmektedir (Comanne ve

ark., 2005).

2.3.4. Kolesterolii diisiirmesi ve kalp-damar hastalhiklarini engellemesi

Probiyotik &zellik gosteren canlilarin yaygin olarak kabul edilen 6zelliklerinden
birisi de kolesterol seviyesini diisiirmeleridir (Pinto ve ark. 2006). Yiiksek kolesterol
seviyesi kalp-damar hastaliklarinin gelisimi agisindan ¢ok Onemlidir. Kolesterol
diistiriicii ilaglar mevcut olmasma karsin fiyatlar1 veya yan etkileri gibi gesitli
faktorlerden dolayr kullanimlar1 tercih edilmemektedir. Laktik asit bakterilerinin
kalp-damar hastaliklar1 riskini arttiran LDL-kolesterol ve fibrinojen seviyelerini

diistirdiigii tespit edilmistir (De Vries ve ark., 2006)

Bu etkinin nedenlerinden biri olarak safra asitlerinin enzimatik dekonjugasyonu
gosterilmektedir.  Safra suyundaki bu Dbilesenler kolesterol kullanilarak
sentezlenmektedir. Sindirim sisteminden salgilandiktan sonra tekrar absorbe
olduklarinda kolesteroliin yeniden sentezinde kullanilabilmektedirler (Pinto ve ark.
2006). Dekonjuge safra tuzlar1 konjuge formlarina oranla daha zor emildikleri i¢in

viicuttan daha fazla safra asidi atilimi gergeklesir.

Safra tuzu hidrolaz enzimi (BSH)’nin safra dekonjugasyonundan sorumlu enzim
oldugu belirtilmektedir. BSH aktivitesi sonucu olusan dekonjuge safra tuzlar1 tekrar
absorbe olmasi daha diisiik seviyelerde olmaktadir (Pereira ve ark., 2003). Ayrica
olusan dekonjuge safra tuzlarmnin ¢oziiniirligi daha diisiik oldugu i¢in sindirim
sistemine alinan yaglarin ¢oziindiiriillmesi ve emilimini de azalmaktadir (Begley,
2006). Dolayisiyla safra asitlerinin dekonjugasyonu ile viicuttan atilan safra
asitlerinin tekrar sentezlenmesi i¢cin kolesterol kullanimma ihtiya¢ duyulmasi ve
viicuda almman kolesteroliin ¢oziiniirliigiiniin diigiiriilerek emiliminin azaltilmasi1
sayesinde kolesterol seviyesi diisiiriilebilmektedir. Ayrica kolesterol asimilasyonu ile

safra dekonjugasyonu arasinda bir bag olabilecegi belirtilmektedir.

BSH enzimlerinin kolesterol ve safra suyunun hiicre membranlarma dahil olmasini
kolaylastirdig: da ileri siiriilmektedir (Dambekodi ve Gilliland, 1998; Taranto ve ark.

2003). Membranda meydana gelen bu degisikligin hiicre membranmin biitiinligiiniin



saglanmasina katkida bulunmasi ve dig etkilere kars1 direnci arttirmasi miimkiindiir.
Safra suyundaki bilesenlerin parcalanmasi sonucu hiicrenin safra suyuna karsi

direncinin artabilecegi belirtilmektedir (Begley, 2006).

BSH’lerin membran zarma ve safra suyuna karsi direng etkileri sonucu sindirim
sistemindeki zararli etkilere kars1 kiiltiirlerin direncini arttirabilecegi belirtilmesine
ragmen diger fonksiyonlar da oldugu gibi bu konuda da yapilan c¢aligmalarda
celigkiler bulunmaktadir ve BSH enzimlerinin fonksiyonlar1 ile ilgili ¢aligmalarin
gelistirilmesi gerekmektedir. Bu baglamda farkli genler tarafindan kodlanan homolog
BSH enzimlerinin goz Oniine alinmasinin caligmalar agisinda faydali olacagi

belirtilmektedir (Begley, 2006).

BSH aktivitesine ilave olarak bakterilerin kolesterol asimilasyonu, kolesteroliin hiicre
duvarina tutunmasi ve prebiyotiklerin parcalanmasi sonucu olusan kisa zincirli yag
asitlerinin ~ fizyolojik aktiviteleri nedeniyle de kolesterol disiiriici etki

g6zlenmektedir (Begley, 2006; Pereira ve Gibson, 2002).

Dekonjuge safra tuzlarinin olumsuz etkileri oldugu belirtilmektedir. Bunlardan ilki
yaglarin emilimini azaltarak beslenmede dengesizlige yol acabilmesidir. Ayrica
dekonjuge safra tuzlarinin modifikasyonu sonucunda olusan ikincil safra asitleri
DNA'’ya zarar verdigi, bagirsak kanseri riskini arttirdig1 ve diyare gibi hastaliklar1
yol agabildigi belirtilmektedir. Bir diger 6nemli sorun da safra suyundaki kolesterol
miktarinin safra tuzlar1 ve lesitin ile orantili olmasidir. Safra tuzu oram yiikseldigi
zaman safra suyunda kolesterol da yikselmektedir. Bu durumda safra suyu
kolesterole siipersature hale geldigi taktirde kolesterol, kalsiyum tuzlar1 ve safra
pigmentleri ile ¢okelmektedir. Olusan bu bilesime de safrataslar1 adi1 verilmektedir

(Begley, 2006).

Bu bilgiler goéz oniine alindaginda BSH aktivitesinin istenen veya istenmeyen bir
ozellik olmas1 tartigma konusu olabilir. Bu konuda dikkat edilmesi gereken husus
BSH aktivitesinin probiyotik bakterilerin sindirim kosullarinda canliligini korumasi
icin yararli bir 6zellik olmasi ve probiyotik olarak kullanmilan Lactobacillus ve
Bifidobacterium tiirlerinin safra tuzlarimi dehidroksile etme 6zelliklerinin
olmayisidir. Dolayistyla olugan BSH iirtinleri genellikle ¢okelme sonucu diski ile

birlikte viicuttan atilmaktadir (Begley, 2006).



2.3.5. Sindirim zorluklarini gidermesi ve besleyiciligi arttirmasi

Sindirim sisteminde kolonize olan probiyotikler enzimatik faaliyetleri sonucu
sindirim enzimleri tarafindan parcalanamayan bilesenlerin par¢alanmasi ve emilimini
saglanmaktadir. Bu sayede bu bilesenlerin de kalm bagirsakta emilimi

saglanmaktadir (Cruz ve ark., 2007; Marco ve ark., 2006).

Buna ilave olarak BSH enzimlerinin besinsel rolii incelendiginde safra tuzlarmin
dekonjugasyonu sonucu glisin ve taurinin ortaya ¢ikmaktadir. Glisin, amonyak veya
karbondioksite metabolize edilirken taurin amonyak, karbondioksit ve sulfata
metabolize edilmektedir (Begley, 2006). Dolayisiyla safra tuzu dekonjugasyonu
besinsel kaynaklar ortaya ¢ikarmaktadir.

Bunlara ilave olarak bazi laktik asit bakterilerinin vitamin sentezleme 06zellikleri
sayesinde ekstra besleyicilik sagladigi belirtilmektedir (Morelli, 2007; Magarinos ve
ark., 2007).

2.3.6. Bagisiklik sisteminin kuvvetlenmesi

Yapilan caligmalarda probiyotiklerin bagisiklik sistemini kuvvetlendirdigi fakat bu
ozelligin etki mekanizmasinin bakteriler arasinda farklilik gosterdigi belirtilmistir.
Bu mekanizmlar arasinda mukozanin IgA ve IgM tepkisini tesvik etmesi, lenfosit
iretimi arttirmasi ve fagositik aktiviteyi arttirmasi gosterilmektedir (Saarela ve ark.,
2000; Comanne ve ark., 2005; Kleanhammer ve Kullen, 1999) Ayrica sitokin ve T
hiicrelerinin sentezini tetikledigi, Th1/Th2 dengesini diizenledigi de tespit edilmistir

(Holzapfel, 2006; De Vries, 2006).

Bunlar diginda farkli kiiltiirlerin kendine 6zgli mekanizmalarla bagisiklik sistemini
kuvvetlendirmesi mumkindir. Bu konuya 0rnek olarak probiyotik 0zelliklere sahip
olarak gosterilen Escherichia coli Nissle 1917 kilturtinuf -defensin-2 (hBD2)
antimikrobiyal peptit sentezini tetiklemesi verilebilir. Bu sayede mide-bagisak
sisteminde patojenlerin gelisimi engellenebilmektedir (Marco ve ark., 2006).

2.4. Probiyotikler ile Tlgili Riskler

Starter olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin kullaniminin uzun bir ge¢misi
olmasmma ragmen bazi probiyotiklerin kullanimlarmin uzun bir ge¢misi yoktur.

Ayrica ¢ok nadir de olsa giiniimiize kadar bazi laktik asit bakterinin yol ag¢tig1
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enfeksiyonlara rastlanmistir. Bu enfeksiyonlarin sebebi olarak genellikle bagisiklik
sistemi lizerinde yarattig1 manipiilasyon gosterilmistir (Ouwehand ve ark., 2006;
Vesterlund, 2007). Gergeklesen bu sorunlarin kaynaginin beslenme ile viicuda alinan
bakterilerden olmadigi, bireylerin dogal florasindaki bakterilerden kaynaklandigi
belirtilmektedir (Salminen ve ark., 1998b).

Laktik asit bakterileri konjuge primer safra tuzlarmi serbest dekonjuge ve ikincil
dehidroksile safra tuzlarma cevirebilir. Olusan serbest safra tuzlarinin diyare ve
bagirsak lezyonlarma; ikincil safra tuzlarmin ise kanserojen etkiye yol actigi
belirtilmektedir. Dolayisiyla yiiksek dozda probiyotik aliminin potansiyel bir risk
teskil ettigi belirtilmektedir. Ayrica hemolitik etkiye sahip kiiltlirlerin anemi gibi
hastaliklara neden olabilecegi belirtilmektedir (Ouwehand ve ark. 2006; Salminen ve

ark., 1998b).

Probiyotiklerin bagisiklik sistemini kuvvetlendirmesi ve antikanserojen etkileri
olmasma ragmen asir1 Thl (Type-I helper) hiicre tepkisi olmast durumunda kalin
bagirsakta imflamatuar hastaliklara yol agmasi ve bagirsak kanseri riskini arttirmast

da mimkuin olabilmektedir (Comanne ve ark., 2005).

Probiyotiklerle ilgili en 6énemli risk faktori olarak antibiyotik diren¢ genlerinin
ozellikle patojenler olmak tizere diger tiirlere aktarilmasidir. Antibiyotik direnci tiim
diinyada giderek artan bir saglik problemi haline gelmektedir. Artan antibiyotik
kullanim1 antibiyotiklere karsi direngli kiiltiirlerin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur
(Ouoba ve ark., 2008). Antibiyotik direnci, kiiltiiriin kendine has 6zelligi olabildigi
gibi seri mutasyonlarla veya gen transferi ile kazanilabilmektedir. Kendine has olan
veya mutasyonlar sonucu olusan direncin aktarimi ¢ok diisiik bir ihtimal olarak
goriiliirken gen transferi ile edinilen direncin ayni sekilde aktarilmasi miimkiin
olmaktadir. Transfer edilen diren¢ genleri kendi baglarmma bir hastalik etkeni
olmamakla birlikte patojenlerin diren¢g kazanmasi sonucu hastalik oraninin artmasi,
hastalik siireclerinin uzamasi, tedavilerin maliyetlerinin artmasi ve 6liim oranlarmnin

artmasi gibi sonuglara yol agmaktadir (Ammor ve ark., 2007).

Bircok laktik asit bakterisi antibiyotiklere karsi diren¢ gostermesine ragmen bu
Ozelliklerinin dogal o6zellikleri (intrinsik direng) oldugu ve diger canlilara
aktarilamayacag1 belirtilmektedir. Ancak bazi kiiltiirlerde plasmidlerde kodlanmis ve

diger canlilara aktarilabilen antibiyotik diren¢ genlerine rastlanmistir (Zhou ve ark.,
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2005; Ouoba ve ark., 2008). Probiyotik kiiltiirler farkli gida {irlinlerine
kullanilabilecegi icin antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasi i¢in Onemli bir

potansiyel kaynak olma ihtimalleri bulunmaktadir (D’ Aimmo ve ark., 2006).

Antibiyotik direnci, intrinsik olmasi durumunda ise istenen bir Ozellik haline
gelmektedir. Bu durumda antibioyik tedavi siirecinde probiyotikler canli kalarak

bozulan floranin olumsuz etkilerine kars1 viicudu korumaktadir (Salminen ve ark.,

1998h).

2.5. Probiyotikler ile Ilgili Cahsmalar

Probiyotiklerin se¢imi her zaman iki ana prensibi icermelidir: segilen organizmanin
giivenliginin  belirlenmesi ve amaglanan kullanimina uygun 6zelliklerinin

incelenmesi (O’Sullivan, 2006).

Neredeyse ¢alisilan her etkinin suslara 6zel oldugu belirtilmektedir. Herhangi bir tar

icin tiim suglar1 sindirim sisteminde kolonize olur ve probiyotik etki gdsterir denmesi

miimkiin degildir (De Vuyst ve ark., 2004).

Probiyotikler sindirim sisteminde bir¢cok engelle karsilasmaktadirlar. Bu engellerden
en Onemlileri midedeki asidik ortam ve ince bagirsaktaki safra suyudur (Gueimonde
ve Salminen, 2006). Eger bir probiyotik mide ve bagirsak ortamlarinda sag
kalamiyorsa etkisi ¢ok az olacaktir veya hi¢ olmayacaktir (O’Sullivan, 2006). Bu
ortamlardan canli olarak gegen probiyotigin kalin bagirsaga gelerek burada tutunmasi
ve aktivite gostermesi gerekmektedir (Morelli, 2007). Tutunma ile ilgili ¢aligmalarda
genellikle insan veya hayvanlardan elde edilen bagirsak dokular1 (Caco2 ve HT29
hiicreleri) kullanilmaktadir. Aktivitenin Olgtilmesi ile ise izole edilen kultirlerin

sentezledikleri bilesenleri ve enzimleri dlgen ¢esitli analitik metotlar ile olmaktadir.

Probiyotikler ile yapilan ¢aligmalarda test edilen kiiltiirlerin hi¢birinin uzun sureli
olarak sindirim sisteminde kolonize olamadigmi gdstermektedir. Ancak bu
kiiltiirlerden bir kismi1 biyopsi islemleri ile arastirildiginda fekal analizlere oranla ¢ok
daha uzun siire izole edilebildigi i¢in sindirim sistemine tutunabildikleri kesin olarak

belirtilmektedir. (Gueimonde ve Salminen, 2006).
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3. MATERYAL METOT

3.1. Kullanilan Kiiltiirler ve Muhafazasi

Calismada kullanilan kiiltiirler ve kodlar1 Cizelge 3.1°de verilmistir. Bu kiiltiirlerden
1-20 kodlu olanlar cesitli fermente et ve siit iirlinlerinden izole edilmistir. Diger
kilturler Tarkiye’deki farkli bilimsel kurumlardan temin edilmistir. Kiiltiirler %25
(v/v) gliserol (Sigma Aldrich, A.B.D.) iceren De-Man Rogosa Sharp (MRS, Merck,
Almanya) broth besiyerinde -20°C’de muhafaza edilmistir (Sharpe; 1979; Harrigan;
1998). Gliserolle muhafazanin yaninda kiiltiirlerin lilofilizasyonu yapilarak +4°C’de

muhafa edilmesi saglanmistur.

Cizelge 3.1. Caligmada kullanilan kiiltiirler ve kodlar1

Kod Tar Kod Tar
1 | Lactobacillus plantarum 17 Lactobacillus casei
2 | Lactobacillus plantarum 18 Lactobacillus plantarum
3 | Lactobacillus plantarum 19 Lactobacillus plantarum
4 | Lactobacillus plantarum 20 Lactobacillus casei
5 | Lactobacillus casei 21 Lactobacillus casei
6 | Lactobacillus casei 22 Enterococcus feacalis
7 | Lactobacillus plantarum 23 Lactobacillus brevis
8 | Lactobacillus plantarum 24 Lactobacillus casei
9 | Lactobacillus paracasei 27 Pediococcus acidilacti
10 | Lactobacillus plantarum 28 Pediococcus pentosaceus
11 | Lactococcus lactis 32 Lactobacillus plantarum
12 | Lactobacillus helveticus 33 Lactobacillus brevis
14 | Pediococcus pentosaceus 34 Lactobacillus curvatus
15 | Lactobacillus casei 35 Lactobacillus casei
16 | Lactobacillus casei

3.2. Kullanilan Besiyerleri

Laktik asit bakterilerinin stoklanmasi, aktivasyonu ve probiyotik &zelliklerinin
incelenmesi ¢aligmalarinda MRS besiyeri kullanilmistir. Antibiyotik direci ile ilgili
caligmalar sirasinda kiiltiirlerin inokiilasoyonu i¢in % 1 (w/v) Agar-agar (Merck,

Almanya) igeren MRS kullanilmistir.
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3.3. Deneysel Calismalar

3.3.1. Asit toleransinin olciilmesi

Asit tolerans deneyinde Klingberg ve ark. (2005) tarafindan belirtildigi sekilde
hidroklorik asit (HCL, Sigma Aldrich, A.B.D.) kullanilarak pH degeri 2,5’e getirilen
MRS brothlar kullanilmistir. MRS brothlarda iki kez aktive edilen edilen kiiltiirler
(18 saat) pH degeri 2,5 olan deney tlpleri i¢cindeki 10 mI’lik MRS brothlara inokiile
(%1) edilerek 0., 2. ve 4. saatlerde MRS agarlara ekim yapilmistir. Ekim yapilan
petriler 37°C’de 48 saat inkiibe edilerek kiiltiirlerin pH 2,5 degerinde canliliklar1
takip edilmistir.

3.3.2. Safra Suyu Toleransi

Safra tuzu toleranst deneyi i¢in Suomalainen ve ark. (2008) ve Maragkoudakis ve
ark. (2006)’nin uyguladigina benzer sekilde %0,3 Oxgall (Bile bovine, Sigma-
Aldrich, A.B.D.) ile zenginlestirilmis MRS broth kullamlmustir. iki kez MRS
brothlarda aktive edilen kultirler %0,3 (w/v) Oxgall iceren 10 mI’lik MRS brothlara
inokiile (%1) edilmistir. Daha sonra 0, 2.ve 4 . saatlerd e 6rnekler alinip MRS
agarlara ekim yapilmig, 37°C’de 48 saat inkiibasyon sonucunda canli bakteri

sayimlar1 yapilmstur.

3.3.3. Fenol varh@inda canhhk

Fenol varliginda gelisimin incelenmesi i¢in Xanthopoulos ve ark.’nin (2000)
uyguladigr metot kullanilmistir. Analiz i¢in iki kez MRS brothta aktive edilen
kultarler (v/v) fenol (Sigma-Aldrich, A.B.D.) iceren ve icermeyen 10ml’lik MRS
brothlara inokiile (%1) edilmistir. Bakterilerin canliliklarinin takibi i¢in 0. ve 24.
saatlerde seri seyreltimler hazirlanarak MRS agara yayma plak yontemiyle ekim

yapilmig ve 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmigtir.

3.3.4. Safra Tuzu Hidrolaz (BSH) aktivitesi

Safra tuzu hidrolaz aktivitesi analizi i¢in Du Toit ve ark. (1998) tarafindan belirtilen
yar1 kalitatif bir yontem kullanilmistir. Analiz icin iki kez aktive edilmis kiiltiirleri
iceren MRS brotha daldirilan steril filtre kagitlar1 (Whatman Grade 1), %0.5 (w/v)
oraninda sodyum taurodeoxykolat (Na-TCDA, Sigma Aldrich, A.B.D.) ve 0.37 g/l
kalsiyum klorir (CaCl,, Sigma Aldrich, A.B.D.) iceren MRS agarlara
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yerlestirilmistir. Petriler 37°C’de 72 saat inkiibe edildikten sonra petri kutusunda

cokelme olusumu gozlenen zonlarm ¢aplari 6l¢tilmiistiir.

3.3.5. Antibiyotik Hassasiyeti

Antibiyotik hassasiyeti analizi i¢in Charteris ve ark. (2001) tarafindan kullanilan disk
diftizyon yontemi kullanilmistir. Bu ydntem gervesinde 15 ml MRS agar igeren
petrilere 200ul 10°-10" kob/g aktif kiltir iciren 4ml yumusak ayar yayilmustir.
Petrilerdeki agarin donmasi i¢in yaklasik 15 dak. oda sicakliginda bekletildikten
sonra petriler lizerine antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. Kullanilan diskler Cizelge
3.2’de verilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda (37°C / 24 saat) inhibisyon zonlar1
Olclilmiistiir. Sonuglar, zonlarin c¢aplarma bagh olarak Cizelge 3.3’te verilen
kriterlere gore direncli (R), orta dereceli hassas (MS) ve hassas (S) olmak (zere

kategorize edilerek verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan antibiyotik diskleri (Oxoid, Igiltere)

Antibiyotik ismi Disk Kodu po/disk
Ampicillin AMP 10
Cephalothin KF 30
Chloramphenicol C 30
Erithtromycin E 15
Novobiocin NV 5
Gentamicin CN 10
Penicillin G P 10
Rifampicin RP 5
Tetracycline TE 30
Vancomycin VA 30
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Cizelge 3.3. Caligmada kullanilan antibiyotik disklerde goriilen zonlarmn antibiyotik
direng karsiliklar1 (Charteris ve ark., 1998)

Antimikrobiyal adi | Disk konsantrrastonu | Zon ¢aplarinmin (mm) direng
(19) karsihklar
S MS R
Ampicillin 10 <12 13-15 16>
Cephalothin 30 <14 15-17 18>
Chloramphenicol 30 <13 14-17 18>
Erithtromycin 15 <13 14-17 18>
Novobiocin 5 <13 14-17 18>
Gentamicin 10 <12 - 13>
Penicillin G 10 <19 20-27 28>
Rifampicin 5 <14 15-17 18>
Tetracycline 30 <14 15-18 19>
Vancomycin 30 <14 15-16 17>

Direngli (R), orta dereceli hassas (MS) ve hassas (S)

3.3.6. Kolesterol Asimilasyonu

Iki kez aktive edilmis kiiltiirler %0.3 oxgall ve 0.1g/l kolesterol (Sigma Aldrich,
A.B.D.) igeren 10 ml’lik MRS brothlara %1 oraninda inokiile edilmistir. Benzer
sekilde %0.3 Na-TCDA ve 0.1g/l kolesterol iceren MRS tiplere de inokulasyon
yapilmustir. Inokiilasyon sonrast brothlar 37°C’de 24 saaat fermantasyona
birakilmistir. Fermantasyon islemini takiben MRS brothlar 3500 rpm’de 20 dak.
santrifiij islemine (Niive CN 180, Turkiye) tabi tutulmus ve siipernatantlar elde
edilmistir.

Kolesterol analizi i¢in Rudel ve Morris’in (1973) kullandig1 yontem kullanilmastir.
Slpertenatlardan 1 ml 6rnekler alinarak her tipe 3 ml %95 etanol (Sigma Aldrich,
A.B.D.) ve 2 ml potasyum hikroksit (KOH, Sigma Aldrich, A.B.D.) ilave edilmistir.
Her kimyasal ilavesi sonra karigimlar homojenize edilmistir. Daha sonra tiipler su
banyosunda 60°C’de 10 dak. bekletilmis, soguk su altinda sogultulduktan sonra
tiplere 5 ml hekzan (Sigma Aldrich, A.B.D.) ilave edilerek karistirilmistir. Daha
sonra 1 ml distile su ilavesi ve karistirmay: takiben tiiper faz ayrimi i¢in oda
sicakliginda 15 dak. tutulmustur. Faz ayrimmdan sonra 3 ml hekzan tabakasi temiz
tiipe alinmis ve hekzan azot gazi akisi altinda 60°C’de ugurulmustur. Ugurma
isleminden sonra tiiplere 4 ml o-fitalaldehit ¢Ozeltisi (0.5mg o-fitalaldehit/1ml asetik
asit) ilave edilmis ve oda sicakliginda 10 dak. beklenmistir. Daha sonra 2 ml stlfirik
asit (Sigma Aldrich, A.B.D.) ilave edilmis ve oda sicakliginda tekrar 10dak.

bekletilmistir. Elde edilen ¢ozeltinin absorbans degeri 550 nm’de kor ¢ozeltiye karst
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spektrofotometrik olarak Olclilmiistiir. Elde edilen sonuglar standart kolesterol

cozeltileri ile karsilastirilarak kolesterol tiiketimi hesaplamistir (EK B).

3.3.7. Baz gida urunlerinde bakterilerin canhliklarimin korunumu

MRS brothlarda iki kez aktive edilen edilen kilturler marketlerden temin edilen UHT
(Ultra heat treatment) sit, portakal suyu ve elma suyu Uriinlerine Campagne ve
Gardner (2008)’in ¢alismasindakine benzer sekilde %1 oraninda inokiile edilmistir.
Uriinler +4°C°de inkiibe edilerek 0, 1, 2 ve 4. haftalarda kiiltiirlerin sayrmi1 yapilmus
ve lriinlerin pH degerleri 6l¢iilmiistiir. Kiiltiirlerin sayimi i¢in uygun diliisyonlardan

MRS agara ekim yapilarak 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin Asidik Ortama Direncleri

Sindirim sirasinda mideden salgilanan sivinin pH degeri 0,9 olmasina ragmen gida
maddesi igerisindeki bilesenler nedeniyle midede sivinin pH degeri 3’e kadar
cikmaktadir (Erkkila ve Petaja, 2000). Asit toleransi ile ilgili ¢aligmalarda sabit bir
pH degeri kullanilmamakla birlikte genel olarak sonuglara bakildiginda daha asidik
ortamlarda (pH 1-3 arasi) calisildiginda kiigiik degisimlerin bile onemli farklar
yarattig1 goriilmektedir. Bu analizlerde pH degeri 2,0 olan bir kosul bazen ¢ok secici
bir ortam saglarken pH 3,0 degerinde ise bakterilerin gelisim gdsterdigi
gozlenebilmektedir.  Dolayisiyla pH 2,5 degeri ¢ok sik kullanilmamakla birlikte
uygun bir deger olmaktadir (Pennacchia ve dig., 2004). Bu calismada da mevcut
bilgiler 1s181nda kiiltiirlerin asit tolerans1 pH 2,5 degerinde analiz edilmis ve 0., 2. ve

4. saatlerde canliliklar1 izlenmistir.

Asit toleransi analizine alinan 29 kiiltiir icin elde edilen sonuglar Cizelge 4.1.” de
verilmistir. Analiz edilen kiiltiirlerden Lactobacillus plantarum, L. brevis ve L. casei
tiirlerinin asit toleransinin suglara 6zgii oldugu goriilmektedir. Elde edilen sonuglara
genel olarak bakildiginda benzer bazi ¢alismalarda da belirtildigi lizere laktik asit
bakterilerinin 6nemli bir kismmin pH 2,5 degerinde canliliklarin1 koruyabildigi
g6zlenmektedir (Maragkoudakis ve ark. 2006; Dunne ve Mahony 2001; Mathara ve
ark. 2008). Test edilen kilturlerin pH direnglerinin Klingberg ve ark. (2005),
Jacobsen ve ark. (1999)’un yaptig1 caligmalardaki kiiltiirlere oranla daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Bu caligmalarda pH 2,5 degerinde kiiltiirlerin canliliklarini
onemli dl¢iide kaybettikleri belirtilmektedir. Benzer sekilde Rashid ve ark. (2007)
pH 3’te yaptiklar1 ¢alismada onemli 6lgiide canlilik kaybi tespit etmislerdir. Elde
edilen sonuglara bakilarak test kiiltiirlerden bir kismmin pH direnglerinin yiliksek

oldugu kabul edilmistir.
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Cizelge 4.1. Asit toleransi deneyinde elde edilen sonuglar

Kualtar Bakteri sayisi (log kob/ml)* Azalma | Azalma
Kod Kaltur 0. saat 2. saat 4. saat (0-2) (0-4)

1 L .plantarum 7,32+0,29 | 7,18 £0,05 >6.48 0,14, <0,84
2 L. plantarum 7,14+0,20 | 7,12 +0,25 >6.48 0,02| <0,66
3 L. plantarum 7,39+0,09 | 7,31+£0,14 >6.48 0,08| <0,91
4 L. lantarum 7,46 £0,05 | 7,37 £0,07 >6.48 0,09| <0,98
5 L. casel 6,96 +0,29 | 6,67 £0,45 | 6,21 +0,26 0,29 0,75
6 L. casel 7,05+0,10 | 7,08 £0,03 >6.48 -0,03 <0,6
7 L. plantarum 7,13+0,40 | 6,90+ 0,33 >6.48 0,23| <0,65
8 L. plantarum 6,19+0,24 | 588+0,13 |4,57+0,25 0,31 1,62
9 L. paracaseli 761+041 | 6,82+0,22 <4.23 0,79| >3,38
10 |L. lantarum 7,22+0,14 | 7,17 +0,08 >6.48 0,05| <0,74
11 |L. lactis 7,55+0,20 | 7,23 £ 0,025 >6.48 0,32 1,07
12 | L. helveticus 7,34 +0,06 | 683£0,34 | 6,29 £0,21 0,51 1,05
14 | P. pentosaceus 6,97 £0,12 | 6,94 +£0,06 | 6,32 £0,01 0,03 0,65
15 |L. casel 6,81 + 0,64 <5,79 <4,33 >1,02| >2,48
16 |L. casei 6,27 £0,32 | 6,13+0,12 <4 0,14| >2,27
17 |L. casel 7,36 £0,11 | 7,22 +0,02 >6.48 0,14, <0,88
18 | L. plantarum 6,87 +0,37 | 6,85+0,39 >6,37 0,02| <0,50
19 | L. plantarum 7,27+0,20 | 6,97 £0,10 | 595+0,12 0,3 1,32
20 | L. casei 7,00+0,34 | 6,88+0,27 >6,48 0,12 <0,52
21 | L. casei 7,06 £0,24 | 7,06 £0,13 >6,48 0| <0,58
22 | E. feacalis 6,89 £0,27 | 6,86 +0,28 >6,48 0,03| <0,41
23 | L. brevis 6,71+0,33 | 6,76 £ 0,07 >6,48 -0,05| <0,35
24 | L. casei 7,41+0,28 | 6,73 +0,04 >6,48 0,68| <0,93
27 | P. acidilacti 7,53+£0,05 | 7,23 £0,02 >6,48 0,3] <1,05
28 | P. pentosaceus 7,06 +0,09 | 545+0,17 | 54 +0,08 1,61 1,66
32 | L. plantarum 7,27+0,29 | 7,11+0,14 >6,48 0,16| <0,79
33 | L. brevis 7,71+£0,15 | 6,25+0,11 <4 1,46| >3,71
34 | L. curvatus 7,79+0,11 | 577+£0,73 <4,37 2,02 >342
35 | L. casei 7,56 £ 0,23 <5,15 <4 >2,41| >3,56

Yapilan istatiksel degerlendirmelerde iki paralelli iki tekrarli (n=2) deneylerin sonuglar1 kullanilmistir.
*Bakteri yogunluklarinin logaritmik degerleri verilmistir.

4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Safra Tuzu iceren Ortama Direncleri

Safra suyu karacigerde kolesterol kullanilarak sentezlenenir ve safra kesesinde

depolanarak gerek duyuldugunda ince bagirsaga salgilanirlar (Mathara ve ark., 2008;

Begley ve ark., 2006). Salgilanmasmin temel nedeni biyolojik bir deterjan gorevi

gorerek yaglar1 emiilsifiye etmesi ve ¢Oziindiirmesidir. Yaglara olan etkisinden
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dolayr mikroorganizmalarin hiicre zarina zarar vererek antimikrobiyal etki de
saglamaktadir. Hiicre zarna etkisi disinda DNA’ya zarar vermesi, bazi proteinlerin
denatlrasyonuna yol agmast ve serbest radikal olusumuna neden olmasi gibi diger

antimikrobiyal etkilerini de bulunmaktadir (Begley ve ark., 2005b).

Safra suyu toleransi ile ilgili fizyolojik Oxgall konsantrasyonu %0,3-%0,5’tir
(Mathara ve ark., 2008). Oxgall antimikrobiyal etki gosterebilecek konjuge ve
dekonjuge safra bilesenlerini igermektedir (Liong ve Shah, 2005). Yapilan bazi
calismalarda sonucunda safra tuzuna direngli kiiltiirlerin tespiti i¢in %0,3 safra tuzu
konsantrasyonunun kritik deger oldugu belirtilmektedir (Erkkila ve Petaja, 2000;
Gilliland ve ark., 1985). Papamanoli ve ark. (2003) %0,1-2,0 araliginda bes farkli
Oxgall konsantrasyonunda yaptiklar1 ¢aligmada %0,3 konsantrasyonda kiiltiirlerin
canliliklari1  korumasi konusunda farkliliklarin  ortaya c¢iktigii ve %0,3
konsantrasyon degerinin probiyotik bakteri taramalar1 swasinda kullanilabilecek
kritik deger oldugunu belirtmistir. Safra tuzu ile ilgili bir diger énemli konu da
asidik ortamda yapilan 6n uygulamalarin safra tuzu direnci ile ¢apraz bir koruma
saglamadig1 ve safra tuzu direncinde artisa yol agmadigidir (Flahaut ve ark. 1996).
Dolayisiyla midedeki diisik pH degerinde canli kalan bakterilerin safra tuzu

direnglerinde artis olmayacaktur.

Cizelge 4.2. Test kiiltiirlerinin pH 2,5 degerinde canliliklar1

Kulturler Bakteri sayisi (log kob/ml)* Azalma | Azalma
Kod Tar 0. saat 2. saat 4. saat (0-2) (0-4)

1 L. plantarum |7,64 + 0,03 7,57 +0,15 7,54 +0,10 0,07 0,10
2 L. plantarum |7,55 £0,25 |7,61 £0,10 |8,01 +0,07 -0,06 -0,46
3 L. plantarum |7,51 £0,13 7,53 £0,13 |7,75 =0,10 -0,02 -0,25
4 L. plantarum |7,46 £0,17 (7,54 £0,14 |7,95 £0,11 -0,08 -0,50
5 L. casei 6,35 +0,48 |6,35 £1,00 |6,32 £0,90 0,01 0,03
6 L. casei 743 £0,07 |7,31 £0,14 |7,48 £0,11 0,11 -0,05
I L. plantarum |7,50 £0,16 (7,44 £0,12 |7,90 0,08 0,06 -0,40
10 |L.plantarum |7,55+0,04 7,68 +0,18 8,27 +0,11 -0,13 -0,72
14 | P. pentosaceus | 7,45 £ 0,15 7,56 +0,24 7,46 + 0,05 -0,11 -0,02
17 |L.casei 6,95+0,14 6,90 + 0,26 7,08 + 0,29 0,05 -0,13
18 |L.plantarum |7,21+0,55 6,95 + 0,65 7,69 + 0,45 0,25 -0,49
20 |L.casei 7,14 + 0,29 7,29+0,14 7,47 + 0,08 -0,15 -0,33
21 |L.casei 7,01+0,14 7,14 + 0,20 7,56 + 0,10 -0,13 -0,56
22 | E. feacalis 7,35+0,14 7,29 +0,24 7,43 +0,31 0,06 -0,08
23 | L. brevis 6,89 + 0,41 7,21 +0,31 7,70+0,10 -0,32 -0,81
24 |L.casei 7,39 + 0,06 7,29 + 0,07 7,59+0,14 0,10 -0,20
27 | P. acidilacti 6,89+ 0,72 7,03+ 0,60 7,20 + 0,69 -0,14 -0,31
32 |L.plantarum |7,40+0,21 7,40+ 0,35 7,67 +0,18 0,00 -0,28

21




Safra suyunun test edilen kilttrlerin izerine etkisi Cizelge 4.2.’de verilmistir. Bu
sonuglara genel olarak bakildiginda test edilen kiiltiirlerin %0,3 (w/v) oxgall igeren
MRS broth besiyerinde canliliklarmi korudugu goriilmektedir. Bu konsantrasyonda
kiiltiirlerin gelisimlerinin yavasladig1 ve bakteri yogunlugundaki artig veya azalisin 1
log degerinin altinda oldugu goriilmektedir. Jacobsen ve ark. (1999) da yaptiklari
caligmada benzer sekilde %0,3 (w/v) oxgall konsantrasyonun gelismeyi
yavaglattigin1 ve bakterilerin bu ortamda bir birlerine yakin canlilik gdstermeleri
nedeniyle diren¢ konusunda benzer 6zellikte oldugunu tespit etmislerdir. Benzer
diger bazi caligmalarda da Lactobacillus Kkdltirlerinin %0,3 konsantrasyonda
gelisimlerinin yavagladigi tespit edilmistir (Pennacchia ve ark. 2004; Gupta ve ark.
1996; Maragkoudakis ve ark. 2006). Aynmi sekilde Suomalainen ve ark. (2007)
Propionibacterium tiirleri iizerinde yaptiklar1 c¢alisgmada 9%0,3 konsantrasyonun
gelisimi engelledigini ve konsantrasyon %0,5’e c¢ikarildiginda ise bakterilerin
gelisimlerinde %0,3 konsantrasyona oranla Onemli bir fark gostermedigini
belirtmistir. Erkkila ve Petaja (2000) ise yaptiklar1 ¢calismada bu sonuclarin aksine
%0,3’liik safra tuzu konsantrasyonunun Kkiiltlirlerin gelisimini 6nemli Olgiide
engelledigini ve kiiltiirlerin direng Ozellikleri bakimindan fark gdsterdigini tespit
etmistir. Papamanoli ve ark. (2003) da %0,3 safra suyunun L. curvatus ve L. sakei
kiiltiirleri lizerinde inhibisyon etkisi gosterdigini tespit etmislerdir. Klingberg ve ark.
(2005) tarafindan yapilan ¢alismada %0,3 oraninda safra tuzu varliginin inhibisyona
yol acabildigini ancak test edilen kiiltiirlerin en az %86’sinin probiyotik 6zellik
gosterebilmesi i¢in yeterli canliligim1 korudugunu saptamiglardir. Heniiz safra suyu
analizinde direncli kultrlerin tespiti igin standart bir metot ve deger olmamakla
birlikte (Pinto ve ark., 2006) mevcut ¢alismalar goz Oniine alindiginda test edilen

kiiltiirlerin tamamu safra tuzuna direngli olarak kabul edilmistir.

4.3. Laktik Asit Bakterilerinin Fenol iceren Ortamda Canhliklari

Fenoller, beslenme yoluyla alinan veya viicut tarafindan iiretilen proteinlerinlerden
kaynaklanan amino asitlerin, sindirim sisteminde baz1 bakteriler tarafindan
deaminasyonu sonucu olusabilmektedir. Olusan bu fenolik bilesenlerin 6zellikle
Lactobacillus kdltirleri tizerinde inhibe edici etkisi olabilecegi belirtilmektedir
(Xanthopoulos, 2000). Cizelge 4.3’de verilen sonuglar genel olarak

degerlendirildiginde test edilen kiiltiirlerin %0,4 fenol konsantrasyonuna hassas
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olduklar1 gériilmektedir. Sadece L. casei 21 test edilen kosullarda gelisim gosterirken
E. feacalis 22 ve L. casei 24, 2 log’un altinda bir azalma gostermistir. Pinto ve ark.
(2006) tarafindan yapilan calismada da test edilen kiiltiirler %0,4 fenole karsi hassas
cikmis ve gelisme gosterememistir. Xanthopoulos ve ark. (2000) tarafindan yapilan
calismada ise test edilen kiiltiirlerde direng gosterenlerin orani bu calismadakine
oranla daha yiiksek olmasia karsin direng gdsteren kiiltiirlerdeki gelisim oranlar1 bu
calismadakine Kkiiltiirlere yakin seviyelerde kalmistir. Acharya ve Shah (2002),
yaptiklar1 caligmada 17 Bifidobacterium kalturuntn %0,2-0,5 arasinda 4 farkli fenol
konsantrasyonunda canliligmi izlemistir. Test edilen kiiltiirlerin tamami %0,2 fenol
varliginda gelisim gdstermistir. Konsatrasyon %0,5’e dogru yiikseltildik¢e canliligin
azaldig1 belirtilmigstir. Pancheniak ve Soccol (2005)’in yaptiklar1 calismada da %0,4
fenol konsantrasyonunun 9 log’luk bir azalmaya yol acabildigi tespit edilmistir.
Sindirim sisteminde olusabilecek fenolik bilesenlerin konsantrasyonu hakkinda kesin
degerler belirtilmemis olmakla birlikte %0,4 konsantrasyonda canli kalan kiiltiirlerin

yeterli dirence sahip oldugu diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.3. % 0,4 (v/v) fenol igeren MRS broth ortaminda 24 saat sonunda test
edilen bakterilerin canliliklar

Kod | Kiiltiirler MRS Broth MRS Broth + %0,4 fenol
0 24 Alog 0 24 Alog
1 L. plantarum 7,50+0,34 | 8,57+0,22 1,08 | 7,68+0,38 <5,56 <-2,12
2 L. plantarum 7,22+0,67 | 9,01+0,72 1,78 | 7,67+0,09 <5 <-2,67
3 L. plantarum 7,65+0,54 | 8,59+0,36 | 0,94 | 8,11+121 <5,15 <2,96
4 L. plantarum 7,14+0,14 | 8,23+0,42 1,08 | 7,15+0,09 <5,15 <-2
5 L. casei 6,95+0,31 | 8,80+0,53 1,85 | 6,62+0,36 <4 <-2,62
6 L. casei 7,53+0,22 | 8,93+0,28 1,40 | 7,28+0,36 <5 <-2,28
7 L. plantarum 7,38+0,44 | 8,59+0,22 1,20 | 7,36%0,56 <5 <-2,36
10 L. plantarum 7,53+0,17 | 9,27+0,13 1,74 | 7,47+0,07 <5 <-2,47
14 P. pentosaceus | 7,39+0,04 | 8,77+0,59 | 1,38 | 7,43+0,20 <5 <-2,43
17 L. casei 6,63+0,25 | 8,20+0,18 1,57 | 6,82+0,11 <5 <-1,82
18 L. plantarum 7,54+0,45 | 8,85+0,16 1,31 | 7,50+0,63 <5,08 <-2,42
20 L. casei 7,17+0,07 | 8,90+0,30 1,73 | 7,11+0,09 <5 <-2,11
21 L. casei 6,87+0,41 | 8,85+0,40 1,98 | 6,73x0,16 | 8,03+0,13 1,30
22 E. feacalis 7,06+0,08 | 9,00+0,10 1,94 | 6,80+0,22 | 6,66+0,16 -0,14
23 L. brevis 6,99+0,12 | 9,05+0,11 2,06 | 6,92+0,14 <5 <-1,92
24 L. casei 7,51+0,10 | 9,18+0,18 1,67 | 7,47+0,12 | 5,71+0,33 -1,76
27 P. acidilacti 7,48+0,31 | 9,36+0,06 1,88 | 7,44+0,08 <5 <-2,44
32 L. plantarum 7,36+0,17 | 8,89+0,08 1,53 | 7,04+0,36 <5 <-2,04

Yapilan istatiksel degerlendirmelerde iki paralelli iki tekrarli (n=2) deneylerin sonuglar1 kullanilmistir.
Bakteri yoguluklarinin logaritmik degerleri verilmistir.

4.4. Safra Tuzu Hidrolaz Aktiviteleri

Safra tuzu hidrolaz aktivitesi siklikla probiyotik kiiltiirlerin se¢iminde kullanilan bir
kriter olarak gosterilmektedir. Probiyotik kultiirleri tarafindan tretilmis olan farkl
BSH enzimleri tanimlanarak karakterize edilmistir. BSH enzimlerinin fonksiyonlar1
tam olarak belirlenemese de bu konuda bazi hipotezler One siiriilmiistiir. Bu
hipotezler, besinsel rol, membran 0&zelliklerinin degistirilmesi, safra suyu
detoksifikasyonu ve sindirim sistemindeki siirekliligin saglanmas1 olarak
gruplandirilmaktadir. Bu fonsiyonlara bagli olarak konakei canli iizerinde sindirim
fonksiyonlarmin degismesi, kolesterol seviyesinin diismesi, kanserojen bilesenlerin
aktive olmasi ve safrataglarinin olusumu gibi etkilerin olabilecegi belirtilmektedir

(Begley, 2006).

Safra tuzu aktivitesi incelenmesi sonucu test edilen 18 kiiltiirden 7 tanesi aktivite

gostermistir. Aktivite gosteren kiiltiirlere ait olusan ¢okelme zonu gaplar1 Cizelge

24



4.4’°de verilmistir. Safra suyuna direng testinde tiim kiiltiirlerin canliligin1 korumasma
ragmen kiiltiirlerden sadece yedi tanesinde BSH aktivitesi goriilmesi safra suyu
direnci ile BSH aktivitesi arasinda iliski olmadig1 seklinde yorumlanabilir. Benzer
durum farkl ¢aligmalarda da vurgulanmaktadir (Moser ve Savage 2001; Usman ve
Hosono 1999; Schillinger ve ark. 2005). Buna karsin diger bazi ¢aligmalarmalarda
ise safra tuzu hidrolizi ve safra suyu direnci arasinda bir bag oldugu bulunmustur. Bu
farkliligin nedeni olarak BSH enziminin sentezinden sorumlu genlerdeki mutasyon
sonucu safra suyuna direncin azalabilecegi gosterilmektedir (Grill ve ark. 2000;

Begley ve ark. 2005).

Cizelge 4.4. Safra tuzu hidrolaz testi sonucu dlgiilen zon gaplari

Kod Tur Zon ¢ap1 (mm)
5 L. casel 11,5
7 L. plantarum 7

17 L. casel 13

18 L. plantarum 13

20 L. casel 11

21 L. casel 7

22 E. feacalis 11

24 L. casel 10,5

Bulgularimizda goézlendigi sekilde aralarinda korelasyon saptanamayan ¢aligmalarda
taurokonjuge safra asitlerinin kullanilmasi (genelde BSH enzimleri glikokonjuge
tercihi gostermektedir) ve safra suyu direncinde bircok faktoriin etkin olmasi
nedeniyle net bir sonuca varmanin miimkiin olmadig1 da belirtilmektedir. In vitro
caligmalarda BSH enzimleri tarafindan dekonjuge hale gelen bilesenlerin inhibisyon
etkisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir ancak in vivo kosullarda olusan
dekonjuge bilesenleri ¢okelmesi de miimkiindiir (Begley, 2006). Cokelme olgusu
petrilerde uygulanan BSH enzimi analizlerinde de gorilmektedir. Bunun disinda
olusan dekonjuge bilesenlerin BSH aktivitesi olan veya olmayan bazi bakteriler

tarafindan detoksifiye edilmesi miimkiidiir.

4.5. Antibiyotik Direncleri

Caliymalar sirasmmda 3 farkli inhibisyon mekanizmasma sahip 10 antibiyotik
kullanilmistir. Bu antibiyotikler hiicre duvari1 sentezini engelleyecileri olarak

“Ampicillin”, “Cephalothin”, “Penicillin G”, “Vancomycin”; protein sentezini
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engelleyiciler olarak “Clyindamycin”,  “Chloramphenicol”, “Erythromycin”,
“Gentamicin”, “Tetracycline”; nukleik asit sentezini engelleyici olarak

“Novobiocin”, “Rifampicin”den olusmaktadir.

Sekil 4.1. Antibiyotik diskleri ¢evresinde olusan zonlar

Disk difuizyon metodunda gozlemlenen zonlara &rnek Sekil 4.1.°de verilmistir.
Olgiilen zon c¢aplar1 Charteris ve ark. (1998)’in bulgular: ile karsilastirilarak

belirlenen antibiyotik hassasiyeti testi sonuglar1 Cizelge 4.5°te verilmistir.

Analize alinan kiiltiirlerin tamami birden fazla antibiyotige diren¢ godstermistir.
Laktik asit bakterilerinin siklikla birden fazla antibiyotige dogal olarak (intrinsik
direng) direng gosterebildigi bilinmektedir (Ammor ve Mayo, 2007). Test edilen
antibiyotiklere bakildiginda kiiltlirlerden tamamimin NV5’e ve dokuzunun AMP10’a
hassas oldugu gozlenirken C30 ve TE30’a karst da hassasiyetin onemli Olglde
oldugu goriilmektedir. CN10’a karst ise test edilen tiim kiiltiirlerin de direng
gosterdigi dikkat ¢ekmektedir. Ayrica VA30 ve RP5’e karst direng gosteren
bakteriler ¢ogunluktadir. Diger antibiyotiklerde ise diren¢ konusunda farkliliklara

rastlanmaktadir.
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Cizelge 4.5. Antibiyotik disklerinde Olglilen zon ¢aplarma gore direng

degerlendirmeleri

AMP| KF | C | E | CN |[NV| P |RP|TE | VA
Kod | Bakteri 10 30 | 30 | 15 | 10 5110 5 | 30 | 30
4 L. plantarum S MS | S S R 'MS|IR|R|R|R
5 L. plantarum R R R | R R S| R|R|S|R
7 L. plantarum S MS | S S R |[MS| R| S |MS| R
17 | L. casei S R |[MS| R R S R|R|S|R
18 |L. plantarum S S S S R S| R | S S | R
20 |L. casei S MS |[MS| R R S R| R | S |MS
21 |L.casei S MS |[MS| R R SIMSIR|S|R
22 |E.feacalis S MS | MS| R R S R| R | S |MS
23 |L. casei S MS |[MS| R R SIMSIR|S|R
24 |L.rhamnosus | MS | MS | S S R S RIMS| R | R

AMP: Ampicillin, KF: Cephalothin, C: Chloramphenicol, E: Erithtromycin, NV: Novobiocin CN:

Gentamicin, P: Penicillin, RP: Rifampicin, TE: Tetracycline, VA: Vancomycin

Direngli (R), orta dereceli hassas (MS) ve hassas (S)
Laktik asit baklerilerinin “Ampicillin”e karsi hassiyeti benzer g¢alismalarda da
siklikla tespit edilmistir (Strompfova ve ark., 2004; D’ Aimmo ve ark., 2007; Mathara
ve ark. 2008). Zhou ve ark. (2005) ise yaptiklar1 calismada test edilen kiiltiirlerin
tamaminin ‘“Novobiocin”e hassas oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica laktik asit
bakterilerinin “Chloramphenicol” ve “Tetracycline” antibiyotiklerine karsi hassas
oldugu da belirtilmektedir (Ammor ve Mayo, 2007). Ancak bu ¢alismada oldugu gibi
“Chloramphenicol” ve “Tetracycline”e direngli kiiltlirlerin de tespit edildigi
calismalar bulunmaktadir (Charteris ve ark., 1998; Danielsen ve Wind, 2003).
“Vancomycin”e kars1 direng 0Ozelligi laktik asit bakterilerinde siklikla tespit
edilmekte ve intrinsik oldugu belirtilmektedir (Salminen ve ark., 1998b).
“Gentamicin”e kars1 diren¢ konusunda yaygin bir goriis olmamakla birlikte direng
gosteren bakterilerin oldugu ¢aligmalar bulunmaktadir (Lara-Villoslada, 2007; Zhou
ve ark., 2005).

4.6. Kolesterol Asimilasyonu

Bazi Lactobacillus tirlerinin kolesterolii asimile edebildigi belirtilmektedir.
Insanlardaki toplam kolesterol seviyesinin seviyesinin yiiksek olmasmin kalp-damar
hastaliklar1 riskini arttirdig1 yaygin olarak bilinmektedir. Bu yiizden probiyotikler
icin kolesteroli asimile edebilme kapasitesi ©nemli bir 0Ozellik olarak 6ne
cikmaktadir (Liong ve Shah, 2005).
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Probiyotiklerin ortamdaki kolesterolii diisiirebilmesi i¢cin safra tuzlarmna ihtiyag
duydugu yapilan ¢alismalarla belirlenmistir. Bakterilerin kolesterolii kullanabilmesi

icin gerekli safra tuzu seviyesi ise ince bagirsaktakini gegmeyecek seviyede oldugu
belirtilmektedir (Gilliland ve ark., 1985).

Cizelge 4.6. Kiiltiirlerin % kolesterol asimilasyon degerleri

Kolesterol Tiketimi
Kdltdr BSH aktivitesi Oxgall TCDA
% asimilasyon pH % asimilasyon pH
21 - 97,90 4,24 28,80 4,22
22 + 78,10 4,86 38,00 4,45
24 - 82,30 4,75 22,80 4,78

Yapilan ¢aligmada sindirim kosullarina direngleri gz dniine alinarak en fazla direng
gosteren 3 kiiltiir kolesterol testine alinmistir. Test edilen kiiltiirlerden gl de
ortamdaki kolesterolii diigiirmiistiir. Cizelge 4.6’da goriilecegi lizere en etkin kiiltiir
ortamdaki kolesteroliin %97,9’unu indigeyen L. casei 21 olmustur. E. feacalis 22 ise
BSH aktivitesi pozitif olmasina ragmen en diisiik aktiviteyi gostermistir. Dolayistyla
BSH aktivitesinin kolesterol diisiirme 6zelligi ile dogrudan ilgili olmadig1 sonucuna
varilabilir. Bu sonug, Youngmoon ve ark. (2008) yaptiklar1 caliymadaki BSH aktivesi
ile kolesterol asimilasyonu arasinda baglant1 olmayabilecegi sonucuyla paralellik
gostermektedir. Genel olarak bakildiginda test edilen kiiltiirlerin kolesterol diislirme
ozelliklerinin diger bazi ¢aligmalarla karsilastirildiginda yiiksek oldugu belirlenmistir
(Mishra ve Prasad, 2005; Parvez ve ark., 2005; Pereira ve Gibson, 2002;
Youngmoon, 2008).

Bir diger 6nemli konu ise kolesterol asimilasyonunun Oxgall iceren ortamda daha
yiiksek olmasidir. Elde edilen bu sonu¢ Mathara ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢aligmanin
tam tersidir. Farkli safra tuzlarinin kolesterol asimilasyonu iizerine etkisi lizerinde

daha fazla caligmaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
4.7. Gidalarda Canhihigin Korunumu

Probiyotik kiiltiirlerin gidalarda kullammlar1 i¢in gidalarin raf Oomrii boyunca
kaltarlerin canliliklarin1 korumasi gerekmektedir. Bu nedenle genelde probiyotik
gida olarak bakterilerin canliliklarini rahatlikla korudugu siit ve siit {iriinleri tercih
edilmigtir. Son donemde ise alternatif {irlin olarak olarak meyve sularinin da

probiyotik {iriin tasarimi i¢cin dnemli bir potansiyel teskil ettigi belirtilmektedir.
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Probiyotik Ozellikleri tespit edilen 3 Kkdiltir, friinlerdeki canliliklarmi 6lgmek
amaciyla ticari olarak satilan UHT sit, portakal suyu ve elma suyu drunlerine
inokiile edilerek canliliklar1 incelenmistir. Kiiltiirlerin iirtinlerdeki 0, 1, 2 ve 4.

haftalardaki degerleri Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Kiiltiirlerin test edilen tiriinlerde gosterdikleri canlilik ve {iriinlerin pH

degerleri
Hafta
Kiiltiir Uriin 0 1 2 4

Log* pH Log* pH Log* pH Log* | pH

Sat 6,90 6,7 8,48 5,86 8,96 5,43 9,04 | 4095

21 Portakal suyu 7,04 3,8 7,10 3,75 7,00 3,58 6,83 | 3,69
Elma suyu 6,99 3,41 6,79 3,37 6,18 3,27 5,60 | 3,37

Sat 6,83 6,7 8,48 5,73 8,97 5,27 9,15 | 4095

22 Portakal suyu 6,50 3,8 6,70 3,71 6,80 3,57 6,68 | 3,69
Elma suyu 6,67 3,41 6,31 3,37 5,90 3,27 4,79 | 337

Sit 6,97 6,7 6,98 636 | 7,17 639 | 6,95 | 649

24 Portakal suyu 7,19 3,8 7,08 373 | 6,90 356 | 6,71 3,65
Elma suyu 6,88 3,41 6,79 335 | 6,03 323 | 6,21 3,35

Verilen degerler 2 paralelli 2 tekrarli (n=2) olan deneylerden elde edilen ortalam sonuglardir.
*Kdilttrlerin driinlerindeki miktarlari log kob/ml olarak verilmistir.

Tablodaki degerler incelendiginde kiiltiirlerin baslagi¢c olarak 6,6-7,2 log arasindaki
degerlerde oldugu goriilmektedir. Ik inokiilasyon sonucunda kiiltiirlerin degeri 6
log’tan fazla oldugu i¢in probiyotik iiriin olmak i¢in yeterli miktarda kaltur
icermektedir.

Kiiltiirlerin UHT siitteki canliliklart Sekil 4.2.°de verilmistir. Elde edilen degerlere
bakildiginda 24 kodlu kiiltiir canlihgim koruyup 10° kob/ml degerinin iizerinde sabit
kalmistir. Diger 2 Kkiiltiirse lriinde gelisme gostererek 2 log’un iizerinde artig
gostermislerdir. Bu degerlere bakildiginda kiiltiirlerin tamamai da siit iirliniinde yeterli

seviyede canlilik gostermiglerdir.

29



9,50

9,00 —l
8,50
8,00

7,50 /

E
g f
S 7.00 4 A —e—21
=1 ]
S 650 —-22
00
6, 24
5,50
5,00
4,50 . . )
0 1 2 4
Hafta

Sekil 4.2. Probiyotik 6zellik gosteren kiltirlerin UHT sitte 4°C’de 4 hafta slresince
canliliklar1

Kiiltiirlerin portakal suyundaki canliliklar1 Sekil 4.3’te verilmistir. Uriinlerin ii¢iinde
de degisim 0,5 log’un altinda kalmistir. Bu nedenle kiiltlirlerin tamami portakal

suyuna probiyotik 6zellik kazandirmak i¢in kullanilma potansiyeline sahiptir.
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Sekil 4.3. Probiyotik 6zellik gosteren kultirlerin portakal suyunda 4°C’de 4 hafta
siiresince canliliklari

Kiiltiirlerin elma suyundaki canliliklar1 Sekil 4.4’te verilmistir. Diger iiriinlerinde
aksine elma suyunda kiiltiirlerin canliliklarinda 1,5 log’un iizerinde azalma tespit

edilmistir. GOzlenen bu azalma nedeniyle probiyotik kiiltiir miktar1 iiriinde 10°
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kob/g’n altina inmistir. Bu azalmanin nedeni olarak elma suyunun pH degerin siit ve
portakal suyundan daha diisiik olmasi gosterilebilir. Elma suyunda en yiiksek
canliligi 0,89 log’luk azalma ile 24 kodlu kiiltiir gostermistir. Uriinle ilgili
tasarimlarda baslangi¢ inokiilasyon seviyesinin ve beklenen raf dmriinii g6z Oniine

alinmasi1 gerekmektedir.
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Sekil 4.4. Probiyotik 6zellik gosteren Kilturlerin elma suyunda 4°C’de 4 hafta
suresince canliliklari

Hekmat ve Reid (2007)’in yaptiklar1 ¢aligmada, probiyotik oldugu bilinen 2 laktik
asit bakterisinden bir tanesi ticari olarak satilan UHT siitte 4°C’de 4 haftalik siire
sonucunda azalma gosterirken diger bakteri 0,5 log’un altinda bir gelisme
gostermistir. Vinderola ve ark. (2008) yaptiklar1 calismalarda fermente siit {iriinlerini
g6z Oniine alarak siitiin pH degerini 4,5 ve 5’e indirerek 19 kiiltliriin canliligini
incelenmistir. Bu c¢alismada pH degeri diistiigiinde kiiltiirlerin geligsmelerinin
durabildigi fakat 5°C’de 30 giin sonucunda kiiltiirlerin canliliklarmmdaki degisimin 1

log’un altinda oldugu belirtilmistir.

Sheenan ve ark. (2007), portakal suyu ve ananas suyu Urunlerinde ticari olarak
kullanilan 2 probiyotik kiiltiirle temin ettikleri 4 laktik asit bakterisinin canliliklarini
karsilagtirmistir.  Yaptiklar1 ¢aligma sonucunda portakal suyunda 4 haftalik siire
sonucunda 2 kiiltiir canliligimi kaybederken diger 2 kiiltiir ticari probiyotik kiiltiirlerle

birlikte 1 log’tan daha az azaltma gostermislerdir. Bu ¢alismadaki kulturler de 4
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haftalik siire sonucunda portakal suyunda benzer canlilik gostermislerdir. Campagne
ve Gardner (2008) ticari olarak {iretilen karigik meyve suyunda (portakal, elma,
ananas, iiziim, kayisi, limon suyu karigimi) probiyotik 6zellik gosteren 9 laktik asit
bakterisinin canliliklarini incelemistir. Bu calismada test edilen kiiltiirler 2 tanesi
istenen canliligi gosterememistir. Saarela ve ark. (2006a) da bu galismaya benzer
sekilde yiiriittiikkleri ¢alismada test ettikleri B. animalis kultirinin  probiyotik
portakal suyu icin uygun oldugunu belirtmistir. Saarela ve ark. (2006b)’nin
yaptiklar1 caligmadaysa lif tastyicilariyla inokiile ettikleri liyofilize kiiltiirlerin elma
suyu i¢in uygun olmadigini belirtmistir. Ancak ayni ¢alismada liyofilize kiiltiirlerin

aktivasyon sonrasi canliliklarinimn arttig1 belirtilmistir.
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5. SONUC

Calismada probiyotik olma potansiyeli incelenen bazi laktik asit bakterilerinin
oncelikle mide-bagirsak sisteminde canliliklar in vitro analiz metotlar1 kullanilarak
aragtirilmustir. Tk asamada midedeki asidik ortamda canlihigin gézlenmesi igin pH
degeri 2,5’e ayarlanan MRS kiiltiir ortaminda yeterli canlilig1 géstermesi
incelenmistir. Analiz sonucunda test edilen 29 kiiltiirden 20’sinin yeterli canlilig1

gosterdigi tespit edilmistir.

Daha sonra yeterli pH direnci olan kulturlerin % 0,3 Oxgall iceren MRS “broth”ta
canliliklar1 test edilerek ince bagirsakta salgilanan safra suyunun etkisi incelenmistir.
Analize alinan tiim kiiltiirler 4 saatlik inkiibasyon sonucunda beklenen canlilig1

gostermistir.

Fenoller sindirim sistemi ortaminda siirekli bulunmasa bile ¢esitli yollarla sindirim
sistemine gelen amino asitlerin deaminasyonu sonucu olusabilmektedir. Sindirim
sisteminde bulunabilecek fenolik bilesiklerin laktik asit bakterileri tizerindeki
bakteriostatik etkilerinin incelenmesi i¢in canlilik gésteren 20 kiiltiiriin % 0,4 fenol
iceren MRS brothta canliliklar1 incelenmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda

sadece 21, 22 ve 24 kodlu bakterilerin yeterli canlilig1 gosterebildigi tespit edilmistir.

Yine ayni 20 kiiltiiriin safra tuzu hidrolaz aktivitesi (BSH) incelenmistir.
Kulturlerden sadece 5, 7, 17, 18, 20, 21, 22 ve 24 kodlu olan 8 tanesi BSH aktivitesi
gostermistir. Tiim kiiltiirlerde yiiksek safra suyu toleransi goriilmesine ragmen
sadece 8 kultirin BSH aktivitesine sahip oldugu g6z oniine alinarak BSH
aktivitesinin safra suyu direnci lizerinde belirgin bir etkisinin olmadig1 kanisina
varilmigtir. Eger net bir etki soz konusu olsaydi BSH aktivitesine sahip olan
kalturlerin en yiksek safra suyu direncine sahip olmasi gerekirdi. Ayrica kiiltiirlerin
BSH aktiviteleri ile safra suyu direngleri karsilastirildiginda aralarinda bir bag
bulunamamistir (EK A).

Probiyotik bakterilerin gidalarda kullaminda en biiytik risk faktorii olarak antibiyotik
direng genlerini aktarma potansiyelleri goriilmektedir. Ancak bu konuda LAB’1n
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antibiyotiklere kars1 sahip olduklar1 dogal diren¢ genleri konusunda genel bilgiler
mevcut degildir. LAB’1n antibiyotiklere direng profilleri konusunda daha fazla
calisma yapilmasina ihtiyag¢ vardir. Ayrica bu ¢alismalarin derlenerek ortak bir
sonuca varilabilmesi i¢in standart bir metodun kullanilmas1 gerekmektedir.
Giiniimiize kadar yapilan ¢caligmalarda disk diflizyon, “broth” mikrodiliisyon, agar
diflizyon gibi farkli metotlar kullanilmasi nedeniyle sonuglarin karsilastirilmasinda
zorluklar yasanmistir. Bu ¢alismada en sik kullanilan disk difiizyon yontemi tercih

edilmis ve bakterilerin 10 farkli antibiyotige kars1 direngleri incelenmistir.

Yapilan tiim bu in vitro testler sonucunda sindirim sisteminde canli kalabilecek (¢
kiiltiir belirlenmistir. Kolesterol asimilasyon testi sonucunda yliksek seviyede aktivite
gostermeleri nedeniyle bu kiiltiirlerin probiyotik potansiyele sahip oldugu tespit
edilmistir. Bununla birlikte bazi laktik asit bakterilerinin antibiyotik direng profilleri

incelenmistir.

Probiyotik 0zellik gosteren kultlrlerin teknolojik olarak gidalara uygunlugunu test
etmek amaciyla kilturler ticari olarak satilan UHT siit, portakal suyu ve elma suyuna
inokiile edilmistir. Test edilen tm kultiirler bu gidalarda yeterli canlilig1
gostermistir. Ancak gidalarda kullanim sirasinda trlinlerin tat ve koku gibi duyusal
ozelliklerine etkisi de gbz Oniine alinmalidir. Duyusal degerlendirmeler sirasinda fark
olmasi durumunda dahi iiriinler tizerindeki probiyotik beyan1 nedeniyle tiketici
tarafindan tercih edilme ihtimali bulunmaktadir. Bu 6zelliklere ilave olarak raf 6mru
sonunda gidalardaki probiyotik kiiltlirlerin probiyotik 6zelliklerindeki degisimin de

tekrar analiz edilerek incelenmesi faydali olacaktir.

Bu asamadan sonra bu bakterilerin f-galaktosidaz aktivitesi, prebiyotikleri parcalama
ve sindirim sisteminde tutunmasi gibi probiyotik 6zelliklerinin in vitro analizlerle
incelenmesinde fayda vardir. Kolesterol diistirme 6zelligi bir kiiltiiriin yararh etki
gOstermesi icin yeterli kabul edilebilecek olsa bile daha farkli yararh etkilerinin
incelenmesi de probiyotik potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in dnemlidir. Ayrica
tutunma analizleri ile bakterilerin sindirim sisteminde kolonize olmasi konusunda
incelemeler yapilmasi da gerekmektedir. Bu caligma igerisinde yapilan analizlerin
farkli pH ve konsantrasyon degerleri kullanilarak detaylandirilmasi da faydal bilgiler

saglayacaktur.

Bu ¢alismada yapilan ve ileride yapilabilecek in vitro analizler bu kiltirlerin

probiyotik olabilmeleri icin 6nemli kanitlar olmakla birlikte probiyotik iddiasi igin
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yeterli goriilmemektedir. Kiiltlirlerin probiyotik olarak adlandirilabilmesi i¢in insan

veya hayvan denekler iizerine yapilacak ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Ayrica bu kiiltiirlerin endiistriyel 6l¢ekte kullanilabilir olmasi i¢in uygun gelisim
kosullarinin incelenmesi de gerekmektedir. Liyofilizasyon ile stoklanmalar1
nedeniyle kiiltiirlerin bu isleme dayanikli olduklar1 tespit edilmistir. Dolayisiyla
yeterli gelisim gdstermeleri durumunda liyofilize olarak kullanilmalarida bir sorun
bulunmamaktadir. Ancak bu ¢alismada liyofilizasyon sonrasi kiiltiirlerin aktivasyonu

yapildig1 i¢in dogrudan liyofilize kiiltiir kullanimi konusunda bilgi vermemektedir.
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EK A DEGERLENDIRME CIZELGELERI

Cizelge A.1. Antibiyotik direng testlerinde 6lgiilen zon gaplari (mm)

Kod Bakteri AMP | KF C E CN | NV P RP| TE VA
4 | L. plantarum 24,5 15 2125|215 | 925 | 15 |14,75| 14 14 6
5 | L.plantarum | 11,25 | 8,75 13 | 11,25 6 9 6 85| 21 | 13,25
7 | L. plantarum 26 | 1525 20,25| 21,5 | 10,25 | 15 16 18 | 14,75 6
17 | L. casei 20 | 13,25 16,25 | 11,75 6 975| 18 |85 | 24 14
18 | L. plantarum 19 17,5 20 21 9 155]19,25| 18 | 18,5 6
20 | L. casei 18,5 | 14,75 | 15,75 | 12 6 10 | 195 | 9 | 215 14
21 | L. casei 215 | 155 | 1725 | 12 6 105121,75| 9 | 225 | 145
22 | E. feacalis 19 | 1525 16,25| 12 6 105]16,25| 9 | 21,5 14
23 | L. brevis 19,75 | 1475 | 16,5 12 6 105]20,25| 95| 22 14,5
24 | L. casei 14,5 17 18 195 | 7,25 | 12,5 19,25 | 15 14 6
Cizelge A.2. BSH akvitesi ve safra suyu direnci karsilastirmasi
Kod Tar Degisim (log/cfu) BSH zon cap1 (mm)
18 |L. plantarum -0,49 13
5 L. casei 0,03 11,5
20 |L. casei -0,33 11
22 | E. feacalis -0,08 11
24 | L. casei -0,20 10,5
7 L. plantarum -0,40 7
21 |L. casei -0,56 7
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EK B KOLESTEROL ASIMILASYONU ICIN KALIBRASTON
GRAFIKLERI

Cizelge B.1. Oxgall iceren standart kolesterol ¢ozeltilerinde Olcuilen absorbans

degerleri
Oxgall
Konsantrasyon (ppm) 1 > 31 Ort. AS50

0 0 0 0 0,000

20 | 0,045 | 0,058 | 0,053 0,052

40| 0,12 0,111 0,102 0,111

60| 0,17| 0,164 | 0,16 0,165

80| 0,21 0,2 | 0,212 0,207

100 | 0,292 | 0,298 | 0,301 0,297

0,250

0,200 y=0,0026x+0,0015 4
0,150 /

0,100 /

0,050

0,000 / , . | | |

0] 20 40 60 80 100

550)

Absorbans (A
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Sekil B.1. Oxgall iceren ortamdaki kolesterol 6l¢iim egrisi
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Cizelge B.2. TCDA iceren standart kolesterol ¢ozeltilerinde Olcuilen absorbans

degerleri
TCDA
Konsantrasyon (ppm) 1 2 3 | Ort. A550

0 0 0 0 0,000

20| 0,058 | 0,068 | 0,05 0,059

40| 0,094 | 0,12| 0,09 0,101

60| 0,142 | 0,192 | 0,13 0,155

80| 0,208 | 0,215 | 0,194 0,206

100 | 0,24 | 0,286 | 0,282 0,269

0,300

0,250 y=0,0026x+0,0001_¥
0,200 /
0,150 /

0,100 /
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Sekil B.2. TCDA igeren ortamdaki kolesterol 6l¢tim egrisi
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