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OZET

LAKTIK ASIT BAKTERILERINDEN EKZOPOLISAKKARIT iZOLASYONU VE
BIYOLOJIK AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Aygun MUSTAFAZADE
Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Aralik,
2023

Danisman: Prof. Dr. Zerrin CANTURK

Bu tez ¢alismasinda kolostrumdan izole edilen laktik asit bakterilerinden ekzopolisakkarit
ekstraksiyonu yapilmistir. Ekzopolisakkaritler bagisiklik sistemini gelistirici, kolesteroli
diisiiriicii, antiiilser ve antitimdr gibi bir ¢ok etkiye sahiptirler. izole edilen laktik asit
bakterilerinin laktik asit liretimi, hemolitik aktiviteleri, pH, safra tuzu ve asit direngleri,
klasik ve molekiiler yontemlerle tanimlanmasi, otoagregasyon, koagregasyon, biyofilm
olusturma yetenekleri, antibiyotik duyarliliklar1 ve antimikrobiyal aktivitesi
belirlenmistir. Izole edilen ekzopolisakkaritler liyofilize edilerek HepG-2 hiicre hatti
tizerinde MTT yontemi ile sitotoksik, Anneksin V-PI yontemi ile apoptotik etkileri
arastirilmistir.  Hiicre i¢i ve hiicre dis1 sitokin seviyeleride akis hiicremetrede
belirlenmistir. Molekiiler tanimlama sonuglarina gore tiim suslarin L. rhamnosus oldugu
belirlenmistir. ICso degerleri 3.02-6.5 mg/mL arasinda bulunmustur. Akis sitometri
sonuglarina gore; liyofilize EPS orneklerinin erken apoptoza neden olundugu tespit
edilmistir. Sitokin sonuglarina gore ise, TNF-a, IL-1p ve IL-6 sitokinlerde kontrola gore
liyofilize EPS 6rnegi uygulanmis hiicrelerde azalma, IL-10 sitokininde ise artis oldugu
belirlenmistir. Laktobasillerden izole edilen ekzopolisakkaritlerin hem immiinite hem de

sitotoksik aktivite agisindan 6nemli potansiyelleri bulunmaktadir.

Anahtar Sozciikler: Akis sitometri, Ekzopolisakkarit, HepG-2, Sitokinler
iii



ABSTRACT

ISOLATION OF EXOPOLYSACCHARIDE FROM LACTIC ACID BACTERIA
AND
DETERMINATION OF THEIR BIOLOGICAL ACTIVITIES

Aygun MUSTAFAZADE
Department of Pharmaceutical Microbiology

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, December, 2023

Supervisor: Prof. Dr. Zerrin CANTURK

In this thesis study, exopolysaccharide extraction was performed from lactic acid
bacteria isolated from colostrum. Exopolysaccharides have many effects such as improving
the immune system, lowering cholesterol, antiulcer and antitumor. Lactic acid production,
hemolytic activity, pH, bile salt and acid resistance, identification by classical and molecular
methods, autoaggregation, coaggregation, biofilm formation abilities, antibiotic susceptibility
and antimicrobial activity of the isolated lactic acid bacteria were determined. The isolated
exopolysaccharides were lyophilized and their cytotoxic effects were investigated using the
MTT method and apoptotic effects were investigated using the Annexin V-PI1 method on the
HepG-2 cell line. Intracellular and extracellular cytokine levels were also determined on a flow
cytometer. According to the molecular identification results, all strains were determined to be
L. rhamnosus. 1Cso values were found between 3.02 and 6.5 mg/mL. According to flow
cytometry results, it was found that lyophilized EPS samples caused early apoptosis. According
to the cytokine results, it was determined that there was a decrease in TNF-a, IL-13 and IL-6
cytokines in the cells treated with lyophilized EPS sample compared to the control, and an
increase in the IL-10 cytokine. Exopolysaccharides isolated from lactobacilli have

important potential in terms of both immunity and cytotoxic activity.

Keywords: Flow cytometry, Exopolysaccharide, HepG-2, Cytokine
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1. GIRIS ve AMAC

Diinya ¢apinda kanser dliimlerinin en sik nedeni olan karaciger kanseri; 6liimciil
bes kanser arasinda olan tek kanserdir. 2020 yilinda yapilan arastirmaya gore; karaciger
kanseri, 46 lilkede kanserden oliimlerin ilk ti¢ nedeni arasinda, 90 iilkede ise kanserden
oliimlerin ilk bes nedeni arasinda yer almistir (Rumgay vd., 2022). 2020 ile 2040 arasinda
yeni karaciger kanseri vakalarinin sayisinin %55 artacagi ve 2040 yilinda yaklasik 1,4
milyon kisiye teshis konulacagi tahmin edilmektedir. Yiiksek riskli tilkelerde karaciger
kanseri 20 yasindan 6nce ortaya ¢ikabilirken, diistik riskli tilkelerde karaciger kanseri 50

yasindan 6nce nadiren goriilmektedir (Xavier vd., 2013).

Risk faktorleri arasinda hepatit B viriisii, hepatit C viriisii, yagh karaciger hastaligi,
alkole bagli siroz, sigara, obezite, diyabet, asir1 demir yiikii ve ¢esitli diyet maruziyetleri

yer almaktadir (Siegel vd., 2019).

Kanser tedavilerinde kemoterapi, cerrahi operasyonlar ve radyasyon temel tedavi
yontemlerindendir. Kemoterapi en yaygin yontem olsa bile, bir¢ok hastada toksik etkilere
sebep olmaktadir. Bunlara hemotolojik, gastrointestinal, alopesi, organ toksisitesi de
dahildir. Kullanilan kemoterapdtik ilaglarin konusunda hala silipheler s6z konusudur.
Ciinkii bu ilaclar sadece kanser hiicresini dldiirmekle kalmaz, ayn1 zamanda saglikli
hiicrelerebde zarar vermektedir. Bu nedenlerden dolayi bilim insanlar1 kanser tedavisinde
yiiksek verimlilikde etki eden ve minimum toksisiteye sahip olan yoOntemleri

arastirmaktadirlar (Maroof, vd., 2012).

Probiyotikler, kemoterapiye bagl toksisite riskini ve yan etkilerini azalttigindan

dolay1 antikanser tedavilerinde 6nemli bir yer bulmustur (Klastersky, 1989).

Probiyotikler standart ilaglara gore daha giivenilir, uygun maliyetli ve uzun
kullanimli olarak degerlendirilmektedir. Antikarsinojenik aktivitede laktik asit bakterileri
en 6nemli bakterilerdir (Zhong vd., 2014). Laktik asit bakterilerinin antikanser etkileri
susa, metabolik o6zelliklere ve salgilanan bilesiklere baghdir (Liu, vd., 2011). Bu
bilesiklerden biri de ekzopolisakkaritlerdir.



Ekzopolisakkaritler (EPS) zorlu ¢evre kosullariyla basa ¢ikmak igin bakteriler

tarafindan salgilanan yiiksek molekiillii biyolojik polimerlerdir.

EPS’lerin antikoagiilan, antioksidan, antiinflamatuar, antiviral, kolesterol diisiiriicii

ve antikanser aktivitesi gibi insan sagligina énemli katkilar1 vardir (Vurmaz vd., 2019).

Bu tez kapsaminda; kolostrumdan laktik asit bakterilerinin izolasyonu, klasik ve
molekiiler yontemlerle tanimlanmasi, antibiyotik duyarliliklari, antimikrobiyal aktivite
testleri, laktik asit iiretimi, hemolitik aktiviteleri, pH, tuz, safra tuzu ve asit direngleri,
otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri, biyofilm olusturma yetenekleri,
ekzopolisakkarit izolasyonu ve HepG-2 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik ve apoptotik
etkileri, hiicre i¢i ve hiicre dis1 sitokin seviyeleri arastirilmustir. Izole edilen suslar
arasindan probiyotik oOzellikli laktobasiller se¢ilmis ve ekzopolisakkarit izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen ekzopolisakkaritler liyofilize edilerek biyolojik aktiviteleri

belirlenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Laktik Asit Bakterileri.

Laktik asit bakterileri (LAB) gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan,
hareketsiz, pH’ya yiiksek toleransli, sitokromoksidaz enzimleri bulunmayan kok veya
cubuk seklinde olan bakteri grubudur (Mokoena, 2017). LAB bakterileri ilk kez 19.
ylizyilin ortalarinda Orla-Jensen tarafindan morfolojik, fizyolojik, ekolojik ve ¢ogalma
sicakliklara gore siniflandirilmistir (Heineman, 1920).

Laktik asit bakterileri aerotolerant anaerob mikroorganizmalar olarak
adlandirilirlar. Bunun sebebi ise; diger bakterilerden farkli olarak oksijene kars1 duyarh
olmasalarda, oksijenli ortamlarda da gelisebilmesidir (Zhang ve Cai, 2014). Bunun yan1
sira baz tiirleri 5°C’nin altinda, bazilar1 ise 45°C gibi yiiksek sicakliklarda gelistigi i¢in
mezofilik mikroorganizmalar olarak da nitelendirilmektedir. Laktik asit bakterilerinin bu
ismi almasinin asil sebebi ise; fermantasyon sonucu ana iiriiniin laktik asit olmasidir.

Laktik asit bakterilerinin karbonhidrat mekanizmasi homofermentatif ve
heterofermentatif olarak iki gruba ayrilmaktadir. Homofermantatif LAB’lar Embden-
Meyerhof Parnas (glikozis) yolunu kullanarak metabolit {iriin olarak laktik asit ve CO2
gazin1 olusturmaktadirlar. Heterofermantatif laktik asit bakterileri ise laktik aside ek
olarak, bagka yan iirlinlerde (etil alkol, asetik asit, diasetil) tiretmektedirler (Leroy ve
Vuyst, 2004).

Laktik asit bakterileri, siit, et ve sebzeler gibi ¢ok ¢esitli iirliniin korunmasini,
duyusal 6zelliklerini ve besin degerini gelistirmek icin de kullanilmaktadir. Laktik asit
bakterilerinin ¢ok ¢esitli gida tirtinlerinde uzun zamanli kullanim nedeni ile GRAS (Genel
olarak giivenli) statiisii almistir (Wei vd., 2019).

Probiyotik o6zellikli bu bakteriler endiistriyel ve saglik acisindan oldukca
onemlidirler.

Bunlarin yani sira salgiladiklart metabolitler de son donem fazla dikkat ¢ekmis ve

arastirma konusu olmustur (Ramachandran vd., 2011).



2.1.1. Laktobacillus

Lactobacillus gram pozitif, katalaz negatif, G+C (guanin ve sitozin) oram
%350’den az, spor olusturmayan hareketsiz cubuk seklinde olan bakterilerdendir (Hammes
vd., 2009). Bu cins ilk kez 1986.y1linda, Lactobacillus delbrueckii tiirii ile Beijerinck
tarafindan tanimlamistir. Bu cins, laktik asit bakterileri arasindaki en biiyiik ve en cesitli
grubudur. Toplamda dogrulanmis 237’den fazla tiiri mevcuttur ve hala Lactobacillus
metriopterae ve Lactobacillus timonensis gibi yeni tiirleri kesfedilmektedir. Lactobacillus
tiirleri sekerin pargalanmasinda glikosiz yolunu kullanirlar. Bu islem sirasinda sekerin
%85-90’1 laktik aside doniismektedir (Hammes vd., 2016; Chiba, 2018).

Laktobasiller su ve toprak haricinde her yerde bulunmaktadirlar. Insan viicudunda
gastrointestinal sistem, vajina, agiz boslugunda, bitki, hayvan ve onlarin atiklarinda, siit
ve siit iirlinlerinde, et ve sebze gibi yiyeceklerde de bulunmaktadirlar (Klaenhammer,
2008).

Hiicre yapilari, hiicre duvari, sitoplazma membrani, ribozomlar ve niikleer
elementlerden olusur. Genellikle bir adet plazmidleri bulunur. Plazmidlerin gorevi ise

mikrobiyal maddeler tireterek cevresel faktorlerden korumaktir (Brenner, 2005).

2.2. Probiyotikler.

Probiyotik terimi, Yunanca ‘“yasam i¢in” anlamina gelen, “pro” ve “bios”
sozciiklerinin bilesiminden olusmustur (Gismondo, 1999). Probiyotiklerle 1ilgili ilk
calisma 19.ylizyilin sonlarinda rus bilim adami Metchnikoff tarafindan yapilmisti.
Metchnikoff, Kafkas koylilerinin uzun omirlii ve saglikli olmalarini, Lactobacillus
acidophilus susu igeren yogurt tiikketmeleri ile iligskilendirmistir. Probiyotik 6zellikli bu
bakterinin bagirsaktaki zararli mikroorganizmalart yok ettigini ileri slirmiistiir
(Fuller,1989). Probiyotikler insanlarin yani sira, karasal canlilardan sucul tiirlere kadar
hayvanlar iizerinde de biiyiik etkiye sahiptir. Su anda kullanilan probiyotiklerin ¢cogu
prokaryot organizmalara aittir. Bakterilerden laktik asit bakterileri, bifidobakteriler ve

enterokoklar probiyotik 6zelligi yaygin bakterilerdendir (Bron, 2013; Tuohy vd., 2003).



Cizelge 2. 2. Probiyotik olarak kullanilan bakteriler (Tobias vd, 2010).

Cinsler Tirler

Lactobacillus L. bulgaricus, L. cellebiosis, L. lactis, L. acidophilus, L. reuteri, L. brevis,
L. casei, L. curvatus, L. fermentum, L. plantarum, L. johnsonii, L.
rhamnosus, L. helveticus, L. salivarius, L. gasseri, L. crispatus

Bifidobacterium B. adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. longum, B.
thermophilum

Bacillus B. subtilis, B. pumilus, B. lentus, B. licheniformis, B. coagulans, B. cereus

Pediococcus P. cerevisiae, P. acidilactici, P. Pentosaceus

Streptococcus S. cremoris, S. thermophilus, S. intermedius, S. lactis, S. diacetilactis

2.2.1. Probiyotiklerin ozellikleri.

Probiyotik 6zellikli suslarin bazi kriterlere sahip olmasi1 gerekmektedir. Bu kriterler

giivenlik, teknolojik, fonksiyonel ve performans olmak iizere 4 gruba ayrilmistir:

Giivenlik acisindan:

-Insan igin kullanilan susun (kalin ve ya ince bagirsaktan, insan siitiinden elde edilen)
insan orijinli, hayvan igin kullanilan susun (¢ig siit veya fermante gidadan elde edilen) ise
hayvan orijinli olmas1 gerekmektedir.

-Taksonomik tanimlanmalar1 16S rRNA kodlama yontemi ile yapilmalidir.

-Patojen, toksik olmamalidir (Sylvie vd., 2020).

-Aktarilabilen antibiyotik direng genlerini tasimamalidir (Anonim,2001).

Fonsiyonel ozellikler:

-Aside ve diisiik pH’ya (pH <2.0) direngli olmalidir (Dunne vd., 2001).

- Safraya toleransli olmalidir (Mourad vd., 2006).

-Patojen bakterilere (Helicobacter pylori, Salmonella sp., Listeria monocytogenes ve
Clostridium difficile) kars1 antogonistik etkisi olmalidir (Dash, 2009).

- Gastrointestinal bolgedeki mukus ve epitelyal hiicrelere yapigsmasi ve hayatta kalmasi

en onemli 6zeliklerdendir (Klaenhammer vd., 1999).



Performans ozellikler:

- Saghiga faydali olmalidir. Gastroentrit, inflamatuar bagirsak hastaligi, ishal, kanser,
laktoz intoleransi, bebek alerjileri, karaciger hastaliklar1 vs. fayda saglamalidir (Masci,
2013).

-Antimikrobiyal maddeler sentezleyebilmelidir.

-Biyoaktif bilesen sentezi yapabilmelidir.

Teknolojik ozellikleri:
-Yiiksek kalite ve ¢oklu iiretim, stoklama ve depolama isleminde uzun siire kararlik

gosterebilmelidir (Ravi vd., 2016).

2.3. Ekzopolisakkaritler

Ekzopolisakkaritler, bakteri, maya, mikroalg ve mantarlar tarafindan biiyiime
ortaminda gereginden fazla karbon kaynagi ve stres nedeniyle sentezlenen karbonhidrat
polimerleridir (Vinothkanna vd., 2021). Ekzopolisakkaritler laktik asit bakterilerinden
elde edilen en 6nemli biyomakromolekiillerden olup, siit endiistrisinde koyulastirict ve
tekstiire edici madde olarak kullanilan benzersiz fizyolojik ve reolojik 6zelliklere sahip
bilesiklerdir (Landersj6 vd., 2002).

Bakteriler tarafindan sentezlenen ekzopolisakkaritler proteinler, DNA,
fosfolipidler, gliserol, fosfatlar ve siiksinatlar gibi farkli bilesiklerden olusan yiiksek
molekiiler agirlikli maddelerdir (Angelin ve Kavitha., 2020). Diger bakterilerden farkli
olarak Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Enterococcus ve Weissella cinsleri en belirgin ekzopolisakkarit
tireticileridir (Ruas-Madiedo, 2005). Ekzopolisakkarit iiretebilen LAB’lar antikanser,
antioksidan, immiinomodiilator ve kolesterol diisiiriicii gibi bir¢ok faydali biyolojik
ozelliklere sahiptir (Li vd., 2015).

Ekzopolisakkaritler homopolisakkaritler (HoPs) ve heteropolisakkaritler (HePs)
olarak 2 gruba ayrilmaktadir. Homopolisakkaritler tek monosakkaritlerden olusurken,
heteropolisakkaritler 2 veya daha fazla monosakkaritden olusan monomer birimlerin
polimer zincirlerinden olustugu bildirilmektedir (Khalil vd., 2022). Homopolisakkaritler

dallanmis veya dallanmamis glikoz veya fruktozdan olusur ve a-D-glukan

6



(6rnegin: dekstran, mutan vb), B-D-glukan, fruktan (6rnegin: levan, iniilin) ve
poligalakton olarak 4 sinifa ayrilir. Heteropolisakkaritler ise D-glikoz, D-galaktoz ve L-
ramnoz, mannoz, arabinoz ve fukoz gibi nadir sekerlerden olusur. Bazi durumlarda N-
asetilglukozamin veya glukuronik asit de olusabilmektedir. Homopolisakkaritlerin
molekiiler agirhigi 10° Da iken, heteropolisakkaritlerin agirhigi 10*-10° Da arasinda
degisebilmektedir (Angelin ve Kavitha, 2022).

Ksantan, sfingan, seliiloz gibi ekzopolisakkaritler koruyucu bariyer olarak bakteri
hiicre ylizeyinde biyofilm olusumunu destekler (Kodali vd., 2009). Homopolisakkaritler
genelikle Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides, Leu. mesenteroides subsp.
dextranicum, Streptococcus mutans ve Str. sobrinus, Pediococcus spp. ve Streptococcus
spp., Str. salivarius tarafindan tiretilmektedir (Soyugok vd., 2016).

HePs’ler ise genelikle mezofil (Lactoccous lactis, Lactobacillus sakei, L.
rhamnosus ve L. casei) ve termofil (L. acidophilus, L. delbrueckii subsp. bulgaricus (L.
bulgaricus), L. helveticus ve Str. salivarus subsp thermophilus (Str. thermophilus) laktik
asit bakterilerinde daha fazla gézlemlenmistir (Vaningelgem vd.,2006). HePS iireten

bakteri kolonileri kat1 besiyerinde parlak goriiniir.

Cizelge 2. 3. Homopolisakkaritlerin ve heteropolisakkaritlerin genel ozellikieri (Lynch vd., 2018)

Homopolisakkarit Heteropolisakkarit
Yalniz 1 monosakkaritten olusur. 1°den daha fazla monosakkaritten olusur.
Molekiiler agirhigi >10°Da Molekiiler agirhigi: 10% -10°Da

Esas olarak Lactobacillus, Leuconostoc, | Esas olarak Lactobacillus, Lactococcus,
Oenococcus ve Weissella tarafindan | Bifidobacterium ve Streptococcus

uretilir. tarafindan iretilir.

Esas monosakkaritler: Glukoz ve fruktoz | Esas monosakkaritler: Glukoz, galaktoz
Ve ramnoz

Probiyotik ile iligkilidir, Bagisiklik modiilasyonu ile iligkilidir.

a ve B baglantilar var, a ve B baglantilar var.

HePs’lerin tiretim hiz1 ve molekiiler 6zellikleri genelde inkiibasyon siiresi, ortamda
bulunan organik ve inorganik bilesenler, pH ve sicaklik gibi bir¢ok faktorlerden
etkilenebilir (Lynch vd., 2018). Heteropolisakkaritlerin {iiretim seviyeleri genelikle
homopolisakkaritlerden daha disiiktiir. Bunun en Onemli sebeplerinden biri
heteropolisakkaritlerin sentezi ile ilgili ¢aligmalar ve arastirmalarin oldukga az olmasidir.
Homopolisakkarit tiretimini daha hizli taramak i¢in molekiiler biyolojide kullanilan

dejenere primerler kullanilmistir, fakat taranan genin varligi veya



yoklugunun her zaman fenotiple iliskili olmadigi belirlenmistir (Meulen vd., 2007).

Cizelge 2.2. Ekzopolisakkaritlerin siniflandirilmasi

l Ekzopolisakkaritler

Homopolisakkaritler Heteropolisakkaritler
= Nadir sekerleri:
D-gliikoz L-ramnoz - -
a-D- B-D- Fruktan Poligalakton D- Mannoz N_asleﬁll glu!(;za[nln
glukan glukan galaktoz e Glukuronik asit

Fukoz

EPS’ler salgilanma mekanizmalarina gére 2 gruba ayrilmaktadir. ilk grup EPS’ler
bakterinin yiizeyine salinan hiicreye baglit EPS’ler, ikinci grup ise ortama salinan EPS’ler
olarak siniflandirilmigtir. LAB suslarinin bir cogunun r-EPS iirettigi bildirilmistir. Ancak
bazi laktik asit bakterileri hem r-EPS (salinan polisakkarit), hem de c-EPS (kapsiiler
polisakkarit) iiretebilmektedir (Li vd., 2015).

LAB bakterilerinden elde edilen r-EPS’ler gida katki maddeleri olarak, yeni
ilaglarn gelistirilmesi amaciyla kaynak olarak kullanilmaya baslamistir. Ozellikle, r-

EPS’ler antioksidan ve antikanser 6zelliklere sahiptir (Li vd., 2014).

2.3.1. Ekzopolisakkaritlerin yapilart.
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Sekil 2. 1. Ekzopolisakkarit ornekleri



2.3.1.1. Dekstran

Dekstranslar o-1,6 glikozidik baglara sahip olan o-gliikkonlardan olusan
homopolisakkaritlerdendir. Leuconostoc, Streptococcus ve Lactobacillus cinsine ait bazi
bakteriler siikrozu hidrolize ederek dekstran elde eder. Dekstranlar gida, ilag, kozmetik,

klinik ve kimya endiistrilerinde daha siklikla kullanilmaktadir.

2.3.1.2. Mutan

Mutan, Streptococcus mutans tarafindan salgilanan o-1,3 baglantili glikoz
birimlerinden olusur. Mutan, a-1,3 glikozidik bagdan kaynakli olarak suda ¢oziinmeyen

polimer bilesikdir.

2.3.1.3. Reuteran

Reuteran, Lactobacillus reuteri tiirii tarafindan tretilen o-1,4 ve ayrica a-1,6
glikozidik baglardan olusan, suda ¢6ziinen glukandir. Fermente edilmis siit tirlinlerinde
bulunmaktadir. Genellikle siit liriinlerinin koyulastirilmasinda ve firincilik sektdriinde

kullanilmaktadir.

2.3.1.4. Alternan

Alternan, a-1,6 ve a-1,3 glikozidik baglara sahip, yiiksek ¢oziiniirliige sahip olan,
dalli glukandir. Leuconostoc mesenteroides susu alternansiikraz enzimi yardimi ile
alternan tiretmektedir. Diger glukanlardan suda iyi ¢6ziinmesi, hidrolize direngli olmasi
ve diisiik vizkositeye sahip olmasi ile ayrilmaktadir. Alternan, kozmetik ve gida
sektoriinde hacim arttirict olarak kullanilmaktadir. Bu glukanin pargalanmasi sonucu

olusan oligosakkaritler probiyotik 6zelliklere sahiptir.

2.3.1.5. Levan

Levansukroz enzimi yardimi ile fruktozdan -2,6 baglantili ve $-2,1 dallanmali
levan ftretir. Ana zinciri -2,6 baglantili olup, yan B-2,1 baglantili olan hiicre dist
polisakkarittir, suda iyi c¢Oziniir, toksik olmama, antitimor, kolesterol diisiirme
ozelliklerine sahiptir. Cevre dostu yapistiricilar olarak da kullanilmaktadir. Streptococcus

salivarius, S.mutans, L. mesenteroides NRRL B- 512F, Lactobacillus



sanfranciscensis LTH2590 ve L.reuteri LB121 bakterileri tarafindan levan biyosentezi

gerceklestirilmektedir.

2.3.1.6. p-D-glukan

Laktik asit bakterilerinin B-glukan iiretiminden glikosiltransferaz enzimleri
sorumludur. Son yapilan arastirmalarda Lactobacillus spp. G-77 susunun a-1,3-B-d-
glukan salgiladigi rapor edilmistir. Dallanma derecesi ve zincir uzunlugu o-1,3-p- d-

glukanin biyolojik 6zelliklerinden sorumludur.

2.3.1.7. Kefiran

Kefiran, esit oranda glikoz ve galaktoz alt birimlerini igeren, suda iyi ¢oziinen
heteropolisakkaritlerdendir. Yapilan deneylerde Lactobacillus kefiranofaciens, L.
kefiranum, L.parakefir ve L.delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin kefiran tiretebildigi
gozlemlenmistir. Kefiranin kolestrol ve kan basincini diisiirme, yara iyilestirme,
antimikrobiyal etki, antitimor ve bagisiklik artirma gibi bir¢ok faydalar1 vardir. Siit
endiistrisinde koyulastirici olarak da kullanilmaktadir (Zannini, vd., 2016; Patel vd.,
2012).

2.3.2. EPS’leri etkileyen faktorler

Her mikroorganizmanin kendine 6zel bir EPS {iretme yetenegi vardir (Oleksy,
2018). Ekzopolisakkarit iiretimi bakterilerde 6zel bir davramistir ve hiicrenin yast,
besiyeri bilesimi, pH ve sicaklik gibi faktorlere baglidir (Behare vd., 2013). Laktik
asit bakterilerinde EPS iiretimini hizlandirmak igin biiylime faktorleri ve besinlerle
zenginlestirilmis besiyerinin kullanilmasi en tipik yontemdir. Ornegin; HoPS’ler igin
icerigi sukroz, fruktoz veya maltoz gibi bilesiklerle zenginlestirilmis MRS besiyeri
kullanilir. HePS’ler ise direkt olarak bakterinin biiyiime ve metabolizmasi ile iliskili
oldugu i¢in glikoz veya sulandirilmis yagsiz siitlin kullanilmas1 verimi oldukga
arttirmaktadir (Mende vd.,2016). Endiistriyel EPS iiretimi sirasinda MRS ortami1
kullanilamadig1 icin, aragtirmacilar genelde peynir alti suyunda {iretimi optimize

etmiglerdir (Di vd., 2017).
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2.3.3. Ekzopolisakkarit izolasyonu

Ekzopolisakkaritlerin izolasyonunun, saflastirilmasinin ve seker igeriklerinin
belirlenmesinin bir¢ok yontemi vardir. EPS izolasyonu protokolii, EPS iireten LAB’larin
MRS broth ortaminda 12-18 saat arasi inkiibasyonundan sonra, kiiltiir siipernatantinin
trikloroasetik (TCA) veya etanol ile ¢oktiirlmesi ile deproteinizasyon islemine maruz
birakilmasini takip etmektedir (Fracchia vd., 2010).

Elde edilmis ekzopolisakkaritlerin saflagtirilmasin1 kromatografi yontemleri ile,
fonksiyenel grup karakterizasyonunu ise GC-MS ve FTIR spektroskopisi ile tespit
edilebilmektedir (Di vd., 2017).

EPS iiretiminin en kolay degerlendirilmesi siimiiksii ve ipliksi fenotipler
gozlemlenerek saglanmaktadir. Objektif bir test icin siit agarli petrilere rutenyum
kirmizisi ilave edilir ve boyama yapilir. Boyama sonrasinda ipliksi olmayan EPS

tireticileri kirmizi renge boyanir, ipliksi koloniler ise beyaz olarak kalir (Prete vd., 2021).

2.3.4. Ekzopolisakkaritlerin saghkta kullanimi

Probiyotik 6zellikli bakteriler safra tuzu, diisiikk pH, mide sivisinda hayatta kalma
ve gastrointestinal sistemin epitel tabakasina tutunma veya kolonize olma yetenegine
sahiptirler (Wang vd.,2019). Probiyotik 6zelligine sahip EPS’ler otoimmiin hastaliklar,
enflamatuar bagirsak hastaliklari, kolon ve karaciger kanseri, mide iilserleri, obezite ve
kardiyovaskiiler hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilmektedir. EPS, bundan baska
antitrombotik, anti-diyabetik, antioksidan, kan kolestrol diisiiriicii, antikoagulanlar vb.

gibi farmakolojik uygulamalarda da detayli incelenmistir (Angelin ve Kavitha, 2020).

2.3.5. Antimikrobiyal aktivite

Yapilan arastirmalar ve deneyler sonrasinda LAB’larin diasetil, organik asit,
reuterisklin ve antifungal peptidler gibi baska molekiilleri kendiliginde igeren birgok
antimikrobiyal bilesik tiretebildigi gosterilmistir. Bu bilesiklerden baska LAB bakterileri
tarafindan sentezlenen EPS’nin patojen bakterilere kars1 antogonistik etki yeteneginin

oldugu da arastirmalarla ortaya konmustur (Li vd., 2014).
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LAB’dan elde edilen EPS’lerin, gram pozitif ve gram negatif patojenlere, 6zellikle
gastrointestinal sistemdeki patojenlere karsi antagonistik etkiler gosterebildigi tespit
edilmistir (Abdalla vd.,2021). Ornegin: insan siitiinden izole edilen Lactobacillus
rhamnosus’dan elde edilen EPS in vitro kosullar altinda patojen bakteri olan E.coli ve
Salmonella typhimurium'a kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir (Rajoka vd., 2018).

Diger bir ¢caligmada, LAB tarafindan tiiretilen EPS ile birlikte kullanilan glimiis
partikiilleri patojenik bakterilere kars1 kullanilmistir. Gram negatif bakterilerinden farkli
olarak, gram pozitif bakterilerin daha duyarli oldugu belirlenmistir (Adebayo-Tayo vd.,
2017).

Nagai ve arkadaslar tarafindan yapilan ¢alismada, Lactobacillus bulgaricus ile
fermente edilmis yogurtdan elde edilen EPS, influenze viriisii ile enfekte edilmis farelere
verilmistir. immunoglobinlerden IgG1 ve IgA'da bir artis oldugu tespit edilmistir (Nagai
vd., 2011).

2.3.6. Anti-inflamatuar aktivite

Probiyotik bakteriler tarafindan {iretilen EPS'in bagisiklik hiicrelerinin
enflamatuar mekanizmasini1 kontrol ettigi bildirilmistir. Lactobacillus LZ-R-17 susundan
elde edilen EPS RAW264.7 makrofaj hiicrelerinde makrofaj aktivasyonunu ve fagositozu
artirarak NO, TNF-q, IL-1, IL-6 ve IL-10 salgilanmasin tesvik ederek 6nemli immun-
uyarici aktivite gostermistir (You vd., 2020).

Saglikli insan vajinasindan izole edilen Lactobacillus sp. susundan izole edilen
EPS, HeLa hiicrelerinde TNF-a ve IL-10 {iretiminde azalma ve artma gibi antiinflamatuar
aktivite gostermistir (Sungur vd., 2017). L.rhamnosus RW-9595M susundan elde edilen
EPS immiinosupresif oOzellikler gostermistir. Makrafojlarda olan TNF-o ve IL-6
sitokinlerin {iretimini uyaran L.rhamnosus ATCC9595 susu ile karsilastirildiginda,
izojenik sus olan RW-9595M TNF-a ve IL-6 seviyelerini etkilemeden anti-inflamatuar
belirteg olan IL-10 sitokinini indiiklemistir ve EPS {iretimi yilikselmistir (Bleau vd., 2010).

En son arastirmalarda, Toll benzeri reseptor (TLR) negatif diizenleyici olan TLR-
4-{in modiilasyonunu, LAB EPS’lerin indiikledigi ve anti- inflamatuar aktivitesini ortaya

¢ikaracak mekanizma oldugunu bildirilmistir (Laino vd., 2016).
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2.3.7. Antikanser aktivite

Kanser, belirli proonkogenlerdeki ve tiimor baskilayicit genlerdeki mutasyonlara
neden olan ve DNA’da geri doniisii olmayan bir hasar nedeniyle ortaya ¢ikan anormal
doku biiylimesidir. Kemoterapiler, tiimor gelisimini etkileyen sitotoksik/immiinotoksik
tedavilerdir (Saadat vd., 2019). LAB gibi giivenli kaynaklardan elde edilen EPS genelikle
diisiik sitotoksiteye sahiptir ve yan etkilere neden olmamaktadir (Ismail vd.,2013).
EPS'nin igerigindeki seker ¢esitliligi antiproliferatif etkilerden sorumludur.

EPS’lerin antikanser aktivitesinin mekanizmalar1 su sekilde 6zetlenebilir:

1. Tiimor olusumunun &nlemesi
2.Kanser hiicresi apoptozunun uyarilmasi
3.Bagisikligin iyilestirilmesi (Zhao vd., 2019).

EPS’nin baz1 kimyasal 6zellikleri; 6rnegin molekiiler bilesimi, zincir baglantis1 ve
molekiiler agirilig1 da kanser onleyici aktivite de énemli rol oynamaktadir (Wang vd.,
2014).

Lactobacillus brevis'ten EPS kullanilarak sentezlenen glimiis nanopartikiiller,
cesitli insan kanser hiicre hatlarina kars1 giiclii anti-proliferatif ajan olarak tibbi ve
biyomedikal alanlarda uygulama alan1 bulmustur (Rajoka vd., 2020).

Lactobacillus susu SB27 elde edilen asidik EPS, HT29 hiicreleri iizerinde kaspaz-
3 aktivasyonunda apoptoza neden olmus, GO/G1 hiicre dongiisiinde ve anti-proliferatif

aktivitede maksimum artig gostermistir (W. Di vd., 2018).

2.3.8. Kolesterol diisiiriicii aktivite

Insanlarda ve hayvanlarda yapilan calismalarda LAB’dan elde edilen EPS’nin
kolesterol diisiiriicii etkisinin oldugu gosterilmistir.

Kanda kolesterol birikimi ve yiiksek tansiyon kardiyovaskiiler hastaliklara neden
olan baslica faktorlerdendir.

LAB’dan elde edilen EPS’nin bagirsakta adsorpsiyon yolu ile serum kolesterol
seviyelerini diizenleme yetenegi gosteren ¢ok sayida caligma yapilmistir (Ruas- Madiedo,
2014).Lactobacillus paracasei M7 tarafindan elde edilen EPS, optimum %0,1 EPS dozu
ile kolesterol seviyesinin (25 °C'de 20 dakika boyunca 30 pg) in vitro ortamda %70,78'e
diistiigi bildirilmistir (Bhat ve Bajaj, 2019).
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2.3.9. Antioksidan aktivite

Probiyotik bakterilerden elde edilen EPS’lerin potansiyel antioksidan aktiviteye
sahip olmasi ile ilgili de bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. LAB, stiperoksit dismutaz gibi
enzimler salgilayarak dogal hiicresel antioksidan savunma yoluyla serbest radikalleri
siiptirir ve baslica enzimatik olmayan antioksidan ve serbest radikal temizleyici
glutatyonun (GSH) tiretimine yardimci olur. Cesitli probiyotiklerden ekstrakte edilen
ekzopolisakkaritlerin stiperoksit anyonu ve hidrojen peroksiti parcalayarak, antioksidan
potansiyel yetenegi, gida takviyesi olarak veya dogrudan ilag tastyici sistemlerde
kullanilmasi1 konusunda ¢alismalara yol agmistir (Liu vd., 2010).

Bazi1 LAB’lardan elde edilen HePS'lerin in vitro hidroksil ve siiperoksit anyon
radikallarin1 temizleme, in vivo antioksidan enzimlerinin artan seviyelerini uyarmak gibi
yetenekleri de dahil olmak {izere antioksidan kapasite sergiledigi gosterilmistir.

Fermente siitten elde edilen Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus’dan izole
edilen ekzopolisakkarit SRFM-1 antioksidan aktivite konusunda oldukg¢a iyi sonuglar
vermistir (Tang vd., 2017).

Yerli tavuktan izole edilen Lactobacillus gasseri FR4 EPS'nin 4 mg/mL
konsantrasyonda DPPH siipiirme aktivitesi %75.95, standart olarak kullanilan askorbik
asitin ise %92,94 olarak bildirilmistir (Parveen vd., 2017).

Sekil 2. 2. Laktik asit bakterileri ve bifidobakterilerden elde edilen ekzopolisakkaritlerin
terapdtik uygulamalar (Khalil vd., 2022).
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2.3.10. Tla¢ Tastyic1 Sistemler

Bakteriyal EPS’lerin biiyiime faktorleri ve antitimdr ajanlar gibi degerli ilaglarin
tasinmasinda potansiyel tasiyicilar oldugu diisiiniilmektedir. Ilag tasiyicilar1 olarak
kullanilacak EPS’ler, ilaglarin raf Omriiniin uzatilmasinda, kontrollu salinimini
kolaylagtirmak ve viicuttaki etkinligini artirmak i¢in modifiye edilebilmektedir.
Antibiyotikler genellikle bakteriyal EPS’ler tarafindan ila¢ salinimi i¢in model olarak
kullanilmaktadir.

Probiyotik suslar ve onlardan salgilanan metabolitler mide deki lezyonlarin
tedavisinde de kullanilmaktadir (Saadatvd.,  2019).  Rodriguez = ve
arkadaslar1 kronik gastritin 6nlenmesinde Streptococcus thermophilus CRL1190 ve EPS
modelinin koruyucu etkisini gostermistir (Rodriguez vd., 2009). Wang ve arkadaslari
tarafindan yapilan arastirmada ise, kefiran ile kapsiillenen siprofloksasinin mide

rahatsizliklarindan koruyabildigi bulunmustur (Liang vd., 2014).

2.4. Kanser

Kanser, viicuttaki bazi anaplastik hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliindiigii ve
viicudun diger bolgelerine yayildig: bir hastaliktir. Hiicrelerin tipine, kaynagina ve ortaya
cikt1ig1 organa gore kanserin ¢esitli tipleri vardir. Kanserler esas yapilarina gore karsinom
(karsinoma) ve sarkom (sarkoma) olarak iki gruba ayrilmaktadir. Karsinomlar deri meme,
solunum ve sindirim yollari, i¢ salgi bezleri, lireme organlar1 ve bosaltim sisteminin i¢
yiiziinii kaplayan epitelyum dokudan; sarkomlar ise bag ve yag dokusu, kan damarlari,
kemik ve kikirdak gibi dokulardan koken almaktadir (Bars 2010; Tomasetti, 2017).

Kanser, normal bir hiicrenin kromozomal DNA'sindaki bir mutasyondan
kaynaklanmaktadir. Kanser, trilyonlarca hiicreden olusan insan viicudunun farkli doku
veya organlarinda baslayabilir. Hiicreler yaslandiklarinda veya herhangi bir hasar
gordiiklerinde 6liir ve yeni hiicrelerle degistirilirler. Bazen bu dongiiye i¢ ve dis faktorler
etki eder. I¢ faktorler immun sistem, hormanlar, metabolik ve kalitsal mutasyonlardir. Dis
faktorler ise radyasyonlar, uyusturucu, alkol ve kimyasal ajanlar olabilmektedir (Zhang

vd., 2012).
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Apoptoz ise; kanserde kritik rol oynayan biyolojik bir siirectir. Apoptoz, birgok
sinyal yolu tarafindan diizenlenen karmasik bir olaydir. Genellikle ya kaspaz aracili
dissal, ya da igsel yollardan baslatilabilir. Hiicre prekanseréz yaralanmalara maruz
kaldiginda, DNA hasarinin bir sonucu olarak apoptoz baglatilir ve bu da hasarli hiicreleri
ortadan kaldirabilir. Hasarli hiicrelerin uzaklastirilmasi, potansiyel olarak timor
biiyiimesini engelleyecektir. Aksine, bu programlanmis hiicre olimi kesintiye
ugradiginda, ¢oklu ilag direncine ek olarak kontrolsiiz hiicre biiylimesi, kanser baslangici

ve ilerlemesi gelismektedir (Johnson vd., 2014; Chen vd., 2013).

2.4.1. Karaciger kanseri

Karaciger kanseri, diinya capinda erkeklerde en sik teshis edilen besinci kanser tiirii
ve kanser Oliimlerinin ikinci en sik nedenidir (Yamashita ve Wang., 2013). Primer
karaciger kanserleri arasinda, hepatoselliiler karsinom (HCC), primer karaciger kanseri
vakalarinin  %70-85'ini olusturan ana histolojik alt tipi temsil eder. Intrahepatik
kolanjiokarsinom (ICC), ikinci en sik goriilen karaciger kanseri tiiriidiir ve insidansi
giderek artmaktadir.

Hem HCC, hem de ICC, hiicresel morfoloji ve klinik sonu¢ acisindan heterojen
hastaliklardir (Denisenko vd., 2018).

HepG-2 hiicre hatt1, 1975'te Arjantin'den hepatoseliiler karsinomu olan 15 yasindaki
beyaz bir erkegin karaciger dokusundan elde edilen &liimsiiz bir hiicre dizisidir. “Insan
hepatomundan tiiretilmis bir hiicre dizisi” olan HepG-2 hiicre hatt1 1980 yilinda Wistar
Enstitlistindeki aragtirmacilar tarafindan ilk kez tescillenmistir. Bu hiicreler morfolojik
olarak epitelyaldir, kromozom sayis1 55'tir ve farelerde tiimorijenik degildir. HepG-2
hiicres1 yaklasik 7.5 pg DNA igerir, bu da normal saglikli somatik hiicreden %15 daha
fazladir (Wisniewski vd.,2016). Hiicreler ¢esitli major plazma proteinlerini, drnegin;
albiimin ve akut faz proteinleri, fibrinojen, alfa 2-makroglobulin, alfa 1-antitripsin,
transferrin ve plazminojen salgilarlar. HepG-2 hiicresi ortalama 170 pg protein igerir, bu
hepatositlerdekinden 3 kat daha azdir (Wisniewski vd., 2015).

Karaciger kanserinde asagidaki molekiiler yolaklar kullanilmaktadir:

1. Doniistiiriicii bliylime faktorii
2. Proto-onkogen Wnt B-katenin
3. Fosfoinositid 3-kinaz (P13K)/protein kinaz B
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4. c-Jun N-terminal kinaz (JNK)/sinyal doniistiiriici ve transkripsiyon aktivatorii
(STAT)
5. Hedgehog ve tiimor protein 53 transdiiksiyon yollar1 (Balzarini vd., 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MIKROBIYOLOJIiK CALISMALAR

3.1.1. Besi ortamlar: ve kimyasallar

3.1.1.1. MRS agar (Lactobacillus Agar acc. to De Man, Rogosa and Sharpe)

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 5,4+ 0,2’ ye ayarlanmig ve
121° C’de 1,5 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
Cizelge 3. 1. MRS Agar besiyerinin igerigi (Merck)

Maddeler g/L veya mL/L
Pepton 10¢g
Et ekstrakti 10g
Maya ekstrakti 59
Glukoz 209
Dipotasyum hidrojen fosfat 29
Sodyum asetat 59
Amonyum sitrat 29
Magnezyum siilfat 0.2g
Mangan siilfat 0.05¢
Tween 80 1.0 mL
Agar 14 ¢
Distile su 1L

3.1.1.2. MRS broth ((Lactobacillus Agar acc. to De Man, Rogosa and Sharpe)
Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 5,4+ 0,2’ ye ayarlanmis ve 121

°C’de 1,5 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir .
Cizelge 3. 2. MRS Broth besiyerinin igerigi

Maddeler g/L veya mL/L
Pepton 10g

Et ekstraktti 10¢g

Maya ekstrakti 59

Glukoz 209
Dipotasyum hidrojen fosfat 29

Sodyum asetat 59

Amonyum sitrat 24
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Cizelge 3. 2. (Devam) MRS Broth besiyerinin igerigi

Magnezyum siilfat 0.2¢g
Mangan stilfat 0.05¢
Tween 80 1.0 mL
Distile su 1L

3.1.1.3. Nutrient agar (LABM, Neogen)

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,8 + 0,2’ye ayarlanmig ve

121°C’de 1,5 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 3. 3. Nutrient agar besiyerinin icerigi.(Biolife)

Maddeler g/L veya mL/L
Et ekstrakt 39

Pepton 509

Agar 15¢g

Distile su 1L

3.1.3.4. Nutrient broth

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,8 = 0,2’ye ayarlanmis ve

121°C’de 1,5 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 3. 4. Nutrient Broth besiyerinin icerigi.

Maddeler g/L veya mL/L
Et ekstrakt 39

Pepton 50

Agar 15¢g

Distile su 1L

3.1.3.5. Mueller hinton agar (Biolife)

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,8 + 0,2’ye ayarlanmis ve

121°C’de 1,5 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 3. 5. Mueller hinton agar besiyerinin icerigi.

Maddeler g/L veya mL/L
Sig1r eti-kalp ekstrakt: 49

Kazein hidroliza 1759

Nigasta 15¢g

Agar 179

Distile su 1L
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3.1.1.6. Mueller hinton broth

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,8 = 0,2’ye ayarlanmis ve

121°C’de 1,5 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 3. 6. Mueller hinton broth besiyerinin i¢erigi.

Maddeler g/L veya mL/L
Sigir eti-kalp ekstrakt: 49

Kazein hidroliza 175¢

Nisasta 159

Distile su 1L

3.1.1.7. Kanli agar

Kullanima hazir olarak petrilere dokiilmiis olarak satin alinmistir. Hemolitik

aktivite tayini i¢in kullanilmistir.

3.1.1.8. Triple sugar iron (U¢ Sekerli- Demir)

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 5,4+ 0,2’ ye ayarlanmis ve 121

°C’de 1,5 atm basingta 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Cizelge 3. 7. Triple Sugar fron besiyerinin icerigi.

Maddeler g/L veya mL/L
Et ekstrakti 30
Maya ekstrakti 30
Pepton 209
Laktoz 10g
Sukroz 109
Glukoz lg
Sodyum kloriir 5¢
Demir-2 siilfat 0.2¢g
Sodyum Trifosfat 03¢
Fenol red 0.025¢
Agar 12¢g

3.1.1.9. Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan besiyeri

Cizelge 3. 8. HepG-2 hiicre hatti besiyerinin igerigi

Maddeler g/L veya mL/L
Penisilin-streptomisin ImL

FBS 10mL

DMEM 88mL
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Kullanilan malzemeler steril kabinde steril cam siseye ilave edilip, karistirildiktan

sonra +4°C’de buzdolabinda saklanmistir.

Cizelge 3. 9. THP-1 hiicre hatt besiyerinin icerigi

Maddeler g/L veya mL/L
Penisilin-streptomisin 1mL

FBS 10mL
RPMI-1640 88mL

Kullanilan malzemeler steril kabinde steril cam siseye ilave edilip, karistirildiktan
sonra +4°C’de buzdolabinda saklanmustir.
3.1.2. Kullanilan ¢o6zeltiler
3.1.2.1. Fizyolojik tuzlu su icerigi

Serum fiziyolojik, mikrobiyolojik ekimlerde diliisyon sivist  olarak

kullanilmaktadir. %0.85 (w/v)'luk NaCl ¢ozeltisidir. 85 gram NaCl 1000 mL distille su

i¢cerisinde ¢oziilerek kullanilmastir.
3.1.2.2. Hidrojen peroksit standart ¢ozeltisi

0,1 mL saf (% 35) hidrojen peroksit alinip distile su ilavesi ile 30 mL’ye
tamamlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 1 mL baska bir erlene alinmis ve tekrar distile

su ile 30 mL’ye tamamlanmistir

3.1.2.3. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi

4 g sodium hidroksit 100 mL distile su igerisinde ¢oziilerek kullanilmustir.

3.1.2.4. MTT ¢ozeltisi

0,5 g 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (Sigma) tartilip steril
100 mL fosfat tamponu (PBS) i¢inde ¢oziilmiistiir. Bu stok ¢ozelti -20°C saklanmustir.

Her ¢alismadan Once taze hazirlanmistir. Sitotoksik aktivite testlerinde kullanilmustir.

3.1.2.5. Kristal viyole ¢ézeltisi (% 0.1)

0.1 gram kristal viyole tartilip, 100 mL distile suda ¢oziinmiistiir. Cozelti 151k

gecirmeyen bir kapda veya aliiminyum folyaya sarilip, +4°C de saklanmustir.
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3.1.2.6. Trikloro asetik asit ¢ozeltisi

80 g TCA tartilip, 100 mL distile suda ¢oziinmiistiir. %80 TCA ¢odzeltisinden 17,5
mL bagka bir cam siseye alinmis ve tekrar 100 mL steril distile su ile tamamlanmustir.

Son konsantrasyonu %14 olucak sekilde TCA elde edilmistir.

3.1.2.7. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ¢ézeltisi
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikali (Sigma) 5 mg tartilip, 250 mL etanolda

¢Ozlinmiistiir. Calisma sirasinda karanlikta bekletilmistir. EPS’lerin antioksidan deneyi

icin kullanilmistir. Her ¢aligmadan 6nce taze hazirlanmistir.

3.1.2.8. BHT (butilhidroksitoluen) ¢ozeltisi

5 mg BHT (butilhidroksitoluen) 5 mL metanol icerisinde ¢éziinmiistiir. Daha sonra
bu karistma 5 mL distile su eklenmistir. Antioksidan deneyinde kontrol olarak

kullanilmustir.

3.2.1. Kolostrum érneginin temini

Kolostrum 6rnegi, Afyonkarahisar, Sandikli Resadiye Kdyii’nden et ve siit verimi
i¢in beslenen inekten, dogum sonrasi 5-6 saat igerisinde alinmistir. Alinan 6rnek Anadolu
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Mikrobiyoloji Arastirma laboratuvarina

ulastirilincaya kadar -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2. Laktobasil izolasyonu

Kolostrum 6rnegi, oda 1sisinda ¢oziildikkten sonra 1/10, 1/100, 1/1000, 1/10000
seklinde serum fizyolojik ile seri diliisyon yapilmistir. Dillisyon sonrasi her bir diliisyon
stvisindan 1 mL alinarak MRS agar ve M-17 besiyerlerine yayma ekim yapilarak
ekilmistir. Petriler 37°C’de 48 saat’lik inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi
tireme goriilen her bir petri gézle incelenmis, morfolojik olarak farkli gériinen her bir
ornek tek koloni ekim ile MRS agar ve M-17 besiyerlerine ekilmistir. Tek koloni ekimin
amaci saf kiiltiir elde etmektir. Inkiibasyon ardindan saf bakteri suslar1 stoklanarak

muhafaza edilmistir.
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3.2.3. Laktik asit bakterilerinin muhafazasi

Bakteri suslarit MRS broth besiyerinde en az iki kez aktiflenmistir. Aktif bakteri
kiltiirlerinden 1 mL alinarak, igerisine 2 mL gliserol olan steril kryo tiiplere ilave edilip,

-80 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.4. Tzole edilen mikroorganizmalarin tanimlanmalari

3.2.4.1. Gram boyama

1884 yilinda, Danimarkali doktor olan Hans Christian Gram, bakteri tanimlama ve
taksonomik boliinmenin mihenk tasi olan bir diferansiyel boyama teknigi gelistirmistir.
Gram boyama, bakterilerde identifikasyon amaci i¢in kullanilan ilk agsamadir. Bakterilerin
hiicre duvarinin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore; gram pozitif ve gram negatif
olarak smiflandirilabilecegimiz boyama yontemidir. Gram pozitif bakterilerinin hiicre
duvarinda peptidoglikan tabakasi olduk¢a kalin olup, hiicre duvarinin %60-90’n1
olusturmaktadir (Rita vd., 2009).

Peptidoglikan tabakasinda teikoik asitler bulunur. Gram negatif bakterilerde ise
hiicre duvarinin %10-20’si peptidoglikan tabakadan olusur. Gram pozitiflerden farkli
olarak hiicre yiizeylerinde LPS tabakas1 bulunmaktadir. Ilk olarak preparat hazirlanmistir.
Steril lamel {izerine 1 damla distile su konulmustur. MRS agar besiyerinde iireyen 18-24
saat’lik taze bakterilerden steril 6ze ile bir miktar bakteri alinir ve distile su ile karistirilir.
Biinzan bek alevinden 2-3 kere gegirilerek kurutulmustur. Kurutularak bakterilerin fikse
edildigi lamel tizerine kristal viyole damlatilip, 1 dakika bekletildikten sonra distile su ile
yikanmustir. Ikinci asamada iizerine lugol damlatilip, 1 dakika bekletilir ve yeniden distile
su ile yikanmustir. Uglincii asamada lamelin iizerine %95’lik alkol dékiiliip,
dekolorizasyon iglemine gecilmistir. 25-30 saniye sonrasinda preparat distile su ile
yikanip iizerine bazik fuksin boyasi1 damlatilmistir ve 1 dakika bekletilmistir. Sonrasinda
preparat distile su ile yikamp, kurutma kagidi ile kurutulmustur. Ornekler 1s1k
mikroskobunda x100’liik objektifte immersiyon yagi kullanilarak incelenmistir. Gram
boyama sonucunda mikroskop altinda pembe-kirmiziya boyanan koloniler gram negatif
(-), mavi-mor renge boyanan koloniler ise gram pozitif (+) olarak belirlenmistir (Tamer
vd., 1989).
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3.2.4.2. Katalaz testi

Genellikle aerob bakterilerde katalaz enziminin varliginin arastirildig: bir testtir.

Katalaz, hidrojen peroksit yardimi ile su ve molekiiler oksijene pargalanan
enzimdir. Bakteriler MRS agarda gelistirildikten sonra 6ze yardimu ile kiiglik bir 6rnek
lam yilizeyine alinmis ve lizerine pastor pipeti ile bir-iki damla %3’liik H20:
damlatilmistir. Pozitif kontrol olarak ise Staphylococcus aureus bakterisi kullanilmistir.
Hava veya gaz kabarciklarinin olusumu katalaz pozitif (+), kabarciklarin olusmamasi ise

katalaz negatif (-) olarak degerlendirilmistir (Akgelik vd., 2000).

3.2.4.3. Hidrojen siilfiir olusumu

Ucg sekerli demir agar (TSI), farkl1 bakteri tiirlerinin tanimlanmasi ve ayirt edilmesi
i¢in kolay ve ucuz bir testtir. Genellikle gram (+) ve gram (-) bakterilerini bir birinden
ayirmak i¢in kullanilir. Eger bakteriler gram pozitif ise, besiyeri demirin varligi nedeniyle
siyaha doner. Bakteriler gram negatif ise, dis zarin varligi nedeniyle ortam sar1 kalacaktir.
Besi ortaminda renk degisiminin olmasi, laktoz, sakkaroz sekerlerinin kullanimini, besi
ortaminin dip kismindan yukariya dogru itilmesi ise glikoz sekerinden gaz olusumuna
isarettir. Igne uglu 6ze yardimu ile bir miktar aktif bakteri susu alinmis, dik dondurulmus

tiipteki besiyerine dik olarak inokiile edilmistir (Hajna, 1945).

3.2.4.4. Hemolitik aktivite tayini

Bakteri suslarinin hemolitik aktivitesini belirlemek i¢in MRS broth besiyerinde 2
kez LAB’lar aktiflendikten sonra 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrast izolatlar Kanli agar besiyerine tek koloni ekim yontemi ile ekilip, 37°C’de 48
saat’lik inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan koloni etrafinda her hangi bir
zon olusturmayanlar non-hemolitik (y-hemolitik), parlak yesil ve seffaf berrak zon
olusturanlar ise B-hemolitik ve agik kahverengi zon olusturanlar ise; a- hemolitik olarak

degerlendirilmistir (Monika vd., 2017).

3.2.4.5. Biyofilm olusumu tayini

Bakteriler cevresel streslere karsi cesitli diren¢ mekanizmalari olustururlar.
Bunlardan en 6nemlisi de biyofilmdir (Kubota vd., 2008).

24 saat’lik aktif bakteri suslart McFarland 0.5 bulanikligina gore ayarlanmistir.
%0.25 glikozlu 1.8 mL MRS broth tizerine McFarland 0.5 olan bakteri kiiltiirlerinden
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200 pl ilave edilerek 2 mL’ye tamamlanmistir. “ U” tabanli 96 kuyucuklu plakanin Al-
A9 kuyucuklarina hazirlanan siispansiyondan 200 pl dagitilmistir. A10 kuyucuguna test
bakterisi olan Enterococcus faecalis ATCC 51299 bakterisi konulmustur. A11 ve Al12
kuyucuklar1 ise besiyeri kontroliidiir. Plaka 37°C’de 48 saat’lik inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun ardindan plakadaki sivi dokiilmiistir. Her kuyucuga 200 pl PBS
konulmustur. ki kez yikama yapilip, dokiilmiistiir. Sonraki asamada her kuyucuga 150
ul %95°lik etanol koyulup 30 dakika bekletilmistir. Siire sonunda etanol dokiilmiis ve
kurutma islemi yapilir. Kuruma isleminin ardindan %0.1°1ik kristal viyole ¢6zeltisinden
150 pl eklenmis ve 20 dakika bekletilmistir. Siire sonunda kristal viyole dokiiliip, 200 ul
musluk suyu konulmustur. Dokiilme agsamasinin ardindan son etap olarak yeniden 150 pl
%95’lik etanol eklenip, dokiilmiistiir. Kurutma isleminin ardindan Cytation3 ELIZA
okuyucusunda 570 nm dalga boyunda okunmustur (Stepanovic vd., 2000).

3.2.5. LAB izolatlarinin probiyotik ozelliklerinin belirlenmesi

3.2.5.1. % Otoagregasyon ézelliklerinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinde otoagregasyon yeteneginin olup olmadigini belirlemek
i¢cin; Kos ve digerleri (2003)’nin metodu temel alinarak yapilmistir. Bakteri izolatlari
MRS broth besiyerine ekilmis ve 37°C’de %5 CO: ortaminda 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Aktif bakteri kiiltiirleri 24°C’de 1000 rpm’da 15 dakika santriflij edilmistir.
Stipernatant dokiilmiis ve geride kalan pellet 2 kez pH 6.2 PBS ile yikanmistir ve yeniden
coziilmustiir. Elde edilen ¢ozelti 6nceden optik dansitesi (OD) 600 nm’ye ayarlanmis
spektrofotometrede okutulmus ve 4 saat boyunca oda sicakhiginda bekletilmistir. 4
saat’lik inkiibasyonun ardindan ¢dzeltinin iist fazindan pipetle 0.1mL alinarak OD’si 600
nm’de okutulmustur. Daha sonra asagidaki formiile uygun olarak bakteri suslarinin
otoagregasyon yiizdeleri heaplanmistir.

oDl-0
oDl

22 %100

% Otoagregasyon=

[OD1: ilk optikal yogunluk; OD2: 4 saat sonraki optikal yogunluk] ( Kos vd., 2003).
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3.2.5.2. % Koagregasyon ézelliklerinin belirlenmesi

Bu test LAB’larin patojen bir bakteri ile (E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC
25923) agregasyon yapip yapmadigini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Koagregasyon
ozelliklerinin belirlenmesi i¢in Rinkinen ve digerleri (2003) nin metodu temel alinmistir.

Bakteri izolatlart MRS broth besiyerinde en az iki kez aktiflendikten sonra 37°C’de
%5 CO; ortaminda 48 saat inkiibasyona birakilmaistir.

Inkiibasyonun ardindan bakteri izolatlar1 24°C’de 5000 rpm’da 15 dak santrifiij
edilmistir. Siipernatant uzaklastirilmis, pellet 6nceden pH 6.2°ye ayarlanmis PBS ile 2
kez yikanip ve ayni tampon icinde ¢Oziilmiistiir. Her bir bakteri Orneginin optik
yogunlugu spektrofotometride 600nm’ye ayarlanmistir. Test bakterileri ile patojen
bakteriler esit miktarda ayni tiipe eklenip 15 saniye vorteks ile karistirildiktan sonra 4 saat
oda sicakliginda bekletilmistir. Inkiibasyon ardindan pipetle iist fazdan 100 pl ¢ekilerek
spektofotometrede okutulmustur. Asagida belirtilen formiile uygun sekilde koagregasyon

yiizdeleri hesablanmustir.

(0D1+0D2) — (20D3)
OD1+0D2

%Koagregasyon= %100

OD1: Bakteri kiiltiirlerinin optikal yogunlugu;
OD2: Patojen bakterilerin optikal yogunlugu;
OD3: Karisik kiiltiiriin 4 saat sonundaki optikal yogunlugu (Rinkinen vd., 2003).

3.2.5.3. Asit direncinin belirlenmesi

Bakteri suglar1 5 mL MRS brothda, iki kez aktiflendikten sonra 37°C’de CO:2
ortaminda 48 saat’lik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan 1%’lik ekim ile
5 mL MRS brothda yeniden ekim yapilip inkiibe edilmistir.

Inkiibasyonun ardindan, 1 M HCl ile pH 2 ve pH 3’e ayarlanmis MRS brothlara
ekim yapilmistir. Kontrol olarak ise pH 7.2°ye ayarlanmig MRS broth hazirlanmstir.
Daha sonra 0,1,2 ve 4. saatin sonunda bakterilerden 10 pl alinmis ve petrilere ekim

yapilmustir. Petriler 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir (Claire vd., 2006).
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3.2.5.4. Safra tuzu direncinin belirlenmesi

Bakteri suslar1 5 mL MRS brothda, iki kez aktiflendikten sonra 37 °C’de %5 CO2
ortaminda 48 saat’lik inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyonun ardindan 1%’lik ekim ile
5 mL MRS brothda yeniden ekim yapilip, 4 saat 37°C ‘de %5 CO2 ortaminda tekrar
inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan, %0,1 ve %0,03 safra tuzu iceren MRS brotha
ekim yapilmistir. Kontrol olarak MRS broth hazirlanmistir. Sonrasinda 0,1,2 ve 4. saatin
sonunda bakterilerden 10uL alinmis ve MRS agarli petrilere ekim yapilmistir (Pereira
vd., 2002).

3.2.5.5. Ekzopolisakkarit izolasyonu
LAB izolatlar1 MRS brothda en az iki kez aktiflendikten sonra 37°C’de 48 saat

inkiibasyona birakilmistir. 48 saat’lik inkiibasyon ardindan taze izolatlardan 2mL alinarak
100 mL erlenlere ekim yapilmigtir. EPS iiretimini artirmak i¢cin MRS broth besiyerine et
oziitli ve maya 6ziitii ilave edilmistir. Inkiibasyonun ardindan bakteri kiiltiirleri +4°C’de
8000 rpm’da 20 dakika santrifiij edilmistir. Proteinlerin EPS’den ayrilmasi amaci ile
santrifiij sonrasi pellet atilmis, slipernatant alinip ve {izerine son konsantrasyonu %14 olan
%80’1lik TCA ilave edilmistir. Proteinlerin EPS’den ayrilmasi amaci ile TCA ilave
edilmis falkonlar +4°C’de 90 rpm’da 20-30 dakika calkalamali etiive birakilmistir.
Inkiibasyon ardindan santrifiij islemi yapilmistir, proteinler ¢dkmiis, siipernatantlar yeni
bir falkona alinmistir ve tizerine 2 kati1 soguk etanol ilave edilerek, + 4°C’de 48 saat
bekletilmistir. 48 saat sonra falkonlar +4°C’de 8000 rpm’da 20 dak santrifiij edilmis ve
ekzopolisakkaritler dibe c¢okmiistiir. Elde edilen ekzopolisakkaritler deneylerde
kullanilmak amaci ile liyofilize edilmistir (Vivek vd 2016).

3.2.5.6. Antibakteriyal aktivite tayini

3.2.5.6.1. Agar kuyucuk difiizyon yontemi

Agar kuyucuk difiizyon yontemi ile izole edilen bakteri suslarinin standart
bakteriler olan; Staphlococcus epidermidis, Escherichia coli, Micrococcus luteus,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus’e karsi antimikrobiyal aktivite varligi

arastirilmigtir. Test bakterileri ise, Nutrient broth besiyerinde aktiflenmistir.
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AKktif test bakteri kiiltiirleri McFarland 0.5 bulanikligina ayarlanmistir. Oncelikle 120 mm
capindaka steril petrilere 25'er mL Mueller hinton agar besiyeri dokiilmiis ve steril kabinde
donmasi beklenmistir. Bulanikli§i ayarlanan patojen test bakterileri steril drigalski
spatiilii ile yayma ekimi yapilip, 30-40 dakika steril kabinde kapagi yar1 agik sekilde
kuruma iglemine birakilmistir. Kuruma isleminin ardindan petrilere steril mantar deliciyle
4 adet kuyucuk ac¢ilmistir. Kuyucuklar birbirlerinden 2.5 cm, petri kenarlarindan ise 1.5
cm uzaklikta olacak sekilde yapilmistir. EPS’ler tartilmis ve ependorflere 500 pl distile
su eklenip, ¢oziilmistiir. Kuyucuklara 50 ul ekzopolisakkarit eklenmistir. Petriler 24-48
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon ardindan olusan zonlar cetvel ile dl¢iilmiistiir

(Iscan , 2015).

3.2.5.6.2. Mikrobroth diliisyon yontemi

Deney igin “ U” tabanl1 96 kuyucuklu plakalar kullanilmistir. Patojen test bakterisi
olarak Staphlococcus epidermidis, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus kullanilmistir. Patojen bakteri suslar1 Nutrient broth
besiyerinde aktiflenmistir ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Plakalardaki A1-A10
kuyucuklarma liyofolize edilmis ekzopolisakkaritler, All kuyucuguna bakteri
slispansiyonu igermeyen Mueller hinton broth besiyeri, Al12 kuyucuguna ise
ekzopolisakkarit  igermeyen  bakteri  siispansiyonu  konulmustur.  Baglangic
konsantrasyonu 20 mg olan diliisyonlar rezervuarda hazirlanmistir. Coklu pipetle
diliisyonlar rezervuarlardan alinip, plakalara eklenmistir. Her bir kuyucuga ¢oklu pipet
yardimi ile 100 ul MHB besiyeri konulmustur. Daha sonra McFarland 0.5’e ayarlanmis
test bakterileri sira ile her plakaya 100ul koyulmustur. Plakalar 24 saat 37°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon ardindan plakalara 10 pl MTT boyasi eklenmistir.
Plakalarda mavi renk iiremenin oldugunu, sar1 renk ise liremenin olmadigini belirtir

(Ryan vd., 1996).

3.2.5.7. Antioksidan aktivitesinin belirlenmesi

Bu yontemde Yan-Hwa, Chang ve Hsu (2000) tarafindan diizenlenen Shimada ve
digerleri’nin (1992), kullandigt DPPH metodu kullanilmistir.

Bakteri ornekleri MRS brothda en az iki kez aktiflenip, 37°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi aktif suslar 10.000 rpm’da 15 dakika
santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilip, pellet 2 kez PBS ile yikanmistir ve 1 mL
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PBS ile resiispanse edilmistir. Bakterilerin yogunlugu McFarland 0.5’e ayarlandiktan
sonra her birinden 100 pl alinmig, 2.9 mL DPPH c¢ozeltisine ilave edilip 30 dakika
karanlikta bekletilmistir. Her bir ornek spektofotometride 520 nm dalga boyunda
Olclilmiistiir. Kontrol olarak ise 100 ul PBS ile 2.9 mL DPPH c¢ozeltisi kullanilmistir.

Kontrol absorbansi —Ornegin absorbans

% Inhibisyon =

Kontrol absorbans:

(Shimada vd., 1992).

3.2.5.8. Antibiyotik direng testi

Antibiyotik direng testi i¢in “U” tabanli1 96’11 kuyucuklar kullanilmistir. Patojen test
olarak ise Enterococcus faecalis kullanilmigtir. Antibiyotik olarak Streptomisin,
Cefamezin, Vancomicin, Kanamisin sulfat ve Penisilin G kullanilmistir. Her bir
antibiyotikden 28.8 pg tartilarak 2 mL distile suda ¢oziinmiistiir. Baslangi¢ konsantrasyon
72  upg/mL olan diliisyonlar rezervuarlarda hazirlanmistir.  Antibiyotiklerin
konsantrasyonlar1 72, 36, 18, 9, 4.5, 2.25, 1.25 ve 0.5 pg\mL olarak plakalara
dagitilmigtir. 96’11 kuyucuklardaki A1-A10 kuyucuklarinda laktik asit bakterileri ve
antibiyotik karisimi, A11 kuyucuklarinda ise kontrol amagli besiyeri, A12 kuyucugunda
ise antibiyotik icermeyen bakteri siispansiyonu konulmustur. Bakteriler McFarland 0.5°e
ayarlanmustir. Plakalar 24 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon ardindan
plakalara 10 uL MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difenil tetrazolyum bromiir)
cozeltisi eklenmistir. Plakalarda mavi renk liremenin oldugunu, sar1 renk ise iiremenin

olmadigin1 belirtir (Laia Tolosa vd., 2015).

3.2.5.9. Laktik asit iiretiminin tayini

Bakteri suslarinin laktik asit iiretimini belirlemek i¢cin MRS broth besiyerinde 2 kez
aktiflendikten sonra 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir.

Aktif LAB kiiltiirlerinden 1 mL alinarak, 99 mL distile su bulunan steril erlene ilave
edilip 100 mL’ye tamamlanmustir. Uzerine 2-3 damla fenol fitalein indikatorii
damlatilarak 0,1 M NaOH ¢ozeltisi ile titrasyonlar1 yapilmistir. Harcanan NaOH
miktarlari kaydedilmistir. Asagidaki formiile uygun sekilde bakterilerin tirettigi laktik asit
miktarlar1 hesablanmistir.

%Asitlik: Harcanan 0,1 N NaOH (mL) x 0,9/mL
(Demirci ve Giindiiz, 1994).
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3.2.6. 16S rRNA dizi analizi ile genotipik karakterizasyonlarin belirlenmesi

Secilen izolatin tanimlanmasi amaciyla 16s tfRNA dizi analizi yapilmistir. Bu
amacla s1v1 besiyerinde hazirlanan gecelik kiiltiir kullanilmistir. izolatin DNA izolasyonu
icin EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast DNA izolasyon kiti kullanilmistir. Elde
edilen DNA’nin saflik ve miktar analizleri i¢cin Thermo Scientific Nanodrop 2000
spektrofotometrik 6lgiim yapilmistir. 8 F ve 1387 R primeleri (Universal primerler) ile
tiir tayini i¢in hedeflenen gen bolgeleri PCR kullanilarak ¢ogaltilmistir. Bakteri izolasyon
protokolii asagidaki gibidir.

Bakteri DNA izolasyon Protokolii

1- 1,5 mL ependorf tiipte A ve B karistirilir.

A- 100 pl 1 gece inkiibe edilmis bakteriyal kiiltiir 200 ul Lyse BG buffer

B-Petriden bakteriyal koloni alinarak 300 pl LYSE BG igerisinde siispanse edilir.

C- 0.1-1.5 mL 1 gece inkiibe edilen bakteriyal kiiltiir santrifiij edilir ve olusan pellet 300
ul Lyse BG bufferda siispanse edilir.

2- 50 ul BL ve 2 ul RNaz A eklenir ve 3 dakika karistirilir (pipetleme veya vorteks ile)
3- 37 C’de 15 dakika inkiibe edilir

4- 15 ul Proteinaz K ilave edilir. Birka¢ defa karistirilir ya da vorteks ile 3
Dakika karistirlir.

5- 55 C’de 30 dakika inkiibe edilir.

6- 350 ul Sol BG ilave edilir. Birkag defa karistirilir ya da vorteks ile 3 dakika
karigtirilir.

7- 55 C’de 30 dakika inkiibe edilir.

8- Lizat 2 dakika 11.000xG’de santrifiij edilir ve supernatant kismindan 600 pl DNA
binding spin kolona aktarilir ve toplama tiipiiniin iistiine konulur.

9- 1 dakika 11.000xG’de santrifiij edilir. Toplama tiip bosaltilir ve spin-kolon tekrar
toplama tiiptine konulur.

10- Kalan lizat spin-kolona ilave edilir ve 1 dakika 11.000xG’de santrifiij edilir.
Toplama tiip atilir ve spin kolon yeni bir collection tiipiin Gistiine konulur.

11- 450 ul Wash BGX buffer eklenir ve 11.000xG’de 1 dakika santrifiij edilir.

12- Toplama tiipteki s1vi bosaltilir ve spin-kolon tekrar toplama tiipiin iistiine konur.
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13- 450 ul Wash BGX buffer eklenir ve 11.000xG’de 1 dakika santrifiij edilir.

14- Toplama tiipteki s1v1 bosaltilir ve spin-kolon tekrar topama tiipiin iistiine konur.

15- Wash BGX buffer1 tamamen uzaklastirmak i¢in tekrar 11.000xG’de 1 dakika
santrifiij edilir.

16- Spin- kolon yeni temiz bir tiipe alinir (1,5-2 mL) ve 50-100 pl eliisyon buffer
eklenir.

17- 2 dk oda sicakliginda inkiibe edilir.

18- 1 dakika 11.000xG’de santrifiij edilir.

19- Spin-kolon atilir ve tiip daha sonraki c¢aligmalarda kullanilmak tizere 2-8 C’de
ve/veya -20 C’de saklanur.

Elde edilen genomik DNA, kalip DNA olarak kullanilarak 16S rRNA gen bdlgesi igin
PCR kurulmustur. Bu amagla 8F= AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ve 1387R =
GGGCGG WGTGTACAAGGC evrensel primerleri kullanilmistir. Reaksiyon bilesenleri
olarak, 10X TaqgBuffer (+KCI-MgCI2), 2,5 u L; 25 mM MgCl2, 2,5 n L; 2,5 mM dNTP
mix, 2,5 p L; 2,5 mM 27F primer, 2,5 p L; 2,5 mM 1492R primer 2,5 p L; Taq polimeraz
(5u/ p L), 0,25 p L; niikkleaz igcermeyen distile su, 11,75 p L; kalip DNA,1 uL
kullanilmistir. PCR isleminde, 6n denatiirasyon basamagi 94°C’de 3 dak.; denatiirasyon
basamagi 94°C’de 30 sn., baglanma basamagi 55°C’de 1 dak., uzama basamagi1 72°C’de
2 dak., 35 dongii; son uzama basamagi ise 72°C’de 5 dak. olarak yapilmistir.

leminde, 6n denatiirasyon basamagi 94°C’de 3 dak.; denatiirasyon basamagi 94°C’de 30
sn., baglanma basamagi 55°C’de 1 dak., uzama basamagi 72°C’de 2 dak., 35 dongii; son
uzama basamagi ise 72°C’de 5 dak. olarak yapilmustir.

Sanger dizileme ile elde edilen okumalar, bir konsensiis dizi olusturmak amaciyla kontig
haline getirilmistir. Bu islemin gergeklestirilmesinde BioEdit yazilimi i¢inde CAP contig
assembly algoritmasi kullanilmistir. Diziler NCBI (National Center for Biotechnology
Information) {izerinden eslestirilerek en yakin tiir belirlenmistir. Izolatlarm dizi analizleri,
Microbiota Biyoteknoloji Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketine hizmet alimi yoluyla

yaptirilmistir.
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3.3. HUCRE KULTURU DENEYLERI:

3.3.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Laboratuvar Geregleri

10, 100, 1000 ve 5000 pL’lik pipetdr
10, 100, 200, 1000 uL’lik mikropipet ucu
12 kanall1 otomatik pipet

15 ve 50 mL’lik santrifiyj tiipleri

Izoterm mikroskop lamlar

Lamel

Penisilin/Streptomisin

Thermo Flask, Filtreli Kapak (75 cm®)
Thermo Flask, Filtreli Kapak (25 cm®)

2 mL’lik Ependorf tiipii

10 mL’lik cam pipet

96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi

12 ve 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi
6 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi
Dimetilsiilfoksit (DMSO)

RPMI-1640 medyum (1X)

Fetal Bovine Serum (FBS)

Cedex Smart Slide

Parafilm

Sarjl1 pipetor
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Eppendorf, Kanada
Greiner Bio-One, ABD
Axygen, Ingiltere

Isolab, Almanya
SentezLab, Tirkiye

Isolab, Almanya

Biological Industries, Israil
Thermo Scientific, ABD
Thermo Scientific, ABD
Greiner bio-one, ABD 5 Ve
Isoterm, Tiirkiye

Isolab, Almanya

Jet Biofil

Nest, Cin

Sigma — Aldrich, Almanya
HyClone, Thermo Scientific
Sigma — Aldrich, Almanya
Roche, Almanya

Pechiney, Fransa

Starlab, Almanya



Tripsin-EDTA
Tripan mavisi

Kryotiip (2 mL)

Hiicre kaziyici
Phosphate Buffer Saline (PBS)

Lipopolisakkarit E.coli L4005-100 mg

3.3.2. Kullanilan Laboratuvar Cihazlar:

HERACcell 240 Steril CO; inkiibatorii
Laminar flow kabini

Masaiistii sogutmali santrifiij
Hiicre sayimi i¢in Cedex XS
Cytation 3 Multi-Mode Reader
Derin dondurucu buzdolab1
Hassas terazi

Inverted mikroskop

Otoklav

Otomatik pipetler

Sterilizator

Su banyosu

Vorteks

Akis sitometri cihazi

Calkalamali etiiv

33

10X Pan Biotech, Almanya
Roche, Almanya

Cyros, Tirkiye

Greiner Bio-One, ABD
Invitrogen, Almanya

Sigma — Aldrich, Almanya

Thermo Scientific, ABD
Heal Force, Cin
Eppendorf, Almanya
Innovatis, ABD
Bio-Tek, ABD
Altus, Tiirkiye
Ohaus, Avustralya
Leica, Almanya
Alp,Tiirkiye
Eppendorf, Almanya
Niive, Tiirkiye
Niive, Tiirkiye
Daihan, Giiney Kore
BD. FACS Aria

Thermo Scientific, ABD



3.3.3. Kullamilan Malzemelerin Steril Edilmesi

Calismalarda kullanilacak cam ve metal malzemeler aliiminyum folyolara sarili
olarak sterilizatorde 180°C’de 2 saat, siv1 soliisyonlar, siseler, rezervuarlar, kaziyicilar,
pipetler ve falkon tiipler ise aliiminyum folyalarla kaplanarak 121°C, 1.5 atm/Hg’de 15
dakika otoklavda steril edilmistir. Kontrol amacl her bir malzemeye otoklav bandi

yapistirilmistir.

3.3.4. Kullanilan Maddelerin Hazirlanmasi:

3.3.4.1.Ekzopolisakkarit

Liyofolize sonrasi toz halinde olan EPS’ler 20 mg olarak tartilmis ve 1 mL distile
su icersinde ¢oziilerek ana stok hazirlanmistir. Maddeler +4 °C muhafaza edilmistir. Her

deney asamasinda medyum ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda kullanilmastir.

3.3.4.2. Lipopolisakkarit

LPS’ler gram negatif bakterilerinin hiicre duvarinda bulunmaktadir. Toz halinde
olan LPS E.coli L4005 steril distile su ile ¢6ziinerek 100 ng/mL konsantrasyonunda ana
stok hazirlanmistir. Ana stok aliquatlanarak, -20°C’de saklanmistir. Kokiiltiir
calismalarinda kiiltiir medyumu ile seyreltilerek gerekli konsantrasyonlarda THP-1 ve
HepG-2 hiicrelerinde  kullanmilmistir.  Her  deney asamasinda taze olarak

hazirlanmustir.

3.3.4.3. Doksorubisin

Calismamizda kanser hiicreleri i¢in pozitif kontrol olarak doksorubisin
kullanilmistir. Toz halindeki doksorobisin 29 mg tartilarak 1 mL DMSO’da ¢oziiniip 50
mM konsantrasyonda ana stok hazirlanmistir. Stok soliisyon +4°C muhafaza edilmistir.
Deneylerde ana stoktan kiiltir medyumu ile 1:10 diliisyon yapilarak ara stok

hazirlanmistir.
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3.3.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Calismamizda insan karaciger hiicre hatti HepG-2 ve insan monosit hiicre hatti
THP-1 kullanilmastir.

Cizelge 3. 10. HepG-2 Hiicre hatti ozellikleri (http-1).

Organizma Insan

Cinsiyyet Erkek

Morfoloji Epitel

Kromozom sayisi 55

Diger Ozellikleri Yapiskan ve kiigiik kiimeler halinde biiyiir
Tiimorijenite Degildir

S i B

Sekil 3. 1. HepG-2 hiicre hattinin mikroskop altindaki gériintiisii: A-10X; B-4X.

3.3.5.1. Stoktan hiicre citkarma

Hiicreler -80°C’de donmus halde muhafaza edilmektedir. Dondurulmus hiicreler
37°C sicakligindaki su banyosunda hizli bir sekilde ¢oziilmiistiir. Coziildiikten sonra
hiicreler 50 mL’lik falkona aktarilip iizerine 10 kati1 besiyeri ilave edilip, 5 dakika 1250
rpm’de santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilmistir. Falkonun dibine ¢dken hiicre
pelletine 5 mL taze besiyeri ilave edilip, pipetaj yapilmistir. Siispanse seklinde olan

hiicreler serolojik pipet ile 25 cm®’lik kiiciik flaska aktarilmustir. Flask etiive kaldirimistir.
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3.3.5.2. HepG-2 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda cogaltilmasi ve deneylere hazirlik

Karaciger hiicre hattt (HepG-2) %10 fotal bovine serum (FBS), %1
penisilin/streptomisin (PS) ve %0.1 piromisin iceren Dulbecco’s Modified Eagles
Medium (DMEM) biiylime besiyeri kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmistir. Ardindan flasklar
%5 CO2’li etlivde, %95 bagil nem’de 37°C’de kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmistir. HepG-2
hiicre hatt1 25 cm®'lik flasklarda gelistirilmis, yaklasik 2 giinliik inkiibasyon sonrasi
flaskin %70-80 oraninda tabanim1 kaplamistir. Flasktaki eski besiyeri serolojik pipet
yardimi ile g¢ekilerek uzaklastirilmisdir. 5 mL PBS flaska ilave edilmistir. Yikama
isleminin ardindan adhere hiicreleri kaldirmak amaci ile flaska 500 pl tripsin-EDTA
eklenmis ve 3 dakika inkiibatorde inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyonun ardindan
flaska kenar kisimlardan hafif mekanik gii¢ uygulanmis ve hiicreler ylizeyden tamamen
kaldirtlmistir. Tripsinin etkisini nétralize etmek igin yiizen hiicrelere 5 mL taze besiyeri
ilave edilerek, pipetaj yapilmistir. Ardindan siispanse hiicreler 50 mL’lik falkona
aktarilarak 5 dakika 1250 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra siipernatant
uzaklastirilip, ¢oken hiicre pelletine 15 mL besiyeri ilave edilmistir. Pipetleme sonrasi

hiicreler 75 cm®'lik biiyiik flaska aktarilmis ve etiive kaldirilmustir.

3.3.5.3. THP-1 hiicrelerinin kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmast ve deneylere hazirlik

Insan monosit THP-1 hiicreleri %10 fdtal bovine serum (FBS), %l
penisilin/streptomisin (PS) ve %0,1 piromisin igeren RPMI (Roswell Park Memorial
Institute 164RPMI-1640) biiyiime besiyeri kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmigtir. Ardindan
flasklar %5 CO2’li etiivde, %95 bagil nem’de 37°C’de kiiltiir ortaminda gogaltilmistir.
THP-1 hiicre hatt1 25 cm®lik kiigiik flasklarda gelistirilmis, yaklasik 2 giinliik inkiibasyon
sonrasi flaskin %70-80 oraninda kaplamaktadir. Kiiciik flaskdaki eski besiyeri serolojik
pipet yardimu ile ¢ekilerek 50 mL’lik falkonlara aktarilmistir ve 5 dakika 1250 rpm’de
santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra slipernatant uzaklastirilip ¢éken hiicre pelletine 15
mL besiyeri ilave edilmistir. Pipetleme sonrasi hiicreler 75 cm®lik biiyiik flaska

aktarilmis ve etiive kaldirilmstir.

3.3.5.4. Hiicrelerin stoklanmas:

Hiicrelerin eski besiyerleri uzaklastirilmis, PBS ile yikanmis ve kaldirildiktan sonra
50 mL’lik falkona aktarilarak 1250 rpm’de 5 dakika santriflij yapilmistir. Santrifiij
sonras1 siipernatan uzaklagtirilmis, tizerine 1370 pul FBS ve 130 pL Dimetilsiilfoksit

(DMSO) ¢ozeltisi konularak pipetleme yapilmistir.
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Pipetaj isleminin ardindan homojen karisim kriyotiipe aktarilmistir. -20°C’de 4 saat

bekletilip, daha sonra -80°C’deki dondurucuda stoklanmustir.

3.3.5.5. HepG-2 hiicrelerinin sayimi
HepG-2 hiicreleri 75 cm®lik biiyiik flaskda yeterli yogunluga ulastiklarinda

pasajlama islemi gergeklestirilmistir. Flasktaki eski besiyeri serolojik pipetle uzaklastirilir
ve 5 mL PBS ilave edilerek yikama islemi yapilmistir. Hiicreler adhere oldugu i¢in flaska
1 mL tripsin- EDTA ilave edilerek 3 dakika etiive birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan
flaska kenar kisimlardan hafif mekanik giic uygulanmis ve hiicreler yiizeyden tamamen
kaldirilmigtir. Tripsinin etkisini nétralize etmek igin flaska 5 mL taze besiyeri ilave
edilmistir. Ardindan siispanse hiicreler 50 mL’lik falkona aktarilarak 5 dakika 1250
rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirilmis, falkona 1 mL
taze DMEM besiyeri eklenerek pipetaj yapilmistir. Pipetlemenin ardindan lamelin {izerine
10 ul Tripan mavisi ve 10 pl hiicre eklenerek karigtirilmis Cedex Smart Slide’a aktarilmis

ve Cedex XS (Innovatis) cihazinda hiicreler sayilmistir.

3.3.5.6. THP-1 hiicrelerinin sayimi

THP-1 hiicreleri 75 cm®lik biiyiik flaskda yeterli yogunluga ulaginca hiicre sayimi
yapilmustir. Flaskdaki eski besiyeri serolojik pipet yardimi ile g¢ekilerek 50 mL’lik
falkonlara aktarilmistir ve 5 dakika 1250 rpm’de santrifiij edilmistir. Santrifiijden sonra
siipernatant uzaklastirilip, ¢coken hiicre pelletine 1mL taze RPMI besiyeri eklenerek
pipetaj yapilmistir. Pipetlemenin ardindan lamelin {izerine 10 pl Tripan mavisi ve 10 pl
hiicre eklenerek karistirllmis Cedex Smart Slide’a aktarilmis ve Cedex XS (Innovatis)

cthazinda hiicreler sayilmstir.

3.3.5.7. MTT yéntemi ile sitotoksisitenin belirlenmesi

Sitotoksisite testi, maddelerin ¢esitli dokulara toksisitesini tahmin etmek igin
kullanilan ilk in vitro biyoanaliz yontemlerindendir (Tolosa vd., 2015). Mosmann 1983
yilinda hiicre canliligini, proliferasyon ve sitotoksisite belirleme yontemi olan MTT

testini gelistirmistir. Bu test hiicre canliligi testlerinin “altin standarti” olarak
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adlandirilmaktadir (Erkekoglu ve Baydar, 2021). Canli hiicreler mitokondriyal
dehidrogenaz enzime sahiptirler. Bu kolorimetrik yontem, canli hiicrelerde sari
tetrazolium tuzunun (MTT ve ya 3- (4,5 dimetiltiyazol-2-il)-2,5- difeniltetrazoliium
bromiir) aktif hiicreler tarafindan mor renkli formazan kristallerine indirgenmesine
dayanmaktadir (Genc vd., 2002; Hanelt vd.,1994).

::F\?— CH, @AN' E”;\— CH,

Formazan (H,

Sekil 3. 2. MTT boyasinin kimyasal yapus: (https-2).

MTT analizinde mor renkli suda ¢oziinmeyen formazan tuzuna ¢ozebilmek icin
¢oziicii olarak DMSO kullanilir. Spektofotometride 540-570 nm dalga boyunda dlg¢iiliir.
Kuyucuklar ne kadar koyu mor renkte olursa hiicrelerin canlili§i ve metobolik aktivitesi
o kadar fazla demektir. Olii veya mitokondri fonksiyonu bozulmus hiicreler ise
boyanmaz, renksiz-agik sari olarak kalirlar (https-2). Yontemin uygulanmasi: HepG-2
hiicreleri DMEM besiyerinde 37°C’de %5 CO2’li inkiibatdrde kiiltiire edilmistir. 5x103
hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekim yapilmistir. Hiicreler 24 saat’lik
inkiibasyona  birakilmigtir.  Inkiibasyon sonunda  kuyucuklardaki —medyumlar
uzaklastirilmis, ilk konsantrasyonu 10 mg olucak sekilde EPS’lerden seri diliisyon
hazirlanip, plakalara 100 pl olarak dagitilmistir. Kontrol olarak ise EPS igermeyen
hiicreler kullanilmistir. Hiicreler tekrar 24 saat’lik inkiibasyon icin etiive birakilmistir.
Deney sirasinda maddelere renk koriide yapilmistir. Steril kabinde karanlik ortamda MTT
boyasindan her bir kuyucuga 10 ul olacak sekilde konulmustur. Sonrasinda hiicreler 2.5-
3 saat’lik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon ardindan MTT iceren besiyerleri
uzaklastirilarak, her kuyucuga 100 pl DMSO konulmustur. Plakalar, Cytation 3 Cell
Imaging Multi-Mode Reader’da 540-570 nm dalga boyunda, her konsantrasyon 8 tekrarl
sekilde okutulmustur.
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Sekil 3. 3. MTT yonteminin uygulanmasi (Biorender araciligi ile yapilmistir.)

3.3.5.8. Annexin V-PI yontemi ile apoptozisin Akus sitometride belirlenmesi

Saglikli hiicrelerin ylizeyi, plazma zarinin i¢ ve dis ylizeyine asimetrik olarak
dagilmis lipidlerden olusur. Bu lipidlerden biri olan fosfatidilserin (PS), normalde plazma
zariin i¢ membraninda bulunmaktadirlar. Apoptoz sirasinda lipid asimetrisi kaybolur ve
hiicrede bir sira degisimler ortaya ¢ikar. En belirgin degisim ise normalde hiicre zarmin
i¢ yliziinde yerlesen negatif yiiklii PS, plazma zarmin dis yiizeyine transloke olmasidir.
Bu sebepten kollektin (Clq) proteinleri hiicre zarmna baglanir. Bu degisim saglikli
hiicrelerden hiicre membranin biitiinliigiiniin bozulmadigi apoptik hiicre 6liimiiniin erken
donemlerinde meydana gelir (Crowley vd., 2016). Bu degisim ilk kez Koopman
tarafindan tanimlanmistir (Koopman vd., 1994).

Annexin V proteini, ilk kez Bohn ve arkadaglar1 tarafindan insan plasentasindan
izole edilmistir (Raynal vd., 1994). 36 kDa kalsiyum baglayici olan Annexin V
fosfadilserine’lere baglanabildigi i¢in, floresan bir madde ile (6rn. FITC) isaretlenerek
apoptotik hiicrelerin gériiniir hale gelmesini saglar (Karabekir, 2017). Olii ve ge¢ apoptize
giren hiicreleri belirlemek i¢in Propidium iyodid (PI) boyast kullanilir. Bu boya c¢ift
sarmalli RNA veya DNA molekiillerine baglanarak apoptik hiicreleri belirler (Engeland
vd., 1999). Yontemin uygulanmasi: Calismada kullanilacak olan HepG-2 hiicreleri
DMEM besiyerinde 37°C’de’ %5 CO: inkiibatoriinde kiiltiire edilmistir.
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Yeterli yogunluga ulasan hiicreler kaldirilarak 6’1 plakalara 1x10° sayida ekilip, etiive
kaldirilmistir. 24 saat’lik inkiibasyon ardindan her kuyucuga 250 ul EPS eklenmistir.
Kontrol amagli bir kuyuda sadece besiyeri igeren hiicre ekilmistir. Daha sonra plakalar 24
saat’lik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklardaki hiicre
medyum karisimi 15 mL’lik falkonlara aktarilmistir. Hiicreler adhere oldugu igin her
kuyucuga 250 ul tripsin-ETDA eklenmis ve 3 dakika inkiibatérde bekletilmistir. Siire
sonunda her kuyucuga 1 mL soguk PBS ilave edilerek pipetaj yapilmistir. Siispanse
hiicreler falkona aktarilarak 5 dakika 1200 rpm’da santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi
stipernatant uzaklastirilmistir. Yeniden 1 mL soguk PBS eklenerek yikama islemi
yapilmistir. Yikama isleminin ardindan hiicre pelletine 400 pl soguk PBS eklenmis ve
pipetaj yapilmistir. Ependorfun her kdsesine birbirine paralel sekilde 5 pul Annexin V ve
5 ul PI boyast konulmustur. Sonrasinda PBS ile resiispanse edilmis hiicreden 200 pl
ependorfa eklenip, 25-30 dakika karanlikta bekletilmistir. Siire sonunda ependorfa 200 ul
1X Annexin baglama tamponu eklenip, akis sitometri cihazinda (Accuri C6, BD)

okutulmus ve analizleri yapilmistir.

3.3.5.9. Kokiiltiir deneyi

Kokiiltiir caligmasinda iki hiicrenin ayn1 ortamda yagamasi i¢in iist ve alt odalarin bir
birinden ayr1 oldugu, 0.4 pm c¢apta gozeneklere sahip olan filtre ile ayrilan 6zel 24
kuyucuklu ko-kiiltiir plakalari kullanilmistir. Filtresiz kuyucuklara insan monosit
hiicreleri olan THP-1, filtreli kuyucuklara ise HepG-2 hiicreleri ekilmistir. Deneylerde
HepG-2 hiicre sayis1 2x10° iken THP-1 hiicreleri ise onun 5 kat1 yani, 1x10° olarak
ekilmistir. Hiicreler plakaya ekildikten sonra 24 saat’lik etiivde inkiibasyona birakilmastir.
Inkiibasyon ardindan THP-1 ekilen kuyucuklara 5 ul LPS eklenmistir. Kontrol olarak 2
kuyucuk birakilmistir. Yeniden 4 saat’lik inkiibasyona birakilmigtir. 4 saat’lik siirecin
ardindan filtreli kuyucuklardaki HepG-2 hiicreleri ile birlikte THP-1 olan kuyucuklara
tasinmustir. Her kuyucuga konsantrasyonu 5 mg olacak sekilde 50 pul EPS eklenmistir.
Pozitif kontrol olarak doksorubisin kullanilmistir. Yeniden 24 saat’lik inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasi IL-1B, IL-6, IL-10 ve TNF-a sitokin seviyelerini

belirlemek i¢in kullanilmistir.
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Sekil 3. 4. Kokiiltiir modeli igin kullanilan 24 kuyucuklu plaka (Sol) ve 0.4 um por a¢ikligina sahip iist
odacik

3.3.5.10. Akus sitometride interlokin 1 beta (IL-1p) seviyelerinin belirlenmesi

Interldkin-1P ilk olarak farelerde ve insanlarda kesfedilmistir. IL-1 enflamasyonun
ana aracisidir ve genel olarak enflamasyon sirasinda karakteristik olarak eksprese edilen
cok cesitli yapisal olmayan, islevle iligkili genleri, 6zellikle diger sitokinlerin salinimini
baglatir veya arttirir. Viicudun mikrobiyal istilaya, iltihaplanmaya, immiinolojik
reaksiyonlara ve doku hasarina tepkisinin ana aracilarindan biridir (Bird vd., 2002). IL-
1B epitel ve endotel hiicreleri ve kondrositler gibi ¢ok sayida farkli hiicre tipinde yiizlerce
genin mRNA ekspresyonunu hizla indiikler (Weber vd., 2010). Bu yontemde FITC anti-
human IL-18 Antibody (Biotium, Kat. No: B276958) kullanilmistir. EPS’ler 5 mg
konsantrasyonda uygulanarak 24 saat inkiibe edilmistir sonrasinda kokiiltiir hiicre grubu
15 mL’lik falkonlara toplanmistir. Her kuyucuk 1 mL PBS ile yikanip falkona
aktarilmigtir. Santrifiij sonrasi supernatant uzaklastirilip, tizerine 500 ul PBS eklenerek,
resiispanse edilmistir. Resiispanse hiicreler lizerine 250 pl cytofix/cytoperm soliisyonu
eklenerek, 20-30 dakika buzda bekletilmistir. Inkiibasyon ardindan santrifiij edilip, pellet
500 pl perm wash ile yikanmistir. Sonrasinda 500 pl PBS eklenip, pipetaj yapilmistir.
Ependorfa 5 pl IL-1B konulup, iizerine 100 pul hiicre eklentdikten sonra akis sitometri

cihazinda (Accuri C6, BD) okunarak analiz edilmistir.
3.3.5.11. Akus sitometride TNF-a ve IL-10, IL-6, sitokin seviyelerinin belirlenmesi

Bu yontemde PE anti-human TNF-a (Beckman Coulter LOT:200049), PE anti-
human IL-6 (Invitrogen LOT:2489227) ve PE anti-human IL-10 (Invitrogen LOT:
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2265361), kiti kullanmilmistir. Ekzopolisakkarit uygulanarak 24 saat inkiibe edilmis
kokiiltiir hiicre grupu 15 mL’lik falkonlara toplanilmistir. Her kuyucuk 1 mL PBS ile
yikanip falkona aktarilmistir. Santrifiij sonrasi supernatant uzaklastirilip, tizerine 250 pl
PBS eklenerek, restispanse edilmistir. Ependorflara her sitokinden 5 pl konulup, {izerine
100 pl resiispanse hiicre eklenmistir. 20 dakika’lik inkiibasyon ardindan akis sitometri

cihazinda (Accuri C6, BD) okunarak analiz edilmistir.
3.3.5.12. Sitotoksite yontemlerinin istatistiksel analizi.

[statistiksel degerlendirmeler ve grafiklerin ¢izimi GraphPad Prizm 9.0 analiz programi
kullanilarak yapilmistir. Analizler sirasinda hiicre gruplarinin % canlilik grafikleri kontrol
grubu maksimum degerlendirilerek ¢izilmis olup, elde edilen veriler tek yonlii ANOVA
ile post-hoc olarak Tukey testi uygulanarak analiz edilmistir. Istatistiksel anlamlilik
degerleri p>0.5 fark yok, p<0.05 (*) fark var, p<0.01 (**) anlamli fark var, p<0.001 (**%*)

onemli fark var, p<0.0001 (****) cok 6nemli fark var olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Kolostrumdan Laktobasil Izolasyonu

Arastirmada Afyonkarahisar Sandikli Resadiye Koyii’nden elde edilen kolostrum
orneginden toplam 34 izolat elde edilmistir. Her bir bakteri 6rnegi MRS agar besiyeri
ortaminda iiretildikten sonra 6ncelikle Gram ve katalaz 6zelligine gore ayirt edilmistir. 9
bakteri 6rnegi laktobasil olarak secilmis ve diger caligmalara bu izolatlarla devam

edilmistir.

Sekil 4. 1. Kolostrumdan izole edilen LAB ornekleri

4.2. izolatlarin Tammmlanmasi

4.2.1. Gram Boyama sonuglari

[zolasyon sonrasi elde edilen 34 LAB izolatindan 13 izolatin basil gram pozitif (+)
ve katalaz pozitif (+), 4 izolatin basil gram negatif (-) ve katalaz pozitif (+), 9 izolatin
basil gram pozitif (+) ve katalaz (-) negatif, 3 izolatin kok ve kokabasil gram negatif (-)
ve katalaz pozitif (+), 2 izolatin ise basil gram negatif (-), katalaz negatif (-) oldugu tespit
edilmistir. Deneylere basil gram pozitif (+), katalaz negatif (-) olan 9 izolatla devam

edilmistir.
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4.2.2. Katalaz Testi

Calismada kontrol olarak katalaz pozitif 6zelligi olan S.aureus bakterisi
kullanilmistir. Fotograftan goriildiigii gibi S.aureus bakterisinde katalaz enziminin varligi
gaz veya hava kabarciklarina neden olmustur. 9 adet LAB basil gram pozitif (+) izolatinda

ise gaz kabarciklart olusmamus, katalaz negatif (-) olarak degerlendirilmistir.

Sekil 4. 3. Katalaz poziti (+) e negatif (-) sonugu

Cizelge 4. 1. Elde edilen izolatlarin kodlari ve ozellikleri

Izolat Laboratuvar kodlar: Gram Katalaz ézelligi Morfoloji Harek | H2S
ornekle ozelligi et liligi

ri olusum
izolat 1 1.1 (AE - + kok - -
izolat 2 1.1.1 (AE - + basil - -
Izolat 3 1.1.2 (A)E + + basil - -
izolat 4 1.1.3(AE) + - basil - -
izolat 5 1.1 (A)Y + + basil - -
Izolat 6 1.1.1(A)Y - - basil - -
Izolat 7 1.1.2(A)Y - - basil - -
izolat 8 1.2.1A(E) + - basil - -
izolat 9 1.2.1(AET) + + basil - -
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Cizelge 4. 2. (Devam) Elde edilen izolatlarin kodlari ve ozellikleri

Tzolat 10 1.2.2(AET) - ¥ basil
Tzolat 11 12.1(AYT) ¥ ¥ basil
zolat12 | 1.22(AYT) + + basil
Izolat 13 1.3(AYT) + - basil
Tzolat 14 134(A)E ¥ ¥ basil
zolat15 | 1.3.5(A)E + + basil
fzolat 16 | L4(AET) + - basil
fzolat 17 L41(A)Y n n basil
izolat 18 142(A)Y - + basil
Tzolat 19 141(AE - + basil
Tzolat 20 142(AE - ¥ kok
fzolat21 | LALAYT) + - basil
fzolat22 | LALA(Y) - + basil
Izolat 23 1L.A2A(Y) + - basil
[zolat 24 2.L1(AET) n n basil
izolat25 | 2.L2(AET) + + basil
iz0lat26 | 2.L3(AET) T + basil
Izolat 27 2.2.1A(Y) + - basil
izolat 28 2.A.1(AET) - + kokobasil
izolat 29 2.A2(AET) - + kokobasil
iz01at30 | 2.2.1(AET) T + basil
Izolat 31 2.2.2(AET) - + kok
izolat 32 2.A2(AET) - + kokobasil
izolat 33 2.A.3(AET) + + basil
Izolat 34 2.3(AYT) + - basil
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4.3. 1Izole edilen mikroorganizmalarin biyokimyasal aktivite sonuglari

4.3.1. Hidrojen siilfiir olusumunun degerlendirilmesi

Kullanilan bakterilerin kiikiirt igeren siilfatlar veya aminoasitlerden (sistin, sistein
gibi) hidrojen siilfiir (H2S) olusturup olusturmadiginin degerlendirildigi bir deneydir.

Ucg sekerli demir agar testi igin aktif bakteri suslar1 hazirlanmistir. LAB izolatlari
yatik TSI agar ortamma ekilmistir. 2-7 giin inkiibatdrde bekletilmisdir. inkiibasyonun
ardindan, tiiplerin dibinde siyah renk olusumu H>S gazinin varlig1 agisindan negatif (-)

olarak degerlendirilmistir. 9 LAB izolatinda TSI’da tireme gozlenmistir.

3 | i i
£ =4 '.’ 4 4 £ | a — ‘
! | A |

Sekil 4. 4. -TSI agarda tireme, hareketlilik ve H.S olusumu

4.3.2. izolatlarin hemolitik aktivite sonuclari.

Probiyotik 6zellikli bakterilerde viriilent etkinin olup olmadiginin kontrolii i¢in 6n
giivenlik kosulu olarak hemolitik aktivite testi yapilmaktadir (Rogosa vd., 1951). Elde
edilen izolatlarinin hemolitik aktivitesinin belirlenmesi igin, aktif suslar tek koloni
yontemi ile petrilere ekilmistir. 24 saat’lik inkiibasyon ardindan 9 LAB izolati da zon
olusturmamistir. Sonu¢ olarak izolatlar non-hemolitik  (y-hemolitik) olarak

degerlendirilmistir.
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Sekil 4. 5. LAB izolatlarinin hemolitik aktivite y-hemolitik izolatlarin petri gériintiisii

Probiyotik 6zellikli bakterilerde hemolitik aktivite 6zelligi olmamalidir. Hemolisin
tiretimi enfeksiyonlari siddetlendirdiginden dolayr probiyotik bakterilerin y-hemolitik
olmasi gerekmekdedir (Upadhyaya vd., 2009).

4.4. LAB Izolatlarimin Probiyotik Aktivitelerinin Degerlendirilmesi

Saf olarak izole edilen 9 LAB 6rneginin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi igin

asagidaki deneyler yapilmustir.

4.4.1. Bakteri Suslarimin % Koagregasyon Yeteneklerinin Degerlendirilmesi

Bakteri izolatlarimin E.coli ATTC 35298 ile koagregasyon ozellikleri %34-88
arasinda bulunmustur. En yiiksek koagregasyon ozelligi %88 ile 8 No’lu izolatta tespit
edilirken, en diisiik koagregasyon 6zelligi ise %34 ile 4 No’lu izolatta belirlenmistir.
Cizelge 4.2°de gosterildigi gibi LAB suslarinin Izolat 1, izolat 2, izolat 3, izolat 4, izolat
5, izolat 6, izolat 7, izolat 8 ve izolat 9 E.coli ATTC 35298 ile koagregasyon yetenekleri
sirastyla %80, %61, %37, %34, %88, %53, %64, %50, %37 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4. 3. Bakteri suglarmmin ile % koagregasyon degerleri

Bakteri suslar %Koagregasyon
Izolat 1 80
izolat 2 61
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Cizelge 4. 4. (Devam) Bakteri sugslarinin ile % koagregasyon degerleri

izolat 3 37
Izolat 4 34
izolat 5 88
Izolat 6 53
Izolat 7 64
izolat 8 50
Izolat 9 37

Bakteri izolatlarmin S.aureus ATCC 25923 ile koagregasyon 6zellikleri %27-37 arasinda
degerlendirilmistir. En yliksek koagregasyon 6zelligi %37 ile izolat 8’de tespit edilirken,
en diisiik koagregasyon ozelligi ise %27 ile izolat 3’de belirlenmistir. izolat 1, izolat 2,
izolat 3, izolat 4, izolat 5,izolat 6, izolat 7, izolat 8 ve izolat 9 S.aureus ATCC 25923 ile
koagregasyon yetenekleri sirasiyla %31, %28, %27, %34, %34, %27, %33, %37, %31

olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4. 5. Bakteri suslarimin ile % koagregasyon degerleri

Bakteri suslar %Koagregasyon
izolat 1 31
izolat 2 28
izolat 3 27
Izolat 4 34
izolat 5 34
izolat 6 27
Izolat 7 33
Izolat 8 37
izolat 9 31

Yapilan birden fazla ¢aligmada LAB izolatlarinin koagregasyon yetenegi tespit

edilmistir. Yapilan bir ¢calismada E.coli ve S.aureus’da, tiim laktik asit bakterilerinde
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%43,70+0,82'den %52,63+0,93'e kadar koagregasyon yetenegi rapor edilmistir (Jeong-
Eunvd,2020).

4.4.2. Bakteri Suslarmin % Otoagregasyon Degerleri
Probiyotik ozellikli bakteriler de otoagregasyon onemli Ozelliklerden biridir.

Otoagregasyon ayni susa ait bakteriler arasinda olusur. Bu 6zellik sayesinde patojen
bakterilerin bagirsak yiizeyine yapismasini engellerler (Jankovic vd., 2003).

Izolatlarin otoagregasyon degerleri %3-19 arasinda degerlendirilmistir. En yiiksek
otoagregasyon Ozelligi, %19 ile izolat 3’de tespit edilirken, en diisiik otoagregasyon

ozelligi ise %3 ile izolat 7°de belirlenmistir.

Cizelge 4. 6. Bakteri suslarinin %otoagregasyon degerleri

Bakteri suslar: % otoagregasyon
Izolat 1 14

Izolat 2 4

Izolat 3 19

Izolat 4 4

Izolat 5 4

izolat 6 6

Izolat 7 3

Izolat 8 13

izolat 9 6.6

2008 yilinda yapilan ¢alismada L. fermentum ME3 susunun otoagregasyon ozelligi
%29,7 ve %70,2 olarak rapor edilmistir. 2020 yilinda Todhanakasem Tatsaporn ve
digerleri yaptiklar1 calismada LAB izolatlarinin otoagregasyon degerleri %78-86 arasinda

oldugu rapor edilmistir (Todhanakasem, 2020).

4.4.3. Asit direncinin belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin konakg¢1 hiicre tlizerinde yararl etki gosterebilmesi igin

aside ve safra tuzuna kars1 direncli olmas1 gerekmektedir (Todhanakasem, 2020).
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Kolostrumdan izole edilen 9 adet LAB izolati pH 2 ve pH 3 MRS broth ortamina
ekim yapilmistir. Kontrol olarak ise pH 7’ye ayarlanmis petriler kullanilmistir. Ardindan
0. sa, 1. sa, 2. sa ve 4.saatlerde MRS agarl1 petrilere ekim yapilmistir. 9 LAB izolat1 da
pH 2 ve pH 3 ortaminda iireme gostermistir. Sonug olarak izolatlarin asite dayanikli

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4. 6. pH:2, pH:3 MRS broth asit ortaminda ve kontrol ortam: olan pH: 7 MRS broth ortaminda 4
saat inkiibe edilen LAB izolatlarinin 0., 1., 2., 4. saatlerde MRS agarda gelisimleri
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LAB’larin diisiik pH ya olan direnci tiire baghidir (Mufioz-Quezada vd., 2013).
2020 yilinda yapilan bir calismada kullanilan LAB’lerinin %68,37’sinin pH 2 ve pH 3
asit ortamina kars1 direngli oldugu rapor edilmistir (Ohn vd., 2020).

4.4.4. Safra tuzu direncinin belirlenmesi

LAB’larin faydali olmasi i¢in gii¢lii asidik mideden ve ardindan safranin bulundugu
duodenumdan gecerek hedef organa ulasmasi gerekmektedir. Deneyde kullanilan 9 LAB
izolatt 2 farkli (%0.1, %0.03) safra tuzu konsantrasyonunda MRS broth besiyerine
inokiile edilmistir. Kontrol olarak ise safra tuzu ilave edilmemis MRS broth
kullanilmigtir. Ardindan 0. sa, 1. sa, 2. sa ve 4. saatlerde MRS agarli petrilere ekim
yapilmustir. Siire sonunda her {i¢ petride lireme goriilmiistiir. Sonu¢ olarak kullanilan 9
LAB izolatinin %0.1 ve % 0.03 safra tuzuna kars1 direngli oldugu tespit edilmistir.

Eman H. Zaghloul ve arkadaglar1 tarafindan yapilan g¢aligmada da

Lactiplantibacillus plantarum EI6 susunun safra tuzlarina karsi direngli oldugu tespit
edilmistir (Zaghloul, 2022).
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saat inkiibe edilen LAB izolatlarimin 0., 1., 2., 4. saatlerde MRS agarda geligimleri

2020 yilinda yapilan bir ¢alismada kullanilan LAB’larin %401 %0.3 safra tuzuna
direng gostermistir (Son vd., 2017; Donald vd., 1990).

4.4.5. LAB’lerinden Ekzopolisakkarit Uretimi

Her bir bakteri tlirti farkli biyolojik aktivitelere sahip EPS iiretme yetenegine
sahiptir (Yilmaz vd., 2011). Kolostrumdan elde edilen 9 laktobasil susunda EPS iiretimi
97-177 mg arasinda bulunmustur. Suslar i¢inde en yiiksek EPS iiretimi (177 mg) izolat
5’de bulunurken, en diisiik ise (97mg) izolat 1’de tespit edilmistir. Elde edilen EPS

miktarlar1 hiicre kiiltiiriinde deneylerde kullanilmastir.
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) ot
Sekil 4. 9. Saf izolatlardan elde edilen ekzopolisakkarit ornekleri

EPS izolasyonu ve biyosentezi iizerine ¢ok fazla calisma yapilmistir. Ozellikle
EPS’lerin antikanser aktivitesi lizerinde ¢aligmalar yogun ilgi gormiistiir. 2010 yilinda
Lactobacillus acidophilus 606 susunda elde edilen EPS’in kolon kanseri tizerinde etkisine
bakilmistir (Y. Kim vd., 2010). Lactiplantibacillus plantarum El6'dan 270 mg/L, anne
stittinden izole edilen L. rhamnosus susundan 461-737 mg/L, deve siitiinden izole edilen

L. plantarum ve L. paraplantarum susundan ise toplam 1,4-2,97 g/L EPS elde edilmistir.

4.4.6. Antibakteriyal aktivite tayini

4.4.6.1. Agar kuyucuk difiizyon

Probiyotik bakterilerin gastrointestinal sistemde kolonize olabilmesi i¢in patojen
bakterileri yok etmesi gerekmektedir. LAB’lari bagirsaktaki zararli ve patojen bakterileri
yok edecek 6nemli antimikrobiyal maddeler iiretmektedir.

Cizelge 4.5’de kolostrumdan elde edilen 9 LAB bakterisinin 5 patojen bakteriye
kars1 (S. epidermidis, E. faecalis, S. aureus, M.luteus, E. coli) antibakteriyal aktivitesi
gosterilmistir. Izolat 1 E. faecalis ve S. aureus bakterilerine karsi zon olusturmamustir.
Tiim LAB liyofilize ekzopolisakkaritleri patojen bakterilere kars1 zon olusturmustur. Zon
caplar1 11-30 mm arasinda degisiklik gostermistir. En diisiik zon ¢apmin (11 mm) izolat
8’de S.aureus patojenine karsi oldugu rapor edilmistir. En biiylik zonlar ise izolat 5’de

goriilmiistiir.
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Cizelge 4. 7. LAB liyofilize ekzopolisakkaritlerinin iizerinde olusturdugu zon ¢aplar:

Bakteri érnekleri S.aureus S.epidermidis | M.luteus E .fecalis E.coli
1 | Izolat1 Direngli 15 24 Direngli 20
2 | izolat2 19 23 24 24 25
3 | izolat3 22 22 21 26 21
4 | Izolat4 23 28 27 28 30
5 | Izolat5 23 23 26 30 26
6 | Izolat6 18 17 25 20 21
7 | Izolat7 18 18 23 24 23
8 | Izolat8 11 16 23 18 17
9 | izolat9 18 17 24 26 23

Sekil 4. 10. LAB liyofilize ekzopolisakkaritlerinin S.aureus (A) ve E.coli (B) test bakterileri iizerinde

antibakteriyal etkisi

A

Sekil 4. 11. LAB liyofilize ekzopolisakkaritlerinin E.fecalis (A) ve M.luteus (B) test bakterileri iizerinde

antibakteriyal etkisi

B
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4.4.6.2. Mikrobroth diliisyon yontemi
Mikrobroth diliisyon yontemi ile 9 LAB susunun 5 patojen bakteriye karst (S.

epidermidis, E. faecalis, S. aureus, M.luteus, E. coli) antibakteriyal aktivitesi
belirlenmistir. Baslangi¢ konsantrasyonu 20 mg olan seri diliisyonlar hazirlanmstir.
Uremenin olmadigi en son kuyucuktaki konsantrasyon Minimum Inhibisyon
Konsantrasyon (MIK) degeri olarak belirlenmistir. Plakalarda 12.sira mikroorganizma
kontrolii olarak kullanilmistir. Cizelge 4.6’da izolatlarin 24 ve 48 saat’lik antibakteryal

aktivite sonuglar1 rapor edilmistir.

Cizelge 4. 8. LAB izolatlarinin patojen bakterileri iizerindeki antimikrobiyal aktivitesi (mg/mL)

Bakteri 6rnekleri| E.coli | E.coli | S.aure | S.aure | M.lut | M.lut | E.fec | Efec | S.epid | S.epid
24s 48s 24s 48s 24s 48s 24s 48s 24s 48s

1| Izolat1 2500 | 5000 | 5000 | 10.000{ 5000 | 5000 | 2500 | 2500 | 2500 | 2500
2 | Izolat 2 5000 | 10.000| 5000 | 10.000|{ 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000
3 | izolat 3 5000 | 10.000( 5000 | 10.000|{ 5000 | 10.000{ 5000 | 5000 | 5000 | 5000
4 | Izolat4 2500 | 5000 | 5000 | 10.000|{ 5000 | 5000 | 2500 | 5000 | 2500 | 5000
5 | Izolat5 2500 | 5000 | 5000 | 10.000|{ 5000 | 5000 | 2500 | 2500 | 1250 | 1250
6 | Izolat 6 2500 | 5000 | 5000 | 10.000|{ 5000 | 5000 | 2500 | 5000 | 1250 | 1250
7 | izolat 7 5000 | 5000 | 5000 | 10.000{ 5000 | 10000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000
8 | Izolat 8 5000 | 5000 | 5000 | 10000 | 5000 | 5000 | 5000 | 2500 | 5000 | 5000
9 | Izolat9 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000 | 5000

Sekil 4. 12. LAB liyofilize ekzopolisakkaritlerinin mikrobroth diliisyon metodu ile S.epidermidis(A) ve

E.fecalis(B) test bakterileri iizerinde antibakteriyal etkisi
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Sekil 4. 13. LAB liyofilize ekzopolisakkaritlerinin mikrobroth diliisyon metodu ile S.aureus(A) ve

M luteus(B) test bakterileri iizerinde antibakteriyal etkisi

Sekil 4. 14. LAB liyofilize ekzopolisakkaritlerinin mikrobroth diliisyon metodu ile E.coli dizerinde

antibakteriyal etkisi

4.4.7. Bakteri Suslarmmin Antioksidan Aktivitelerinin Belirlenmesi

Insan viicudunu serbest radikallerden koruyabilmesi ve birgok kronik hastaligin
ilerlemesini geciktirebilmeleri igin dogal ve etkili antioksidanlarrin gelistirilmesi oldukga
onemlidir. LAB’larin irettikleri organik asitlerin, antioksidan aktiviteyi artirdiklari,
serbest radikal olusumunu azalttiklari tespit edilmistir ( Cheng vd., 2009).

Kullanilan laktobasil suglarinin antioksidan aktiviteleri %82.93-84.6 arasinda tespit
edilmistir. En yiiksek antioksidan aktivite, %84.61 ile izolat 1 ve izolat 5’de tespit
edilirken, en diisiik antioksidan aktivite ise %82.93 ile izolat 6’da belirlenmistir.

Cizelge 4. 9. LAB izolatlarinin % antioksidan aktivitesi

Ornekler % Antioksidan

1 Izolat 1 84.61
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Cizelge 4. 10. (Devam) LAB izolatlarinin % antioksidan aktivitesi

2 izolat 2 83.61
3 izolat 3 84.28
4 izolat 4 84.28
5 izolat 5 84.61
6 izolat 6 82.93
7 izolat 7 83.27
8 izolat 8 82.94
9 izolat 9 82.94

Antioksidan 6zelliklerinden dolay1 LAB ile ilgili arastirmalar olduk¢a artmistir.
Omegin; Bifidobacterium, Lactobacillus ve Enterococcus durans LAB 18 cinsine ait
bakteriler DPPH ve 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS)
serbest radikallerini azalttigi rapor edilmistir (Cizeikiene vd., 2021). 2009 yilinda
yapilan ¢alisma da L. rhamnosus BCRC16000 susunun antioksidan aktivitesi %84.7

olarak tespit edilmistir (L1iu vd., 2009).

4.4.8. Laktik asit iiretim miktarmin belirlenmesi

Laktik asit iiretimi miktarlariaggre; Izolat 6, izolat 7 ve izolat 8 sirasiyla
%2,43, 2,385 ve 2,25, diger 6 izolatlarda ise % 2,7 NaOH harcanmustir. En diisiik laktik

asit tiretimi 1zolat 9°da tespit edilmistir.

Cizelge 4. 11. LAB izolatlarinin % Laktik asit tiretimi

LAB izolatlar Kiiltiir miktar Kullanilan NaOH %
1 izolat 1 100 300 2,7
2 izolat 2 100 300 2,7
3 izolat 3 100 300 2,7
4 izolat 4 100 300 2,7
5 izolat5 100 300 2,7
6 izolat 6 100 270 2,43
7 izolat 7 100 265 2,38

izolat 8 100 300 2,7
9 izolat 9 100 250 2,25
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Sekil 4. 15. Laktik asit tayini deneyi titrasyon sonucu renk olusumu

4.4.9. Biyofilm olusumunun degerlendirilmesi
Biyofilm bakterileri antibiyotiklere kars1 daha direngli hale getirdigi i¢in dnemli bir

ozelliktir (https-3). Laktik asit bakterilerinde biyofilm olusturma o6zelliginin tespit
edilmesi i¢in mikroplaka yontemi uygulanmistir. Calisma 8 paralel olarak yapilmistir.
LAB izolatlar1 arasinda 6 izolat orta, 3 izolat zayif ve 1 izolat biyofilm olusturma
yetenegine gore giiclii olarak degerlendirilmistir.

Cizelge 4.9. LAB izolatlari ve E .faecalis 51299 suslarmnn biyofilm olusturma yetenekleri

Izolat kodu Optik dansite deger Optik dansite Biyofilm olusumu
aralig1 ortalamasi

Izolat 1 0,132-0,378 0,268 Zayif
izolat 2 0,197-0,468 0,418 Orta
Izolat 3 0,146-0,353 0,238 Zayif
Izolat 4 0,134-0,312 0,256 Zayif
Izolat 5 0,47-0,848 0,647 Giiglii
Izolat 6 0,539-0,62 0,589 Orta
izolat 7 0,311-0,708 0,514 Orta
Izolat 8 0,34-0,555 0,433 Orta
Izolat 9 0,466-0,612 0,468 Orta
E.faecalis 0,344-0,388 0,345 Orta

Yapilan ¢aligmalar sonucu LAB’lar igerisinde en iyi biyofilm olusturma yetenegi
Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103)’da goriilmiistiir ( Salas vd., 2016).
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Sekil 4. 16. 96 'I: kuyucukda biyofilm gdfiintiis

4.4.10. Antibiyotik direng testi

Bazi antibiyotiklere diren¢ gosterme yetenegi probiyotik bakteriler i¢in onemli
kriterlerdendir. Ozellikle, antibiyotik tedavisinden sonra bagirsak dengesini ve saglikli
bir ortami1 yeniden saglamak i¢in yardimci olabilirler. Antibiyotik direnci hiicre duvari
yapisina, membran gegcirgenligine ve akig mekanizmalarina baghdir (Huys vd., 2013).

LAB’larin antibiyotik direncliliginin belirlenmesinde mikrobroth diliisyon
yontemi kullanilmigtir.

24 saat’lik inkiibasyon sonrasi plakalara MTT boyasi verilmistir. Ureme olan
kuyucuklar mor, iiremenin olmadig1 kuyucuklar ise sar1 renke boyanmistir. izolat 1, izolat
2, ve izolat 6’nin Streptomisin 0.5 ve 1.125 ug/mL konsantrasyonlarda direngli oldugu
tespit edilmistir. Izolat 1 ve izolat 2 diger bakterilerden farkli olarak Penisilin G 0.5
pg/mL dozunda direngli olmustur. Izolat 4, izolat 5 ve izolat 7 streptomisin 0.5-2.25
ug/mL dozlarinda etkili ¢tkmistir. 9 laktik asit bakterisinde de cefamezine kars1 duyarh
oldugu gozlemlenmistir. Tiim bakteriler vancomycin 0.5, 1.125, 2.25, 4.5, 9, 18 ve 36
ng/mL dozlarmda direngli oldugu gériilmiistiir. Izolat 1, izolat 2 ve izolat 8°de 0.5, 1.125,
2.25,4.5 ve 9 pg\mL dozlarda, Izolat 3, izolat4, izolat 5, izolat 6, izolat 7 ve izolat 9 ise
0.5, 1.125, 2.25, 4.5, 9 ve 18 ug/mL konsantrasyonlarda etkili ¢ikmustir.

Cizelge 4. 10. LAB izolatlarinin antibiyotik duyarliliklari (-: tiremenin olmadigini, R: direncli oldugunu
belirtmektedir)

Bakteriler Streptomisin Cefamezin Vancomycin Kanamisin Penisilin G
sulfat

Izolat 1 2.25 - 72 18 1.125

izolat 2 2.25 - 72 18 1.125
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Cizelge 4. 10. (Devam) LAB izolatlarmmin antibiyotik duyarliliklar (-: tiremenin olmadigini, R: direngli
oldugunu belirtmektedir)

Izolat 3 2.25 - 72 18 -
Izolat 4 4.5 - 72 36 -
Izolat 5 4.5 - 72 36 -
Izolat 6 2.25 - 72 36 -
Izolat 7 4.5 - 72 36 -
izolat 8 225 - 72 18 -
izolat 9 2.25 - 72 36 -

Hanghshenas ve arkadaslari tarafindan yapilan g¢aligmalarda Lactobacilli’lerin
genellikle Vancomycine karst duyarli oldugu tespit edilmistir. Vancomycin klinik
enfeksiyonlarina neden olan patojen bakterilere karsi en etkili antibiyotikdir (Nami vd.,
2014).

(h > -

Sekil 4. 17. Antibiyotik duyariiliklar:

4.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

45.1. MTT yontemi ile HepG-2 hiicrelerinde ekzopolisakkaritlerin sitotoksik
etkilerinin belirlenmesi.

HepG-2 hiicreleri, EPS’lerin 10, 5, 2.5, 12,5, 6.25 mg/mL konsantrasyonlari ile 24
saat inkiibasyona birakilmistir, siire sonunda EPS’lerin HepG-2 hiicre hatt1 iizerinde

sitotoksik etkisi MTT yontemi ile belirlenmistir. Kontrol ve konsantrasyon verilmis
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gruplar ELIZA (Enzim Baglantili Immiinosorbent Yéntemi) cihazinda 540 nm dalga
boyunda degerlendirilmistir. Kontrol grubunun absorbans degeri %100 kabul edilerek,
her bir 6rnegin % hiicre canliligi Microsoft Office Excel % programinda hesaplanmuistir.

Sonrasinda veriler GraphPad Prism 9.0 programina aktarilarak, grafikler olusturulmustur.

1 No'lu LAB ekzopolisakkaritinin HepG-2 3 No'lu LAB ekzopolisakkaritinin HepG-2
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Doksorubisin HepG-2 Uzerindeki
Sitotoksik Etkisi

150

100

a1
o
1

% Canlihik Degeri (OD 540 nm)

Konsantrasyonlar mM/mL

Sekil 4.18. Liyofilize EPS’lerin ve doksorubisinin HepG-2 hiicre hatti tizerindeki % hiicre canliltk

degerleri ve istatistiksel olarak degerlendirilmesi (****p<0.0001 n=38)

Cizelge 4.11. Liyofilize ekzopolisakkaritlerin 1Csq degerleri (mg/mL)

izolat kodlar ICso Konsantrasyonlari, mg/mL

1 6.5

55

6.01

3.02

4.5

©| ool Ui M| W

51

452. Akis sitometride Annexin V-PI yontemi ile apoptotik etkinin
degerlendirilmesi

6’1 kuyucuklara 1x10° sayida HepG-2 hiicreleri ekildikden sonra 5 mg/mL
konsantrasyonda farkli ekzopolisakkaritler uygulanmistir. 24 saat’lik inkiibasyon sonrasi
plakalara ‘Annexin-V Fitc Apoptosis Detection Kit (Katalog no: 181273, BD)’ protokolii

uygulanmustir. Ornekler akis sitometri cihazinda okutularak analiz edilmistir.
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Sekil 4. 19. Liyofilize LAB EPS lerinin HepG-2 hiicre hattindaki apoptotik etkisinin Annexin-V — PI
yontemi ile akig sitometride degerlendirmesi

Cizelge 4.12.. Liyifolize ekzopolisakkaritlerin HepG-2 hiicre hattindaki apoptotik etkisinin belirlenmesi.

Canh Nekrotik Erken Geg¢ Apoptotik | Toplam
ddel . hiicre% Apoptotik hiicre % Apoptotik
Maddeler hiicre hiicre % Hiicre %
0/0
Kontrol 98.9 0.0 11 0.0 11
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Cizelge 4.12.(Devam). Liyifolize ekzopolisakkaritlerin HepG-2 hiicre hattindaki apoptotik etkisinin

belirlenmesi.

1 64.7 0.0 34.1 1.2 35.3
4 73.0 0.0 25 12 26.2
5 78.7 0.0 19.6 17 213
8 81.0 0.0 18.0 1.0 19.0
9 88.0 0.0 16 104 12.0

En fazla erken apoptotik hiicre oliimii, %34.1 ile izolat 1’den elde edilmis
ekzopolisakkarit uygulanmis hiicrelerde tespit edilmistir. Nekrotik hiicre 6liimii 5 farkli
ekzopolisakkaritde de tespit edilmemistir. En fazla geg apoptotik hiicre 6limii %10.4 ile
izolat 9’dan elde edilen liyofilize ekzopolisakkarit konsantrasyonuna maruz kalan
hiicrelerde tespit edilmistir.

Elde edilen sonuglara goére; Annexin-V-PIl ile boyanan HepG-2 hiicrelerinde
kontrol grubunun canli hiicreleri %98,9; iken nekroza ugrayan hiicreler %0, gec apoptoza
ugrayan hiicrelerin ise %0 ve erken apoptozda ise %1.1 olarak bulunmustur.

HepG-2 hiicrelerinin 24 saat izolat 1’den elde edilen liyofilize EPS ile inkiibe
edilmesi sonucu canli hiicrelerin toplam hiicrelerin %64.7 iken nekroza ugrayan hiicreler
%0, erken apoptoza ugrayan hiicreler %34.1 ve gec¢ apoptoza ugrayan hiicreler ise %1.2°
dir. Bu durumda apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %35,3’linii olusturmaktadir.

HepG-2 hiicrelerinin 24 saat izolat 4’dem elde edilen liyofilize EPS ile inkiibe
edilmesi sonucu canli hiicrelerin toplam hiicrelerin %73.0 iken nekroza ugrayan hiicreler
%0, erken apoptoza ugrayan hiicreler %25 ve ge¢ apoptoza ugrayan hiicreler ise %1.2’
dir. Bu durumda apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %26.2°ini olusturmaktadir.

HepG-2 hiicrelerinin 24 saat izolat 5’den elde edilen liyofilize EPS ile inkiibe
edilmesi sonucu canli hiicrelerin toplam hiicrelerin %78.7 iken nekroza ugrayan hiicreler
%0, erken apoptoza ugrayan hiicreler %19.6 ve gec apoptoza ugrayan hiicreler ise %1.7’

dir. Bu durumda apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %21,3’iinli olusturmaktadir.
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HepG-2 hiicrelerinin 24 saat izolat 8’den elde edilen liyofilize EPS ile inkiibe
edilmesi sonucu canli hiicrelerin toplam hiicrelerin %81.0 iken nekroza ugrayan hiicreler
%0, erken apoptoza ugrayan hiicreler %18 ve ge¢ apoptoza ugrayan hiicreler ise %1.0’
dir. Bu durumda apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %19.0’1n1 olusturmaktadir.

HepG-2 hiicrelerinin 24 saat izolat 9°dan elde edilen liyofilize EPS ile inkiibe
edilmesi sonucu canli hiicrelerin toplam hiicrelerin %88 iken nekroza ugrayan hiicreler
%0, erken apoptoza ugrayan hiicreler %1.6 ve ge¢ apoptoza ugrayan hiicreler ise
%10.4’ dir. Bu durumda apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %12,0’1n1 olusturmaktadir.

2017 yilinda yapilan arastirmada Akdeniz'den izole edilen Bacillus flexus elde
edilen EPS’in HepG-2 hiicre hattinda antiproliferatif etkisi oldugu tespit edilmistir (Salma
vd., 2017).

4.5.3. Akis sitometride sitokinlerin ( IL-1-beta, IL-6,I1L-10, TNF) seviyelerinin

degerlendirilmesi

HepG-2 ve THP-1 hiicrelerinden kokiiltiir modelinin olusturulmasindan sonra
hiicrelere 5 mg/mL konsantrasyonda farkli ekzopolisakkaritler hiicrelere verilmistir. Daha
sonrasinda hiicreler 24 saat’lik inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda, hiicreler
kaldirilarak hiicre i¢i ( IL-1beta) ve hiicre dis1 (TNF, IL-6, IL-10 ) sitokin seviyeleri akis
sitometri cthazinda okutulmus ve sonuglar degerlendirilmistir.

Akis sitometri cihazi kullanilarak Olgiilen degerlere gére HepG-2 hiicrelerinin
kontrol grubunda 100 ng/mL LPS uygulanmis ve TNF-a seviyesi %25.3 olarak
bulunmustur. izolat 1°den elde edilen liyofilize EPS uygulanmis ko-kiiltiir modelinde
TNF-o seviyesi %8.8’e diiserek ve 2.87 kat azalmustir. Izolat 4’den elde edilen liyofilize
EPS uygulanmis ko-kiiltiir modelinde TNF-a seviyesi %7.3’e diiserek ve 3.46 kat
azalmustir. izolat 5°den elde edilen liyofilize EPS uygulanmus ko-kiiltiir modelinde TNF-
o seviyesi 21.2°ye diismiis ve 1.19 kat azalmistir. Izolat 8°den elde edilen liyofilize EPS
uygulanmis ko-kiiltiir modelinde TNF-a seviyesi 4.3’e diismiis ve 5.88 kat azalmistir.
Izolat 9°dan elde edilen liyofilize EPS uygulanmis ko-kiiltiir modelinde TNF-o seviyesi
%35’e yiikselerek, 1.38 kat artmisdir. Doksorubisin ile muamele edilen ko-kiiltiir
modelinde TNF-a seviyesi %26.2 olup , 1.03 kat artmisdir.
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Sekil 4. 20. Liyofilize LAB EPS lerinin HepG-2 hiicre hattindaki TNF sitokin miktarinini akis sitometride

degerlendirmesi

Akis sitometri cihazi kullanilarak Slgiilen degerlere gére HepG-2 hiicrelerinin kontrol
grubunda 100 ng/mL LPS uygulanmis ve IL-6 seviyesi %12.8 olarak bulunmustur. Izolat
1’den elde edilen liyofilize EPS uygulanmis ko-kiiltiir modelinde IL-6 seviyesi %10.2°e
diiserek, 1.25 kat azalmustir. Izolat 3’den elde edilen liyofilize EPS uygulanmis ko- kiiltiir
modelinde IL-6 seviyesinde degisiklik bulunmanmustir. izolat 4’den elde edilen liyofilize
EPS uygulanmis ko-kiiltiir modelinde IL-6 seviyesi %3.1°¢ diiserek, 4.12 kat azalmistir.
Izolat 5°den elde edilen liyofilize EPS uygulanmis ko-kiiltiir modelinde IL-6 seviyesi
%17.7ye vyiikselerek, 1.38 kat artmustir. Izolat 8’den elde edilen liyofilize EPS
uygulanmis ko-kiiltiir modelinde IL-6 seviyesi %2.2’ye diiserek, 5.81 kat azalmistir.
Izolat 9°dan elde edilen liyofilize EPS uygulanmis ko-kiiltiir modelinde IL-6 seviyesi
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%9.1°¢ diiserek, 1.40 kat azalmistir. Doksorubisin ile muamele edilen

modelinde IL-6 seviyesi %11.8’¢ diiserek, 1.08 kat azalmistir.
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Sekil 4. 20. Liyofilize LAB EPS lerinin HepG-2 hiicre hattindaki |L-6 sitokin miktarinint akis sitometride

degerlendirmesi

Akis sitometri cihazi kullanilarak dlgtilen degerlere gore HepG-2 hiicrelerinin kontrol
grubunda 100 ng/mL LPS uygulanmis ve IL-10 seviyesi %6.9 olarak bulunmustur. izolat
1’den elde edilen liyofilize EPS uygulanmis ko-kiiltir modelinde 1L-10 seviyesinde
degisiklik tespit edilmemistir. izolat 3’den elde edilen liyofilize EPS uygulanmis ko-
kiiltiir modelinde IL-10 seviyesi %14.7 ye yiikselerek, 2.1 kat artmistir. zolat 4’den elde
edilen liyofilize EPS uygulanmis ko-kiiltir modelinde IL-10 seviyesi %Z22.9’a
yiikselerek, 3.31 Kkat artmistir. Izolat 5°den elde edilen liyofilize EPS uygulanmis ko-
kiiltiir modelinde IL-10 seviyesi %10.1 e yiikselerek, 1.4 kat artmustir. Izolat 8°den elde
edilen liyofilize EPS uygulanmis ko-kiiltiir modelinde IL-10 seviyesinde degisiklik
gbzlenmemistir. izolat 9°dan elde edilen liyofilize EPS uygulanmis ko-kiiltiir modelinde
IL-10 seviyesi %8.8’e yiikselerek, 1.27 kat artmistir. Doksorubisin ile muamele edilen

ko-kiiltiir modelinde IL-10 seviyesi %29.2’ye yiikselerek, 4 kat artmustir.
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Sekil 4. 21. Liyofilize LAB EPS lerinin HepG-2 hiicre hattindaki |L-10 sitokin miktarmmini akis

sitometride degerlendirmesi

Yapilan ¢alismada 100 ng/mL LPS ile stimiile edilen THP-1 hiicrelerinin kontrol
grubunda IL-1 seviyesi %65.4’tiir. 1 No’lu EPS uygulanmis ko-kiiltiir modelinde IL- 13
seviyesi %58.1°e diiserek, 1.12 kat azalmistir. 3 No’lu EPS uygulanmis ko-kiiltiir
modelinde IL-1p seviyesi %47.1’¢ diiserek, 1.38 kat azalmistir. 4 No’lu EPS uygulanmig
ko-kiiltiir modelinde IL-1 seviyesi %33.5’e diiserek, 1.95 kat azalmistir. 5 No’lu EPS
uygulanmis ko-kiiltiir modelinde IL-1 seviyesi %45.6’ya diigerek, 1.43 kat azalmistir.
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8 No’lu EPS uygulanmis ko-kiiltiir modelinde IL-1 seviyesi %59.1’¢e diiserek, 1.10 kat
azalmistir. 9 No’lu EPS uygulanmis ko-kiiltiir modelinde IL-1B seviyesi %39.6’ya

diiserek, 1.65 kat azalmstir.
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Sekil 4. 22.  Liyofilize LAB EPS’lerinin HepG-2 hiicre hattindaki |L-1f sitokin miktarimini akis

sitometride degerlendirmesi

Cizelge 4.13. HepG-2 hiicre hattinda 1L-1 Beta seviyesinin sonuglari

IL-1 Beta Negatif (%6) IL-1 Beta Pozitif (%)
Kontrol 345 65.4
1 41.9 58.1
3 52.9 47.1
4 66.5 335
5 54.3 45.6
8 40.8 59.1
9 35.8 64.2
DOX 51.5 39.6

4.5.4. 16S rRNA Dizi Analizi ile Genotipik Karakterizasyonlarin Belirlenmesi

16S rRNA gen dizilimine gore; Sanger dizileme ile elde edilen okumalar, bir konsensiis
dizi olusturmak amaciyla kontig haline getirilmistir. Bu islemin gergeklestirilmesinde
BioEdit yazilimi i¢inde CAP contig assembly algoritmasi kullanilmistir. Diziler NCBI
(National Center for Biotechnology Information) tizerinden eslestirilerek en yakin tiirler
belirlenmistir. Benzerlik Oranlari:  %99.80 olarak bulunmus Lacticaseibacillus

rhamnosus olarak belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda; kolostrumdan izole edilmis laktik asit bakterilerinin izolasyonu,
klasik ve molekiiler yontemlerle tanimlanmasi, antibiyotik duyarliliklar1, antimikrobiyal
aktivite testleri, laktik asit tiretimi, hemolitik aktiviteleri, pH, tuz, safra tuzu ve asit
direngleri, otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri, biyofilm olusturma yetenekleri ,
ekzopolisakkarit izolasyonu ve HepG-2 hiicre hatt1 tizerindeki sitotoksik ve apoptotik
etkileri, hiicre i¢i ve hiicre dis1 sitokin seviyeleri arastirilmustir. Izole edilen suslar
arasindan probiyotik ozelligi olan laktobasiller segilip, ekzopolisakkarit izolasyonu
yapilmistir. Elde edilen ekzopolisakkaritler liyofilize edilerek biyolojik aktiviteleri
belirlenmistir. Laktik asit bakterileri; gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan,
asite ve safra tuzuna direngli, anaerobik veya fakiiltatif aerobik kok veya basil seklinde

olan bakterilerdir (Salas vd., 2016).

Calismamizda kolostrumdan toplam 34 adet izolat elde edilmistir. Bu izolatlardan
gram boyama ve katalaz testi sonucu sonrasi diger deneylere 9 laktobasil susu ile devam
edilmistir. Bu izolatlara farkli safra tuzu konsantrasyonunda ve farkli pH’ da gelisim, TSI
da tireme, hareketlilik ve hidrojen siilfiir olusumu testleri uygulanmistir. 9 izolatinda

morfolojik olarak basil oldugu belirlenmistir.

Izolatlarin probiyotik 6zelliklerini belirlemek icin 9 izolat da hemolitik aktivite,
asitte ve safra tuzunda lireme, ekzopolisakkarit iiretimi, koagregasyin ve otoagregasyon
yeteneklerinin belirlenmesi, biyofilm olusturma, laktik asit iiretim miktarlarinin tayini,
antibiyotik duyarliliklarinin  test edilmesi, serbest radikal siipliriicii etkilerinin

belirlenmesi gibi testler yapilmistir.

Elde edilen sonuglara gore; tiim izolatlarin asite ve safra tuzuna karsi direngli

oldugu ve y-hemolitik aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Laktobasil suglarinin otoagregasyon degerleri %3-19 arasinda degerlendirilmistir.
En yiiksek otoagregasyon ozelligi, %19 ile izolat 3’de tespit edilirken, en diisiik

otoagregasyon 6zelligi ise %3 ile izolat 7°de belirlenmistir. Cizelge 4.4’de gdsterilmisir.

Laktobasil suglarinin E.coli ATTC 35298 ile koagregasyon degerleri %34-88
arasinda tespit edilmistir. En yiiksek koagregasyon o6zelligi %88 ile izolat 5’de tespit
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edilirken, en diisiik koagregasyon oOzelligi ise %34 ile izolat 4’de belirlenmistir.
Laktobasil suslarmin S.aureus ATCC 25923 ile koagregasyon ozellikleri %27-37
arasinda degerlendirilmistir. En yiiksek koagregasyon 6zelligi %37 ile izolat 8’de tespit
edilirken, en diisiik koagregasyon 6zelligi ise %27 ile izolat 3’de belirlenmistir. Cizelge

4.2 ve 4.3’de sonuglar gosterilmistir.

Laktik asit iiretimi patojen bakterilerin iiremesine engel oldugu icin en 6nemli
probiyotik 6zelliklerden biridir. Laktobasil suslarinin laktik asit {iretimi miktar1 %2,25 ile

%?2,7 arasinda tespit edilmistir.

Serbest radikal siipiiriicii etki bakimindan degerlendirilen laktobasil suslarinda
antioksidan aktiviteleri %82.93-84.6 arasinda tespit edilmistir. En yiiksek antioksidan
aktivite, %84.61 ile izolat 1 ve 5 susunda tespit edilirken, en diisiik antioksidan aktivite

ise %82.93 ile 6 susunda belirlenmistir.

Disk difiizyon yontemine gore yapilan antimikrobiyal aktivite testinde;tiim LAB
liyofilize ekzopolisakkaritler patojen bakterilere karsi zon olusturmustur. Zon ¢aplari 11-
30 mm arasinda degisiklik gostermistir. En diisiik zon ¢apinin (11 mm) izolat 8’de
S.aureus patojenine kars1 oldugu belirlenmistir. En biiylik zonlar (30mm) ise izolat 5’de

gorilmiistiir.

Antibiyotik duyarliliklart agisindan izolat 1, izolat 2, izolat 3 ve izolat 6’nin
Streptomisin 0.5 ve 1.125 pg/mL dozlarinda direngli oldugu tespit edilmistir. Izolat 1 ve
izolat 2’nin diger izolatlardan farkli olarak penisilin G 0.5 pg/mL dozunda direngli
olmustur. izolat 4, izolat 5 ve izolat 7’nin streptomisin 0.5-2.25 pg/mL dozlarinda etkili
cikmistir. 9 LAB izolatinin cefamezine karsi duyarli oldugu goézlemlenmistir. Tiim
izolatlar vancomycin 0.5, 1.125, 2.25, 4.5, 9, 18 ve 36 pg/mL dozlarinda direngli oldugu
goriilmiistiir. Izolat 1, izolat 2 ve izolat 8’in 0.5, 1.125, 2.25,4.5 ve 9 ug/mL dozlarda,
izolat 3, izolat 4, izolat 5, izolat 6, izolat 7 ve izolat 9’un 0.5, 1.125, 2.25, 4.5, 9 ve 18
ug/mL dozlarda etkili ¢ikmustir.

TCA yontemi ile tiim suslardan EPS izolasyonu yapilmistir. 9 LAB izolatinda EPS
tiretimi 97-177 mg arasinda bulunmustur. Suslar i¢inde en yiiksek EPS iiretimi (177 mg)

izolat 5°de bulunurken, en diisiik ise (97mg) izolat 1’de tespit edilmistir.
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LAB liyofilize ekzopolisakkarit konsantrasyonlarinin sitotoksik etkileri HepG-2
hiicre hatt1 lizerinde MTT yontemiyle belirlenmis ve ICso degerleri ¢izelge 4.11°de
verilmistir. Liyofilize ekzopolisakkaritlerin ICso degerleri izolat 1, izolat 3, izolat 4, izolat
5, 1zolat 8 ve izolat 9 i¢in sirastyla 6.5 mg/mL, 5.5 mg/mL, 6.01 mg/mL, 3.02 mg/mL, 4.5

mg/mL ve 5.1 mg/mL olarak belirlenmistir.

LAB izolatlarinin liyofilize EPS’lerin apoptotik etkileri ¢izelge 4.11°de gdsterilmistir.
HepG-2 hiicrelerine konsantrasyon verildikten sonraki 24 saat’lik sonuglari; 1 No’lu
EPS’in hiicrelerde %35.3’de apoptoza neden oldugu, 4 No’lu EPS’in hiicrelerde
%26.2’de apoptoza neden oldugu, 5 No’lu EPS’in hiicrelerde %21.3’de apoptoza neden
oldugu, 8 No’lu EPS’in hiicrelerde %19.0°da apoptoza neden oldugu, 9 No’lu EPS’in
hiicrelerde %12.0° da apoptoza neden oldugu belirlenmistir. 9 LAB izolat1 arasindan
biyolojik aktiviteleri daha yiiksek olan suslarda hiicre i¢i ve hiicre dis1 sitokin seviyeleri
belirlenmistir. Sonug olarak; Lactobasillerden elde edilen ekzopolisakkaritlerin, saglik,
gida ve kozmetik alaninda bir¢ok uygulama potansiyeli olabilecegi, gelecekte farkli

alanlarda uygulama yeri bulabilecegi diistiniilmektedir.
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