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OZET

KOLOSTRUMDAN ELDE EDILMIS LIYOFILIZE POSTBIYOTIKLERIN
SITOTOKSIK VE APOPTOTIK ETKILERI

Hacer AKDAG
Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Subat 2023

Danisman: Dog. Dr. Zerrin CANTURK

Mikrobiyotada meydana gelen disbiyoz sonucunda ortaya ¢ikan onemli saglik
sorunlarindan biride kanserdir. Kolorektal kanser, diinya ¢apinda her yil tahmini
1.000.000 yeni vaka ve gelismis diinyada yaklasik %33'liik 6nemli bir 6liim orani ile
kanser insidansinin iigiincii 6nde gelen nedenidir. Sigir kolostrumu (SK), antikanser etki
gosterme potansiyelinden oOtiirli  arastirmacilarin  giin - gectikce ilgisini ¢ekmeye
baglamistir. SK, gii¢lii antioksidan, antiinflamatuar, anti-kanser ve anti-mikrobiyal
ozelliklere sahip bir glikoprotein olan laktoferrin agisindan zengindir. Kolostrum
probiyotik 0Ozellikli bakteriler acisindan da fazlaca g¢esitlilik igermektedir. Bu tez
kapsaminda; 21 giin fermente edilmis kolostrumdan izole edilmis laktik asit
bakterilerinin, klasik ve molekiiller yontemlerle tanimlanmasi, otoagregasyon ve
koagregasyon, biyofilm olusturma, antibiyotik duyarliliklari, antimikrobiyal aktivite,
laktik asit tretimi, hemolitik aktiviteleri, pH, tuz, safra tuzu ve asit direngleri
belirlenmistir. Caco-2 hiicre hatt1 lizerinde MTT yontemi ile sitotoksik ve Anneksin V-
PI yontemi ile de apoptotik etkileri ise liyofilize postbiyotikler kullanilarak
aragtirtlmistir.  Biyolojik aktivite agisindan One ¢ikan bes tiir Lacticaseibacillus
rhamnosus olarak tanimlanmistir. 1Csp degerleri 8.657- 15.520 mg/mL arasinda
bulunmustur. Akis sitometride yapilan ¢asilmalarda ise; liyofilize postbiyotiklerin geg
apoptozise neden oldugu bulunmustur. Postbiyotiklerin, probiyotiklere kiyasla canli
mikroorganizma igermemesi, ¢oOziinebilir bakteri metabolitlerini icermesi, saklama
kosullari, dayaniklilik gibi iistiin 6zelliklere sahip olmasi gelecekte gida, kozmetik ve

takviyeler agisindan saglik yararina kullanilma potansiyelini ortaya koymaktadir.

Anahtar Sozciikler: Kolorektal kanser, kolostrum, probiyotik, akis sitometri.



ABSTRACT

CYTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF LYOPHYLIZED POSTBIOTICS FROM
COLOSTRUM

Hacer AKDAG
Department of Pharmaceutical Microbiology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, February 2023

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zerrin CANTURK

Cancer is one of the important health problems that occur as a result of dysbiosis
in the microbiota. Colorectal cancer is the third leading cause of cancer incidence, with
an estimated 1,000,000 new cases worldwide each year and a significant death rate of
approximately 33% in the developed world. Bovine colostrum (SK) has begun to attract
the attention of researchers day by day due to its anticancer potential. SK is rich in
lactoferrin, a glycoprotein with powerful antioxidant, anti-inflammatory, anti-cancer
and anti-microbial properties. Colostrum also contains a wide variety of probiotic
bacteria. Within the scope of this thesis; Identification, autoaggregation and
coaggregation, biofilm formation, antibiotic susceptibility, antimicrobial activity, lactic
acid production, hemolytic activities, pH, salt, bile salt and acid resistance of lactic acid
bacteria isolated from colostrum fermented for 21 days were determined by classical
and molecular methods. On the Caco-2 cell line, cytotoxic effects with MTT method
and apoptotic effects with Annexin V-PI method were investigated using lyophilized
postbiotics. Five species that stand out in terms of biological activity have been
identified as Lacticaseibacillus rhamnosus. IC50 values were found to be between
8.657 and 15.520 mg/mL. In the studies performed in flow cytometry; lyophilized
postbiotics have been found to cause late apoptosis. The fact that postbiotics do not
contain live microorganisms compared to probiotics, contain soluble bacterial
metabolites, have superior properties such as storage conditions and durability, reveals
the potential to be used for health benefits in terms of food, cosmetics and supplements

in the future.

Keywords: Colorectal cancer, colostrum, probiotic, flow cytometry.
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ETiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢calisma oldugunu; calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
uygun davrandigimi; bu ¢alisma kapsaminda elde edilen tiim veri ve bilgiler i¢in kaynak
gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynak¢ada yer verdigimi; bu c¢alismanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
hicbir sekilde “intihal icermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢calismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykirt bir durumun saptanmasi durumunda, ortaya cikacak

tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.

Hacer AKDAG

Imza
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1. GIRIS ve AMAC

Son yillarda diisiik kaliteli gida alimi ve modern yasamin getirdigi hareketsiz
yasam tarzi, insan sagliginin bozulmasinin nedenlerindendir. Bu modern yasam tarzi,
bagirsak mikrobiyotasinda disbiyoza neden olur ve disbiyozun yirmi birinci ylizyilda
yaygin olan ¢esitli hastaliklarla baglantili oldugu ¢ok sayida calismada gosterilmistir
(Vyas ve Ranganathan, 2012).

Dengeli bagirsak mikrobiyotasi, genellikle gastrointestinal sistemde (GIS)
yasayan dinamik, karmasik ve bir¢ok farkli mikroorganizmadan olusur. Mikrobiyotanin
dengede olmasi insan fizyolojisi ve beslenme agisindan biiyiik énem tasir. insan
viicudunda yasayan bu bakterilere, konakg¢ilarina yararlar saglamalar1 karsiliginda besin

acisindan zengin bir yasam alani verilir (Zo6tkiewicz vd., 2020; Sharma vd., 2009).

Mikrobiyotada meydana gelen disbiyoz durumunda onde gelen saglik
sorunlarindan biri de kanserdir. Kanser, kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra 6nde
gelen o6liim nedenlerinden biridir. 2020 yilinda diinya genelinde yaklagik 10 milyon
kansere bagli 6lim (melanom dis1 cilt kanseri hari¢ 9,9 milyon) meydana gelmisken,
tahminen 19,3 milyon yeni kanser vakasi (melanom dis1 cilt kanseri hari¢ 18,1 milyon)

gerceklesmistir (Sung vd., 2021).

Kolorektal kanser (KK) en yaygin kanserlerden biridir. Kolorektal kanser, diinya
capinda her yil tahmini 1 milyon yeni vaka ve gelismis diinyada yaklasik %33'lik
onemli bir 6lim oran ile kanser insidansinin {giincii dnde gelen nedenidir. Bati
tilkelerindeki artigla KK insidansinin 2030 yilina kadar diinya genelinde 1,1 milyon
olim ve 2,2 milyon vakaya yiikselecegi tahmin edilmektedir (Cheng vd., 2020; Jobin,
2013).

Kanserde kullanilan tedaviler kemoterapi, radyasyon ve cerrahi operasyonlari
icermektedir. Kemoterapi ve radyasyona maruz kalmak genellikle ciddi yan etkiler ve
hastalarin  yasam  kalitesinde = bozulmaya sebep olabilmektedir.  Bunlarin
yaninda kanserleri tedavi etmek icin hastaneye yatis ve ila¢ maliyetleri ¢ok yiiksek
degerlerdedir ve saglik sistemlerine fazlaca ekonomik yiik getirmektedir. Bu
olumsuzluklar, arastirmacilart kanseri tedavi etmek i¢in uygun maliyetli ve daha az yan
etkileri olan alternatif tedaviler aramaya tesvik etmektedir. Sonu¢ olarak; bu amagla,

bitki ve hayvanlardan izole edilen antikanser bilesiklerin klinik olarak



degerlendirilmesi, kanser riskini azaltan gida takviyeleri gelistirmek ve optimum
beslenme dizayninin Onemini gostermek igin bircok ¢alisma yapilmaktadir. Bu
caligmalar igerisinde probiyotik mikroorganizmalar konak {izerindeki etkileri
diisiiniildiiginde 6nemli bir arastirma konusu haline gelmistir (Fuller, 1986; Lakritz,

2014; Bagwe-Parab, 2020).

Sigir  kolostrumu (SK), antikanser etki gosterme potansiyelinden otiirii
aragtirmacilarin dikkatini ¢ekmistir. SK, gii¢lii antioksidan, antiinflamatuar, anti-kanser
ve anti-mikrobiyal Ozelliklere sahip bir glikoprotein olan laktoferrin agisindan
zengindir. Kolostrum probiyotik Ozellikli bakteriler agisindan da fazlaca g¢esitlilik
icermektedir (Bagwe-Parab, 2020; Xu vd., 2021).

Tiim viicudu etkileyebilen dengeli bir bagirsak mikrobiyotasinin olugmasini
saglayan probiyotikler; bagirsak epiteline tutunarak patojenlere karsi bir bariyer
olusturmaktadirlar. ~ Probiyotik mikroorganizmalar genel olarak laktobasiller,
bifidobakteriler, enterokoklar ve streptokoklardan olusan faydali mikroorganizmalardir

(Trichopoulos, 2005).

Genel olarak probiyotiklerin kanser Onleme mekanizmasi; prokanserojenlerin
kanserojene dontlisimiinii engelleme, mutajenlerin inaktive edilmesi veya baglanmasi,
pro-kanserojen ozellige sahip bakterilerin tiremesini kisitlama, kanserojen emiliminde
azaltma, safra tuzu konsantrasyonunun dengede tutulmasi, bagisiklik sisteminin

giiclenmesine katki gibi yararlarini igermektedir (Leroy vd., 2008).

Probiyotiklerin olumlu yondeki etkileri uygulanan susa, uygulama sekline, bireye
ve uygulamanin sartlarina bagli olarak degismektedir. Canli mikroorganizmalar bazi
insanlarda temel kullanim sorunlar1 olusturabilecek riskler tasimaktadir. Bu riskler canli
olmayan bakteri hiicrelerinin ve bunlarin bilesenlerinin probiyotik islevsellik tizerindeki
potansiyel etkisi diisiincesini tetiklemistir. Son zamanlarda bu diisiincenin kabul
goriilmesi ve bu yondeki ilerleyis "postbiyotik" teriminin ortaya ¢ikmasina yol agmistir
(Sharma vd., 2022; Marco vd., 2006).

Postbiyotikler; konakgiya fizyolojik faydalar saglayan, ekstrakte edilmis veya
salgilanmig herhangi bir molekiil olarak tanimlanabilir. Bu biyojenikler; hiicresiz

stipernatanlari, metabolik iriinleri veya yan triinlerini (biyoaktif ¢oziiniir bilesenleri),



hiicre bilesenlerini ve bakteriler tarafindan iretilen maddeleri icermektedir (Cicenia
vd, 2014; Moradi vd., 2020).

Postbiyotiklerin etkili olabilecegi mekanizmalar arasinda immiinomodiilasyon,
enfeksiyonlarin  6nlenmesi, anti-timoér ve anti-aterosklerotik etkiler, otofaji
diizenlenmesi ve yara iyilesmesinin hizlandirilmas1 bulunmaktadir. /n vivo ve in vitro
modellerin kullanimiyla postbiyotiklerin biyoaktivitesinin derlendigi bir ¢aligmanin
sonucunda ise ortaya ¢ikan bazi etkiler, immiinomodiilator, anti-inflamasyon, anti-
proliferatif, anti-oksidan, anti-obezojenik, hepatoprotektif ve antimikrobiyal etkilerdir
(Zo¥kiewicz vd., 2020; Aguilar-Toala vd., 2018).

Bu tez kapsaminda; 21 giin fermente edilmis kolostrumdan laktik asit
bakterilerinin  izolasyonu, klasik ve molekiiler yontemlerle tanimlanmasi,
otoagregasyonve koagregasyon yetenekleri, biyofilm olusturma yetenekleri, antibiyotik
duyarliliklari, antimikrobiyal aktivite tastleri, laktik asit iiretimi, hemolitik aktiviteleri,
pH, tuz, safra tuzu ve asit direngleri ve Caco-2 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik ve
apoptotik etkileri arastirilmistir. Bu amagcla oncelikle; izole edilen laktobasil suslarindan
probiyotik olduklarini belirledigimiz laktobasillerin probiyotik olma o6zellikleri
taranmis, bu Ozelliklere sahip olan laktobasil suslarinin kiiltiir siipernatantlari liyofilize

edilerek biyolojik aktiviteleri belirlenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Kolostrum

Yenidogan bir memelinin ilk besini olan kolostrum bazen "yasam iksiri" olarak
anilir ve doganin armagani olarak kabul edilir. Kolostrum, dogum sonrasinda 2-4 giin
stiresince salgilanan siittiir. Temel biyolojik gorevi, savunmanin en diisik oldugu
yasamin ilk evresindeki yenidoganin patojenlere karst bagisiklik kazanmasin
saglamakla birlikte biiylime ve gelismesini desteklemek olan kolostrum “erken siit”

olarak da bilinmektedir (Tripathi ve Vashishtha, 2006).

Bir diger ifade ile kolostrum yenidogan canlinin besin ihtiyaglarini oldukca
konsantre ve diisiik hacimli bir sekilde almasimi saglayan dogum sirasindaki kan-siit
bariyerindeki agikliktan kaynaklanan ozellikleriyle kana benzeyen, dogan yavrunun
plasenta siireci beslenmesinden siit beslenmesine adaptasyonunu saglayan yapiskan,

kanli, sarimst bir sividir (Bernabucci vd., 2013; Shah, 2000; Sangild vd., 2021).

Kolostrum; yenidoganin mikroorganizma bakimindan zengin dogum sonrasi
ortam ve enteral anne siitiine annenin gobek bagi besin kaynagi ile siirdiiriilen
cogunlukla steril fetal yasamdan ge¢isinde besleyici, immiinolojik ve antimikrobiyal bir
"koprit" islevi goriir. Memeli tiirlerinde kolostrum ve olgun siit seklinde farkli meme
salgilarinin saglanmasi, bin yilda gelisen temel bir hayatta kalma islevidir. insanlarda,
dogumdan hemen sonra kolostrum iiretimi baglar ve onu takiben, dogumdan sonraki iki
hafta salg1 aktivasyonu giderek farklilagir ve sonunda olgun siit olarak kabul ettigimiz

artmig siit hacmine gegilene kadar bu donem devam eder (Sangild vd., 2021).

Kolostrumun o6nemi, ¢ok eski zamanlarda fark edilmis oldugundan buzag:
dogduktan sonra bir¢ok iilkenin geleneklerine gore kutlamalar yapilmaktadir. Bazilari
sigir  kolostrumundan pasta yaparken, Iskandinav iilkelerinde ise insanlarmn
hazirladiklar1 kolostrum ve baldan olusan tatliy1 kutlama amaciyla tiikettikleri

bildirilmektedir (Rocha, 2016; Thapa, 2005).
2.1.1. Kolostrum bilesenleri

Kolostrum; plasental kaynakli amino asit ve glikoz kaynakli temel besinlerden,

proteinler ve laktoz gibi daha karmasik makromolekiillerin agizdan alimina gegis



stirecinde gerekli besinleri saglar. Yenidoganin dogum kanali mikro florasina ve dogum
sonrasinda da g¢evreden gelecek bircok mikroorganizmaya karsi adaptif bagisikligin
olgunlagsmasina kadar yenidoganin dogal bagisikligini destekleyen bagisiklik korumasi
saglamaktir. Kolostrum bu yoniiyle pasif bagisiklig1 saglayacak koruyucu antikorlar
icermektedir ve ayn1 zamanda IgA’nin da ana kaynagidir (Goldman, 2002; Thaba, 2005;
Buttar vd., 2017).

Kolostrum bagirsagin ug¢ bolgelerine ulasincaya dek biyoaktivitesini korumaya
yardimci ve yikimini dnleyen koruyucu ve onarict maddeler arasinda sinerjistik tepkileri

saglayan kombinasyon halinde paketlenmistir (Playford., Weiser., 2021).

Hayvanlarda yenidoganlarin hayatta kalmasi i¢in kritik olan kolostrum, insanlarda
hayatta kalmak i¢in olmasa bile dnemli bir bilesendir. Bu yiizden yeterli kolostruma
sahip olmayan annelerde bebekler icin sigir kolostrumu giivenilir bir alternatif
olabilmektedir. insanlar ve diger memeliler genellikle ayn1 dis ortami paylasirlar ve
viicudun dis yiizeyleri (deri, akcigerler ve bagirsaklar) boyunca benzer bakterilere,
virlislere ve mantarlara maruz kalirlar. Sonu¢ olarak, bir tiirden kolostrumun
antimikrobiyal aktivitesi bagka bir tlirde de kismen etkili olmaktadir. "Kolostrum
kopriisii" bu ozellikleri nedeniyle dnem tasimasina karsin sigir ve insan kolostrumu
arasinda hem besinsel hem de immiinolojik faktorler agisindan belirgin farklar vardir.
Ayrica sigir kolostrumu insan kolostrumundan 100 ile 1000 kat kadar daha fazla
aktiviteye sahiptir (Buttar vd., 2017; Stevens vd., 2009; Sangild vd., 2009).

Sigir kolostrumunun kalitesi ve bilesimi, cins, parite, sagim zamanlamasi,
hastaliklar, dogum oncesi beslenme, mevsim, kuru donem uzunlugu gibi genetik ve
cevresel faktorler nedeniyle oldukca degiskendir (Nowak vd., 2012; Hyrslova vd.,
2016).

Fizikokimyasal 6zellikleri ve bilesim bakimindan olduk¢a degisken ve dinamik
olan kolostrum daha fazla miktarda protein, mineraller, vitaminler, immiinoglobulinler,
antimikrobiyal peptitler (lizozim, laktoferrin ve laktoperoksidaz) ve biiylime faktorleri
icerdiginde dolay:1 laktasyon siitiinden ayrigmaktadir (McGrath vd., 2016; Silva vd.,
2019).



Cizelge 2.1. Temel bilesen icerigi agisindan kolostrum (Tripathi ve Vashishtha, 2006)

KOLOSTRUM BiLESENLERI
Besin Faktorleri Immiin Faktérler Biiyiime Faktorleri
Karbonhidrat Immiinoglobulinler EGF
(1gA, 1gG, IgM, IgD ve
Protein IgE) TGF-a ve TGF- B
Yag — IGF-1 ve IGF-I11
a8 Sitokinler GF-lvelG
Mineral VEGF
Laktoferrin
Vitamin PDGF
B-laktoglobulin

o-laktoalbumin

Lizozim

Oligosakkaritler

Polipeptitler

2.1.2. Kolostrum bakteri icerigi

Yenidoganin oncii mikrobiyal kaynagi olan kolostrumda, siitte ki fonksiyonel
bilesenler disinda bol miktarda bakteri bulundugu ¢ok sayida calisma tarafindan
gosterilmistir. Bunlarin bagirsak mikrobiyotasinin gelisimini ve bakterilerin neden
oldugu bagirsak bagisiklik sisteminin gelisimini etkileyebildigi bilinmektedir (Quigley
vd., 2013; Pannaraj vd., 2017).

S1g1r kolostrumu kalitesi ikinci buzagilamadan sonra giderek artar ve yaslh inekler
en kaliteli kolostrumu {retirler. Bu durumun artan patojen maruziyetiyle gelismis
bagisikligin ve viicut kondiisyon skorunun bir sonucu oldugu distinilmektedir.
Kolostrum mikrobiyotasinin, ¢esitliligi agisindan yapilan bir ¢alismada primipar (ilk
dogumu olan) sigirlarin kolostrum mikrobiyotasinin multipar (¢ok kez dogum yapmis)

sigirlara gore daha zengin oldugu goriilmiistiir. Bunda kuru donemden kaynakli artan




mastitise (meme bezi parankiminin iltihaplanmasi) bagli antibiyotik tedavisinin etkili
oldugu diistintilmektedir (Karav vd., 2021; Falentin vd., 2016).

Kolostrum mikrobiyal ¢esitliligini saptamak i¢in 70 Holstein ineginden 4 meme
bezi ¢eyreginin hepsinden toplanan kolostrum Ornekleriyle yapilan bir ¢alismada 16S
rRNA dizi analizi kullanilarak mikrobiyom analiz edilmistir (F. Lima, Teixeira, S.
Lima, Ganda, Higgins, Oikonomou, Bicalho, 2017).

Cizelge 2.2. 70 Farkl: sigirdan toplanan kolostrumda bulunun bakteri taksonlart ve parite farklarna
gore yiizdeleri *Baglardaki harfler taksonomik birimi ifade etmektedir. t(takim), f(familya), c(cins)

tanimlanan bakterinin taksonomik sinifin1 ifade eder (F. Lima, Teixeira, S. Lima, Ganda, Higgins,
Oikonomou, Bicalho, 2017).

Mikroorganizma Primipar Multipar
¢_Staphylococcus %19.47 %12.8
c_Prevotella %7.7 %6.825
f_Ruminococcaceae %4.9 %5.5

t Bacteroidales %4.95 %4.6
t_Clostridiales %4.45 %4.225
¢_Pseudomonas %3.75 %5.2
¢_Fusobacterium %3.425 %4.575
f_Planococcaceae %3.5 %3.975
f_Enterobacteriaceae %3.175 %4.1
t_Actinomycetales %3.5 %3.225
¢_Acinetobacter %2.325 %3.65
¢_Bacteroides %1.15 %2.675
¢_Halomonas %2.025 %2.2
f_Lachnospiraceae %1.95 %1.85
¢_Mycoplasma %2.3 %2.075
¢_Ruminococcus %1.55 %1.425
¢_Corynebacterium %1 %1.3
f_Pseudomonadaceae %1.3 %1.4
¢_Porphyromonas %1.075 %1.175
¢_Bacillus %0.75 %1.15

Bir bagka ¢alismada ise; kolostrumun M17 ve %0.05 sistein i¢ceren pH= 5.4 olan
De Man, Rogosa ve Sharpe agar (MRS) ortamina ekilmesi sonucu 29 sus izole
edilmistir. Suslar 16S rRNA dizi analizi yontemiyle tanimlanmigtir. Staphylococcus

chromogenes en sik izole edilen tiir olurken iki potansiyel probiyotik tiir olan laktik asit
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bakterisi (LAB) tiirii (Lactobacillus casei ve Bifidobacterium pseudolongum) MRS besi

ortamindan geri kazanilmistir (Lindler vd., 2011).

Cizelge 2.3. Kolostrum orneklerinden kiiltiire alman suslar (Lindler vd., 2011).

Sus Izolat | Besiyeri orijini | Tahmin edilen sus Accession | %
sayis1 numarasi

1-4 2 MRS CYS pH=5.4 | Lactobacillus casei HMO058411 | 100

2 1 M17 Staphylococcus FJ858975 98
pseudintermedius

3-8-9-10- 12 M17 Staphylococcus chromogenes | AY688044 | 99

11-13-15-

17-18-19-

21-25

5-6 2 MRS CYS pH=5.4 | Bifidobacterium GU361828 | 99
pseudolongum

7 1 MRS CYS pH=5.4 | Propionibacterium acnes EF680442 99

12-16 2 M17 Brachybacterium sp. AB449755 | 98

14 1 M17 Streptococcus uberis AM946015 | 99

20 1 M17 Paenibacillus barcinonensis FJ174659 | 99

22 1 M17 Bacillus circulans EU653002 | 100

23 1 M17 Macrococcus caseolyticus GU904705 | 99

24-26 2 M17 Uncultured bacterial clone GQO055058 | 99

27-29 2 MRS CYS pH=5.4 | Paenibacillus graminis AB428571 | 99

28 1 M17 Cellulosimicrobium funkei AYT729960 | 99

Sigir kolostrumu, 6zellikle Bifidobacteriacea ve Lactobacillaceae familyasinin
tiyelerinin bagirsak mikrobiyotasinda biiylimesini destekleyen frukto-oligosakkaritler,
galakto-oligosakkaritler,
icermektedir (Grigas vd., 2021).

gangliozitler ve niikleositler gibi prebiyotik bilesikleri

Yapilan bir diger sigir kolostrumu mikrobiyom analizi ¢alismasinda ise; en fazla
Lactococcus cinsi bakteriler tanimlanmistir. Lactococcus cinsi bakterilerinin yogunlugu

sogutmaya maruz kaldiginda; bagil bollugu ortalama %13.6° dan %0.5’ in altina



diistiigli  gorilmustiir.  Lactococcus’un insan kolostrumunda da yaygin olarak

bulundugu bilinmektedir (Rubio vd., 2012; Yeoman vd., 2018).

Kolostrumda yogun olarak Proteobacteria (ortalama %42), Firmicutes (ortalama
%22) ve Bacteroidetes (ortalama %?21) filumuna ait bakterilerin bulundugu
belirlenmistir. Sogutmanin ardindan bazi cinslerin nispeten azaldigr goriiliirken,
Proteobacteria filumunun ¢ogunlukla smiflandirilmamis cinsinde 1.5-2 kat artisa
karsilik gelmistir. Genel anlamda sigir kolostrum mikrobiyomu sogutma isleminden

etkilenmektedir (Yeoman vd., 2018).

Kolostrum &rneklerinde birgok probiyotik 6zellikli bakteri bulunmaktadir.
Yapilan farkli bir ¢alismada Bacillus circulans (toplanan numunelerin %75' inde
mevcut), Lactobacillus plantarum (%75) ve Bacillus subtilis (%55) dahil olmak iizere

bazi ortak yararli bakteriler tanimlanmistir (Xu vd., 2021).
2.2. Probiyotikler

Diinya Saghk Orgiiti (WHO) ve Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii
(FAO)’ ne gore "Yeterli miktarlarda uygulandiginda konakgiya yarar saglayan canli
mikroorganizmalar" tanimi diinya ¢apinda probiyotiklerin yaygin olarak kabul géren
bilimsel tanimidir. Birgok gida ve takviyede canli mikroorganizma bulunabilir, ancak;
sadece saglik tlizerinde kanitlanmig olumlu etkisi olan karakterize edilmis suslar

probiyotik olarak adlandirilmaktadir (ISAPP, 2014).
2.2.1. Probiyotiklerin genel 6zellikleri

Probiyotik  ozellikli  bakteriler gram o6zelligi bakimindan pozitif, spor
olusturmayan ve basil olarak bilinmektedir. Sicaklik, oksijen ve pH gibi faktorler
probiyotikler i¢cin oldukga etkilidir. Bu yiizden probiyotiklerin kullanilabilir olmasi i¢in
diisik pH’ ya sahip mide asitligine, enzimlere ve safra tuzlarina karsi dayanarak
canliliklarimi  koruyabilmeleri gerekmektedir. Laktobasil ve Bifidobakteri tiirleri
probiyotiklerin en dnemli grubunu olusturmaktadir. Bununla birlikte diger baz1 maya ve
kif tiirleri de probiyotik olarak kullanilabilmektedir (Ljungh ve Wadstrom, 2006;
Soccol ve digerleri, 2010).



Bir bakterinin probiyotik olarak olarak tanimlanabilmesi ve kullanilabilmesi i¢in

tasimasi gereken bazi kriterler bulunmaktadir. Bunlar asagidaki gibi siralanabilir:

e Asit ve safra tuzlarma direnc; GIS’ de probiyotik olacak mikroorganizmanin
hayatta kalabilmesi i¢cin midede maruz kalacag: diisik pH’ dan etkilenmemesi
gerekmektedir. Probiyotikler ayni zamanda safra tuzlarinin ousturacagi
kosullardan etkilenmeden bagirsakta metabolize edilebilmelidir (Shah, 2001).

e Tutunma o6zelligi: Tutunma Ozellikleri probiyotik bakterilerin en 6nemli
ozelliklerindendir. Probiyotiklerin kolona tutunmalari ve koloni olusturmalari
patojenlerin tutunmalarin1 Onleyerek koloni olusturmalarini azaltma ve bu
sayede immun sistemin modiillasyonunu ve mukozanin iyilesmesine etkisi
bakimindan 6nem arz etmektedir (Ouwehand vd., 2002).

e Giivenlik: Probiyotik olarak kullanilacak olan mikroorganizmalar giivenli
olmalidir. Yani toksin iiretmemeli ve patojen olmamalidir. Bu ylizden suslarin
dogru bir sekilde tanimlanmalar1 gerekmektedir (Yerlikaya vd., 2008).

o Uretilebilir ve depolamlabilir olma ozelligi: Probiyotiklerin yiiksek
konsantrasyonda yasayabilmesi ve kiiltlirlerin hazirlamasi, depolanmasi ve
tasinmasinda stabil kalmasi gerekmektedir. Fermantasyon ve besinlere katildigi

esnada istenilen kalitede tiretim yapilabilmelidir (Shinde, 2012).

Son olarak, klinik agidan raporlanmig saglik bakimindan bir faydasinin olmasi ve
patojen bakterilerin liremesine karsi sentezledikleri maddeler gibi anti-mikrobiyal

ozellikte maddeler tiretmesi gerekmektedir (Saarela ve digerleri, 2000).
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Cizelge 2.4. Laktobasil ve Bifidobakteri tiirlerinden probiyotik olarak kullanilanlara bazi érnekler
(Salminen, 1998).

CINSLER TURLER
Lactobacillus lactis
Lactobasillus tiirleri Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus reuteri
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus cellebiosus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus casei
Lactobacillus curvatu,
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus gasseri

Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium tiirleri Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium breve

Bifidobacterium infantis

Bifidobacterium thermophilum

2.2.2. Insan saghg iizerinde probiyotiklerin etkileri ve bagirsak mikrobiyotasi

Son yillarda insan mikrobiyotasinin saglik i¢in 6nemi net bir sekilde ortaya
konmustur. Hamilelik ve sonrasindaki mikrobiyotanin; bagisiklik sisteminin erken
programlanmasi, yetiskin bagisiklik fonksiyonunu destekleme, mikrobiyomun genel
sagligi belirleyen onemli faktorleri olarak bilinmektedir. Bu yoniiyle probiyotik kavrami
yasamin tiim evrelerinde mikrobiyal etkilesim yoluyla insan sagliginin iyilestirilmesi
icin saglik hizmetleri, gida ve tiiketiciler gibi bir¢cok alanda giderek daha fazla 6nem

kazanmaktadir (Selma-Royo vd., 2019; Salminen vd., 2021).

Insan bagirsag:; mikrobiyota, konakg1, hiicre ve besinlerin yogun etkilesimde
oldugu bir ekosistemdir. Bu iligski uzun siire bagirsak mukozasini istila eden, degistiren
ve yayilarak sistemik enfeksiyona sebep olan toksinler sebebiyle sadece patojenik
yoniiyle ele alinmistir. Daha sonra ¢esitli Laktobasil tiirleri, hastaliklarin 6nlenmesinde

kapsamli bir sekilde incelenmistir ve probiyotiklerin bagirsak mikrobiyotasindaki
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mikroorganizma popiilasyonunu degistirebilecegi gibi bagirsak mikrobiyotasi

ekosisteminin igleyisini kontrol edebilecegi ortaya konmustur (Butel, 2014).

Hastaliklarin tedavisinde bagirsak mikrobiyotasinin probiyotik tiirlerle modifiye
edilmesi son donemlerde daha da 6n plana ¢ikmistir. Bu probiyotik tiirlerinin tedavi
potansiyeli arastirmacilar1 probiyotiklerin {iretimi ve bagirsak mikrobiyotasinin
modiilasyonunu daha kapsamli incelemeye tesvik etmistir (Metchnikoff, 1908; Fata vd.,

2017).

Antibiyotik kaynakli ishali azaltmaya, sindirim sorunlarim1 diizeltmeye, emen
bebeklerde kolik semptomlarini ve egzama gibi atopik sorunlarin azaltilmasina, erken
dogan bebeklerde nekrotizan enterokoliti azaltmaya, laktoz sindirim sorunlarini
azaltmaya yardimci olurken, akut pediatrik enfeksiy6z ishali tedavi etmek ve iist

solunum yolu, bagirsak enfeksiyonu riskini veya siiresini azaltmak gibi saglik yararlar

mevcuttur (ISAPP, 2014).
2.2.3. Probiyotikler ve kanserde kullanim

Probiyotiklerin  gdsterdigi  antikanserojenik  ve  antimutajenik  aktivite,
organizmalarin gelisim esnasinda salgiladiklar1 bilesiklerden kaynaklanacagi gibi
kanserojenlere  donilisecek  prokanserojenlere etkili mikroorganizmalara  karsi
gosterdikleri antagonistik etkiyle de agiklanabilir. Probiyotikler fekal enzimlerin (bunlar
prokanserojenleri kanserojen maddelere doniismesini saglayan enzimler) aktivitelerini
onlerler (Kilig, 2001)

Bagirsak mikroorganizma igeriginin dagiliminda ve sindirim enzimlerinin
aktivitesi lizerinde L. acidophilus’un faydali etkilerinin oldugu ve kolon kanseri
ihtimalini  azalttigina isaret etmektedir. Bifidobacterium tiirlerinin  antitimor
aktivitesinin hiicre duvarinda bulunan muramilpeptinaz gibi bilesiklerle ilgili oldugu
distintilirken, L. acidophilusta bu etki hakkinda iki agiklama bulunmaktadir.
Bunlardan birincisi bagirsak sisteminde olusabilecek kanserojenik bilesiklerin
olusmasma engel olmak, digeri ise konakg¢inin bagisikliginin giiglendirilmesi veya

kanser olusumunun baskilanmasidir (Ozbas, 1993).
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Genel olarak probiyotiklerin kanser 6nleme mekanizmasi prokanserojenlerin aktif
kanserojene evrilmesini engelleme, mutajenlerin inaktive edilmesi veya baglanmast,
kanserojenlerin emilimini inhibe etme, pro-kanserojen ozellikteki bakterilerin tiremesini
durdurma, bagisikligin arttirilmasi, safra tuzu konsantrasyonunun dengeye getirilmesi

gibi saglik agisindan faydali islevleri barindirir (Leroy vd., 2008).
2.2.4. Probiyotikten postbiyotige gecis

Probiyotik kullanimi1 bagirsak bariyeri bozulmus, bagisikligi diigsmiis, sepsis ve
prematiire bebekler gibi bazi insanlar igin risk olusturabilmektedir. Bu nedenle o&lii
bakteri suslarinin, bakteri pargaciklarinin ve metabolizma tiriinlerinin benzer terapotik
uygulamas1 olduk¢a kullanishdir. Olii probiyotik bakteriler ve hiicre bilesenleri
parabiyotik  olarak  adlandirilirken, canli  bakteriler tarafindan  salgilanan
metabolitler/hiicresiz ~ slipernatantlar ve ¢oziinlir faktoérler postbiyotik olarak
adlandirilmaktadir (Floch 2013; Vahabnezhad vd., 2013; de Almada vd., 2018; Martin
ve Langella, 2019; Barros vd., 2020).

Canli probiyotik mikroorganizmalarin uygulanmasina bagli potansiyel risk
olmadan konakgiya biyolojik faydalar saglamasi, parabiyotik ve postbiyotikleri
kullanima daha agik hale getirmistir (Barros vd., 2020).

Postbiyotikler, icerik bakimindan genel olarak kisa zincirli yag asitleri (SCFA'lar),
teikoik asitler, peptidler, enzimler, peptidoglikan tiirevli muropeptitler, endo ve ekzo-
polisakkaritler, vitaminler, hiicre yiizey proteinleri, plazmalojenler ve organik asitleri
icermektedir (Aguilar-Toala vd., 2018).

Organik asitler, SCFA, Trp ve bakteriyosinler 6nemli postbiyotiklerdir.
Postbiyotiklerin yararlari dogrudan veya dolayli olabilir. Konakgr hiicre tizerinden etkisi
dogrudan olurken, dolayli olarak sagliga faydali mikroorganizmalarin yayilmasina
destek olup zarar veren suslarin gelisimini ise engelleyerek gerceklestirmektedir.
SCFA’ larin en Onemli etkisi anti- inflamatuar ve antioksidan Ozelligidir

(Aggeletopoulou vd., 2019; Oleskin vd., 2020).

Postbiyotikler, gosterdikleri farkli fizyolojik faydalara (antiinflamatuar,

antioksidan, antiproliferatif, antimikrobiyal, antihipertansif, hipokolesterolemik ve
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immiinomodiilatdr aktiviteler) gore veya hem bakteriyel hiicre bilesiklerinden hem de
mikrobiyal  etkiden tiiretilebilen ~ bilesimlerine  goére  farkli  kategorilerde
simiflandirilabilmektedirler (Barros vd., 2020).

2.2.4.1. Giiniimiizde kullanilan bazi parabiyotik-postbiyotikler

Bu preparatlar, hiicresiz silipernatantlar basta olmak tizere ekzopolisakkaritler,
enzimler, hiicre duvari pargalari, kisa zincirli yag asitleri (SCFA’lar), bakteriyel lizatlar

ve bagirsak mikrobiyotas: tarafindan iiretilen metabolitleri icermektedir (Zotkiewicz
vd., 2020).

Biyolojik aktif metabolitleri iceren hiicresiz siipernatantlar belirli bir inkiibasyon
stiresi sonunda probiyotik bakteri iceren kiiltiiriin santrifiij edilerek siipernatantin

filtreden gegirilip steril edilmesiyle elde edilir.

Her farkli mikroorganizma Kkiiltiir slipernatanti farkli etkiler gosterir. Yapilan
calismalarda Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakteri kiiltiirlerinden elde edilen
slipernatantlarin ~ son  zamanlarda enteroinvaziv E.  coli suslarmimn in  vitro
enterositlere invazyonunu onleyerek antibakteriyel aktivite sergiledikleri gosterilmistir.
L.acidophilus ve L. casei slipernatantlar ise; TNF-a sitokinininin salgisini azaltarak, IL-
10 sitokin salgisini arttirarak bagirsak epitel hiicreleri, makrojajlar ve ndtrofiller
izerinde antiinflamatuar ve antioksidan etkiler olusturabilmektedirler (Khodaii vd.,

2017; De Marco vd., 2018).

L.plantarum siipernatantlari da bagirsak bariyerinin olgunlagsmasi ve morfolojik
yapist izerinde olumlu etkiye sahiptir. Bu arada, L. caseivel. rhamnosus
kiiltiirlerinden elde edilenn silipernatantlar, kolon kanseri hiicrelerinin invazyonunu
Onleyebildigi gorilmiistiir. Hiicresiz silipernatantlar oksidatif stresi azaltabilir ve
dogrudan antitiimér aktivite saglarlar bu sayede kanserin onlenmesinde klinik olarak

faydali olabilirler (Escamilla vd., 2012; Amaretti vd., 2013; [zuddin vd., 2019).
2.3. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), dis ortamdaki karbonhidratlar1 metabolize etmesi
sonucu laktik asit {ireten bakteri sinifi igin kullanilan genel bir terimdir. Insan yasamu ile

yakindan ilgili degerli biyolojik kaynaklar olmasinin yaninda dnemli sosyal, ekonomik
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degere sahiptirler. LAB’ larin insanlar tarafindan kullanimi ¢ok eski zamanlara
dayanmaktadir. Giiniimiizde LAB’ lar takviye gida, probiyotik olarak olduk¢a yaygin
kullanima sahiptir (Tian, 2019).

2.3.1. LAB’larin genel ozellikleri

GRAS (Generally Recognized as Safe) statiisiinde giivenli kabul edilen probiyotik
mikroorganizmalarin ana gruplarindan biri olan LAB’ lar gram pozitif, katalaz negatif,
hareketsiz, spor olusturmayan, sitokromdan yoksun, aerotolerant anaerob, aside
dayanikli, nitrat1 indirgemeyen, basil, kok ve koko-basil morfolojisine sahip kalabalik
bir gruptur (Hofvendahl vd., 2000; O’Sullivan et vd., 2002).

LAB olarak adlandirilmalarmin asil sebebi; karbonhidrat fermantasyon
metabolizmasi sonucu son iiriin olarak laktik asit iiretmeleridir. Ureme ve gelisimleri
icin glikoz ve amonyum yaninda bazi vitamin ve aminoasitler gibi kompleks besinlere
ihtiyag duyan LAB’ lar oksijen yerine son elektron alicisi olarak endojen karbon
kaynaklarini kullanarak enerji elde ederler ve peroksidazlar tarafindan hidrojen peroksit

gibi oksijen yan {irlinlerine kars1 korunurlar (Holzapfel vd., 2007; Wright ve Axelsson,

2011).

Gida canli mikrobiyal katki maddesi olarak bilinen n 1yi probiyotikler LAB’
lardir. Gelisim gosterdikleri optimal ortam 6.5-6.8 pH ve 35-40°C sicakliktir. LAB’lar
pH’ y1 3.2-3.5’ e kadar {rettikleri %1-3 oranindaki laktik asit ile diistiriirler; bu sayede
aside dayaniklidirlar. Dogada karbonhidratca zengin substratlarin oldugu ortamlarda
bulunan LAB tiirleri, siit ve siit iiriinlerinde, insan ve diger canlilarin sindirim sistemleri,
dis ve agiz igerisindeki yarik ve bosluklar, vajina, ayrica bazi i¢ organlar gibi farkl

yerlerde bulunabilirler (Tannock, 2004; Ljungh ve Wadstrém, 2006).

Hidrojen peroksit (H;O,), bakteri hiicre zarindaki ve hiicre proteinlerindeki
lipidlerin siilfidril gruplarimi okside ederek bakterisidal etki gdsterme avantaji saglarken
LAB’ lar katalaz negatif olduklarindan iirettikleri metabolit olan hidrojen peroksitle
parcalanmadan kalabilirler ve diger mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal etkileri
olur. Yapilan diger ¢aligmalarda H,O, iireten bakterilerin aerobik ortami anaerobik

ortama oksijeni kullanarak cevirdikleri ve aerobik mikroorganizmalarin hiicre zari
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gecirgenliklerini bozmak suretiyle antimikrobiyal etki gosterdiklerini bildirmistir
(Ramos vd., 2012; Lukic vd., 2018).

LAB' larin ¢ogu, insan gastrointestinal sisteminin (GIS) normal florasidir ve

insanlarda immiinomodiilasyon, antialerjik etkiler, antifungal etkiler ve kolon kanserine

kars1 koruma gibi ¢esitli faydali etkiler saglamaktadirlar.

Bir LAB’ n probiyotik olarak kabul edilmesi i¢in gerekli 6zellikler (Di Cerbo vd.,

2016) sunlardr;

2.3.2.

Antibiyotiklere duyarli ve yan etkileri az olmalidir.

Mikrobiyota igerisinde kolaylikla tanimlanabilmelidir.

Konak organizmaya nonkarsinojenik, nonpatojen ve noninvazif olmalidir.

Sabit, iriin igerisinde canlilik, fajlara direngli, oksijene direngli, liyofilize
preparat yapilabilen bir sus olmas1 gerekmektedir.

Klinik etkinliginin bilinmesi gerekmektedir.

Immun sistemin  diizenlenmesi,  patojenlerin  tutunmasmi  (biyofilm
olusumunu)onlemesi ve antagonistik olmasi, mukoza yilizeyine tutunarak gecici
kolonizasyon saglayabilmelidir.

Konak canlida immiinolojik duyarliliga, sistemik toksisiteye ve direngli
mikroorganizmalarin gelismesine sebep olmamalidir.

Diisiik pH sartlarina ve safra tuzlarina direngli olmalidir.

Antimikrobiyal bilesikler iiretebilmelidir.

GIS’ te gegici bir kolonizasyon saglamalidir.

Konak dokusuna yerlesmesi uzun etkinlik i¢in gereklidir.

Dogal biyotaya uyum saglayabilmelidir.

Konak mikrobiyotasini bozmadan patojen bakterileri etkilemelidir.

LAB’ larin siniflandirmasi

LAB’ lar Firmicutes filumunda farkli bakteri cinslerinden olusmaktadir. Gruptaki

onemli cinsler, Lactobacillus, Lactococcus, Vagococcus, Lactosphaera, Melissococcus,

Leuconostoc, Oenococcus, Streptococcus, Pediococcus, Weisella ve Tetragenococcus
tur (Marsh, 1999; Salminen vd., 2004).
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LAB’ larin cins bakimindan siniflandirilmalarinda morfoloji, iiretilen laktik asit
farkliliklari, farkli sicakliklarda gelisme, tuz yogunluguna goére gelisim, glikozu
fermente etme sekli ve asit-alkali ortamlar1 tolere etme gibi secgici Ozelliklerinden
faydalanilmaktadir. LAB’ larin glikozu fermente ederken izledikleri metabolik yolaklar
temel alimarak homofermantatif ve heterofermantatif olarak iki ana grupta
incelenmektedir (Khalid, 2011; Axelsson, 2004; Kiran ve Osmanagaoglu, 2011; Khalid,
2011).

Glikozu, karbon kaynagi olarak kullanan LAB’ lar homofermentatif, asil
metabolik yolun glikozis (Embden—Meyerhof-Parnas yolu) oldugu ve %85’den fazla
laktik asit tiretildigi yoldur. Ya da heterofermantatif bakterilerin metabolik yolu olan 6-
fosfoglukonat/fosfoketolaz yolu ve laktik asitle ayni miktarda karbondioksit ve
etanoliinde (ve/veya asetik asit) tiretidigi yoldur (Lombardi, 1999; Naidu, Bidlack ve
Clemens, 1999; Cakir, 2003; Gismondo, Drago ve Tannock, 2004; Kao, Liu ve Shyu,
2007).

Homofermentatif yol ile glikozis yapan bakterilere genel olarak, bazi Lactobacilli
tiyeleri ile beraber, Lactococci, Enterococci, Pediococci, Tetragenococci, Streprococci
ve Vagococci bakterilerin  bir¢ok tiirii  6rnek olarak verilebilirken, zorunlu
heterofermentatif yolu kullanan LAB’ lar ise Leuconostoc, baz1 Lactobacilli, Weissella

ve Oenococci tiirlerinin bulundugu belirtilmistir (Todar, 2013).
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Oenococcus

Streptococcus

Lactococcus
Leuconostoc

Enterococcus,
Melissococcus, Weissella
Tetragenococcus

Vagococcus

Carnobacterium
Lactosphaera Lactobacillus
Aerococcus
Alloiococcus
Dolosigranulum
Propionibacterium

Bifidobacterium

Gorsel 2.1. LAB iiyelerinin baslica filogenetik gruplar: (Stiles ve Holzapfel 1997).

LAB’ larin morfolojik ve gelisme ozellikleri gibi belirleyici oldugu diisiiniilen
ozellikleri istisnalarin olmasi ve LAB’ larin ¢ok degisken 6zelliklere sahip olmalari
nedeniyle cinslerin tam olarak belirlemede yetersiz kalmaktadir. Bu sebeple giiniimiizde
bakterilerin identifikasyonu i¢in bakterilerin korunmus oldugu diistiniilen rRNA gen

bolgeleri kullanilarak bakteriler sus diizeyinde tanimlanmaktadir.
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2.3.3. Laktobasillus cinsi bakterilerin genel 6zellikleri

Laktobasillus cinsi bakteriler taksonomik olarak, Firmicutes filumu, Bacilli sinifi,
Lactobacillales ordosu, Lactobacilliaceae familyasina aittir. Lactobacillus cinsinin
fermentasyon ozelliklerine gore geleneksel olarak 3 gruba ayrilan, 17 alt tiir ve 175
tanimlanmus tiirii icermektedir. Bu gruplandirma ilk grup zorunlu homofermentatifler
olup %85’¢ yakini son {iriin olarak glukozdan laktik asit tiretmektedirler. Genel olarak
45°C’de gelisme gosterir 15°C° de gelisemezler. Ikinci grup olan fakiiltatif
homofermentatifler, 15°C’de gelisebilirken, 45°C’de kismen gelisme sergileyebilirler.
Ortamda eger O, bulunuyorsa, bu gruba giren L. casei ve L. plantarum gibi bakteriler
daha okside olmus asetat gibi maddeleri iiretirler. Uciincii grup olan zorunlu
heterofermentatifler ise son driin olarak laktik asidin ile birlikte CO, ve etanol de
tiretirler (Marsh, 1999; Salminen ve vd., 2004; Lalanne vd., 2012; Todar, 2013)

Homofermentatif laktobasiller; L. acidophilus, L. helveticus, L. delbruckii, L.
salivarius fakiltatif homofermentatif laktobasiller; L. curvatus, L. casei, L. plantarum
ve  zorunlu heterofermentatif laktobasiller; L. reuteri, L. buchneri, L. brevis, L.

fermentum gibi 6rnekleri igerisinde barindirirlar (Marsh, 1999; Salminen ve vd., 2004).

Bu genis grupta morfolojik yapilarda da cesitlilik goriilmektedir. 2-5 mm arasinda
olan koloniler konveks, renksiz-sarimsi-beyaz ve opak olabilirken hiicre morfolojisi
genellikle uzun ya da kisa ¢ubuk yapisindayken bazilart kokobasil veya kokoid sekilde
olabililir. Bazi tiirlerinde ise hiicre yapisi oldukga ince olabilmektedir. Ayrica geng
bakterilerin zincir olugturamadiklar1 bilinmektedir (Holt vd., 1998; Ahi, 2011; Tokatl,
2013).

Laktobasillerin en iyi gelistikleri sicaklik 30-40°C arasinda degisirken 70°C ve
ustii yliksek sicakliklarda canliliklarini kaybederler. Bu grubun iiyeleri proteolitik ve
lipolitik aktivite gosteremediklerinden, gelisim ortamlarinda peptid, aminoasit, bazi
vitaminler ve yag asitlerine ihtiya¢ duyarlar (Ljungh ve Wadstrom, 2006; Ahi, 2011,
Tokatli, 2013).

Su ve toprakta neredeyse hi¢ bulunmazlarken siit ve tiirevleri, fermente gidalarda,
bitkiler ve bitki atiklarinda, canlilarin bagirsak sistemlerinde bulunurlar. Probiyotik olan

bazi Lactobacillus tiirlerinin asetik asit ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler
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tirettikleri ve bu sayede bagirsak mikroflorasinin dengesini sagladigi bilinmektedir.
Bunun yaninda bazi laktobasil cinslerinin anti-kanser ve anti- inflamatuar etkilerinin
yani sira tedavi edici etki potansiyellerinin oldugu belirtilmistir. Ayrica bazi tiirlerinin
streptomisin ve vankomisin gibi bazi antibiyotiklere direngli oldugu da goriilmistiir

(Jalilsood vd., 2015; Jose vd., 2015, Salas-Jara vd., 2016; Ljungh ve Wadstrom, 2006).
2.4. Kolostrum, laktik asit bakterileri ve probiyotiklerin kisa tarihcesi

Tarihsel olarak kolostrum o6zellikle Hindistan’da Ayurvedik yasamin manevi
liderlerince binlerce yil ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmede regete edilmis ve Ayurveda’da
tibbi oneminden sikca bahsedilmistir. Ornegin; bu Ayurveda belgelerinde sigir
kolostrumunun goéziin sulanmasi icin géz ameliyatlarinda kullanildigi not edilmistir.
Eski Misirhlarin  da g6z enfeksiyonu tedavisinde kolostrum kullandiklar:

bildirilmektedir (Thapa, 2005; Buckley, 2002).

Kolostrumla ilgili ilk rasyonel analiz 1799 yilinda Hufeland tarafindan buzagilarin
saglikli ve hizli biiyiimesi ile sigir kolostrumu tiiketimi arasindaki iliskiyi bildirmesiyle

baslamistir.

Probiyotiklerin varligmin ise insanlarin fermente gidalar iiretmeye basladig
yaklasik 10.000 y1l 6ncesinde yani ¢ift¢iligin aveiligin ve toplayiciligin yerini almasiyla

birlikte oldugu varsayilmaktadir (Gasbarrini vd., 2016).

Tarihte uzun siiredir yaygin olarak kullanimina bir¢ok érnek bulunan LAB’ larin
dikkat ¢ekmesi ise, 1847’ de C. Blondeau’ nun, laktik asidin bir mikroorganizmanin
fermantasyon siirecinin bir iirlinii oldugunu kesfetmesiyle baslamistir. LAB’larin
mikroskop altindaki ilk kesfi 1857 yilinda Pasteur tarafindan saraplardaki eksime
caligmasinda, laktik asit iiretimini mikroorganizmalara baglamasiyla olmustur. 1873
yilinda Lister, LAB’larin saf susunu elde etmek icin laktath siitten ilk kez seri diliisyon

metodu kullanilarak Lactococcus lactis’ i izole etmistir (Axelsson, 2004).

LAB teriminin kullanim1 ilk kez siitteki laktozdan fermentasyon yolu ile laktik
asit olusturan ve buna bagl olarak siitii eksitip ¢Okelti olusturan bakteri grubunu
belirtmek amaciyla kullanilmistir. LAB’ larin siniflandirilmasi ve dogru tanimlarindan
biri ilk olarak 1919 yilinda Orla-Jensen tarafindan yapilmistir. Orla-Jensen

siniflandirmasini yaptigi LAB’ lar1 morfolojik 6zellikleri (cubuk, kok, tetrad), glikozu
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fermente etme sekli (homofermantatif, heterofermantatif), tiredikleri sicakliklar (10 °C
ve 45 °C) ve seker kullanim sekilleri {izerinden yapmustir (Orla- Jensen, 1919; Khalid,
2011).

Probiyotiklerin modern tarihi ise soyle baslamaktadir. Nobel 6dillii Rus bilim
adami E. Metchnikoff” un Bulgar kirsal halkinin uzun omiirliiligiiniin fermente siit
tiriinlerini  diizenli tiiketmelerine baglamasiyla baslamistir. Buradan yola ¢ikarak
laktobasillerin yaslanmaya ve hastalikta etkisi olan gastrointestinal sistemdeki ¢iiriitiicti
(proteolitik) mikroorganizmalarin metabolizmadaki kotii etkilerine karsi koyabilecegini
diisiinmiis ve bu bakterilerin siitte fermantasyon yaparak pH’1 diisirmesi sonucunda
bagirsaktaki proteolitik bakterilerin iiremesini engelledigini diistinmiistiir. “Bulgaria
bacillus” adin1 verdigi bakterileri kendi beslenme aligkanhiginda da uygulamistir
(Gasbarrini vd., 2016; Klein vd., 1998; Fuller, 1992).

Weller Kollath 1953 yilinda probiyotik kelimesini "hayatin saglikli gelisimi icin
gerekli olan aktif maddeler" olarak tanimlamigtir. Lilly ve Stillwell tarafindan 1965
yilinda "bir organizma tarafindan salgilanan ve digerinin biiylimesini tesvik eden"
maddeleri tanimlamak i¢in kullanilmistir. Probiyotikler daha spesifik bir sekilde
tanimlanmasi ise; Fuller tarafindan 1992 yilinda probiyotik tanimi; “konakgist oldugu
hayvanin bagirsak mikrobiyal dengesini diizenleyerek faydali bir etki saglayan canli bir

mikrobiyal yem takviyesi” olarak yapilmistir (McFarland, 2015)

Kolostrumla ilgili, 1962 ve sonrasinda yapilan ¢alismalarda kolostrumun
poliomyelite (¢ocuk felci) kars1 antikorlar icerdigi 6grenilmis ve hastalia yakalanma
thtimali olan c¢ocuklarda kullanilmasi Onerilmis ve daha sonrasinda inek
kolostrumundan ¢ocuk felci antikorlar1 izole edilerek gelistirilen asinin basarili oldugu
bildirilmistir. Ayrica asilanmig sigirlarin kolostrumundan rotavirlise karsi sabin asisi
yapilmistir (Sabin ve Fieldsteel, 1962; Thapa, 2005; Pakkanen ve Aalto, 1997; Uruakpa,
Ismond ve Akobundu, 2002).

Sigir kolostrumu antibiyotik ¢agindan oncede bakteriyel enfeksiyonlara karsi
yaygin olarak kullanilirken aynt zamanda doku onariminda da kullanildig
bildirilmektedir. 2005 yilinda sigir kolostrumunun doku onariminda giivenli oldugu ve

bagisiklik olusturmada da etkili oldugu rapor edilmistir (Thapa, 2005).
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Probiyotiklerin ylizyillarca siiren bir giivenli kullanim ge¢misi vardir, ancak
ekonomik degeri yirminci ylizyilda kabul edilmistir. Kiiresel probiyotik pazarinin 2022
yilinda 57.8 milyar ABD Dolar1 degerinde olacagi tahmin edilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Kolostrum érneklerinin alinmasi ve laboratuvara getirilmesi

Kullanilan sigir kolostrum 6rnekleri; Afyonkarahisar ilinin, Sandikli ilgesi,
Resadiye koyiinden besi ve mera hayvanciligi yapan yetistiricilerden temin edilmistir.
Dogum sonrasinda ilk sagim disar1 atildiktan sonra %70’ lik alkole daldirilmis gazl
bezle meme baslar steril edilmistir. Sonrasinda ilk kolostrum akintis1 atilmis ve steril
falkon tiiplere sagim yapilarak laboratuvara gelene dek -20 derecede saklanmistir.
Ornekler Holstein melezi olan 2 farkli sigirdan alinan kolostrumlardir. Calismada 1 ile
baslayan kodlamadaki izolatlar 5 yasinda ve 3. dogumu olan sigirdan 2 ile baslayanlar
ise 4 yasinda ve 2. dogumu olan sigirdan izole edilmistir. Ornekler laboratuvara
getirildikten sonra hemen 15 lik falkon tiiplere boliintip -20°C’ de ¢alisma yapilincaya

dek saklanmistir.
3.1.2. Hiicre hatti

Calismamizda kullanilan kanser hiicre hatti, insan kolorektal adenokarsinoma
hiicre hatti olan Caco-2, (ATCC kodu: HTB-37) ATCC (American Tissue Culture
Collection)’ den saglanmigtir. Caco-2 hiicre hatti; kolorektal adenokarsinoma sahip 72
yasinda, Kafkas, erkek bireyin epitelyal kolon dokusundan kiiltiire edilmistir. Hiicre
hatt1 adhere hiicre 6zelligine sahiptir. (http-1)

3.1.3. Standart bakteri suslari

Calismalarda kullanilan standart bakteri suslari Anadolu Universitesi, Eczacilik
Fakiiltesi, Farmasotik Mikrobiyoloji Anabilim Dali  Arastirma Laboratuvar
koleksiyonundan temin edilmistir. Bu mikroorganizma kiiltiirleri Cizelge 3.1.” de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan standart bakteri suslar

Tiir Ad1 ATCC Kod Numarasi
Escherichia coli ATCC 25922
Escherichia coli ATCC 35298
Staphylococcus aureus ATCC 25923

Listeria monocytogenes ATCC 7644
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Cizelge 3.1. (Devam) Kullanilan standart bakteri suslar

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603
Salmonella typhimirium ATCC B-4420
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Enterococcus faecalis ATCC 51299
Bacillus subtilis ATCC 15245
Bacillus cereus ATCC 11778

-80°C” de gliserol igerisinde stok halde bulunan bakteri kiiltiirleri Nutrient Broth (NB)
besiyerinde, 37°C’ de 24 saatlik inkiibasyon sonunda aktiflenmistir ve gerekli
calismalarda kullanilmastir.

3.1.4. Besi ortamlar

3.1.4.1. MRS broth (Lactobacillus Agar acc. to De Man, Rogosa and Sharpe)

Cizelge 3.2. MRS broth icerigi

Malzeme g/L
Diamonyum hidrojen sitrat (K2HPOx) 2g
Glukoz 20g
Magnezyum siilfat (MgSOa4) 0.2g
Mangan siilfat (MnSOx) 0.05¢g
Et ekstraktt 10g
Pepton 10¢g
Sodyum asetat 59
Maya ekstrakti 5g
Amonyum sitrat 29
Tween 80 1mL
Distile su 1000 mL

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak

steril edilmistir.
3.1.4.2. MRS broth %6 tuz ilaveli

Daha once igerigi 3.1.4.1." de verilmis olan MRS broth (Biolife) ortami igerisine

60g/1000 mL olacak sekilde sodyum kloriir ilave edilmis ve distile suda ¢oziilmiistiir.
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pH’1 7.0 £ 0.2 seklinde ayarlandiktan sonra 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir.
3.1.4.3. MRS broth %?7.5 tuz ilaveli

Daha 6nce igerigi 3.1.4.1." de verilmis olan MRS broth (Biolife) ortami igerisine
75g/1000 mL olacak sekilde sodyum kloriir ilave edilmis ve distile suda ¢oziilmiistiir.
pH’1 7.0 £ 0.2 seklinde ayarlandiktan sonra 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir.
3.1.4.4. MRS broth %10 tuz ilaveli

Daha once igerigi 3.1.4.1." de verilmis olan MRS broth (Biolife) ortami igerisine
100g/1000 mL olacak sekilde sodyum kloriir ilave edilmis ve distile suda ¢oziilmiistiir.
pH’1 7.0 £ 0.2 seklinde ayarlandiktan sonra 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir.
3.1.4.5. MRS broth %0.3 safra tuzu (Ox gall) ilaveli

Daha once igerigi 3.1.4.1." de verilmis olan MRS broth (Biolife) ortami igerisine
%0.3 g olacak sekilde safra tuzu (Ox gall Sigma, B3883) ilave edilmis ve distile suda
coziilmiigtiir. pH1 7.0 £ 0.2 seklinde ayarlandiktan sonra 121°C° de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1.4.6. MRS broth %0.6 safra tuzu ilaveli safra tuzu (Ox gall, Sigma, B3883) ilaveli

Daha once igerigi 3.1.4.1." de verilmis olan MRS broth (Biolife) ortami igerisine
%0.6 g olacak sekilde safra tuzu (Ox gall) ilave edilmis ve distile suda ¢oziilmiistiir.
pH’1 7.0 £ 0.2 seklinde ayarlandiktan sonra 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir.
3.1.4.7. pH:2, pH:3 ve pH 3.9 MRS broth ortami

Icerigi 3.1.4.1.” de verilmis olan MRS broth (Biolife) besiyeri distile su icerisinde
coziildiikten sonra igerisine istenilen pH seviyesine ulasincaya dek 1 M HCI yavas

yavas ilave edilmis ve 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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3.1.4.8. pH:9.6 MRS broth ortami

Icerigi 3.1.4.1.” de verilmis olan MRS broth (Biolife) besiyeri distile su igerisinde

coOziildiikten sonra igerisine istenilen pH: 9.6 seviyesine ulasincaya dek 1 M NaOH

yavas yavas ilave edilmis ve 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1.4.9. MRS broth%0.25 glikoz ilaveli

Daha once igerigi 3.1.4.1." de verilmis olan MRS broth (Biolife) ortami igerisine

%0.25 olacak sekilde glikoz ilave edilmis ve distile suda ¢6ziilmistiir. pH’1 7.0 £ 0.2

seklinde ayarlandiktan sonra 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

Biyofilm olusumu deneyinde kullanilmistir.

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

Cizelge 3.3. MRS agar igerigi

Malzeme g/L
Diamonyum hidrojen sitrat (K-HPO4) 2g
Glukoz 209
Magnezyum siilfat (MgSOa) 029
Mangan siilfat (MnSO4) 0.05¢
Et ekstraktt 10g
Pepton 109
Sodyum asetat 5¢
Maya ekstrakti 509
Amonyum sitrat 29
Agar 149
Tween 80 1mL
Distile su 1000 mL

Besiyeri igerigi distile

otoklavlanarak steril edilmistir.

suda c¢ozildiikten
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3.1.4.11. Nutrient broth (LABM, Neogen)

Cizelge 3.4. Nutrient broth icerigi

Malzeme g/L
Et ekstraktt lg
Pepton 59
Sodyum kloriir (NaCl) 5¢9
Maya ekstrakti 2g

3.1.4.12. Nutrient agar

Cizelge 3.5. Nutrient agar icerigi

Malzeme g/L
Et ekstraktt lg
Pepton 59
Sodyum kloriir (NaCl) 5¢
Maya ekstrakti 2g
Agar 149

Besiyeri igerigi distile suda ¢6ziildiikten sonra 121°C’ de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

3.1.4.13. Mueller hinton broth (Biolife)

Cizelge 3.6. Mueller hinton broth igerigi

Malzeme g/L
Et ekstrakti 29
Kazein hidrolizati 1759
Nisasta 159

Besiyeri igerigi distile suda ¢ozildikten sonra 121°C’ de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir. Yapilan ¢alismalarda MHB ¢ift kuvvet hazirlandigindan
1000 mL distile su igerisinde toplam madde hacmi 42 g olacak sekilde hazirlanmistir.

Mikrodiliisyon broth deneylerinde kullanilmistir.

3.1.4.14. Mueller hinton agar
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Cizelge 3.7. Mueller hinton agar icerigi

Malzeme g/L
Et ekstrakt 2¢g
Kazein hidrolizati 17.5¢0
Nisasta 15¢
Agar 149

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildikten sonra 121°C’ de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir. Yapilan calismalarda MHB ¢ift kuvvet hazirlandigindan
1000 mL distile su ig¢erisinde toplam MHB hacmi 42 g iizerine 14 g agar olacak sekilde

hazirlanmistir. Agar disk difiizyon testinde kullanilmistir.

3.1.4.15. U¢ Sekerli- Demir (TSI) agar

Cizelge 3.8. TSI agar icerigi

Malzeme g/L
Pepton (kazeinden) 15¢
Pepton (etten) 59
Et ekstrakti 39
Maya ekstrakti 3g
Sodyum klortir S5¢g
Laktoz 109
Sukroz 10¢
D (+) Glukoz 19
Demir (I11) amonyum sitrat 059
Sodyum tiyosiilfat 05¢g
Fenol kirmizis 0.024 g
Agar 12¢

Besiyeri igerigi distile suda coziildiikten sonra, pH 7.4+0.2’ye ayarlanmistir.
Icerigin tam olarak homojen hale getirilmesi icin besiyeri kaynatilmis ve test tiiplerine
15 mL koyularak 121°C’ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Otoklavdan ¢ikan
tipler egimli bir zemin iizerine yatirilarak dondurulmus ve yatik agar seklinde
kullanilmistir. Hareketlilik, farkli sekerleri kullanabilme ve gaz olusumu testlerinde

kullanilmistir.
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3.1.4.16. Kanli agar
Hemolitik aktivite tayini i¢in kullanilmistir.

3.1.4.17. Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan besiyeri

Cizelge 3.9. Caco-2 hiicre hatti besiyeri icerigi

Malzeme mL
DMEM 89mL
Fotal sigir serumu 10 mL
Penisilin-streptomisin ¢6zeltisi 1mL

Steril olan besiyeri bilesenleri steril kabinde biraraya getirilmis ve besiyeri
+4°C’ de buzdolabinda saklanmistir. Bu besiyeri Caco-2 kanser hiicre hattinin

tiretilmesinde kullanilmistir.

Cizelge 3.10. Caco-2 hiicre hatti besiyeri malzeme ve markalart

Malzeme Marka

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) Sigma-Aldrich, Almanya
Fetal Bovine Serum (FBS) Sigma-Aldrich, Almanya
Penisilin-streptomisin Soliisyonu PAN, Almanya

(20.000 U/mL Penicillin / 10 mg/mL Streptomycin)

3.1.5. Kullanilan cihaz ve gerecler

Cizelge 3.11. Kullanilan gereg-cihaz ve markalar:

Cihaz/Gereg Marka

Thermo Flask, Filtreli Kapak (75 cm2) Thermo Scientific, ABD
Thermo Flask, Filtreli Kapak (25 cm2) Thermo Scientific, ABD
2 mL’lik Ependorf tiip Greiner bio-one, ABD
5-10 ve 25 mL’lik pipet Isotherm, Tiirkiye
Cedex Smart Slide Roche, Almanya
Kryotiip (2mL) Greiner Bio-One, ABD
Hiicre kaziyici Greiner Bio-One, ABD
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Cizelge 3.11.(Devam) Kullanilan gereg¢-cihaz ve markalar:

Sarjli pipetor

6, 24, 48 ve 96 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakasi
10, 100, 1000 ve 5000 uL’lik otomatik pipet
10, 200, 1000 pL’lik mikropipet ucu

12 kanall1 otomatik pipet

15 ve 50 mL’lik santrifiij tiipleri

Laminer 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

Su banyosu

Vorteks

Akig sitometri cihazi

Annexin V and Pl Apoptosis Kit

3.1.6. Kullanilan malzemelerin steril edilmesi

Starlab, Almanya
TPP, Isvicre
Eppendorf, Kanada
Greiner bio-one, ABD
Axygen, Ingiltere
Isolab, Almanya
Heal Force, Cin
Eppendorf, Almanya
Innovatis, ABD
Bio-Tek, ABD
Altus, Tiirkiye
Ohaus, Avustralya
Leica, Almanya
Alp, Tirkiye
Eppendorf, Almanya
Niive, Tiirkiye
Daihan, Giiney Kore
BD Accuri C6, ABD

Biotium, ABD

Kullanilan sivilar, falkonlar, siseler, rezervuarlar, tiipler ve mikrobiyolojide

kullanilan besiyerleri uygun sekilde aliiminyum folyo ile sarilarak otoklavda 121°C, 1.5

atmosfer basingta 15 dakika steril edilmistir.

3.1.7. Kullamilan c¢ozeltiler kimyasallar ve boyalar

3.1.7.1 %20’ lik gliserol ¢ozeltisi
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80 mL distile su ile 20 mL gliserol ¢oziildiikten sonra 121°C* de 15 dakika
otoklavlanarak steril edildikten sonra kullanilmistir. izolatlarin ve test bakterilerinin -

80°C’de stoklanmasinda kullanilmustir.
3.1.7.2. %0.9’ luk fizyolojik tuzlu su

0.9 g sodyum kloriir (NaOH) 100 mL distile su icerisinde ¢6ziilmiis ve 121°C’ de

15 dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra kullanilmistir.
3.1.7.3. %3’ liik hidrojen peroksit (H:0:) ¢cozeltisi

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

distile su ile 30 mL’ye tamamlanmigtir

3.1.7.4.0.1 M NaOH ve 0.1 M HCI ¢ozeltisi

40 g Sodyum hidroksit (NaOH) 100 mL distile su igerisinde ¢6ziilmiis olup laktik

asit tayini ve pH ayarlamasi i¢in kullanilmistir.

3.6 g Hidrojen kloriir (HCI) 100 mL distile su igerisinde ¢6ziilmiis olup pH

ayarlamasi i¢in kullanilmistir.
3.1.7.5. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ¢cizeltisi

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikali (Sigma) 5 mg tartilip 250 mL metanolde
¢Ozilmiistiir. Tamamen ¢oOziinmesini saglamak igin 15 dk ultrasonik banyoda
bekletilmistir. Calisma sliresince karanlikta saklanmistir. Her calismadan Once taze

hazirlanmistir. Antioksidan aktivite testinde kullanilmistir.
3.1.7.6. BHT (butilhidroksitoluen) ¢ézeltisi

5 mg BHT (butilhidroksitoluen) tartilip 5 mL metanol igerisinde ¢dziiliir. Uzerine 5 mL
distile su ilave edilir. Bu ¢ozeltiden 300 pl alinarak 5 mL distile su ile ¢oziliir.

Antioksidan deneyinde referans madde olarak kullanilir.
3.1.7.7. MTT(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) ¢ozeltisi

0.5 g 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (Sigma) tartilip 100

mL fosfat tamponu iginde c¢oziilmiistiir. Hazirlanan bu stok c¢ozelti -20°C* de
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saklanmigtir. Stok ¢ozelti 1/10 oraninda seyreltilerek kullanilmistir. Cozelti her
calismadan oOnce taze hazirlanmigtir. Sitotoksik aktivite testlerinde kullanilmigtir

(Mossman, 1983).

3.1.7.8. Kullanilan kimyasallar ve boyalar

Cizelge 3.12. Kullanilan kimyasallar, boyalar ve markalar

Malzeme Marka

Dimetilsiilfoksit (DMSO) Sigma—Aldrich, Almanya
Tripsin-EDTA 10X Pan Biotech, Almanya
Tripan mavisi Roche, Almanya
Phenolphthalein solution Sigma-Aldrich, Almanya
Phosphate Buffer Saline (PBS) Invitrogen, Almanya
Gram Boyama Seti Norateks, Tiirkiye

3.1.8.Kullanilan antibiyotikler

Cizelge 3.13. Kullanilan antibiyotikler ve markalar

Antibiyotik Marka
Aminopenisilin G Sigma-Aldrich, Almanya
Novobiosin LAB M, ABD
Kloramfenikol Sigma-Aldrich, Almanya
Ampisilin Sigma—Aldrich, Almanya
Sefamezin Zentiva
Siproflaksasin Sigma—Aldrich, Almanya
Sephalotin C4520 Sigma-Aldrich, Almanya
Nifuroksazid Sigma-Aldrich, Almanya
Streptomisin 56501 Sigma—Aldrich, Almanya
Penislin G Sigma—Aldrich, Almanya
Kanamisin siilfat 8324 ROTH, ABD
Eritromisin A2275 Applichem, Almanya
Vankomisin Applichem, Almanya
Eritromisin E6376 Sigma—Aldrich, Almanya
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3.2. YONTEM
3.2.1. Kolostrum érneklerinden mikroorganizma izolasyonu

Her ornekten iki farkli izolasyon gergeklestirilmistir. ilk izolasyon igin direkt -
20°C’den alinan si8ir kolostrumlari, ikincisi i¢in ise; 21 glin inkiibatorde fermente
edilmis kolostrumlar izolasyon igin kullanilmistir. Ardindan 1, 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16
olacak sekilde 5 farkli dilisyon hazirlanmistir. Hazirlanan diliisyonlardan 500 pl
alinarak steril drigalski spatiilii ile MRS agar besiyerine yayma ekim yapilmistir. Aerob
kosullarda 37°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyonun ardindan iireme
olup olmadigi kontrol edilmis ve morfolojik olarak farkli goriinen kolonilerden steril
0ze yardimiyla birer koloni alinarak MRS agar besiyerine tek koloni ekimi yapilmustir.

Aerob kosullarda 37°C’de inkiibasyona birakilmis ve saf kiiltiirler elde edilmistir.
3.2.2. lizolatlarin tammlanmasi

izole edilen mikroorganizmalara 6n eleme olarak dnce katalaz testi ve daha sonra
gram boyama testleri uygulanmistir. Katalaz negatif ve gram pozitif (+) olan gubuk
sekilli bakteriler laktik asit bakterisi olarak ayrilmis ve ¢alismalara bu

mikroorganizmalarla devam edilmistir.

3.2.2.1 Katalaz Testi

Bu test katalaz enziminin ortamdaki H20:’ y1 (hidrojen peroksit) oksijen ve suya
ayirmasi temeline dayanmaktadir. Test sonucu birka¢ dakika igerisinde gozlemlenerek
elde edilmektedir. MRS agar ortaminda gelistirilen gecelik kiiltiirlerden bir 6ze dolusu
ornek almarak temiz bir lam yiizeyine aktarilmistir. Uzerine birkag damla %3’ liikk H2O2
damlatilarak kabarcik olusumu goézlenmistir. Kabarciklarin olusmasi katalaz enziminin
varhigimi gostermektedir (Hammes ve Vogel 1995).

Sonugta kabarcik olusturan 6rnekler katalaz pozitif (+), reaksiyon gozlenmeyenler
ise katalaz negatif (-) olarak degerlendirilmistir. Staphylococcus aureus ATCC 25923
bakterisi test i¢in pozitif kontrol olarak kullanilmistir (Akgelik vd., 2000).

Test sonucunda negatif olarak degerlendirilen 6rnekler Laktik asit bakterisi (LAB)
olarak kabul edilmistir. Deneylere katalaz negatif izolatlarla devam edilmistir (Ozteber,

2013).
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3.2.2.2. Gram Boyama

Diferansiyel bir boyama teknigi olan gram boyama; 1884 yilinda Christian Gram
tarafindan gelistirilmistir. Gram boyama temelde bakterilerin hiicre duvari yapisindan

kaynaklanan gecirgenlik farkini kullanarak bakterilerin iki gruba ayrilmasini saglar

(Tamer vd., 1989).

Boyama isleminde morfolojik olarak saf olan izolatlar MRS agar ortaminda ¢izgi
ekimi ile tekrar aktiflenmistir. Gecelik kiiltiirlerin gram boyanma 6zelligini belirlenmek
i¢in lam iizerine bir damla su damlatildiktan sonra 0ze ile az miktarda alinan kiiltiir
emiilsifiye edilerek lam yilizeyine yayilmistir. Lam ilk olarak havada kurutulduktan
sonra bek alevinden gecirilerek fikse edilmistir. Boyama isleminde preparat {izerine ilk
olarak kristal viyole damlatilarak 1 dakika bekletilmistir. Siire sonunda preparat
tizerindeki fazla boya akitilarak distile su ile yikanmis ve preparat ylizeyine liigol
cozeltisi eklenmis ve bir dakika beklemeye birakilmigtir. Siire sonunda preparat distile
su ile yitkanmis ve dekolarizasyon i¢in 30 saniye %95’ lik alkol ile muamele edilmistir.
Siire sonunda distile su ile yikanmistir ve son olarak safranin ile boyanip 1 dakika
bekletilmistir. Siire sonunda preparat suyla yikanip, kurutma kagidiyla kurutulmustur.
Daha sonra hazirlanan preparatlar immersiyon yagi kullanilarak x100° liik objektifte
151k mikroskobunda renk ve morfolojilerine gore incelenmistir. G6zlem sonrasinda mor
renge boyananlar gram pozitif (+), pembe renkte olanlar ise gram negatif (-) olarak

degerlendirilmistir (Tamer vd., 1989).
3.2.2.3. TSI agar testi

Ug sekerli demir agar (TSI) ortaminin kullanildig: bu test bakterilerin kiikiirt
iceren aminoasitlerden ya da siilfatlardan hidrojen siilfir (H2S) olusturup
olusturmadiklarim1 belirlerken aym1 zamanda seker kullanimi ve glikozdan gaz

olusturulmasi hakkinda da sonu¢ almamizi saglayan bir besi ortamidir.

Test icin MRS agar ortaminda gecelik kiiltiir hazirlanmistir Gecelik kiiltiirden
alinan ornekler yatik TSI agar ortamina igne 6ze ile dik ekim ve ayni zamanda da
yuvarlak uglu 6ze ile yatik agar yiizeyine ¢izgi ekim yapilmustir. Kiiltiirler, 1-7 giin
37°C “de inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonucunda dipte siyah renk olusumu H.S agisindan pozitif (+) olarak
degerlendirilmistir. Pozitif kiiltirlerde bakterilerin irettigi H,S besi ortaminda bulunan
demir ile birlesince siyah renk meydana gelmektedir. Bunun yan1 sira besi ortamindaki
renk degisiminin olmasi, mikroorganizmalarin sakkaroz, laktoz sekerlerini kullandigini
gosterirken, besi ortaminin tiip dibinden yilizeye dogru itilmis olmasi glikozdan gaz

olusumunu gostermektedir (Halkman, 2005).
3.2.2.4. Hemolitik aktivite tayini

Izolatlarin hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla, MRS broth besiyerinde
gelistirilen gecelik kiiltiirlerden kanli agar ortamina tek koloni ekimi yapilmistir.
Escherichia coli bakterisi kontrol olarak kullanilmistir. 37°C ‘de ortamda 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda parlak yesil zon olusumu a-hemolitik,
berrak zon olusumu f-hemolitik, zon olusturmayanlar ise y-hemolitik olarak

degerlendirilmistir (Maragkoudakis ve vd., 2006).
3.2.2.5. Biyofilm olusumu

Biyofilm olusumunun belirlenmesi i¢in modifiye edilmis mikroplaka yontemi
kullanilmistir (Stepanovic vd., 2007). MRS broth besi ortaminda gelistirilen LAB
izolatlarindan gecelik kiiltlir hazirlanmistir. %0.25 glikoz eklenmis MRS besiyerinde
McFarland 0.5 (10® kob/mL) bulanikliga ayarlandiktan sonra 10 kat (1/10) seyreltme
yapilarak bakteri yogunlugu 107 kob/mL olarak ayarlanmistir. Bu hazirlanan bakteri
orneginden 96 kuyucuklu plakalarin her bir kuyucuguna 200 pl dagitilmistir. Pozitif
kontrol olarak E. coli ATCC 35218 ve E. faecalis ATCC 51299 kullanilmigtir. Negatif
kontrol olarak ise; %0.25 glikoz eklenmig MRS broth kullanilmigtir. Mikroplakalar 48
saat 37°C ‘de inkiibe edilmistir. 48 saat sonunda mikroplakalar, 200 ul PBS ile 2-3 kez
yikanmis ve ters ¢evrilerek tamamen kurutulmustur. Biyofilm olusturan bakterileri fikse
etmek amaciyla 150 pul metanol ilave edilerek 20 dakika bekletilmistir. Siire sonunda
ters ¢evrilerek bosaltilip oda sicakliginda kurutulmustur. Uzerine %0.1° lik kristal
viyole ¢ozeltisinden 150 ul eklenerek 15 dakika boyunca biyofilm olusturan bakterilerin
boyanmasi saglanmistir. Siire sonunda mikroplaka musluk suyu ile yikanmis ve
kurutulmugstur. Spektrofotometrede 6l¢iim yapilmadan 30 dakika once kuyucuklara 150
ul %95° lik etanol eklenmistir. Siire sonunda mikroplaka 570 nm dalga boyunda

Cytation3 ELISA okuyucuda okunmus ve sonuclar; dansite degerlerine gore negatif,
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zayif, orta veya pozitif olarak degerlendirilmistir. Deney biribirinden bagimsiz

zamanlarda 3 tekrar olarak ¢alisilmistir.
3.2.3. LAB izolatlarmin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi
3.2.3.1. Asit direncinin belirlenmesi

LAB izolatlarinin aside direnglerini belirlemek amaciyla 2 kez MRS broth besi
ortamma %1’ lik ekim yapilmis ve 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrast 1M HCl ile pH; 2 ve 3’ ayarlanmis MRS broth ve kontrol ortamina %1°lik ekim
gerceklestirilmistir. Kontrol grubu olarak MRS broth besi ortami kullanilmistir. Farkli
pH ve kontrol grubuna yapilan ekimlerden 0., 1., 2. ve 4. saatlerde, bir 6ze dolusu 6rnek
alinarak petrilere ekim yapilmistir. Ekimi yapilan petriler 37°C° de 24-48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda iiremeleri gdzlenmistir (Claire vd.,

2006).
3.2.3.2. Safra tuzu direncinin belirlenmesi

LAB izolatlarinin safra tuzuna direnglerini belirlemek amaciyla 2 kez MRS broth
ortamma %1’lik ekim yapilmis ve 37°C’ de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasi, %0.03, %0.1, %0.3 ve %0.6 safra tuzu igceren MRS broth ve kontrol besi
ortamina %]1’lik ekim gergeklestirilmistir. Kontrol grubu olarak normal MRS broth besi
ortami1 kullanilmistir. Farkli safra tuzu ve kontrol grubuna yapilan ekimlerden 0., 1., 2.
ve 4. saatlerde bir 6ze dolusu alinarak 6rnek alinarak petrilere ekim yapilmistir. Ekimi
yapilan petriler 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda

tiremeleri gézlenmistir (Pereira ve Gibson, 2002).
3.2.3.3. Otoagregasyon ozelliklerinin belirlenmesi

LAB’ larin % otoagregasyon Ozellikleriinin belirlenmesi Kos vd (2003)
uyguladigi metod modifiye edilerek uygulanmistir. Kullanilacak LAB izolatlar1 MRS
broth besiyerinde 37°C’ de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda falkonlara
alinarak 10000 rpm’ de 15 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra
kalan pellet 2 kez yikanmustir. Tk yitkama pH’ s1 6.2 ye ayarlanmus PBS ile yapildiktan
sonra ikinci yikama pH’ s1 7.0 olan PBS ile yapilmistir. PBS tamponu igerisinde
coziilmiigtiir. Elde edilen ¢ozelti optik dansite (OD) 600 nm’ye ayarlanmis

spektrofotometrede 6lgiildiikten sonra oda sicaklifinda 4 saat boyunca bekletilmistir. 4

36



saat sonunda ¢ozeltinin iist kismimndan 0.1 mL alinarak OD 600 nm’ye ayarlanmis
spektrofotometrede okunmustur. Asagidaki denkleme gore suslarin otoagregasyon

yiizdeleri hesaplanmustir.

0D1-0D2

% Otoagregasyon= on1

x 100 (3.1)
[OD1: ilk optikal yogunluk; OD2: 4 saat sonraki optikal yogunluk].
3.2.3.4. Koagregasyon ozelliklerinin belirlenmesi

LAB suslarinin E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 25923 ile koagregasyon
Ozelliklerinin belirlenmesi i¢in Rinkinen vd (2003)’nin metodu modifiye edilerek
uygulanmistir. Kullanilacak LAB izolatlart MRS broth besiyerinde 37°C’ de 48 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda falkonlara alinarak 5000 rpm’ de 15 dk
santrifiij edilmistir. Slipernatant uzaklastirildiktan sonra kalan pellet 2 kez pH’ s1 6.2 ye
ayarlanmig PBS ile yikanmig ve bu tampon igerisinde ¢ozlilmiistiir. Her bakteri 6rnegi
optik dansite (OD) 600 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir. Daha sonra
LAB Kkiiltiirli ve test bakterisinden esit miktarda ornek alinarak aym tiip i¢inde 10-15
saniye vortex ile karistirilmis ve daha sonra oda sicakliginda 4 saat bekletilmistir. 4 saat
sonunda c¢ozeltinin st kismindan 0.1 mL alinarak OD 600 nm’ye ayarlanmis
spektrofotometrede okunmustur. Asagidaki denkleme gore suslarin koagregasyon
yiizdeleri hesaplanmustir.

(0D1+0D2) — (20D3)

%Koagregasyon= 5D110D32

x 100 (3.2)

[OD1: Bakteri kiiltiirlerinin optikal yogunlugu; OD2: Test bakterilerinin optikal yogunlugu;
OD3: Karigik kiiltiiriin 4 saat sonundaki optikal yogunlugu].

3.2.3.6. Antibiyotik duyarhiliginin belirlenmesi

Antibiyotik duyarliligin1 belirlemek i¢in mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir. 14
farkli antibiyotikten 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 ve 64 pg/mL olacak sekilde 8 farkl
konsantrasyon hazirlanmigtir. Kullanilan antibiyotikler aminopenisilin G, novobiosin,
kloramfenikol, ampisilin, sefamezin, siproflaksasin, sephalotin C4520, nifuroksazid,
streptomisin 56501, penislin G, kanamisin siilfat 8324, eritromisin A2275, vankomisin,

eritromisin E6376°dir.
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LAB izolatlarindan MRS broth besiyerinde gecelik kiiltiirler olusturulmustur.
Gecelik kiiltiirlerden alinan 6rnekler %0.9° luk fizyolojik tuzlu su igerisinde McFarland
0.5 (10%kob/mL) bulanikliga ayarlandiktan sonra 1/10 oraninda MRS broth ortaminda
seyreltilmistir. Bu sekilde hazirlanan her 6rnek 96 kuyucuklu plakalarin her kuyucuguna
100 pl olacak sekilde dagitilmigtir. Pozitif kontrol olarak E. coli 35218 kullanilmistir. E.
coli i¢in MHB besiyeri kullanilmistir. Deneyler ¢ift tekrarli olarak yapilmistir. Plakalar

37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmis ve sonuclar degerlendirilmistir.
3.2.3.7. Laktik asit iiretimi tayini

Laktik asit iiretim miktarlarini1 tayin etmek i¢in LAB izolatlarindan MRS broth
ortamina ekim yapilarak 48 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu kiiltlirlerden
tekrardan MRS broth ortamina %1’ lik olacak sekilde ekim yapilmustir. Ikinci
inkiibasyondan sonra LAB Kkiiltlirlerinden 1 mL temiz bir erlene alinip, 99 mL steril
distile su ile 100 mL’ye tamamlanmistir. Uzerine fenol fitalein indikatdriinden 2-3
damla damlatilmistir. Ardindan 0,1 M NaOH ¢ozeltisi ile titrasyon yapilmistir.
Harcanan NaOH miktarlar1 hesaplama i¢in kaydedilmistir. Kiiltiirlerin irettigi asit
miktari, titre edilebilir yiizde asit olarak hesaplanmistir. Hesaplamalar asagidaki
denkleme gore yapilmistir. Calisma cift paralel olarak yapilmistir (Demirci ve Giindiiz,
1994).

%Asitlik =Harcanan 0,1 NaOH (mL) x 0,9/mL (3.3)

3.2.3.8. Antimikrobiyal aktivite tayini

Antimikrobiyal aktivite tayini i¢in agar kuyucuk diflizyon metodu ve
mikrodiliisyon broth yontemleri kullanilmigtir. Deneylerde kullanilan test bakteri
suslari; L. monocytogenes ATCC 7644, B. subtilis ATCC15245, B. cereus ATCC 11778,
S. typhimurium ATCC B-4420, K. pneumoniae ATCC 700603, E. coli ATCC 35218, E.
coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 51299, P. aeruginosa
ATCC 27853dr.

LAB izolatlar;; MRS broth ortamina ekim yapilarak 37°C’de 18-24 saat inkiibe
edilmis ve aktif kiiltiirler elde edilmistir. Bu kiiltiirlerden tekrar MRS broth ortamina
%1’ lik ekim yapilarak 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Aktif kiiltiirler
antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanilmistir.
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3.2.3.8.1. Agar kuyucuk difiizyon metodu

Kullanilacak olan test bakterilerinden gecelik kiiltiir olusturmak igin Nutrient
broth ortamina ekim yapilarak 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda test bakterileri %0.9> luk fizyolojik tuzlu su igerisinde
McFarland 0.5 (10% kob/mL) bulanikliga ayarlanmistir. 100 ul alinarak Muller-Hinton
agar (MHA) besiyerinin ¢ift kuvvet olacak sekilde hazirlanmig olan petrilerine drigalski
spatiili ile esit olacak sekilde yayma ekim yapilmistir. Oda sicakliginda yiizeyi hafif

kuruyan petrilere 3 mm capinda kuyular agilmistir.

McFarland’1 0.5 (10® kob/mL) bulanikliga ayarlanan LAB izolatlarindan 100 pl
alinarak her kuyucuga koyulmustur. Kontrol olarak her bir test bakterisinde bir kuyucuk
kloramfenikol koyulmustur. Inkiibatérde 1 saat diiz bir sekilde tutulduktan sonra ters
cevrilen petriler 37°C’de 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
petrilerdeki inhibisyon zon ¢aplari kumpas yardimi ile 6lgiiliip kayit edilmistir (Ertekin
ve Con, 2014).

3.2.3.8.2. Mikrobroth diliisyon metodu

MRS agar besiyerinde gelistirilen LAB ‘lardan tek koloni alinarak MRS broth
ortamma %1’ lik ekim yapilarak 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire
sonunda 10000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonucunda elde edilen
siipernatant steril sartlar altinda 0.22 pm’lik tek kullanimlik steril filtre ile
mikrofiltrasyon yolu 1ile sterilize edilmistir. Sterilize edilen siipernatantlarda
mikroorganizma varligmin kontrolii i¢in besiyerlerine ekimler yapilmistir. Yukarida
belirtildigi sekilde ekimleri yapilan LAB izolatlarinin siipernatantlar liyofilize edilmis
ve postbiyotik olarak antimikrobiyal aktiviteleri karsilastirilmigtir.

Mikrodiliisyon broth yonteminde postbiyotiklerin kullanildigr 6rnekler steril
distile su igerisinde ¢oziilmiis, 25, 20, 15, 10 ve 5 mg madde tasiyacak sekilde diliiye
edilmis konsantrayonlar1 kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak kullanilan kloramfenikol

konsantrsyonlar1 25, 20, 15, 10 ve 5 pg olacak sekilde ayarlanmistir.

Kullanilacak olan test bakterileri gecelik kiiltiir olusturmak igin Nutrient broth
ortamma ekim yapilarak 37°C’de 18-24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda test bakterileri %0.9” luk fizyolojik tuzlu su igerisinde McFarland 0.5 (108
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kob/mL) bulanikliga ayarlanmistir. Cift kuvvet olarak hazirlanmig MHB ortamina
fizyolojik tuzlu su igerisinde McFarland 0.5 (10® kob/mL) bulanikliga ayarlanmis olan
test bakterilerinden 1/10 olacak sekilde seyreltme yapilmistir. Bu sekilde hazirlanan her
bir bakteri 96 kuyucuklu plakalara dagitilmistir.

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan postbiyotik 6rnekleri her bir kuyucuga 100 pl
olacak sekilde koyulmustur. Pozitif kontrol olarak kloramfenikol kullanilmis ve negatif
kontrol olarak ise; madde igermeyen sadece test bakterisinin bulundugu kuyucuklar

bulunmaktadir.

Plakalar 24 saat 37°C’ de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyucuklarda
ireme olup olmadifi gozlenmistir. Uremenin olmadigi en son kuyucuktaki
konsantrasyon Minimum Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) degeri olarak belirlenmistir
(NCCLS, 2006).

3.2.3.9. LAB postbiyotiklerinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in DPPH {izerinden serbest radikal
stiptiriicti etki testi kullanilmistir. Bunun i¢in LAB izolatlart %1’ lik ekim yapilarak
37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasinda Kkiiltiirler steril
falkonlara aktarilarak 10000 rpm’ de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda
siipernatant steril falkona aktarilmistir. Yukarida belirtildigi sekilde ekimleri yapilan
LAB izolatlarinin siipernatantlart liyofilize edilmis ve serbest radikal siipiiriicii

etkilerine bakilmistir.

Elde edilen postbiyotiklerin, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikali (DPPH)
tizerindeki serbest radikal siipiiriicii etkileri Sanchez-Moreno ve arkadaglar1 (1998)
tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek kullanilmigtir. 50 pl, 100 mg/mL
konsantrasyonda olan postbiyotik 6rnekleri ve 50 ul BHT (pozitif kontrol) iizerine ayri
ayr1 3 mL DPPH (2x107 g/L) ¢ozeltisi ilave edilerek 30 saniye vortekslenmistir.
Karanlikta oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrast 517 nm
dalga boyuna ayarlanmis spektrofotometrede absorbans degerleri okunmustur. %
inhibisyon olarak serbest radikal siipiiriici etki (Antioksidan indeks) asagidaki
denkleme gore hesaplanmistir (Oztiirk vd., 2007). Her test 3 kez tekrarlanarak
ortalamalar1 alinmistir ve referans madde olarak BHT (butilhidroksitoluen)

kullanilmistir.
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s Kontrol absorbansi—Ornegin absorbansi
% Inhibisyon = g x 100 (3.4)

Kontrol absorbansi

3.2.5. Hiicre Kkiiltiirii calismalari
3.2.5.1. Hiicre kiiltiirii calismalari igin LAB postbiyotiklerinin hazirlanmasi

MRS agar besiyerinde gelistirilen LAB ‘lardan tek koloni alinarak MRS broth
ortamina ekim yapilarak 37°C’de 18-24 saat inkiibe edilerek aktif kiiltiirler elde
edilmistir. Bu kiiltiirlerden tekrar MRS broth ortamina %1’ lik ekim yapilarak 37°C’de
48 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 10000 rpm’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonucunda elde edilen siipernatant steril sartlar altinda 0.22 um’lik
tek kullanimlik steril filtre ile mikrofiltrasyon yolu ile sterilize edilmistir. Sterilize
edilen siipernatantlarda mikroorganizma varliginin kontrolii igin besiyerlerine tekrar

ekimler yapilmistir.

Yukarida belirtildigi sekilde ekimleri yapilan LAB izolatlariin siipernatantlar
liyofilize edilmis ve postbiyotik olarak hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda 6rnek olarak

kullanilmistir.

3.25.2. Caco-2 (Kolorektal adenokarsinom hiicre hatti) hiicrelerinin kiiltiir

ortaminda ¢ogaltilmast

Caco-2 (ATCC HTB-37) hiicre hattinin kiiltiir ortaminda gelistirilmesi ig¢in %10
FBS (fotal sigir serumu), %1 penisilin-streptomisin iceren DMEM besiyeri
kullanilmistir. Hiicreler flask igerisinde %95 bagill nem ve %5 CO; ve 37°C’ de
inkiibatorde gelistirilmistir. Hiicreler stoktan ilk c¢ikarildiklarinda 25 cm? ’lik steril
flasklarda ¢ogaltilmig ve yeterli yogunluga ulastiginda hiicreler pasajlanarak 75 cm? ’lik
flasklara aktarilmistir. Bu islem yapilirken flasktaki besiyeri uzaklastirilmis ve 5 mL
PBS ile yikama islemi ger¢eklestirilmistir. Yikamadan sonra PBS uzaklastirilmis ve 500
ul TE (Tripsin-EDTA) eklenerek CO: 1i etiivde 3-5 dakika hiicrelerin yiizeyden
kalkmas1 i¢in bekletilmistir. Mikroskopta hiicreler kontrol edilmistir. Kalkmayan
hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasi i¢in hafif mekanik giic uygulanmistir. Flaska 5 mL
besiyeri eklenerek tripsinin etkisinin notralizasyonu saglanan hiicreler 50 mL’lik steril

falkona alinmistir.5 dakika 1200 rpm de santrifiij edildikten sonra dikkatlice dokiilerek
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stipernatant uzaklagtirilmistir. Pellet {izerine 15 mL taze besiyeri eklenerek resiispanse
edilmis ve hiicreler 75 cm? ’lik flaska aktarilmistir. Ayni1 pasaja ait hiicreler daha
sonraki deneylerde kullanilmak amaciyla; FBS ile stok yapilarak — 80°C’de

saklanmustir.
3.2.5.3. Hiicre sayimi

75 cm? ’lik flaskta ¢ogalmis halde bulunan Caco-2 hiicrelerinin sayimi ig¢in;
oncelikle besiyeri uzaklastirilmig, sonrasinda 5 mL PBS ile yikama yapilmig ve sonra
500 pL TE eklenerek CO: li etiivde 3-5 dakika bekletilerek hiicrelerin kalkmasi
saglanmigtir. 5 mL besiyeri eklendikten sonra 50°lik steril falkona alinarak 1200 rpm de
5 dakika santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra 1 mL besiyeri
eklenerek pipetaj yapilmistir. Sayim i¢in 10 pl Tripan Mavisi boyast ile 10 ul hiicreden
alinarak restispanse edilerek Cedex Smart Slide (Roche—Almanya) kuyucuguna 10 pl

olacak sekilde aktarilarak Cedex (Roch —Almanya) hiicre sayim cihazinda sayilmistir.
3.2.5.4. Sitotoksik aktivitenin MTT yéntemi ile belirlenmesi

MTT testi esas olarak ortamdaki aktif mitokondrilerle iligkisi sebebiyle canli
hiicre varligiyla ilgili olan kantitatif kolorimetrik bir yontemdir. Canliliga bagli bu
yontem hiicre proliferasyonu ve sitotoksisiteyi belirlemekte kullanilmaktadir. Bu
yontem aktif mitokondriler tarafindan tetrazolyum tuzlarinin indirgenmesi ve bu sayede
formazan tuzlarina doniiserek renk degistirmesi esasina dayanmaktadir. Tetrazolyum
tuzlari, renksizken aktif mitokondrilerin tetrazolyum halkasini kirmasi sonucu renkli
tirlinler meydana getiren maddelerdir (Brunner and Holst-Hansen 1998; Mossman,
1983).

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphentyltetrazoliumbromide] bu amagla
kullanilan ve substrat halde sar1 renkte olan, pozitif yiiklii ve hiicre membranindan
gecebilen bir bilesiktir. Aktif mitokondrilerde siiksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik
olarak baglandiginda suda c¢oziinmeyen mavi-mor formazan tuzlarini olusturur.
Formazan tuzlar organik ¢o6ziiciilerde (DMSO gibi) kolaylikla ¢oziiniirler (Mossmann,

1983).

Reaksiyon sonrasinda ¢oziicii ilavesi sonrasinda formazan kristallerinin

yogunluguna gore olusan renk skalasina bagli 6l¢iim yapilmaktadir. Bu renk skalasi
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canli hiicre yogunlugunu gostermektedir. Olii hiicrelerin varhginda formazan tuzu

olusmaz, mavi-mor renk degisimi gézlenmez.

Yontemin uygulanmasinda; hiicreler 96 kuyucuklu, steril tek kullanimlik diiz
tabanli mikroplakalara 100 pl taze DMEM besiyeri igerisinde kuyu basma 1x10* hiicre
icerecek sekilde ekilmistir. Hiicreler gece boyunca %95 bagil nem, %5 CO2 ve 37°C’
deki inkiibatorde bekletilerek tabana yapismalari saglanmigtir. Ters g¢evrilerek besiyeri
uzaklagtirilan hiicrelere 100 pl besiyeri igerisinde 20, 15, 10, 5 mg/mL
konsantrasyonlarda postbiyotik i¢eren 6rneklerin uygulamasi yapilmistir. Her madde
icin kontrol olarak sadece DMEM besiyeri eklenen kuyucuklar olusturulurken, pozitif
kontrol olarak doksorubisin 50,15, 10 ve 5 uM/mL ve negatif kontrol olarak ise; MRS
besiyeri uygulanarak 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Maddelerin ve besiyerinin renk
verme durumuna kars1 6rneklerin tiim konsantrasyonlarinin ve besiyerinin oldugu kor
plakasi olusturulmus 24 saat inkiibe edilmis ve diger tiim protokoller bu plakayada

uygulanmustir.

MTT uygulamasinda 5 mg/mL olarak hazirlanmis MTT soliisyonundan her
kuyuya 10 pl ilave edilerek formazan tuzlarinin olugmasi i¢in 4 saat daha inkiibasyona
devam edilmistir. 4 saat sonunda kuyucuklar ters g¢evrilerek bosaltilmis ve formazan
tuzlarinin ¢oziinebilmesi i¢cin 100 pl DMSO ilave edilmistir. 10-15 dakika karanlikta
bekletildikten sonra 540 nm dalga boyunda ELISA cihaz1 ile olusan renklerin optik
yogunluklar1 (absorbanslar1) okunmustur. Elde edilen absorbans degerleri, kiiltiirdeki
hiicrelerin metabolik aktivitelerine karsilik gelen canli hiicre sayisi ile iliskili oldugu
icin sonuglar ylizde canlilik cinsinden ifade edilmistir. Hesaplamalar yapilmadan 6nce;

kor plakasinin degerleri 6rnek plakasindaki degerlerden ¢ikarilmugtir.

Ornegin absorbans degeri

%Canlilik= 100 (3.5)

Kontroliin absorbans degeri
3.2.5.5. Akus sitometride Annexin V-PI yontemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi

Akis sitometrisi 1934 yilinda Andrew Moldoven’in “akim boyunca kan
hiicrelerinin sayimi1” teknigini gelistirmesi ile baslayan ve giiniimiize hiicrelerin tek tek
karakterize edilmesini saglamaya kadar gelmis bir analiz sistemidir. Yontemin prensibi,
bir sivi igerisinde hiicrelerin enjeksiyon kanali aracilifiyla alinarak akis kanali

icerisinde tek tek gecerken lizerlerine gonderilen lazer kaynagindan aldiklari 1siklar
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yaydiklart veya yaymadiklar1 sinyalleri farkli dedektorler ile toplayarak veri sekline
doniistiirmesi ve bu veriler sonucunda hiicre biiyiikliigii ve graniilaritesine gore

siniflandirilmasina dayanmaktadir (Shapiro, 2003).

Annexin V- PI yonteminde apoptotik etkinin belirlenmesi ise sOyle
saglanmaktadir. Apoptoz gelismis organizmalarda bulunan kontrolli hiicre 6liim
mekanizmasidir. Apoptoz mekanizmasinin isleyisi sirasinda, normal hiicrelerin hiicre
zar1 ylizeyindeki membran lipitlerinden biri olan fosfotidilserin (PS) in i¢ ylizeydeki
konumundan hiicre zar1 dig yilizeyine trasloke olmasi islemi gerceklesir. Bu yer
degistirme erken apoptozda gerceklesir ve bu durumda heniiz hiicre biitiinligi
bozulmamistir. Bu bilgi 1s1ginda hiicrenin dis yilizeyinde bulunan fosfotidilserine
baglanabilen Annexin V proteini floresan bir madde ile isaretlenerek apoptotik hiicrenin
goriiniir hale gelmesi saglanmistir. Propidium iyodid (PI) direkt olarak DNA veya ¢ift
sarmalli RNA molekiillerine baglanabilir, 6lii ve hasar goérmiis hiicrelerin hiicre
membran yapisinin bozulmus olmasi nedeniyle bu baglanma gergeklesir. Saglikli
hiicrelerde bu baglanma gerceklesemez. Bu 6zellik sayesinde PI gec apoptoz ve 6lim
evresindeki hiicrelerin goriinmesini saglamaktadir (Gatti vd., 1998; Kopman vd., 1994;

van England vd., 1998).

Calisgmamizda Annexin V Apoptosis Detection Kit protokolii uygulanmistir.
Uygun yogunluga gelen hiicreler flasktan kaldirilmis sayimi yapilmis ve 6’ 1 plakalara
I mL igerisinde 1x 10° hiicre igerecek sekilde ekimler yapilmistir. 24 saat inkiibasyonun
ardindan ornekler uygulanmistir. Postbiyotiklerin MTT testinden elde edilen 1Csg
degerleri hiicreler {izerine uygulanmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda
hiicreler plakalardan kaldirilarak 15 mL ’lik falkon tiiplere alinmistir. 1200 rpm de 5
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi slipernatant uzaklastirilmistir. Pellete 2 kez,
2 mL soguk PBS eklenerek yikama islemi yapilmistir. Yikama sonrasi pellet 100 pl
PBS eklenerek resiispanse edilmistir. Ependorflara 5’er ul olacak sekilde Annexin V ve
PI boyalar1 konmustur. Uzerine PBS ile resiispanse edilen hiicreler eklenerek 20-25
dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda ependorflara
1X Annexin V baglanma tamponu eklenmis ve akis sitometri cihazinda (Accuri C6,

BD) okumalari ve analizleri yapilmistir.
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3.2.6. 16S rRNA dizi analizi ile genotipik karakterizasyonlarin belirlenmesi

Secilen izolatin tanimlanmasi amaciyla 16s rRNA dizi analizi yapilmistir. Bu
amagla sivi besiyerinde hazirlanan gecelik kiiltiir kullamilmustir. izolatin  DNA
izolasyonu i¢in EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast DNA izolasyon Kkiti
kullanilmistir. Elde edilen DNA’nin saflik ve miktar analizleri i¢in Thermo Scientific
Nanodrop 2000 spektrofotometrik olctim yapilmistir. 8 F ve 1387 R primeleri
(Universal primerler) ile tiir tayini i¢in hedeflenen gen bolgeleri PCR kullanilarak

cogaltilmistir. Bakteri izolasyon protokolii asagidaki gibidir.

Bakteri DNA izolasyon Protokolii

1- 1,5 mL ependorf tiipte karigtirilir.

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 olugan pellet 300
ul Lyse BG bufferda siispanse edilir.

2- 50 pl BL ve 2 ul RNase A eklenir ve 3 dakika karistirilir (pipetleme veya vortex ile)
3- 37 °C’de 15 dakika inkiibe edilir

4- 15 pl Proteinaz K ilave edilir. Birkag defa karigtirllir ya da voreteks ile 3
dakikakaristirilir.

5- 55 °C’de 30 dakika inkiibe edilir.

6- 350 ul Sol BG ilave edilir. Birka¢ defa karigtirilir ya da voreteks ile 3 dakika
karistirilir.

7- 55 °C’de 30 dakika inkiibe edilir.

8- Lizat 2 dakika 11.000xg’de santrifiij edilir ve supernatant kismimdan 600 pl DNA
binding spin kolona aktarilir ve collection tiipiin listiine konulur.

9- 1 dakika 11.000xg’de santrifiij edilir. Collection tiip bosaltilir ve spin-kolon tekrar
collection tiipiine konulur.

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

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

12- collection tiipteki s1vi bosaltilir ve spin-kolon tekrar collection tiipiin iistiine konur.

13- 450 ul Wash BGX buffer eklenir ve 11.000xg’de 1 dakika santrifiij edilir.
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14- Collection tiipteki s1v1 bosaltilir ve spin-kolon tekrar collection tiipiin {istiine konur.
15- Wash BGX buffer1 tamamen uzaklastirmak igin 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- 2dk oda sicakliginda inkiibe edilir.

18- 1 dakika 11.000xg’de santrifiij edilir.

19- Spin-kolon atilir ve tiip daha sonraki ¢alismalarda kullanilmak {izere 2-8 °C’de

ve/veya -20 °C’de saklanir.

Elde edilen genomik DNA, kalip DNA olarak kullanilarak 16S rRNA gen boélgesi i¢in
PCR kurulmustur. Bu amagla 8F= AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ve 1387R =
GGGCGG WGTGTACAAGGC evrensel primerleri kullanilmistir. Reaksiyon
bilesenleri olarak, 10X TaqBuffer (+KCI-MgCl2), 2,5 u L; 25 mM MgClI2, 2,5 u L; 2,5
mM dNTP mix, 2,5 p L; 2,5 mM 27F primer, 2,5 u L; 2,5 mM 1492R primer 2,5 p L;
Taq polimeraz (5 u/ p L), 0,25 p L; niikleaz icermeyen distile su, 11,75 p L; kalip
DNA,1 pL kullanilmigtir. 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
basamag1 72°C’de 2 dak., 35 dongli; son uzama basamagi ise 72°C’de 5 dak. Olarak
yapilmistir.

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) iizerinden eglestirilerek en yakin tiir belirlenmistir.
[zolatlarin dizi analizleri, Microbiota Biyoteknoloji Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketine

hizmet alim1 yoluyla yaptirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Kolostrumdan Mikroorganizma izolasyonu

Tez kapsaminda Afyonkarahisar ili, Sandikl ilgesi, Resadiye koyiinden besi ve
mera hayvanciligi yapan yetistiricilerden temin edilen 2 farkli yas ve farkli dogum
sayisina sahip sigirlardan alman kolostrum o&rnekleri kullanilmistir.  Kolostrum
orneklerinden morfolojik yapilar1 farkli goziiken 52 izolat izole edilmistir. Izolatlar
isimlendirilirken; 1 ile baslayan kodlamadaki izolatlar 5 yasinda ve 3.dogumu olan sigir
kolostrumundan, 2 ile baslayanlar ise 4 yasinda ve 2.dogumu olan sigir kolostrumundan
izole edilmelerine gore yapilmistir. Numaralandirmada ilk rakam kolostrumun alindig:
sigir1, ikinci rakam kaginci diliisyondan alindigini, sondaki rakam ise izole edildigi
petrideki kacinci izolat oldugunu gosteren rakamdir. Parantez icindeki F izolatin

fermente kolostrumdan alindigini géstermektedir.

Yapilan izolasyon sonucunda 5 yasinda ve 3.dogumu olan sigir kolostrumundan
koloni morfolojilerine bakilarak 24 mikroorganizma izole edilmistir. Bunlardan 20
tanesi direkt -20°C” den alinan kolostrumdan, 4 tanesi fermente edilmis kolostrumdan
izole edilmistir. 4 yasinda ve 2.dogumu olan sigir kolostrumundan koloni
morfolojilerine bakilarak 28 mikroorganizma izole edilmistir. Bunlardan 19 tanesi
direkt -20°C’ den alinan kolostrumdan, 9 tanesi fermente edilmis kolostrumdan izole

edilmistir.
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Gorsel 4.1. Kolostrumdan izole edilen mikroorganizma érnekleri

Cizelge 4.1. -20°C izole edilen izolatlarin kod numaralar:

5 yasinda ve 3.dogumu olan sigir 4 yasinda ve 2.dogumu olan sigir
kolostrumundan izole edilen izolatlar kolostrumundan izole edilen izolatlar
1.2.1-1zolat 1 2.1.1-Tzolat 21
1.2.2-1zolat 2 2.1.2-Izolat 22
1. 2. 3-1zolat 3 2.1.3-1zolat 23
1.3.1- Izolat 4 2.2.1-1zolat 24
1. 3. 2-1zolat 5 2.2.2-1zolat 25
1.4.1- Izolat 6 2.2.3-1zolat 26
1. 4. 2-1zolat 7 2.2.4-1zolat 27
1. 4. 3-1zolat 8 2. 3. 1-1zolat 28
1. 4. 4-1zolat 9 2.3.2-1zolat 29
1. 4. 5- Izolat 10 2.3.3-1zolat 30
1. 4. 6-1zolat 11 2. 3. 4-1zolat 31
1. 4. 7- Izolat 12 2.3.5-1zolat 32
1. A. 1-izolat 13 2. A. 1-1zolat 33
1. A. 2-Izolat 14 2. A. 2-Izolat 34
1. A. 3-izolat 15 2. 4. 1-1zolat 35
1. A. 4-Izolat 16 2.4.2-1zo0lat 36
1. A. 5-Izolat 17 2. 4. 3-1zolat 37
1. A. 6-Izolat 18 2. 4. 4-1zolat 38
1. A. 7-Izolat 19 2. 4.5-1zolat 39
1. A. 8-zolat 20
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Cizelge 4.2. 21 giin inkiibatorde fermente edilmis sigir kolostrumundan izole edilen izolatlarin kod
numaralari

5 yasinda ve 3.dogumu olan sigir 4 yasinda ve 2.dogumu olan sigir
kolostrumundan izole edilen izolatlar kolostrumundan izole edilen izolatlar
1. 3. 1 (F)- Izolat 40 2. A. 1 (F)- izolat 44

1. 4.1 (F)- izolat 41 2. A. 2 (F)- Izolat 45

1. 4. 2 (F)- izolat 42 2. A. 3 (F)- Izolat 46

1. 4. 3 (F)- izolat 43 2. A. 4 (F)- izolat 47

1 (F)- Izolat 48
2 (F)- Izolat 49
3 (F)- izolat 50
4 (F)- zolat 51
5 (F)- Izolat 52

2. 4.
2. 4.
2. 4.
2. 4.
2.4,

4.2. izolatlarin Tanimlanmasi
4.2.1 Gram boyama ve katalaz testi sonuclari

Elde edilen bu izolatlara yapilan gram boyama ve katalaz testi sonucunda 52
izolattan 11 izolatin gram pozitif (+) ve katalaz negatif (-) basil oldugu,17 izolatin gram
pozitif (+) ve katalaz negatif (-) kok oldugu, 2 izolatin gram pozitif (+) ve katalaz
pozitif (+) basil oldugu, 6 izolatin gram pozitif (+) ve katalaz pozitif (+) kokobasil
oldugu ve 16 izolatin gram pozitif (+) ve katalaz pozitif (+) kok oldugu belirlenmistir.

4.2. Saf kiiltiir izolatlarimin gram boyama ornekleri
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Gorsel 4.3. Katalaz negatif (-) ve pozitif (+) sonug ornegi

Cizelge 4.3. Kolostrumdan izole edilen mikroorganizma izolatlar

Kod numarasi Gram ozelligi Hiicre sekli Katalaz

1.3.1(F), 1.4.1(F),
1.4.2(F), 1.4.3(F),
2.A1(F), 2.A3(F), +) Basil 6
2.A4(F), 2.4.1(F),
2.4.2(F), 2.4.3 (F),
2.4.5(F)

122,1.2.3,1.3.1,
1.4.3,1.45, 1.A1,
1.A2 1.A3, 1A7, +) Kok )
2.1.2,2.1.3,2.2.3,
224,231,234,
2.3.5,2.4.3

2.A2(F), 244 +) Basil +)

1.4.4, 1.A4, 1AB, ©) Kokobasil +)
1.A8,2.3.2, 2.4.4(F)

121,132, 141,

1.4.2,1.4.6,1.4.7,

2.1.1,2.2.1,2.2.2, +) Kok (+)

2.3.3,2.A.1,2.A2,

1.A6,2.4.1,24.2,
2.45

Bundan sonraki ¢aligmalara; Gram boyama ve katalaz testi uygulanan
mikroorganizmalardan, spor olustturmayan, gram pozitif (+) ve katalaz negatif (-) basil
izolatlar1 iizerinden devam edilmistir. Bu izolatlar; 1.3.1 (F), 1.4.1 (F), 1.4.2 (F), 1.4.3
(F), 2A.1 (F), 2A3 (F), 2. A4 (F), 24.1 (F), 24.2 (F), 2.4.3 (F), 2.4.5 (F) izolatlar
olup diger biyokimyasal c¢alismalart bu izolatlar {iizerinden devam etmistir.
Staphylococcus aureus katalaz testi igin pozitif kontrol mikroorganizmasi olarak
kullanilmistir (Cizelge 4.3; Sekil 4.3).
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4.2.2. 1Tzole edilen mikroorganizmalarin biyokimyasal aktivite sonuclar

11 tane Gram (+) ve katalaz (-) basil morfolojisine sahip bakteri izolatlar1 i¢in, iki
farkli pH; pH 3.9 ve pH 9.6; ii¢ farkli tuz konsantrasyonu %6, %7.5 ve %10 NaCl;
hareketlilik, TSI agarda gelisme ve HzS olusumu testleri uygulanmistir. Cizelge 4.4’te
11 tane katalaz (-) Gram (+) basil bakteri izolatlarinin farkli pH’ da gelisim, farkli tuz
konsantrasyonlarinda gelisim, TSI da tireme, hareketlilik ve hidrojen siilfiir olusumu

olusumu test sonuglar verilmistir (Cizelge 4.4, 4.5, 4.6).

Gorsel 4.5. pH 3.9 ve 9.6 da iireme goriintiileri (a: pH 3.9; b: pH 9.6)
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(a) (b) (©)

Gorsel 4.6. %6, %7.5, %10 NaCl iceren ortamda iireme (a: %6 NaCl, b: %10 NaCl, c: %7.5 NaCl)

Cizelge 4.4. Gram (+), Katalaz (-), basil bakterileri izolatlarinin biyokimyasal aktivite testleri. (+):
pozitif, (-): negatif, (¥): belirsiz

2 . = 2 = = x g 2
2 [8: |%: |52 |BE |ge |B E |
2 g oz |25 |wh |Z2F | F 3 3
2 T |Z» | g% |58 |2 |3 = %
2 = s MR S T Z =
131(F) [ () ) ) ) &) ®) ©) ®)
141(F) | (4 (+) (+) (+) (+) () (+) ()
142(F) | (¥ (+) (+) (+) (+) () (+) ()
143(F) | () (+) (+) (+) (*) () (*) ()
2ALF) | () (+) (+) (+) ® () ® ()
2A3(F) | (%) (+) (+) (+) (+) (+) (+) ()
2AAF) | (%) (+) (+) (+) (*) ) (+) ()
241(F) | () (+) (+) (+) ® () (*) ()
242(F) | () (+) (+) (+) (+) (+) ® ()
243(F) | (%) (+) (+) (+) (+) ®) (+) ()
2450F) | (0 (+) () () (+) ® (+) ()

Bu sonuglara gore; 11 izolatin 2 tanesinin hareketli, 9 izolatin TSI besiyerinde
iredigi gozlenmis olup 11 izolattan higbirinde H.S ve gaz olusumu gozlenmemistir.
Farkli pH’ lardaki gelisimlerine goére; pH 3.9°da izolatlardan 9 tanesi gelisim
gosterirken, 2 izolat gelisim gostermemistir. Ayrica, pH 9.6’da tiim izolatlar gelisim
gostermistir. Farkli tuz konsantrasyonlarindaki gelisimleri ise; %6 ve %7.5 NaCl igeren
ortamda tiim izolatlar gelisme gostermis olup, %10 NaCl igeren ortamda ise; 9 izolat

iiremis, 2 izolat tirememistir (Cizelge 4.4).
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LAB’ larin gram pozitif, katalaz negatif, hareketsiz, spor olusturmayan, aside
dayanikli, basil, kok ve koko-basil morfolojisine sahip olmak gibi genel 6zelliklerinden
yola ¢ikilarak bu izolatlardan LAB oldugu diistiniilen basil morfolojisinee sahip 7 izolat
ile ¢alismalara devam edilmistir (Hofvendahl vd., 2000; O’Sullivan et vd., 2002).

Calismalarda kullanilacak olan gram pozitif, katalaz negatif, hareketsiz, aside
dayanikli basil izolatlar1 1.3.1 (F), 1.4.1 (F), 1.4.2 (F), 1.4.3 (F), 2. A4 (F), 2.4.3 (F),
2.4.5 (F) olarak belirlenmistir.

4.2.3. 1izole edilen mikroorganizmalarin hemolitik aktivite sonuglar

Hemolitik aktiviteyi belirlemek ic¢in, 37 °C’de gelistirilen gecelik kiiltiirlerden
kanli agar ortamina tek koloni ekimi yontemiyle bakteri izolatlarinin ekimleri
yapilmustir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyondan sonra, kolonilerin etrafinda zon olusumu
gozlenmistir. Kanli agar petrilerinde zon olusumuna goére hemolitik aktivite
belirlenmistir. Hemolitik aktivite, parlak-yesil zon olusturan koloniler a-hemolitik,
berrak zon olusturanlar  hemolitik, zon olusturmayanlar ise y-hemolitik olarak
belirlenmistir (Maragkoudakis vd., 2006). Hemolitik aktivite ¢alisilan tiim izolatlarda

zon olusumu gozlenmemis olup y-hemolitik olarak degerlendirilmistir (Gorsel 4.7).

Gorsel 4.7. Hemolitik aktivite y-hemolitik izolatlarin petri goriintiisii
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Literatiire gore; robiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarin y-hemolitik
suslar olmasi, dolayisiyla hemolize neden olmamalar1 gerekmektedir (Maragkoudakis
vd., 2006, Mourad ve Nour-Eddine 2006).

4.2.4. Biyofilm olusumunun degerlendirilmesi

LAB’ lar bagirsak yiizeyine tutunabilme yetenekleri acisindan diger birgcok
mikroorganizma ile rekabet ederek sindirim sisteminde canliligini koruyabilmekte ve
kolonize olabilmektedir (Giilgdr ve Ozcelik, 2014; Arena 2017)

Calismada kullanilan izolatlar ve pozitif kontrol olarak kullanilan E. coli 35298 ve
E. faecalis 51299 suslarinin biyofilm olusumunun degerlendirilmesi i¢in mikroplaka
yontemi kullanilmistir. Mikroorganizmalar ve pozitif kontrol olarak kullanilan
mikroorganizmalar 96 kuyucuklu plakanin her bir kuyucuguna Mc Farland 0.5 ’e gore
ayarlanmus kiiltiirden 200°er ul olarak dagitilmistir. Plakalar, 48 saat 37 °C’de etlivde

inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda mikroplakalar, PBS ile yikanmis ve kurutulmustur. Metanol
ile fikse edilmis ve oda sicakhiginda kurutulmustur. Uzerine %0.1° lik kristal viyole
cozeltisinden 150 pl eklenerek 15 dakika boyunca biyofilm tabakasinin boyanmasi
saglanmistir. Plakalar musluk suyu ile yikanmig ve kurutulmustur. Spektrofotometrede
Ol¢lim yapilmadan 30 dakika once kuyucuklara %95’ lik etanol eklenmistir. Kristal
viyole ile boyanan bakteriler ELISA’da 570 nm’ de okunan dansitie degerlerine gore

biyofilm olusumu zayif, orta giiclii ve negatif olarak degerlendirilmistir.

Degerlendirme 570 nm’ deki optik dansite (OD) degerlerinin ortalamasi alinarak
hesaplanir. OD«k degeri steril besiyeri ortalamasi ve standart sapma degeridir. Eger OD
degeri OD<ODx ise biyofilm olusumu negatif, OD degeri OD«< OD< 2xOD« ise
biyofilm olusumu zayif; 2XOD«< OD<4x0ODx ise biyofilm olusumu orta; 4xXOD«< OD
ise biyofilm olusumu gii¢lii olarak degerlendirilmistir. (Stepanovic vd., 2007).
Calismamizda sadece besiyeri bulunan kuyucuklarin oldugu OD«= 0,138 optik dansite

degeri olarak okunmustur. Deneyler biribirinden bagimsiz 8 tekrarli olarak ¢alisilmistir.
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Cizelge 4.5. 7 izolat ve E. coli 35298 ve E .faecalis 51299 suslarimin biyofilm olusturma yetenekleri
(ODk=0,138)

Kod numarasi Optik dansite deger Optik dansite Biyofilm olusumu
arahg ortalamasi

1.31(F) 0,166-0,367 0,264 Zayif
1.41(F) 0,348-0,534 0.443 Orta
1.4.2 (F) 0,370-0,723 0,558 Giiglii
143 (F) 0,337-0,545 0,444 Orta
2.A4(F) 0,216-0,278 0,242 Zayif
243 (F) 0,202-0,312 0,258 Zayif
245 (F) 0,364-0,651 0,514 Orta
E.coli 35298 0,376-0,574 0,481 Orta
E.faecalis 51299 0,312-0,504 0,408 Orta

Biyofilm olusumu gozlenen LAB’ lar icerisinde ise daha ¢ok “zayif biyofilm

iireten” suslarin oldugu sonucuna varilmstir. (Cizelge 4.5)

Yapilan ¢alismalarda tanimlanan LAB’larin biyofilm olusturma kapasitelerine
bakildiginda, biyofilm olusumu igin gerecken kosullarin farklilar igerdigini ve her
mikroorganizma susu i¢in degisken oldugu goriilmistiir (Akan ve Kinik, 2014; Giin ve

Ekinci, 2009).
4.3. LAB izolatlarimin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

LAB oldugu diisiiniilen 7 izolatin probiyotik 6zellikleri belirlenmek icin asagidaki
deneyler yapilmigstir.

4.3.1. Asit direncinin belirlenmesi

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarin en 6nemli 6zelliklerinden
birisi farkli kosullara kars1 direng gosterebilmeleridir. Bu farkli kosullar; diisiikk pH’da
gelisebilme yani mide asitligine dayanakli olma ve safra tuzlarina kars1 direncli olmaktir

(Alp ve Kuleasan, 2019; Ertekin, 2007).
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Giirs 4.8. pH:2, pH:3 MRS broth asit ortaminda ve kontrol ortami olan pH: 7 MRS broth ortaminda 4
saat inkiibe edilen LAB izolatlarimin 0., 1., 2., 4. saatlerde MRS agarda gelisimleri)

;\/“\

Mide asitliginde canli kalma becerileri inkiibasyon sonunda petrilerde olusan
kolonilerin varligr not edilerek belirlenmistir. pH 2 ve pH 3 asit ortamina 4 saat siireyle
maruz birakilan 1.3.1 (F), 1.4.1 (F), 1.4.2 (F), 1.4.3 (F), 2. A.4 (F), 2.4.3 (F), 2.4.5 kod
numarali LAB izolatlarinin 0., 1., 2. ve 4. saatin sonunda tiremeleri gorsel 4.8° de
gosterilmistir. 4. saatin sonunda tiim izolatlarda belirgin bir tireme gozlenmistir.

LAB’larn asite dayanikli oldugunu bilinmektedir (Kazancigil, 2018).
4.3.2. Safra tuzu direncinin belirlenmesi

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin gastrointestinal sisteme (GIS)’

e gegisleri ve sistemde kalabilmeleri i¢in diisiik pH’ da gelisebilmeleri ve safra tuzlarina

kars1 dayanikli olmalar1 gerekmektedir. (Basyigit vd., 2007).

Gorsel 4.9. %0.3 ve %0.6 safra tuzu iceren MRS broth ortaminda ve kontrol ortami nor-mal MRS broth
ortanminda 4 saat inkiibe edilen LAB izolatlarimin 0., 1., 2., 4. saatlerde MRS agarda gelisimleri)

56



Safra tuzunda canli kalma becerileri inkiibasyon sonunda petrilerde olusan
kolonilerin varligi not edilerek belirlenmistir. %0.3 ve %0,.6 safra tuzu igeren ortama 4
saat slireyle maruz birakilan 1.3.1 (F), 1.4.1 (F), 1.4.2 (F), 1.4.3 (F), 2. A4 (F), 2.4.3
(F), 2.4.5 kod numarali LAB izolatlarinin 0., 1., 2. ve 4. saatin sonunda tiremeleri gorsel
4.9’ da gosterilmistir. 4. saatin sonunda tiim izolatlarda belirgin bir ireme gézlenmistir.
Safra igceren MRS broth ortaminda inkiibasyona birakilan LAB’ larin kontrol
ortamindaki lremeleriyle kiyaslandiginda ayn1 oranda iireme gosterdikleride

belirlenmistir.

Yapilan ¢alismalarda %0.3 safra tuzuna direncin probiyotik suslarin se¢iminde

secici bir 6zellik oldugu vurgulanmistir (Klingberg vd., 2005).
4.3.3. Otoagregasyon ozelliklerinin belirlenmesi

Otoagregasyon yetenegi, probiyotik ozellikteki bakterilerin intestinal sistem
hiicrelerinin dis yiizeyine tutunabilmesi i¢in 6nemli bir o6zelliktir. Otoagregasyon
ozelligi, patojen mikroorganizmalarin bagirsak yiizeyine yerlesmesinin engellenmesi
icin sindirim sistemindeki probiyotik 6zellikli mikroorganizmalarin koloni olusturarak

bir araya gelmesini saglamada 6nemlidir (Gallego vd., 2019; Tareb vd., 2013).

48 saatlik inkiibasyon sonrasinda falkonlara alinarak santrifiij edilen izolat
kiiltiirlerinin slipernatant1 uzaklastirildiktan sonra kalan pellet 2 kez PBS ile yikanmugtir.
PBS igerisinde ¢oziilen pellet optik dansite (OD) 600 nm’ye ayarlanmis
spektrofotometrede 6lgiildiikten sonra oda sicaklifinda 4 saat boyunca bekletilmistir. 4
saat sonunda ¢ozeltinin iist kismindan 0.1 mL alinarak OD 600 nm’ye ayarlanmis

spektrofotometrede okunmus ve hesaplamalar yapilmistir.

Hesaplamalara gore LAB izolatlarinin ortalama otoagregasyon yetenekleri %
14.56 olarak bulunmustur. Cizelge 4.6° da gosterildigi gibi LAB izolatlarinin 1.3.1 (F),
141 (F), 142 (F), 1.4.3 (F), 2. A4 (F), 24.3 (F), 2.4.5 otoagregasyon Yyetenekleri
strastyla, %9.7, %3.80, %46.22, %4.1, %10.3, %8.8, %19 olarak belirlenmistir.

Cin’de yapilan bir ¢alismada, fermente geleneksel iiriinlerden izole edilmis 18

LAB’n otoagregasyon dzelligi ile Caco-2 hiicrelerine yapigma yetenekleri incelenmis
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ve otoagregasyon kabiliyetinin %5,92 ile %23,32 arasinda oldugu belirtilmistir (Li vd.,
2015).

Cizelge 4.6. LAB izolatlarinin otoagregasyon yeteneklerinin belirlenmesi

Kod numarasi % Otoagregasyon
1.3.1(F) 9.7

1.4.1 (F) 3.80

1.4.2 (F) 46.22

1.4.3 (F) 4.1

2.AA(F) 10.3

243 (F) 8.8

2.4.5 (F) 19

4.3.4. Koagregasyon ozelliklerinin belirlenmesi

Koagregasyon yeteneginin probiyotik 6zellik gosteren bakteriler igin patojenlerin
doku reseptorlerine girigsini engellemekte ve patojen bakterilerin epitel hiicrelere
yapismasina engel olmakta etkili bir alternatif oldugu bildirilmistir (Balakrishna 2013;
Reniero vd., 1991; Charteris vd., 1997).

48 saatlik inkiibasyon sonrasinda falkonlara alinarak santrifiij edilen izolatlara ait
kiiltiirlerin, stipernatant1 uzaklastirildiktan sonra kalan pellet 2 kez PBS ile yikanmustir.
PBS igerisinde ¢oziilen pellet optik dansite (OD) 600 nm’ye ayarlanmis
spektrofotometrede 6l¢iilmiistiir. LAB kiiltiirii ve test bakterisinden esit miktarda ornek
alinarak ayni tiip igerisinde Vortex yardimi ile 10-15 saniye karistirilmis ve daha sonra
oda sicakliginda 4 saat bekletilmistir. 4 saat sonunda ¢dzeltinin iist kismindan 0,1 mL
alinarak OD 600 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede okunmus ve hesaplamalar

yapilmugtir.

S. aureus ve E. coli ile LAB arasinda koagregasyon ozelliklerinin
belirlenmesisonucunda LAB izolatlarinin ortalama koagregasyon yetenekleri E. coli
ATCC 35298 ile %47, S. aureus ATCC 25923 ile %56,3 olarak bulunmustur. Cizelge
4.7° de gosterildigi gibi LAB izolatlarinin (1.3.1 (F), 1.4.1 (F), 1.4.2 (F), 1.4.3 (F), 2.
A4 (F), 24.3 (F), 2.45(F)) E. coli ile koagregasyon yetenekleri sirasiyla, %63.1,
%46.2, %44.3, %43, %64.5, %34.4, %36.5 olarak belirlenmistir. Cizelge 4.8 de
gosterildigi gibi LAB izolatlarinin (1.3.1 (F), 1.4.1 (F), 1.4.2 (F), 1.4.3 (F), 2. A4 (F),
2.4.3 (F), 2.4.5(F)) S. aureus ile koagregasyon yetenekleri sirasiyla, %49.9, %69, %61,
%36.2, %40.2, %64.7, %73.7 olarak belirlenmistir. izolatlardan E. coli ATCC 35298
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test bakteri tizerinde en diisikk %34.4 olarak 2.4.3(F) izolatinda goriiliirken, en yiiksek
koagragasyon degeri %64.5 olarak 2.A.4(F) izolatinda bulunmustur. izolatlardan S.
aureus ATCC 25923 test bakteri tizerinde en diisiik %36.2 olarak 1.4.3 (F) izolatinda
goriilirken, en yiiksek koagragasyon degeri %73.7 olarak 2.4.5 (F) izolatinda

bulunmustur.

Cizelge 4.7. LAB izolatlarmmin E. coli ATCC 35298 ile % koagregasyon degerleri

Kod numarasi % Koagregasyon
1.3.1(F) 63.1

1.4.1(F) 46.2

1.4.2 (F) 44.3

1.43(F) 43

2.A4(F) 64.5

24.3(F) 34.4

245 (F) 36.5

Cizelge 4.8. LAB izolatlarinin S. aureus ATCC 25923 ile % koagregasyon degerleri

Kod numarasi % Koagregasyon
1.3.1(F) 49.9

1.4.1(F) 69

1.4.2 (F) 61

1.43(F) 36.2

2.A4(F) 40.2

24.3(F) 64.7

245 (F) 73.7

Yapilan galismalarda Lactobacillus tiirlerinin, patojen bakterilerle koagregasyon
yetenegine sahip oldugunu rapor edilmistir (Balakrishna 2013; Charteris vd., 1997).

4.3.5. Antibiyotik duyarhhg testi sonuclar:

LAB’lar ve pozitif kontrol olarak kullanilan mikroorganizmalar 96 kuyucuklu
plakanin her bir kuyucuguna Mc Farland 0.5” e gore ayarlandiktan sonra 1/10 oraninda
diliiye edilen LAB’lar MRS broth ortaminda, E. coli 35298 susu ise MHB ortaminda
100 pl olacak sekilde kuyucuklara ekim yapilmistir. Ekimlerden sonra 14 farkli

antibiyotikten 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 ve 64 ug olacak sekilde konsantrasyonlar

hazirlanmis ve her bir bakteri ic¢in ¢ift paralel olacak sekilde belirtilen
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konsantrasyonlarda verilmistir. Bir kuyucuga pozitif kontrol i¢in antibiyotik uygulamasi
yapilmamistir. Plakalar 37°C 24 saat inkiibasyon sonunda iiremenin olmadigi ilk
kuyucuk etkili konsantrayon olarak belirlenmistir. E. coli ATCC 35298’ nin pozitif
kontrol olarak kullanildigi deneyde LAB izolatlarinin antibiyotik duyarliliklar1 ¢izelge

4.9’ da sunulmustur.

Calismada aminopenisilin G, novobiosin, kloramfenikol, ampisilin, sefamezin,
siproflaksasin, sefalotin C4520, nifuroksazid, streptomisin 56501, penisilin G,
kanamisin siilfat 8324, eritromisin A2275, vankomisin, eritromisin E6376 olmak iizere
14 farkl antibiyotik kullanilmistir. Calisma sonucunda LAB izolatlarinin antibiyotik
duyarliliklar1 birbirine paralel olarak bulunmustur. Kanamisin siilfat 8324 ve
vankomisine tiim LAB suslarinin direngli oldugu goézlenmistir. Nifuroksazid,
Aminopenisilin G ve Streptomisin 56501 antibiyotiklerine kars1 yiiksek oranda direngli

olduklar1 gézlenmistir.

Gorsel 4.10. Antibiyotik duyariiliklar:

LAB’ larin antibiyotik duyarliliklarinin, tiir ve suslar arasinda degiskenlik

gosterdigi bildirilmistir (Gulshan ve Moye-Rowley, 2007).

Cizelge 4.9. LAB izolatlar: ve E. coli ATCC 35298 in antibiyotik duyariilikiari (-: iiremenin olmadigini,
R: Antibiyotige direngli oldugunu belirtmektedir)

Antibiyotikler izolat Kodlar
1.3.1(F) | 1.4.1(F) | 1.4.2(F) | 1.4.3(F) | 2.A.4(F) | 2.4.3(F) | 2.4.5(F) | E.coli

Aminopenisilin | 64 64 64 64 64 64 64 R

G

Novobiosin 1 () () 2 1 1 2 R
Kloramfenikol | 4 4 4 4 4 32
Ampisilin ) () ) ) 1 ) ) R
Sefamezin 16 16 16 16 16 16 16 8
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Cizelge 4.9. (Devam) LAB izolatlar: ve E. coli ATCC 35298’ in antibiyotik duyariiklar: (-: iiremenin
olmadigini, R: Antibiyotige direngli oldugunu belirtmektedir)

Siproflaksasin | 4 4 4 4 4 4 4 4
Sefalotin 8 8 16 16 16 16 8 32
C4520

Nifuroksazid R 64 64 64 R 32 32
Streptomisin 64 64 64 64 R 64 64 R
56501

Penisliin G ) ) ) ) ) ) ) 0.5
Kanamisin R R R R R R R 0.5
siilfat 8324

Eritromisin () ) ) ) ) ) ) 32
A2275

Vankomisin R R R R R R R 0.5
Eritromisin ) ) ) ) ) ) ) 64
E6376

4.3.6. Laktik asit iiretim miktarinin belirlenmesi

48 saat LAB’lar inkiibe edildikten sonra erlen igerisine 1 mL Kkiiltiirden alinarak
99 mL steril distile su ilave edilmis ve 100 mL’ ye tamamlanmistir. Fenol fitalein
indikatoriinden 2-3 damla damlatildiktan sonra 0,1 M NaOH ile titrasyon yapilmistir.
Pembe renk olusumunun go6zlendigi ilk NaOH miktar1i mL cinsinden alinarak

hesaplamalar yapilmistir.

Cizelge 4.10° da LAB izolatlarinin laktik asit tiretim miktarlar1 verilmistir. Buna
gore laktik asit tiretim miktarlari 1.3.1 (F), 1.4.1 (F), 1.4.2 (F), 1.4.3 (F), 2.A.4(F), 2.4.3
(F) ve 2.4.5 (F) izolatlarinda sirasiyla %2.43, %2.4, %2.34, %2.25, %2.43, %2.52,
%2.16 olarak hesaplanmustir.

Gorsel 4.11. Laktik asit tayini deneyi titrasyon sonucu renk olusumu
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Cizelge 4.10. % Laktik asit iiretimi

Kod numarasi % Laktik asit iiretimi
1.3.1(F) 2.43

1.4.1(F) 2.4

1.4.2 (F) 2.34

143 (F) 2.25

2.A4(F) 2.43

243 (F) 2.52

245 (F) 2.16

4.3.7. LAB izolatlarinin antimikrobiyal aktivite sonug¢lari

Antimikrobiyal aktivite deneyi yapilirken direkt LAB kiiltiirtiniin kendisi ile agar
kuyucuk difiizyon yontemi kullanilmig ve genel tarama calismasi yapilmistir. Zon
caplart gbéz Online alinarak konsantrasyon ayarlamasi yapilan hiicresiz kiiltiir
siipernatantlarmin liyofilize halleri ile Minimal inhibisyon Konsantrasyonunu (MIK)

degerini daha net degerlendirebilmek igin Mikrobroth Diliisyon metodu kullanilmustir.

Postbiyotiklerin kullanildigr devam eden caligmalarda izolat kodlamalar1 Cizelge

4.11° de gosterildigi sekilde olacaktir.

Cizelge 4.11. Kullanilacak postbiyotiklerin kod numaralari ve anlamlari

1.3.1 (FLS) 1.3.1 Kodlu fermente izolat postbiyotigi

1.4.1 (FLS) 1.4.1 Kodlu fermente izolat postbiyotigi

1.4.2 (FLS) 1.4.2 Kodlu fermente izolat postbiyotigi

1.4.3 (FLS) 1.4.3 Kodlu fermente izolat postbiyotigi

2.A4(FLS) 2.A.4 Kodlu fermente izolat postbiyotigi

2.4.3 (FLS) 2.4.3 Kodlu fermente izolat postbiyotigi

2.4.5 (FLS) 2.4.5 Kodlu fermente izolat postbiyotigi

4.3.7.1. Agar kuyucuk difiizyon metodu

LAB’ larin farkli antagonistik bilesikler iirettigi bilinmektedir. Biyo-koruyucu
ajanlar olarak da adlandirilan LAB’larin canli kiiltiirleri antimikrobiyal bilesikler olarak
kullanilabilmektedir (Sjogren vd., 2003; Salomskienel vd., 2019).

Petrilere dokiilmiis Miiller Hinton agar lizerine 0.5 Mc Farland’a gore ayarlanmis
test bakterileinden 100 pl olacak sekilde yayma ekim teknigi kullanilarak ekim
yapilmistir. Sonrasinda {izerine agilan kuyucuklar igerisine McFarland’t 0.5 (108

kob/mL) bulanikliga ayarlanan LAB izolat kiiltiirlerinden 100 pl alinarak her kuyucuga
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koyulmustur. Pozitif kontrol olarak kloramfenikol kullanilmistir. 24 saat etiivde inkiibe
edildikten sonra olusan zon ¢ap1 dlgiilerek aktivite degerlendirilmis ve Cizelge 4.12° de

LAB izolatlarinin antimikrobiyal aktivite sonuglari verilmistir.

Cizelge 4.12. LAB izolatlarnin test bakterileri iizerinde olusturdugu zon ¢aplari

Test Bakterileri izolat Kodlar

131 | 141 | 142 143 | 2A4 | 243 | 245 | Kloram-
(F) (F) (F) (F) (F) (F) (F) | fenikol

L. monocytogenes | 18mm | 14mm | 15mm 13mm 15mm | 13mm | 12mm 13mm

P. aeruginosa 14mm | 10mm 9mm Direngli 8mm 14mm | 12mm 9mm
B. subtilis 15mm | 12mm | 14mm 17mm 16mm | 17mm | 14mm 12mm

B. cereus 12mm | 13mm | 12mm 17mm 14mm | 14mm | 11mm 11mm

S. typhimurium 10mm | 8mm 12mm 9mm 14mm | 11mm | 10mm 14mm

K. pneumoniae 15mm | 18mm | 16mm 19mm 16mm | 12mm | 8mm 17mm

E. coli 35218 18mm | 12mm 14mm 12mm 11mm 15mm | 15mm 15mm

E. coli 25922 13mm | 12mm 8mm 12mm 9mm 14mm | 9mm 11mm
S. aureus 9mm | 12mm | Direngli 8mm Direngli | 8mm | 8mm 9mm
E. faecalis 8mm | 12mm | 10mm 7mm Direngli | 12mm | 7mm 8mm

4.3.7.2. Mikrobroth diliisyon metodu sonuclart

LAB postbiyotiklerinin antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmek amaciyla yapilan

caligmamizda her bir izolatin liyofilize edilmis siipernatanti kullanilmistir.

Yapilan bir caligmada mango tursusundan izole edilen 5 LAB susunun
antibakteriyel aktivitesi, ¢alismamizda oldugu gibi LAB' larin hiicresiz siipernatantlari
kullanilarak belirlenmistir. Calismada kullanilan LAB suslarinin hepsinde, test edilen

patojenlere kars1 antibakteriyel aktivitenin oldugu gozlemlenmistir (Mohamad vd.,
2019).
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Gorsel 4. 12.Postbiyotik érneklerinin mikrobroth diliisyon metodu sonucu E. coli iizerindeki
antimikrobiyal etkisi

Cizelge 4.13. LAB postbiyotiklerinin test bakterileri tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi (mg/mL)
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1.3.1(FLS) 15mg | 20mg 5 mg 25mg | 15mg |15mg | 20mg
141 (FLS) 15mg | 15mg 5 mg 20mg | 20mg | 20mg | 20mg
1.4.2 (FLS) 15 mg Direngli | 10 mg Direngli | 25 mg Direngli | Direngli
143 (FLS) 15mg | 15mg 5 mg Direngli | 15mg | 20mg | Direngli
2.AA4(FLS) 15mg | Direngli | 10mg | Direngli | 20mg |20mg | 20 mg
2.4.3 (FLS) 15 mg 20mg 5mg Direngli | 20 mg 20mg | Direncli
2.4.5 (FLS) 15mg | 20mg 10mg |25mg |15mg | Direngli | 20 mg
Kloramfenikol 15mg | 20mg 10mg | 25mg |15mg | Direngli | 20 mg

4.3.8. LAB postbiyotiklerinin DPPH ile serbest radikal siipiiriicii etKisinin

belirlenmesi

Probiyotikler, asir1 miktarda iiretilen serbest radikalleri siiperoksit anyonunu ve
hidrojen peroksidi indirgeyerek sinirlayabilmekte ve oksidatif stres ile iliskili g¢esitli
hastaliklarin seyrinin yavaslatilmasina katki sunabilmektedir. Laktik asit bakterilerinin
serbest radikal stipiiriicii etkilerinin belirlenmesinin probiyotik agisindan 6nemli oldugu

distintilmektedir (Wang vd., 2017; Akkaya ve Beyaz, 2018).
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100 mg/mL konsantrasyona sahip postbiyotiklerden 50 pl alinarak tizerine 3 mL
DPPH (2x10? g/1) ¢ozeltisi ilave edilmis ve vortekslenmistir. Referans madde olarak
BHT (butilhidroksitoluen) kullanilmis ve ayni protokol uygulanmistir. 30 dk karanlikta
inkiibe edilmislerdir. Sonrasinda 517 nm dalga boyuna ayarlanmis spektrofotometrede
absorbans degerleri okunmus ve % inhibisyon olarak serbest radikal siipiiriicii etki

degerlendirilmistir.

Cizelge 4.14° de LAB izolat postbiyotiklerinin DPPH ile serbest radikal siipiiriicii
etki sonuglart % aktivite olarak verilmistir. Bu sonuglara gore izolatlardan elde edilen
postbiyotiklerden en yiiksek % antioksidan etkiye sahip postbiyotik izolatinin %88.8 ile
2.4.3 (FLS) oldugu goriilmiistiir

LAB’ lar, antioksidatif aktivitelerini farkli mekanizmalarla gerceklestirirler.
Probiyotik mikroorganizmalarin hiicre yiizey yapilari, tirettikleri organik asitler (laktik
asit, asetik asit), proteolitik aktiviteleri ve kisa zincirli yag asitleri gibi 6zelliklerinin
serbest radikal olusumunu azalttigi, antioksidan aktiviteyi arttirdigi bilinmektedir
(Cheng, vd., 2009).

Cizelge 4.14. LAB izolat postbiyotiklerinin % antioksidan aktivitesi

Kod numarasi % Antioksidan Aktivite
1.3.1 (FLS) 86.2
1.4.1 (FLS) 85.4
1.4.2 (FLS) 85.7
1.4.3 (FLS) 85.1
2.A.4(FLS) 85.1
2.4.3 (FLS) 88.8
2.4.5 (FLS) 86.7
BHT 36.2

4.4, Hiicre Kiiltiirii Calismalar

48 saat inkiibasyona birakilan LAB izolatlar1 santrifiij edilmistir. Steril sartlarda
mikrofiltrasyon yolu ile sterilize edilen siipernatantlarda mikroorganizma varligi
besiyerlerine siipernatantlarin geri eklmesiyle kontrol edilmis ve herhangi bir ilireme
gozlenmemistir. Belirtildigi sekilde ekimleri yapilan LAB izolatlarin siipernatantlari
ayrica liyofilize edilmis ve hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda LAB izolatlarinin liyofilize

postbiyotikleri 6rnek olarak kullanilmistir.
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Yontem kisminda belirtildigi gibi madde konsantrasyon miktarlart liyofilize
postbiyotikler i¢gin; 20, 15, 10, 5 mg/mL konsantrasyonlarda olacak sekilde galismalar
yapilmustir.

4.4.1. MTT yontemi ile LAB liyofilize postbiyotiklerinin sitotoksik etkilerinin

belirlenmesi

Calismada 96 kuyucuklu mikroplakalara 100 pl taze DMEM besiyeri igerisinde
kuyu basina 1x10* hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir. Hiicreler gece boyunca
inkiibasyona birakildiktan sonra postbiyotik konsantrasyonlart verilmistir. Ters
cevrilerek besiyeri uzaklastirilan hiicrelere 100 pl besiyeri igerisinde 20, 15, 10, 5
mg/mL konsantrasyonlarda liyofilize postbiyotik igerecek sekilde uygulama yapilmistir.
Her madde icin kontrol olarak sadece DMEM besiyeri eklenen kuyucuklar
olusturulurken, pozitif kontrol olarak doksorubisin 50,15, 10 ve 5 uM/mL ve negatif
kontrol olarak ise; MRS besiyeri uygulanmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda MTT boyas1 verilerek 4 saat inkiibe edilmistir. DMSO ile

formazan tuzlarinin ¢6ziinmesi saglanmistir.

Caco-2 ATCC HTB-37 hiicreleri ile LAB postbiyotikleri igin yapilan MTT
sonuglart ELISA okuyucu cihaz yardimi ile 540 nm dalga boyunda okunmustur.
Okunan absorbans degerleri canli hiicre miktar1 olarak kabul edilmis ve elde edilen
veriler Microsoft Office Excel % programinda yiizde canlilik degerlerine gevrilmistir. 3
tekrarli bagimsiz yapilan deneylerin sonuglarinda, kontrol grubunun ortalamasi 100
olarak kabul edilerek diger biitiin konsantrasyonlarin % degerleri bu degere gore
hesaplanmistir. Elde edilen veriler GraphPad Prism 9.0 programi kullanilarak
istatistiksel olarak analiz edilmis ve hiicre canlilik grafikleri olusturulmustur. Caco-2
hiicre hattinin LAB liyofilize postbiyotik gruplarina ait % canli hiicre-konsantrasyon

grafikleri gorsel 4.13’te verilmistir.

Sonug olarak 1.3.1 (FLS), 1.4.1 (FLS), 1.4.2 (FLS), 1.4.3 (FLS), 2. A.4 (FLS),
2.4.3 (FLS), 2.4.5(FLS) liyofilize postbiyotiklerinin Caco-2 hiicre hatt1 tlizerindeki
sitotoksik etki 1Cso degerleri gorsel 4.17° de belirtildigi gibi sirasiyla, 15, 9.4, 12, 15.5,
13.7,12.8, 8.6 mg/mL olarak bulunmustur.
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1.3.1 (FLS) Caco-2 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi  1.4.1 (FLS) Caco-2 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi
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Gorsel 4.13. Liyofilize postbiyotiklerin Caco-2 hiicre hatti iizerindeki % hiicre canlilik degerleri ve

istatistiksel olarak degerlendirilmesi (****p<0.0001 n=8)
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2.4.5 (FLS) Caco-2 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi Doksorubisin Caco-2 Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisi

150 150

a

o

=)
-
o
=

50 50

%Canlilik OD 540 nm
% Canhilik Degeri (OD 540 nm)

Konsantrasyonlar (mg/mL) Konsantrasyonlar mM/mL

Gorsel 4.13.(Devam) Liyofilize postbiyotiklerin Caco-2 hiicre hatti iizerindeki % hiicre canlilitk degerleri

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

Cizelge 4.15. Liyofilize postbiyotiklerin konsantrasyonlarina baglh Caco-2 hiicre canliliklar

Konsantrasyonlar Liyofilize Siipernanant Kodlar: ve % Canliliklari
131 141 1.4.2 143 2.A4 243 245
(FLS) (FLS) (FLS) (FLS) (FLS) (FLS) (FLS)
20 mg/mL 23 18 30 29 24 32 22
15 mg/mL 44 24 43 44 39 40 33
10 mg/mL 77 39 55 81 75 51 40
5 mg/mL 89 74 75 94 83 81 63

Cizelge 4.16. Liyofilize postbiyotiklerin 1Csy degerieri (mg/mL)

FLS Kod Numarasi ICsy Konsantrasyonlari

1.3.1 (FLS) 15

1.4.1 (FLS) 9.4

1.4.2 (FLS) 12

1.4.3 (FLS) 155

2.AA(FLS) 13.7

2.4.3 (FLS) 12

2.4.5 (FLS) 8.6

Doksorubisin 120.36 uM/mL

4.4.2. AnnexinV-PI yontemi kullamlarak akis sitometride Caco-2 hiicre hattinda

LAB liyofilize postbiyotiklerinin apoptotik etkilerinin degerlendirilmesi

Annexin V proteini floresan bir madde ile isaretlenerek apoptotik hiicrenin
goriiniir hale gelmesi saglarken, Propidium iyodid (PI) direkt olarak DNA veya c¢ift
sarmalli RNA molekiillerine baglanabilir, 6lii ve hasar gdrmiis hiicrelerin hiicre
membran yapisinin bozulmus olmast nedeniyle bu baglanma gerceklesir. Saglikli

hiicrelerde bu baglanma ger¢eklesemez. Bu 6zellik sayesinde PI ge¢ apoptoz ve dlim
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evresindeki hiicrelerin goriinmesini saglamaktadir (Gatti vd., 1998; Kopman vd., 1994;

van England vd., 1998).

Calismamizda Annexin V Apoptosis Detection Kit protokolii uygulanmistir. 6
kuyucuklu plakalara 1x10° hiicre/kuyucuk sayida ekimleri yapilan hiicrelerin 24 saat
inkiibasyonun ardindan liyofilize postbiyotik 6rnekleri MTT testiyle belirlenen 1Cs
konsantrasyonlarinda uygulanmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
hiicreler plakalardan kaldirilarak santrifiij edilmistir. Pellet 2 kez soguk PBS eklenerek
yikanmistir. Yikama sonrasi pellet PBS igerisinde resiispanse edilmistir. Ependorflara 5
ul Annexin V ve 5 ul PI boyalar1 konmustur. Uzerine PBS ile resiispanse edilen
hiicrelerden 100 pul eklenerek 30 dakika oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda ependorflara 1X Annexin V baglanma tamponu eklenmis ve akis

sitometri cihazinda (Accuri C6, BD) okumalar1 yapilmistir.

Boyanan hiicrelerden; canli olanlar FITC-, PE-, erken apoptotik olanlar FITC+,
PE-, ge¢ apoptotik olanlar FITC+, PE+ ve nekrotik olan hiicreler ise FITC-,PE+ olarak
degerlendirilmistir (Dikmen vd., 2011).

Bu bilgilere dayanarak LAB liyofilize postbiyotiklerinin Caco-2 hiicre hattindaki

apoptotik etkieri ¢izelge 4.18° de sunulmustur.

Cizelge 4.17. LAB liyofilize postbiyotiklerinin Caco-2 hiicre hattindaki apoptotik etkisinin belirlenmesi

Kod Numarasi Canh % Nekroz % Erken apoptoz % | Geg apoptoz %
Kontrol 97.5 2.4 0 0.1

1.3.1 (FLS) 75.9 10.8 11 12.2

1.4.1 (FLS) 79.1 9.9 1.8 9.3

1.4.2 (FLS) 79.7 8.9 1.2 10.2

1.4.3 (FLS) 81.7 10.5 0 0.1

2.A4(FLS) 76.8 9.6 1.4 12.2

2.4.3 (FLS) 89.2 10.5 0 0.3

2.4.5 (FLS) 75.1 9.9 1.7 13.2
Doksorubisin 75.5 6.3 6.1 12.1
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Elde edilen sonuglara gore; Annexin-V—PI ile boyanan Caco-2 hiicrelerinde kontrol
grubunun canli hiicreleri %97.5; iken nekroza ugrayan hiicreler %2.4, ge¢ apoptoza

ugrayan hiicrelerin ise %0.1 ve erken apoptozda isesifir olarak bulunmustur.

Caco-2 hiicrelerinin 24 saat 1.3.1(FLS) liyofilize postbiyotik ile (ICso: 15 mg/mL)
inkiibe edilmesi sonucu canli hiicrelerin toplam hiicrelerin %75.9’ u iken nekroza
ugrayan hiicreler %10.8, erken apoptoza ugrayan hiicreler %1.1 ve ge¢ apoptoza
ugrayan hiicreler ise %12.2° dir. Bu durumda apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin

%24,1’in1 olusturmaktadir.

Caco-2 hiicrelerinin 24 saat 1.4.1(FLS) liyofilize postbiyotik ile (1Cso: 9.4 mg/mL)
inkiibe edilmesi sonucu canli hiicrelerin toplam hiicrelerin %79.1°i iken nekroza
ugrayan hiicreler %9.9 erken apoptoza ugrayan hiicreler %1.8 ve gec apoptoza ugrayan
hiicreler ise %9.3 tiir. Bu durumda apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %20.9° unu

olusturmaktadir.

Caco-2 hiicrelerinin 24 saat 1.4.2(FLS) liyofilize postbiyotik ile (1Csp: 12 mg/mL)
inkiibe edilmesi sonucu canli hiicrelerin toplam hiicrelerin %79.7°1 iken nekroza
ugrayan hiicreler %8.9 erken apoptoza ugrayan hiicreler %1.2 ve gec apoptoza ugrayan
hiicreler 1se %10.2” dir. Bu durumda apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %20.3” iini

olusturmaktadir.

Caco-2 hiicrelerinin 24 saat 1.4.3(FLS) liyofilize postbiyotik ile (ICsp: 15.5 mg/mL)
inkiibe edilmesi sonucu canli hiicrelerin toplam hiicrelerin %79.1°1 iken nekroza
ugrayan hiicreler %10.8 erken apoptoza ugrayan hiicreler %1.1 ve ge¢ apoptoza ugrayan
hiicreler ise %12.2” dir. Bu durumda apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %20.9° unu

olusturmaktadir.

Caco-2 hiicrelerinin 24 saat 2.A.4(FLS) liyofilize postbiyotik ile (ICso: 13.7 mg/mL)
inkiibe edilmesi sonucu canli hiicrelerin toplam hiicrelerin %76.8’1 iken nekroza
ugrayan hiicreler %9.6 erken apoptoza ugrayan hiicreler %1.4 ve gec apoptoza ugrayan
hiicreler ise %12.2° dir. Bu durumda apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %23.2” sini

olusturmaktadir.

Caco-2 hiicrelerinin 24 saat 2.4.3(FLS) liyofilize postbiyotik ile (ICsp: 12.8mg/mL)

inkiibe edilmesi Sonucu canli hiicrelerin toplam hiicrelerin %79.7’si iken nekroza
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ugrayan hiicreler %8.9 erken apoptoza ugrayan hiicreler %1.2 ve ge¢ apoptoza ugrayan
hiicreler ise %10.2° dir. Bu durumda apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %20.3’ iinii

olusturmaktadir.

Caco-2 hiicrelerinin 24 saat 2.4.5(FLS) liyofilize postbiyotik ile (ICsp: 8.6 mg/mL)
inkiibe edilmesi sonucu canli hiicrelerin toplam hiicrelerin %75.1°i iken nekroza
ugrayan hiicreler %9.9 erken apoptoza ugrayan hiicreler %1.7 ve ge¢ apoptoza ugrayan

hiicreler ise %13.2° dir. Bu durumda apoptotik hiicreler toplam hiicrelerin %24.9’unu

olusturmaktadir.
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Yapilan bir calismada farklt LAB siipernatantlarinininin HT-29 kanser hiicresi
tizerinde sitotoksik etkilerinin  susa bagl farkliliklar gosterdigini ve LAB
siipernatantlarinin HT-29 kanser hiicreleri iizerindeki antiproliferatif etkisinin oldugu

goriilmiistiir (Haghshenas vd., 2015).

4.4.3. 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
gerceklestirilmesinde BioEdit yazilimi i¢inde CAP contig assembly algoritmasi
kullanilmistir. Diziler NCBI (National Center for Biotechnology Information)
tizerindeneslestirilerek en yakin tiirler belirlenmistir. Benzerlik Oranlari: %99.84-%100

olarak bulunmus ve bes tiirde Lacticaseibacillus rhamnosus olarak belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Son yillarda diisiik kaliteli gida alimi ve modern yasamin getirdigi hareketsiz
yasam tarzi, insan sagliginin bozulmasinin nedenlerindendir. Bu modern yasam tarzi,
bagirsak mikrobiyotasinda disbiyoza neden olur ve bu meydana gelen disbiyoz
durumunda 6nde gelen saglik sorunlarindan biride kanserdir. Kolorektal kanser (KK)
en yaygin kanserlerden biridir. Bat1 iilkelerindeki artigla KK insidansinin 2030 yilina
kadar diinya genelinde 1.1 milyon 6liim ve 2.2 milyon vakaya ylikselecegi tahmin
edilmektedir. Kemoterapi ve radyasyona maruz kalma genellikle ciddi yan etkiler ve
hastalarin yasam kalitesinde bozulmaya sebep olabilmektedir. Bu olumsuzluklar,
arastirmacilart kanseri tedavi etmek i¢in uygun maliyetli ve daha az yan etkileri olan
alternatif tedaviler aramaya tesvik etmektedir. Bu c¢aligmalar igerisinde probiyotik
mikroorganizmalar konak tizerindeki etkileri diistintildiiginde O6nemli bir arastirma

konusu haline gelmistir.

Tez kapsaminda; 21 giin fermente edilmis kolostrumdan laktik asit bakterilerinin
izolasyonu, klasik ve molekiiler yOntemlerle tanimlanmasi, otoagregasyonve
koagregasyon yetenekleri, biyofilm olusturma yetenekleri, antibiyotik duyarliliklari,
antimikrobiyal aktivite tastleri, laktik asit tiretimi, hemolitik aktiviteleri, pH, tuz, safra
tuzu ve asit direngleri ve Caco-2 hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri
arastirllmistir. Bu amacla Oncelikle; izole edilen laktobasil suslarindan probiyotik
olduklarint belirledigimiz laktobasillerin probiyotik olma ozellikleri taranmis, bu
ozelliklere sahip olan laktobasil suslarmin kiiltiir siipernatantlari liyofilize edilerek elde
edilen postbiyotiklerin biyolojik aktiviteleri belirlenmistir. Literatiir taramalarinda LAB
‘larin genel ozellikleri; gram pozitif, katalaz negatif, hareketsiz, spor olusturmayan,
aside dayanikli, basil, kok ve koko-basil morfolojisine sahip ve NaCl igeren ortamlarda
tireyebildikleri gbz Oniine alinarak eleme islemi gerceklestirilmistir (Hofvendahl vd.,
2000; O’Sullivan vd., 2002).

Calismamizin ilk asamasinda bu 6zelliklere bakilarak 52 izolattan gram boyama
ve katalaz testi uygulanmis sonucunda spor olusturmayan, gram pozitif (+) ve katalaz
negatif (-) basil olan 11 izolatla ¢alisilmistir. Bu izolatlara farkli pH’ da gelisim, farkli
tuz konsantrasyonlarinda gelisim, TSI da {ireme, hareketlilik ve hidrojen siilfiir olusumu

olusumu testleri uygulanmis ve 11 izolattan LAB 0Ozelligi tasiyan 7 adet basil

74



morfolojiye sahip izolat elde edilmistir. Pektas’in c¢alismasinda da 136 LAB
izolatlarindan hepsinin H-S iiretmedigi bildirilmistir (Pektas, 2014). Deney sonuglari
cizelge 4.4’ te ayrintili olarak verilmistir.

Calismamizin sonraki asamasinda probiyotik 6zelliklerin belirlenmesi amaglanmis
olup bu 7 izolata hemolitik aktivite, asitte ve safra tuzunda iireme, koagregasyin ve
otoagregasyon yeteneklerinin belirlenmesi, biyofilm olusturma yetenekleri, laktik asit
iiretim miktarlarinin tayini, antibiyotik duyarliliklarinin test edilmesi, serbest radikal

stipiirticii etkilerinin belirlenmesi gibi testler calisilmistir.

Elde edilen sonuglara gore; 7 izolatin da y-hemolitik aktivieye sahip oldugu, tim
izolatlarin asit ve safra tuzuna direngli oldugu belirlenmistir. Laktobasiller iizerinde
hemolitik aktivitenin belirlendigi birgok c¢alismada ve Talib ve digerlerinin
caligmalarinda da laktobasillerin y-hemolitik aktiviteye sahip oldugunu belirtilmistir
(Talib, vd., 2019). Asit ve safra tuzuna karsi dayaniklilik igin yapilan c¢aligmalarda
LAB’ larin probiyotik olarak kabul edilmeleri i¢in asit ve safra tuzuna dayanikli

olmalar1 gerektigi bildirilmistir (Saboori vd., 2022, Plessas vd., 2017).

Koagregasyon ve otoagregasyon oOzellikleri bakimindan LAB izolatlarinin
agregasyon yetenegine sahip olmasi, hiicrelere yapisma ve kolonizasyonu saglamak
acisindan probiyotik 6zellikler bakimindan 6neme sahiptir. Hiicresel yapigma kabiliyeti
konakg1 hiicre ile bakteri arasindaki etkilesimi etkilemektedir. Bunun, probiyotik
ozelliklerin gosterilebilmesi i¢in gereken hiicre miktarina ulagsmasindan kaynaklandig:
distiniilmektedir. Otoagregasyon in vitro kolonizasyonunu ve in vivo olarak da bir
probiyotigin GIS’ te kalicihgmi arttirmaktadir. Patojen mikroorganizmalar ile
probiyotik bakterilerin koagregasyon yeteneginde olmasi, enfeksiyonlardan korunmay1
kolaylastirmaktadir (Goh ve Klaenhammer, 2010; Okochi vd., 2017). Otoagregasyon ve
koagregasyon yeteneklerine gore; LAB izolatlarinin otoagregasyon degerleri 1.4.1
(FLS) %3,8 ile 1.4.2 (FLS) %46.22 arasindaki oldugu belirlenmistir. Koagregasyon
degerleri acisindan ise; izolatlardan E. coli ATCC 35298 test bakterisi iizerinde en
diisiik %34.4 olarak 2.4.3(F) izolatinda goriiliirken, en yiiksek koagragasyon degeri
%64.5 olarak 2.A.4(F) izolatinda bulunmustur. Izolatlardan S. aureus ATCC 25923 test
bakterisi tizerinde en diisiikk %36.2 olarak 1.4.3 (F) izolatinda goriiliirken, en yiiksek
koagragasyon degeri %73.7 olarak 2.4.5 (F) izolatinda bulunmustur. Elde edilen
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koagregasyon sonuglarina gore; tiim izolatlarin koagresagyon yeteneklerinin oldugu

belirlenmistir.

Biyofilm olusturma kabiliyeti agisindan degerlendirilen LAB izolatlarinda farkli
sonuglar elde edilmistir. Izolatlarm biyofilm olusturma yetenekleri 1.3.1 (F), 1.4.1 (F),
1.4.2 (F), 1.4.3 (F), 2. A4 (F), 2.4.3 (F), 2.4.5 olacak sekilde sirasiyla “zayif, orta,
giicll, zayif, zayif, zayif, orta” olarak belirlenmistir. Biyofilm olusumu gbézlenen LAB’
lar icerisinde ise daha ¢ok “zayif biyofilm iireten” suslarin oldugu sonucuna varilmstir.
Arena ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada LAB’ larin bagirsak yiizeylerine
tutunma yeteneklerinin genetik olarak pili varligi ile karakterize edildigi bildirilmektedir
(Arena vd., 2017). Er’ in yapmis oldugu calismada ise; 138 izolattan 77 tanesinin
biyofilm olusturmadigi (-), 26 tanesinin zayif derecede (+), 12 izolatin orta derecede
(++) ve 23 izolatin ise yiiksek derecede (+++) biyofilm olusturma yetenegine sahip
oldugu belirlenmistir (Er, 2016).

Laktik asit {iretim miktarlarinin bbelirlendigi deney sonuglarinda en yiiksek laktik
asit tiretimi %2.52 laktik asit miktar ile 2.4.3(F) kod numarali LAB izolat1 iken, %2.16
laktik asit miktar1 ile 2.4.5(F)kod numarali LAB izolat1 en diisiikk miktarda laktik asit
iretme yetene8ine sahip oldugu gorilmiistiir. Laktik asit tiretimi ortam pH’ sin1
diistirerek asidik bir ortam olusturmaktadir ve bu sayede patojen bakterilerin iiremesine

engel olmaktadirlar.

LAB’lerinin laktik asit liretim miktarlarinin arastirildigi ¢alismalarda her LAB
susunun kendine 6zgii miktarda laktik asit irettigi bildirilmistir. LAB’larin probiyotik
ozellikleri susa 6zgilidiir, her susa gore degiskenlik gostermektedir (Monteagudo-Mera
vd., 2012).

Serbest radikal siipliriicii etki bakimindan degerlendirilen LAB izolatlarinin
liyofilize postbiyotikleri ile yapilan % antioksidan aktivite deney sonuglar1 1.3.1 (FLS),
1.4.1 (FLS), 1.4.2 (FLS), 1.4.3 (FLS), 2. A4 (FLS), 2.4.3 (FLS), 2.4.5(FLS) olacak
sekilde sirasiyla %86.2, %85.4, %85.7, %85.1, %85.1, %88.8, %86.7 olarak

hesaplanmustir.

LAB’ larn antioksidan aktivitesinin bulunmasinin probiyotik olma agisindan
onemli oldugu diistiniilmektedir ve LAB’ larin hiicre yiizey yapilarinin laktik asit, asetik

asit gibi Urettikleri organik asitlerin ve SCFA’ larin serbest radikal olusumunu azalttig1
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bilinmektedir. (Cheng vd., 2009; Wang vd., 2017). Diker’ in yaptigi ¢alismada L.
rhamnosus suslarinin antioksidan aktivite degerleri %51-88 arasinda, ortalama %72.4

olarak bulunmustur (Diker, 2019).

Antibiyotik duyarliliklar1 agisindan test edilen LAB izolatlarinin antibiyotik
duyarliliklar1 ise soyledir; tim LAB izolatlarinin Kanamisin siilfat 8324 ve vankomisine
direngli oldugu gozlenirken, Nifuroksazid, Aminopenisilin G ve Streptomisin 56501
antibiyotiklerine kars1 yiiksek oranda direngli olduklari goézlenmistir. Novobiosin,
Kloramfenikol, Siproflaksasin, Sefalotin C4520* ¢ 1-8 ug/mL konsantrasyon araliginda
degiskenlik gostermekle birlikte, Ampisilin, Penisilin G, Eritromisin E6376, Eritromisin
A2275” e duyarli olduklar1 belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda laktobasillerin;
basitrasin, gentamisin, siprofloksasin, kanamisin, streptomisin ve vankomisine karsi
yiiksek derecede dogal dirence sahip olduklari, penisilin ve ampisilin gibi hiicre duvari
sentezini inhibe eden antibiyotiklere karsi ise duyarli olduklar1 bildirilmistir (Danielsen
ve Wind, 2003; Shao vd., 2015).

Calismalarimiz kapsaminda kolostrumdan izole ettigimiz probiyotik ozellikleri
tasiyan 7 LAB izolatinin antimikrobiyal etkileri belirlenmistir. Bu 7 izolatin liyofilize
siipernatantar1 postbiyotik olarak kullanilmis ve mikrobroth diliisyon yéntemiyle MIK
degerleri belirlenmistir.

MIK degerleri cizelge 4.14° te belirtildigi gibi E.coli ATCC 35218 susuna karsi tiim
liyofilize siipernatantlarin 15 mg/mL konsantrasyonda etkili oldugu, S.aureus ATCC
25923 susuna karst 1.4.2(FLS) ve 2.A.4(FLS) kodlu LAB liyofilize postbiyotikleri
etkisiz olurken, 1.4.1(FLS) ve 1.4.3(FLS) kodlu LAB liyofilize postbiyotikleri 15
mg/mL konsantrasyonda etkili oldugu ve diger LAB liyofilize postbiyotiklerinin ise 20
mg/mL Kkonsantrasyonunda etkili oldugu, E.faecalis ATCC 51299 susuna karsi
1.3.1(FLS), 1.4.1(FLS) ve 2.4.3(FLS) kodlu LAB liyofilize postbiyotiklerinin 5mg/mL
konsantrasyonda etkili oldugu ve diger izolatlarin ise 10 mg/mL konsantrasyonunda
etkili oldugu, P. aeruginosa ATCC 27853 susuna karsi 1.4.2(FLS), 1.4.3(FLS),
2.A.(FLS), 2.4.3 (FLS) kodlu LAB liyofilize postbiyotikleri etkisiz olurken, 1.4.1(FLS)
kodlu LAB liyofilize postbiyotiginin 20 mg/mL konsantrasyonda etkili oldugu ve diger
LAB liyofilize postbiyotiklerinin ise 25 mg/mL konsantrasyonunda etkili oldugu,
L.monocytogenes ATCC 764 susuna kars1 1.3.1(FLS), 1.4.3(FLS) ve 2.4.5(FLS) kodlu
LAB liyofilize postbiyotiklerinin 15mg/mL konsantrasyonda etkili oldugu ve diger
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izolatlarin ise 20 mg/mL konsantrasyonunda etkili oldugu, S.typhimurium ATCC B-
4420 susuna kars1 1.4.2(FLS) ve 2.4.5 (FLS) kodlu LAB liyofilize postbiyotiklerinin
etkisiz olurken, 13.1(FLS) kodlu LAB liyofilize postbiyotiginin 15 mg/mL
konsantrasyonda etkili oldugu ve diger LAB liyofilize postbiyotiklerinin ise 20 mg/mL
konsantrasyonunda etkili oldugu, K.pneumoniae ATCC 700603 susuna karsi ise
1.4.2(FLS), 1.4.3(FLS) ve 2.4.3 (FLS) kodlu LAB liyofilize postbiyotiklerin etkisiz
olurken, diger LAB liyofilize postbiyotiklerinin ise 20 mg/mL konsantrasyonunda etkili

oldugu belirlenmistir.

Lactobacillus suslarinin antimikrobiyal aktivitelerinin, degisen antipatojen maddelerin
sentezlenmesine baglanabildigi bilinmektedir. Bu maddeler bakteriyosinler, H,O, ve
organik asitler (laktik ve asetik asitler) gibi farkli maddeler olabilmektedir.
Probiyotiklerin saglik yararlari arasinda patojenleri inhibe etme 06zelligi en Onemli

ozellikleri olarak kabul edilmektedir (Giraffa vd., 2010; Cizeikiene vd., 2013).

Haghshenas ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alismada 17 LAB izolatinin 15'
tanesinin orta diizeyde antimikrobiyal aktivite gosterdigi, iki izolatin (L. paracasei 19M
ve L. casei 25C) herhangi bir antagonistik aktivite gostermedigi belirlenmistir
(Haghshenas vd., 2015).

LAB liyofilize postbiyotik konsantrasyonlarinin sitotoksik etkileri Caco-2 hiicre
hatt1 {lizerinde MTT yontemiyle belirlenmis ve ICso degerleri cizelge 4.17° de
verilmistir. LAB liyofilize postbiyotiklerinin 1Cso degeleri 1.3.1 (FLS) ,1.4.1 (FLS),
1.4.2 (FLS), 1.4.3 (FLS), 2.A.4(FLS), 2.4.3 (FLS) ve 2.4.5 (FLS) i¢in sirasiyla 15.065
mg/mL, 9.48 mg/mL, 12.07 mg/mL, 15.520 mg/mL,13.72 mg/mL, 12.856 mg mg/mL

ve 8.657 mg/mL olarak belirlenmistir.

Daha ¢ok ge¢ apoptoz da etkili oldugu gorillen LAB liyofilize postbiyotiklerinin
apoptotik etkileri ¢izelge 4.18° de ayrintili olarak verilmistir. Caco-2 hiicrelerinin 24
saat liyofilize postbiyotikler ile (ICs) muamele edilmesi sonucu; 1.3.1(FLS)
postbiyotiginin  hiicrelerin  %24.1° de apoptoza neden oldugu, 1.4.1 (FLS)
postbiyotiginin  hiicrelerin  %20.9> de apoptoza neden oldugu, 1.4.2(FLS)
postbiyotiginin  hiicrelerin  %20.3> de apoptoza neden oldugu, 1.4.3(FLS)
postbiyotiginin  hiicrelerin  %20.9° da apoptoza neden oldugu, 2.A.4(FLS)
postbiyotiginin Caco-2 hiicrelerinde %23.2° de apoptoza neden oldugu, 2.4.3(FLS)
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postbiyotiginin  hiicrelerin  %20.3° de apoptoza neden oldugu, 2.4.5(FLS)
postbiyotiginin ise; %24.9° de apoptoza neden oldugu belirlenmistir.

Yapilan bir caligmada ise; tlire Ozgli bir sekilde aktivite goOsteren bazi
probiyotiklerin, timor insidansini, tiimor boyutunu ve timodr sayisini azalttigr veya
kanser oncesi lezyonlar1 (aberran kript odaklari) onledigi gorilmistiir. KK (kolerektal
kanser)” nin Onlenmesi lizerindeki etki, enflamasyonun baskilanmasi ve erken tiimor
hiicrelerinin apoptozunun arttirtlmasi1 gibi ¢esitli mekanizmalarla iliskilendirilmistir
(Fong vd., 2020).

Yapilan bir¢ok calismada probiyotik 6zellikli LAB’ larin kanseri 6nleme ve tedavi
etmede etkili oldugu goriilmiistiir ve bu tez kapsaminda 7 izolattan elde edilen liyofilize
postbiyotiklerin Caco-2 hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkilerine bakilmis ve daha sonra
apoptotik etkileri incelenmistir. 7 izolattan 5 tanesi laktik asit miktari, antimikrobiyal
aktivite, antioksidan aktivite, MTT yontemi ve apoptozis ¢alismalarinda yiliksek aktivite
gostermis ve Lactacaseibacillus rhamnosus olarak molekiiler yontemlerle
tanimlanmustir. Kolostrum, probiyotiklerin eldesi i¢in ¢ok degerli bir kaynaktir. Izole
edilen probiyotik bakterilerin ve liyofilize postbiyotiklerin ileri molekiiler yontemler
kullanilarak farkli protein ve gen diizeyinde aktiviteler agisindan degerlendirilmesi
gelecekte planlanan ¢aligmalar arasindandir. Postbiyotikler, probiyotiklere kiyasla sahip
olduklar1 istiin Ozellikler nedeniyle gelecekte gida, kozmetik ve takviye edici
preparatlar olarak hayatimizda ¢ok 6nemli roller iistleneceklerdir. Bu tez ¢alismasinda
elde edilen sonuglar postbiyotiklerin biyolojik aktivitelerini belirleme agisindan 6nemli
bir tez olup, devaminda olusacak yeni tezler ve projeler literatiire onemli katkilar

saglayacaktir.
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