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SĠTOTOKSĠK VE APOPTOTĠK ETKĠLERĠ  

 

Hacer AKDAĞ 

Farmasötik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı  

Anadolu Üniversitesi, Sağlık Bilimleri Enstitüsü, ġubat 2023 

DanıĢman: Doç. Dr. Zerrin CANTÜRK 

 

Mikrobiyotada meydana gelen disbiyoz sonucunda ortaya çıkan önemli sağlık 

sorunlarından biride kanserdir. Kolorektal kanser, dünya çapında her yıl tahmini 

1.000.000 yeni vaka ve geliĢmiĢ dünyada yaklaĢık %33'lük önemli bir ölüm oranı ile 

kanser insidansının üçüncü önde gelen nedenidir. Sığır kolostrumu (SK), antikanser etki 

gösterme potansiyelinden ötürü araĢtırmacıların gün geçtikçe ilgisini çekmeye 

baĢlamıĢtır. SK, güçlü antioksidan, antiinflamatuar, anti-kanser ve anti-mikrobiyal 

özelliklere sahip bir glikoprotein olan laktoferrin açısından zengindir. Kolostrum 

probiyotik özellikli bakteriler açısından da fazlaca çeĢitlilik içermektedir. Bu tez 

kapsamında; 21 gün fermente edilmiĢ kolostrumdan izole edilmiĢ laktik asit 

bakterilerinin, klasik ve moleküler yöntemlerle tanımlanması, otoagregasyon ve 

koagregasyon, biyofilm oluĢturma, antibiyotik duyarlılıkları, antimikrobiyal aktivite, 

laktik asit üretimi, hemolitik aktiviteleri, pH, tuz, safra tuzu ve asit dirençleri 

belirlenmiĢtir. Caco-2 hücre hattı üzerinde MTT yöntemi ile sitotoksik ve Anneksin V-

PI yöntemi ile de apoptotik etkileri ise liyofilize postbiyotikler kullanılarak 

araĢtırılmıĢtır. Biyolojik aktivite açısından öne çıkan beĢ tür Lacticaseibacillus 

rhamnosus olarak tanımlanmıĢtır. IC50 değerleri 8.657- 15.520 mg/mL arasında 

bulunmuĢtur. AkıĢ sitometride yapılan çaĢılmalarda ise; liyofilize postbiyotiklerin geç 

apoptozise neden olduğu bulunmuĢtur.  Postbiyotiklerin, probiyotiklere kıyasla canlı 

mikroorganizma içermemesi, çözünebilir bakteri metabolitlerini içermesi, saklama 

koĢulları, dayanıklılık gibi üstün özelliklere sahip olması gelecekte gıda, kozmetik ve 

takviyeler açısından sağlık yararına kullanılma potansiyelini ortaya koymaktadır.  

Anahtar Sözcükler: Kolorektal kanser, kolostrum, probiyotik, akıĢ sitometri. 
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ABSTRACT 

CYTOXIC AND APOPTOTIC EFFECTS OF LYOPHYLIZED POSTBIOTICS FROM 

COLOSTRUM 

Hacer AKDAĞ 

Department of Pharmaceutical Microbiology 

Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, February 2023 

 Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Zerrin CANTÜRK 

 

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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1.   GĠRĠġ ve AMAÇ 

Son yıllarda düĢük kaliteli gıda alımı ve modern yaĢamın getirdiği hareketsiz 

yaĢam tarzı, insan sağlığının bozulmasının nedenlerindendir. Bu modern yaĢam tarzı, 

bağırsak mikrobiyotasında disbiyoza neden olur ve disbiyozun yirmi birinci yüzyılda 

yaygın olan çeĢitli hastalıklarla bağlantılı olduğu çok sayıda çalıĢmada gösterilmiĢtir 

(Vyas ve Ranganathan, 2012). 

Dengeli bağırsak mikrobiyotası, genellikle gastrointestinal sistemde (GIS) 

yaĢayan dinamik, karmaĢık ve birçok farklı mikroorganizmadan oluĢur. Mikrobiyotanın 

dengede olması insan fizyolojisi ve beslenme açısından büyük önem taĢır. Ġnsan 

vücudunda yaĢayan bu bakterilere, konakçılarına yararlar sağlamaları karĢılığında besin 

açısından zengin bir yaĢam alanı verilir (Żółkiewicz vd., 2020; Sharma vd., 2009). 

Mikrobiyotada meydana gelen disbiyoz durumunda önde gelen sağlık 

sorunlarından biri de kanserdir. Kanser, kardiyovasküler hastalıklardan sonra önde 

gelen ölüm nedenlerinden biridir. 2020 yılında dünya genelinde yaklaĢık 10 milyon 

kansere bağlı ölüm  (melanom dıĢı cilt kanseri hariç 9,9 milyon) meydana gelmiĢken, 

tahminen 19,3 milyon yeni kanser vakası (melanom dıĢı cilt kanseri hariç 18,1 milyon) 

gerçekleĢmiĢtir (Sung vd., 2021).  

Kolorektal kanser (KK) en yaygın kanserlerden biridir. Kolorektal kanser, dünya 

çapında her yıl tahmini 1 milyon yeni vaka ve geliĢmiĢ dünyada yaklaĢık %33'lük 

önemli bir ölüm oranı ile kanser insidansının üçüncü önde gelen nedenidir. Batı 

ülkelerindeki artıĢla KK insidansının 2030 yılına kadar dünya genelinde 1,1 milyon 

ölüm ve 2,2 milyon vakaya yükseleceği tahmin edilmektedir (Cheng vd., 2020; Jobin, 

2013). 

Kanserde kullanılan tedaviler kemoterapi, radyasyon ve cerrahi operasyonları 

içermektedir. Kemoterapi ve radyasyona maruz kalmak genellikle ciddi yan etkiler ve 

hastaların yaĢam kalitesinde bozulmaya sebep olabilmektedir. Bunların 

yanında kanserleri tedavi etmek için hastaneye yatıĢ ve ilaç maliyetleri çok yüksek 

değerlerdedir ve sağlık sistemlerine fazlaca ekonomik yük getirmektedir. Bu 

olumsuzluklar, araĢtırmacıları kanseri tedavi etmek için uygun maliyetli ve daha az yan 

etkileri olan alternatif tedaviler aramaya teĢvik etmektedir. Sonuç olarak; bu amaçla, 

bitki ve hayvanlardan izole edilen antikanser bileĢiklerin klinik olarak 



2 

 

değerlendirilmesi, kanser riskini azaltan gıda takviyeleri geliĢtirmek ve optimum 

beslenme dizaynının önemini göstermek için birçok çalıĢma yapılmaktadır. Bu 

çalıĢmalar içerisinde probiyotik mikroorganizmalar konak üzerindeki etkileri 

düĢünüldüğünde önemli bir araĢtırma konusu haline gelmiĢtir (Fuller, 1986; Lakritz, 

2014; Bagwe-Parab, 2020). 

Sığır kolostrumu (SK), antikanser etki gösterme potansiyelinden ötürü 

araĢtırmacıların dikkatini çekmiĢtir. SK, güçlü antioksidan, antiinflamatuar, anti-kanser 

ve anti-mikrobiyal özelliklere sahip bir glikoprotein olan laktoferrin açısından 

zengindir. Kolostrum probiyotik özellikli bakteriler açısından da fazlaca çeĢitlilik 

içermektedir (Bagwe-Parab, 2020; Xu vd., 2021). 

Tüm vücudu etkileyebilen dengeli bir bağırsak mikrobiyotasının oluĢmasını 

sağlayan probiyotikler; bağırsak epiteline tutunarak patojenlere karĢı bir bariyer 

oluĢturmaktadırlar. Probiyotik mikroorganizmalar genel olarak laktobasiller, 

bifidobakteriler, enterokoklar ve streptokoklardan oluĢan faydalı mikroorganizmalardır 

(Trichopoulos, 2005). 

Genel olarak probiyotiklerin kanser önleme mekanizması; prokanserojenlerin 

kanserojene dönüĢümünü engelleme, mutajenlerin inaktive edilmesi veya bağlanması, 

pro-kanserojen özelliğe sahip bakterilerin üremesini kısıtlama, kanserojen emiliminde 

azaltma, safra tuzu konsantrasyonunun dengede tutulması, bağıĢıklık sisteminin 

güçlenmesine katkı gibi yararlarını içermektedir (Leroy vd., 2008). 

Probiyotiklerin olumlu yöndeki etkileri uygulanan suĢa, uygulama Ģekline, bireye 

ve uygulamanın Ģartlarına bağlı olarak değiĢmektedir. Canlı mikroorganizmalar bazı 

insanlarda temel kullanım sorunları oluĢturabilecek riskler taĢımaktadır. Bu riskler canlı 

olmayan bakteri hücrelerinin ve bunların bileĢenlerinin probiyotik iĢlevsellik üzerindeki 

potansiyel etkisi düĢüncesini tetiklemiĢtir. Son zamanlarda bu düĢüncenin kabul 

görülmesi ve bu yöndeki ilerleyiĢ ''postbiyotik'' teriminin ortaya çıkmasına yol açmıĢtır 

(Sharma vd., 2022; Marco vd., 2006). 

Postbiyotikler; konakçıya fizyolojik faydalar sağlayan, ekstrakte edilmiĢ veya 

salgılanmıĢ herhangi bir molekül olarak tanımlanabilir. Bu biyojenikler; hücresiz 

süpernatanları, metabolik ürünleri veya yan ürünlerini (biyoaktif çözünür bileĢenleri), 
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hücre bileĢenlerini ve bakteriler tarafından üretilen maddeleri içermektedir (Cicenia 

vd, 2014; Moradi vd., 2020). 

Postbiyotiklerin etkili olabileceği mekanizmalar arasında immünomodülasyon, 

enfeksiyonların önlenmesi, anti-tümör ve anti-aterosklerotik etkiler, otofaji 

düzenlenmesi ve yara iyileĢmesinin hızlandırılması bulunmaktadır. İn vivo ve in vitro 

modellerin kullanımıyla postbiyotiklerin biyoaktivitesinin derlendiği bir çalıĢmanın 

sonucunda ise ortaya çıkan bazı etkiler, immünomodülatör, anti-inflamasyon, anti-

proliferatif, anti-oksidan, anti-obezojenik, hepatoprotektif ve antimikrobiyal etkilerdir 

(Żółkiewicz vd., 2020; Aguilar-Toalá vd., 2018). 

Bu tez kapsamında; 21 gün fermente edilmiĢ kolostrumdan laktik asit 

bakterilerinin izolasyonu, klasik ve moleküler yöntemlerle tanımlanması, 

otoagregasyonve koagregasyon yetenekleri, biyofilm oluĢturma yetenekleri, antibiyotik 

duyarlılıkları, antimikrobiyal aktivite tastleri, laktik asit üretimi, hemolitik aktiviteleri, 

pH, tuz, safra tuzu ve asit dirençleri ve Caco-2 hücre hattı üzerindeki sitotoksik ve 

apoptotik etkileri araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla öncelikle; izole edilen laktobasil suĢlarından 

probiyotik olduklarını belirlediğimiz laktobasillerin probiyotik olma özellikleri 

taranmıĢ, bu özelliklere sahip olan laktobasil suĢlarının kültür süpernatantları liyofilize 

edilerek biyolojik aktiviteleri belirlenmiĢtir.  
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2.   KAYNAK ARAġTIRMASI 

2.1.   Kolostrum 

Yenidoğan bir memelinin ilk besini olan kolostrum bazen ''yaĢam iksiri'' olarak 

anılır ve doğanın armağanı olarak kabul edilir. Kolostrum, doğum sonrasında 2-4 gün 

süresince salgılanan süttür. Temel biyolojik görevi, savunmanın en düĢük olduğu 

yaĢamın ilk evresindeki yenidoğanın patojenlere karĢı bağıĢıklık kazanmasını 

sağlamakla birlikte büyüme ve geliĢmesini desteklemek olan kolostrum “erken süt” 

olarak da bilinmektedir (Tripathi ve Vashishtha, 2006).  

Bir diğer ifade ile kolostrum yenidoğan canlının besin ihtiyaçlarını oldukça 

konsantre ve düĢük hacimli bir Ģekilde almasını sağlayan doğum sırasındaki kan-süt 

bariyerindeki açıklıktan kaynaklanan özellikleriyle kana benzeyen, doğan yavrunun 

plasenta süreci beslenmesinden süt beslenmesine adaptasyonunu sağlayan yapıĢkan, 

kanlı, sarımsı bir sıvıdır (Bernabucci vd., 2013; Shah, 2000; Sangild vd., 2021). 

Kolostrum; yenidoğanın mikroorganizma bakımından zengin doğum sonrası 

ortam ve enteral anne sütüne annenin göbek bağı besin kaynağı ile sürdürülen 

çoğunlukla steril fetal yaĢamdan geçiĢinde besleyici, immünolojik ve antimikrobiyal bir 

''köprü'' iĢlevi görür. Memeli türlerinde kolostrum ve olgun süt Ģeklinde farklı meme 

salgılarının sağlanması, bin yılda geliĢen temel bir hayatta kalma iĢlevidir. Ġnsanlarda, 

doğumdan hemen sonra kolostrum üretimi baĢlar ve onu takiben, doğumdan sonraki iki 

hafta salgı aktivasyonu giderek farklılaĢır ve sonunda olgun süt olarak kabul ettiğimiz 

artmıĢ süt hacmine geçilene kadar bu dönem devam eder (Sangild vd., 2021). 

Kolostrumun önemi, çok eski zamanlarda fark edilmiĢ olduğundan buzağı 

doğduktan sonra birçok ülkenin geleneklerine göre kutlamalar yapılmaktadır. Bazıları 

sığır kolostrumundan pasta yaparken, Ġskandinav ülkelerinde ise insanların 

hazırladıkları kolostrum ve baldan oluĢan tatlıyı kutlama amacıyla tükettikleri 

bildirilmektedir (Rocha, 2016; Thapa, 2005). 

2.1.1.   Kolostrum bileĢenleri 

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

proteinler ve laktoz gibi daha karmaĢık makromoleküllerin ağızdan alımına geçiĢ 
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sürecinde gerekli besinleri sağlar. Yenidoğanın doğum kanalı mikro florasına ve doğum 

sonrasında da çevreden gelecek birçok mikroorganizmaya karĢı adaptif bağıĢıklığın 

olgunlaĢmasına kadar yenidoğanın doğal bağıĢıklığını destekleyen bağıĢıklık koruması 

sağlamaktır. Kolostrum bu yönüyle pasif bağıĢıklığı sağlayacak koruyucu antikorlar 

içermektedir ve aynı zamanda IgA‟nın da ana kaynağıdır (Goldman, 2002; Thaba, 2005; 

Buttar vd., 2017). 

Kolostrum bağırsağın uç bölgelerine ulaĢıncaya dek biyoaktivitesini korumaya 

yardımcı ve yıkımını önleyen koruyucu ve onarıcı maddeler arasında sinerjistik tepkileri 

sağlayan kombinasyon halinde paketlenmiĢtir (Playford., Weiser., 2021). 

Hayvanlarda yenidoğanların hayatta kalması için kritik olan kolostrum, insanlarda 

hayatta kalmak için olmasa bile önemli bir bileĢendir. Bu yüzden yeterli kolostruma 

sahip olmayan annelerde bebekler için sığır kolostrumu güvenilir bir alternatif 

olabilmektedir. Ġnsanlar ve diğer memeliler genellikle aynı dıĢ ortamı paylaĢırlar ve 

vücudun dıĢ yüzeyleri (deri, akciğerler ve bağırsaklar) boyunca benzer bakterilere, 

virüslere ve mantarlara maruz kalırlar. Sonuç olarak, bir türden kolostrumun 

antimikrobiyal aktivitesi baĢka bir türde de kısmen etkili olmaktadır. ''Kolostrum 

köprüsü'' bu özellikleri nedeniyle önem taĢımasına karĢın sığır ve insan kolostrumu 

arasında hem besinsel hem de immünolojik faktörler açısından belirgin farklar vardır. 

Ayrıca sığır kolostrumu insan kolostrumundan 100 ile 1000 kat kadar daha fazla 

aktiviteye sahiptir (Buttar vd., 2017; Stevens vd., 2009; Sangild vd., 2009). 

Sığır kolostrumunun kalitesi ve bileĢimi, cins, parite, sağım zamanlaması, 

hastalıklar, doğum öncesi beslenme, mevsim, kuru dönem uzunluğu gibi genetik ve 

çevresel faktörler nedeniyle oldukça değiĢkendir (Nowak vd., 2012; Hyrslova vd., 

2016).  

Fizikokimyasal özellikleri ve bileĢim bakımından oldukça değiĢken ve dinamik 

olan kolostrum daha fazla miktarda protein, mineraller, vitaminler, immünoglobulinler, 

antimikrobiyal peptitler (lizozim, laktoferrin ve laktoperoksidaz) ve büyüme faktörleri 

içerdiğinde dolayı laktasyon sütünden ayrıĢmaktadır (McGrath vd., 2016; Silva vd., 

2019).  
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Çizelge 2.1. Temel bileşen içeriği açısından kolostrum (Tripathi ve Vashishtha, 2006) 

 

KOLOSTRUM BĠLEġENLERĠ 

 

 

Besin Faktörleri 

 


Karbonhidrat 

Protein 

Yağ 

Mineral 

Vitamin 

 

 

Ġmmün Faktörler 

 

Ġmmünoglobulinler 

(IgA, IgG, IgM, IgD ve 

IgE) 

Sitokinler 

Laktoferrin 

β-laktoglobulin 

α-laktoalbumin 

Lizozim 

Oligosakkaritler 

Polipeptitler 
 

 

Büyüme Faktörleri 

 

EGF 

TGF-α ve TGF- β 

IGF-I ve IGF-II 

VEGF 

PDGF 

 

 

 

2.1.2.   Kolostrum bakteri içeriği 

Yenidoğanın öncü mikrobiyal kaynağı olan kolostrumda, sütte ki fonksiyonel 

bileĢenler dıĢında bol miktarda bakteri bulunduğu çok sayıda çalıĢma tarafından 

gösterilmiĢtir. Bunların bağırsak mikrobiyotasının geliĢimini ve bakterilerin neden 

olduğu bağırsak bağıĢıklık sisteminin geliĢimini etkileyebildiği bilinmektedir (Quigley 

vd., 2013; Pannaraj vd., 2017). 

Sığır kolostrumu kalitesi ikinci buzağılamadan sonra giderek artar ve yaĢlı inekler 

en kaliteli kolostrumu üretirler. Bu durumun artan patojen maruziyetiyle geliĢmiĢ 

bağıĢıklığın ve vücut kondüsyon skorunun bir sonucu olduğu düĢünülmektedir. 

Kolostrum mikrobiyotasının, çeĢitliliği açısından yapılan bir çalıĢmada primipar (ilk 

doğumu olan) sığırların kolostrum mikrobiyotasının multipar (çok kez doğum yapmıĢ) 

sığırlara göre daha zengin olduğu görülmüĢtür. Bunda kuru dönemden kaynaklı artan 
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mastitise (meme bezi parankiminin iltihaplanması) bağlı antibiyotik tedavisinin etkili 

olduğu düĢünülmektedir (Karav vd., 2021; Falentin vd., 2016). 

Kolostrum mikrobiyal çeĢitliliğini saptamak için 70 Holstein ineğinden 4 meme 

bezi çeyreğinin hepsinden toplanan kolostrum örnekleriyle yapılan bir çalıĢmada 16S 

rRNA dizi analizi kullanılarak mikrobiyom analiz edilmiĢtir (F. Lima, Teixeira, S. 

Lima, Ganda, Higgins, Oikonomou, Bicalho, 2017). 

Çizelge 2.2. 70 Farklı sığırdan toplanan kolostrumda bulunun bakteri taksonları ve parite farklarına 

göre yüzdeleri *BaĢlardaki harfler taksonomik birimi ifade etmektedir. t(takım), f(familya), c(cins) 

tanımlanan bakterinin taksonomik sınıfını ifade eder (F. Lima, Teixeira, S. Lima, Ganda, Higgins, 

Oikonomou, Bicalho, 2017). 

Mikroorganizma Primipar Multipar  

c_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 

c_Pseudomonas %3.75 %5.2 

c_Fusobacterium %3.425 %4.575 

f_Planococcaceae %3.5 %3.975 

f_Enterobacteriaceae %3.175 %4.1 

t_Actinomycetales %3.5 %3.225 

c_Acinetobacter %2.325 %3.65 

c_Bacteroides %1.15 %2.675 

c_Halomonas %2.025 %2.2 

f_Lachnospiraceae %1.95 %1.85 

c_Mycoplasma %2.3 %2.075 

c_Ruminococcus %1.55 %1.425 

c_Corynebacterium %1 %1.3 

f_Pseudomonadaceae %1.3 %1.4 

c_Porphyromonas %1.075 %1.175 

c_Bacillus %0.75 %1.15 

 

Bir baĢka çalıĢmada ise; kolostrumun M17 ve %0.05 sistein içeren pH= 5.4 olan 

De Man, Rogosa ve Sharpe agar (MRS) ortamına ekilmesi sonucu 29 suĢ izole 

edilmiĢtir. SuĢlar 16S rRNA dizi analizi yöntemiyle tanımlanmıĢtır.  Staphylococcus 

chromogenes en sık izole edilen tür olurken iki potansiyel probiyotik tür olan laktik asit 
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bakterisi (LAB) türü (Lactobacillus casei ve Bifidobacterium pseudolongum) MRS besi 

ortamından geri kazanılmıĢtır (Lindler vd., 2011). 

Çizelge 2.3.   Kolostrum örneklerinden kültüre alınan suşlar (Lindler vd., 2011). 

SuĢ  Ġzolat 

sayısı 

Besiyeri orijini             Tahmin edilen suĢ Accession 

numarası 

% 

1-4 2 MRS CYS pH= 5.4  Lactobacillus casei HM058411 100 

2 1 M17 Staphylococcus 

pseudintermedius 

FJ858975 98 

3-8-9-10-

11-13-15-

17-18-19-

21-25 

12 M17 Staphylococcus chromogenes AY688044 99 

5-6 2 MRS CYS pH= 5.4 Bifidobacterium 

pseudolongum 

GU361828 99 

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 GQ055058 99 

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

28 1 M17 Cellulosimicrobium funkei AY729960 99 

 

Sığır kolostrumu, özellikle Bifidobacteriacea ve Lactobacillaceae familyasının 

üyelerinin bağırsak mikrobiyotasında büyümesini destekleyen frukto-oligosakkaritler, 

galakto-oligosakkaritler, gangliozitler ve nükleositler gibi prebiyotik bileĢikleri 

içermektedir (Grigas vd., 2021). 

Yapılan bir diğer sığır kolostrumu mikrobiyom analizi çalıĢmasında ise; en fazla 

Lactococcus cinsi bakteriler tanımlanmıĢtır. Lactococcus cinsi bakterilerinin yoğunluğu 

soğutmaya maruz kaldığında; bağıl bolluğu ortalama %13.6‟ dan %0.5‟ in altına 
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düĢtüğü görülmüĢtür.  Lactococcus‟un insan kolostrumunda da yaygın olarak 

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

Kolostrumda yoğun olarak Proteobacteria (ortalama %42), Firmicutes (ortalama 

%22) ve Bacteroidetes (ortalama %21) filumuna ait bakterilerin bulunduğu 

belirlenmiĢtir. Soğutmanın ardından bazı cinslerin nispeten azaldığı görülürken, 

Proteobacteria filumunun çoğunlukla sınıflandırılmamıĢ cinsinde 1.5-2 kat artıĢa 

karĢılık gelmiĢtir. Genel anlamda sığır kolostrum mikrobiyomu soğutma iĢleminden 

etkilenmektedir (Yeoman vd., 2018). 

Kolostrum örneklerinde birçok probiyotik özellikli bakteri bulunmaktadır. 

Yapılan farklı bir çalıĢmada Bacillus circulans (toplanan numunelerin %75' inde 

mevcut), Lactobacillus plantarum (%75) ve Bacillus subtilis (%55) dahil olmak üzere 

bazı ortak yararlı bakteriler tanımlanmıĢtır (Xu vd., 2021). 

2.2.   Probiyotikler 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO) ve BirleĢmiĢ Milletler Gıda ve Tarım Örgütü 

(FAO)‟ ne göre "Yeterli miktarlarda uygulandığında konakçıya yarar sağlayan canlı 

mikroorganizmalar" tanımı dünya çapında probiyotiklerin yaygın olarak kabul gören 

bilimsel tanımıdır. Birçok gıda ve takviyede canlı mikroorganizma bulunabilir, ancak; 

sadece sağlık üzerinde kanıtlanmıĢ olumlu etkisi olan karakterize edilmiĢ suĢlar 

probiyotik olarak adlandırılmaktadır (ISAPP, 2014). 

2.2.1.   Probiyotiklerin genel özellikleri 

Probiyotik özellikli bakteriler gram özelliği bakımından pozitif, spor 

oluĢturmayan ve basil olarak bilinmektedir. Sıcaklık, oksijen ve pH gibi faktörler 

probiyotikler için oldukça etkilidir. Bu yüzden probiyotiklerin kullanılabilir olması için 

düĢük pH‟ ya sahip mide asitliğine, enzimlere ve safra tuzlarına karĢı dayanarak 

canlılıklarını koruyabilmeleri gerekmektedir. Laktobasil ve Bifidobakteri türleri 

probiyotiklerin en önemli grubunu oluĢturmaktadır. Bununla birlikte diğer bazı maya ve 

küf türleri de probiyotik olarak kullanılabilmektedir (Ljungh ve Wadstrom, 2006; 

Soccol ve diğerleri, 2010). 
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Bir bakterinin probiyotik olarak olarak tanımlanabilmesi ve kullanılabilmesi için 

taĢıması gereken bazı kriterler bulunmaktadır. Bunlar aĢağıdaki gibi sıralanabilir: 

 Asit ve safra tuzlarına direnç; GIS‟ de probiyotik olacak mikroorganizmanın 

hayatta kalabilmesi için midede maruz kalacağı düĢük pH‟ dan etkilenmemesi 

gerekmektedir. Probiyotikler aynı zamanda safra tuzlarının ouĢturacağı 

koĢullardan etkilenmeden bağırsakta metabolize edilebilmelidir (Shah, 2001). 

 Tutunma özelliği: Tutunma özellikleri probiyotik bakterilerin en önemli 

özelliklerindendir. Probiyotiklerin kolona tutunmaları ve koloni oluĢturmaları 

patojenlerin tutunmalarını önleyerek koloni oluĢturmalarını azaltma ve bu 

sayede immun sistemin modülasyonunu ve mukozanın iyileĢmesine etkisi 

bakımından önem arz etmektedir (Ouwehand vd., 2002). 

 Güvenlik: Probiyotik olarak kullanılacak olan mikroorganizmalar güvenli 

olmalıdır. Yani toksin üretmemeli ve patojen olmamalıdır. Bu yüzden suĢların 

doğru bir Ģekilde tanımlanmaları gerekmektedir (Yerlikaya vd., 2008). 

 Üretilebilir ve depolanılabilir olma özelliği: Probiyotiklerin yüksek 

konsantrasyonda yaĢayabilmesi ve kültürlerin hazırlaması, depolanması ve 

taĢınmasında stabil kalması gerekmektedir. Fermantasyon ve besinlere katıldığı 

esnada istenilen kalitede üretim yapılabilmelidir (Shinde, 2012). 

Son olarak, klinik açıdan raporlanmıĢ sağlık bakımından bir faydasının olması ve 

patojen bakterilerin üremesine karĢı sentezledikleri maddeler gibi anti-mikrobiyal 

özellikte maddeler üretmesi gerekmektedir (Saarela ve diğerleri, 2000).  
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Çizelge 2.4. Laktobasil ve Bifidobakteri türlerinden probiyotik olarak kullanılanlara bazı örnekler 

(Salminen, 1998). 

CĠNSLER TÜRLER 

Lactobasillus türleri 

Lactobacillus lactis 

 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 türleri 

Bifidobacterium bifidum 

 Bifidobacterium adolescentis 

 Bifidobacterium longum 

 Bifidobacterium breve 

 Bifidobacterium infantis 

 Bifidobacterium thermophilum 

 

2.2.2. Ġnsan sağlığı üzerinde probiyotiklerin etkileri ve bağırsak mikrobiyotası 

Son yıllarda insan mikrobiyotasının sağlık için önemi net bir Ģekilde ortaya 

konmuĢtur. Hamilelik ve sonrasındaki mikrobiyotanın; bağıĢıklık sisteminin erken 

programlanması, yetiĢkin bağıĢıklık fonksiyonunu destekleme, mikrobiyomun genel 

sağlığı belirleyen önemli faktörleri olarak bilinmektedir. Bu yönüyle probiyotik kavramı 

yaĢamın tüm evrelerinde mikrobiyal etkileĢim yoluyla insan sağlığının iyileĢtirilmesi 

için sağlık hizmetleri, gıda ve tüketiciler gibi birçok alanda giderek daha fazla önem 

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

Ġnsan bağırsağı; mikrobiyota, konakçı, hücre ve besinlerin yoğun etkileĢimde 

olduğu bir ekosistemdir. Bu iliĢki uzun süre bağırsak mukozasını istila eden, değiĢtiren 

ve yayılarak sistemik enfeksiyona sebep olan toksinler sebebiyle sadece patojenik 

yönüyle ele alınmıĢtır. Daha sonra çeĢitli Laktobasil türleri, hastalıkların önlenmesinde 

kapsamlı bir Ģekilde incelenmiĢtir ve probiyotiklerin bağırsak mikrobiyotasındaki 
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mikroorganizma popülasyonunu değiĢtirebileceği gibi bağırsak mikrobiyotası 

ekosisteminin iĢleyiĢini kontrol edebileceği ortaya konmuĢtur (Butel, 2014). 

Hastalıkların tedavisinde bağırsak mikrobiyotasının probiyotik türlerle modifiye 

edilmesi son dönemlerde daha da ön plana çıkmıĢtır. Bu probiyotik türlerinin tedavi 

potansiyeli araĢtırmacıları probiyotiklerin üretimi ve bağırsak mikrobiyotasının 

modülasyonunu daha kapsamlı incelemeye teĢvik etmiĢtir (Metchnikoff, 1908; Fata vd., 

2017). 

Antibiyotik kaynaklı ishali azaltmaya, sindirim sorunlarını düzeltmeye, emen 

bebeklerde kolik semptomlarını ve egzama gibi atopik sorunların azaltılmasına, erken 

doğan bebeklerde nekrotizan enterokoliti azaltmaya, laktoz sindirim sorunlarını 

azaltmaya yardımcı olurken, akut pediatrik enfeksiyöz ishali tedavi etmek ve üst 

solunum yolu, bağırsak enfeksiyonu riskini veya süresini azaltmak gibi sağlık yararları 

mevcuttur (ISAPP, 2014). 

2.2.3.   Probiyotikler ve kanserde kullanımı 

Probiyotiklerin gösterdiği antikanserojenik ve antimutajenik aktivite, 

organizmaların geliĢim esnasında salgıladıkları bileĢiklerden kaynaklanacağı gibi 

kanserojenlere dönüĢecek prokanserojenlere etkili mikroorganizmalara karĢı 

gösterdikleri antagonistik etkiyle de açıklanabilir. Probiyotikler fekal enzimlerin (bunlar 

prokanserojenleri kanserojen maddelere dönüĢmesini sağlayan enzimler) aktivitelerini 

önlerler (Kılıç, 2001) 

Bağırsak mikroorganizma içeriğinin dağılımında ve sindirim enzimlerinin 

aktivitesi üzerinde L. acidophilus’un faydalı etkilerinin olduğu ve kolon kanseri 

ihtimalini azalttığına iĢaret etmektedir. Bifidobacterium türlerinin antitümör 

aktivitesinin hücre duvarında bulunan muramilpeptinaz gibi bileĢiklerle ilgili olduğu 

düĢünülürken, L. acidophilus’ta bu etki hakkında iki açıklama bulunmaktadır.  

Bunlardan birincisi bağırsak sisteminde oluĢabilecek kanserojenik bileĢiklerin 

oluĢmasına engel olmak, diğeri ise konakçının bağıĢıklığının güçlendirilmesi veya 

kanser oluĢumunun baskılanmasıdır (ÖzbaĢ, 1993). 
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Genel olarak probiyotiklerin kanser önleme mekanizması prokanserojenlerin aktif 

kanserojene evrilmesini engelleme, mutajenlerin inaktive edilmesi veya bağlanması, 

kanserojenlerin emilimini inhibe etme, pro-kanserojen özellikteki bakterilerin üremesini 

durdurma, bağıĢıklığın arttırılması, safra tuzu konsantrasyonunun dengeye getirilmesi 

gibi sağlık açısından faydalı iĢlevleri barındırır (Leroy vd., 2008). 

2.2.4.   Probiyotikten postbiyotiğe geçiĢ  

Probiyotik kullanımı bağırsak bariyeri bozulmuĢ, bağıĢıklığı düĢmüĢ, sepsis ve 

prematüre bebekler gibi bazı insanlar için risk oluĢturabilmektedir. Bu nedenle ölü 

bakteri suĢlarının, bakteri parçacıklarının ve metabolizma ürünlerinin benzer terapötik 

uygulaması oldukça kullanıĢlıdır. Ölü probiyotik bakteriler ve hücre bileĢenleri 

parabiyotik olarak adlandırılırken, canlı bakteriler tarafından salgılanan 

metabolitler/hücresiz süpernatantlar ve çözünür faktörler postbiyotik olarak 

adlandırılmaktadır (Floch 2013; Vahabnezhad vd., 2013; de Almada vd., 2018; Martin 

ve Langella, 2019; Barros vd., 2020). 

Canlı probiyotik mikroorganizmaların uygulanmasına bağlı potansiyel risk 

olmadan konakçıya biyolojik faydalar sağlaması, parabiyotik ve postbiyotikleri 

kullanıma daha açık hale getirmiĢtir (Barros vd., 2020). 

Postbiyotikler, içerik bakımından genel olarak kısa zincirli yağ asitleri (SCFA'lar), 

teikoik asitler, peptidler, enzimler, peptidoglikan türevli muropeptitler, endo ve ekzo-

polisakkaritler, vitaminler, hücre yüzey proteinleri, plazmalojenler ve organik asitleri 

içermektedir (Aguilar-Toalá vd., 2018). 

Organik asitler, SCFA, Trp ve bakteriyosinler önemli postbiyotiklerdir. 

Postbiyotiklerin yararları doğrudan veya dolaylı olabilir. Konakçı hücre üzerinden etkisi 

doğrudan olurken, dolaylı olarak sağlığa faydalı mikroorganizmaların yayılmasına 

destek olup zarar veren suĢların geliĢimini ise engelleyerek gerçekleĢtirmektedir. 

SCFA‟ ların en önemli etkisi anti- inflamatuar ve antioksidan özelliğidir 

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

Postbiyotikler, gösterdikleri farklı fizyolojik faydalara (antiinflamatuar, 

antioksidan, antiproliferatif, antimikrobiyal, antihipertansif, hipokolesterolemik ve 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/bacterial-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/bacterial-cell
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immünomodülatör aktiviteler) göre veya hem bakteriyel hücre bileĢiklerinden hem de 

mikrobiyal etkiden türetilebilen bileĢimlerine göre farklı kategorilerde 

sınıflandırılabilmektedirler (Barros vd., 2020). 

2.2.4.1.  Günümüzde kullanılan bazı parabiyotik-postbiyotikler  

Bu preparatlar, hücresiz süpernatantlar baĢta olmak üzere ekzopolisakkaritler, 

enzimler, hücre duvarı parçaları, kısa zincirli yağ asitleri (SCFA‟lar), bakteriyel lizatlar 

ve bağırsak mikrobiyotası tarafından üretilen metabolitleri içermektedir (Żółkiewicz 

vd., 2020). 

Biyolojik aktif metabolitleri içeren hücresiz süpernatantlar belirli bir inkübasyon 

süresi sonunda probiyotik bakteri içeren kültürün santrifüj edilerek süpernatantın 

filtreden geçirilip steril edilmesiyle elde edilir. 

Her farklı mikroorganizma kültür süpernatantı farklı etkiler gösterir. Yapılan 

çalıĢmalarda Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsi bakteri kültürlerinden elde edilen 

süpernatantların son zamanlarda enteroinvaziv E. coli suĢlarının in vitro 

enterositlere invazyonunu önleyerek antibakteriyel aktivite sergiledikleri gösterilmiĢtir. 

L.acidophilus ve L. casei süpernatantları ise; TNF-α sitokinininin salgısını azaltarak, IL-

10 sitokin salgısını arttırarak bağırsak epitel hücreleri, makrojajlar ve nötrofiller 

üzerinde antiinflamatuar ve antioksidan etkiler oluĢturabilmektedirler (Khodaii vd., 

2017; De Marco vd., 2018). 

L.plantarum süpernatantları da bağırsak bariyerinin olgunlaĢması ve morfolojik 

yapısı üzerinde olumlu etkiye sahiptir. Bu arada, L. casei ve L. rhamnosus 

kültürlerinden elde edilenn süpernatantlar, kolon kanseri hücrelerinin invazyonunu 

önleyebildiği görülmüĢtür. Hücresiz süpernatantlar oksidatif stresi azaltabilir ve 

doğrudan antitümör aktivite sağlarlar bu sayede kanserin önlenmesinde klinik olarak 

faydalı olabilirler (Escamilla vd., 2012; Amaretti vd., 2013; Izuddin vd., 2019). 

2.3.   Laktik Asit Bakterileri 

Laktik asit bakterileri (LAB), dıĢ ortamdaki karbonhidratları metabolize etmesi 

sonucu laktik asit üreten bakteri sınıfı için kullanılan genel bir terimdir. Ġnsan yaĢamı ile 

yakından ilgili değerli biyolojik kaynaklar olmasının yanında önemli sosyal, ekonomik 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/bacterial-cell
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değere sahiptirler. LAB‟ ların insanlar tarafından kullanımı çok eski zamanlara 

dayanmaktadır. Günümüzde LAB‟ lar takviye gıda, probiyotik olarak oldukça yaygın 

kullanıma sahiptir (Tian, 2019). 

2.3.1.   LAB’ların genel özellikleri  

GRAS (Generally Recognized as Safe) statüsünde güvenli kabul edilen probiyotik 

mikroorganizmaların ana gruplarından biri olan LAB‟ lar gram pozitif, katalaz negatif, 

hareketsiz, spor oluĢturmayan, sitokromdan yoksun, aerotolerant anaerob, aside 

dayanıklı, nitratı indirgemeyen, basil, kok ve koko-basil morfolojisine sahip kalabalık 

bir gruptur (Hofvendahl vd., 2000; O‟Sullivan et vd., 2002). 

LAB olarak adlandırılmalarının asıl sebebi; karbonhidrat fermantasyon 

metabolizması sonucu son ürün olarak laktik asit üretmeleridir. Üreme ve geliĢimleri 

için glikoz ve amonyum yanında bazı vitamin ve aminoasitler gibi kompleks besinlere 

ihtiyaç duyan LAB‟ lar oksijen yerine son elektron alıcısı olarak endojen karbon 

kaynaklarını kullanarak enerji elde ederler ve peroksidazlar tarafından hidrojen peroksit 

gibi oksijen yan ürünlerine karĢı korunurlar (Holzapfel vd., 2007; Wright ve Axelsson, 

2011). 

Gıda canlı mikrobiyal katkı maddesi olarak bilinen n iyi probiyotikler LAB‟ 

lardır. GeliĢim gösterdikleri optimal ortam 6.5-6.8 pH ve 35-40ºC sıcaklıktır. LAB‟lar 

pH‟ yı 3.2–3.5‟ e kadar ürettikleri %1-3 oranındaki laktik asit ile düĢürürler; bu sayede 

aside dayanıklıdırlar. Doğada karbonhidratça zengin substratların olduğu ortamlarda 

bulunan LAB türleri, süt ve süt ürünlerinde, insan ve diğer canlıların sindirim sistemleri, 

diĢ ve ağız içerisindeki yarık ve boĢluklar, vajina, ayrıca bazı iç organlar gibi farklı 

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

Hidrojen peroksit (H2O2), bakteri hücre zarındaki ve hücre proteinlerindeki 

lipidlerin sülfidril gruplarını okside ederek bakterisidal etki gösterme avantajı sağlarken 

LAB‟ lar katalaz negatif olduklarından ürettikleri metabolit olan hidrojen peroksitle 

parçalanmadan kalabilirler ve diğer mikroorganizmalar üzerinde antimikrobiyal etkileri 

olur. Yapılan diğer çalıĢmalarda H2O2 üreten bakterilerin aerobik ortamı anaerobik 

ortama oksijeni kullanarak çevirdikleri ve aerobik mikroorganizmaların hücre zarı 



16 

 

geçirgenliklerini bozmak suretiyle antimikrobiyal etki gösterdiklerini bildirmiĢtir 

(Ramos vd., 2012; Lukic vd., 2018). 

LAB' ların çoğu, insan gastrointestinal sisteminin (GIS) normal florasıdır ve 

insanlarda immünomodülasyon, antialerjik etkiler, antifungal etkiler ve kolon kanserine 

karĢı koruma gibi çeĢitli faydalı etkiler sağlamaktadırlar. 

Bir LAB‟ ın probiyotik olarak kabul edilmesi için gerekli özellikler (Di Cerbo vd., 

2016) Ģunlardır;  

 Antibiyotiklere duyarlı ve yan etkileri az olmalıdır. 

 Mikrobiyota içerisinde kolaylıkla tanımlanabilmelidir. 

 Konak organizmaya nonkarsinojenik, nonpatojen ve noninvazif olmalıdır. 

 Sabit, ürün içerisinde canlılık, fajlara dirençli, oksijene dirençli, liyofilize 

preparat yapılabilen bir suĢ olması gerekmektedir. 

 Klinik etkinliğinin bilinmesi gerekmektedir. 

 Ġmmun sistemin düzenlenmesi, patojenlerin tutunmasını (biyofilm 

oluĢumunu)önlemesi ve antagonistik olması, mukoza yüzeyine tutunarak geçici 

kolonizasyon sağlayabilmelidir. 

 Konak canlıda immünolojik duyarlılığa, sistemik toksisiteye ve dirençli 

mikroorganizmaların geliĢmesine sebep olmamalıdır. 

 DüĢük pH Ģartlarına ve safra tuzlarına dirençli olmalıdır. 

 Antimikrobiyal bileĢikler üretebilmelidir. 

 GIS‟ te geçici bir kolonizasyon sağlamalıdır. 

 Konak dokusuna yerleĢmesi uzun etkinlik için gereklidir. 

 Doğal biyotaya uyum sağlayabilmelidir. 

 Konak mikrobiyotasını bozmadan patojen bakterileri etkilemelidir.  

2.3.2.   LAB’ ların sınıflandırması  

LAB‟ lar Firmicutes filumunda farklı bakteri cinslerinden oluĢmaktadır. Gruptaki 

önemli cinsler, Lactobacillus, Lactococcus, Vagococcus, Lactosphaera, Melissococcus, 

Leuconostoc, Oenococcus, Streptococcus, Pediococcus, Weisella ve Tetragenococcus 

tur (Marsh, 1999; Salminen vd., 2004). 



17 

 

LAB‟ ların cins bakımından sınıflandırılmalarında morfoloji, üretilen laktik asit 

farklılıkları, farklı sıcaklıklarda geliĢme, tuz yoğunluğuna göre geliĢim, glikozu 

fermente etme Ģekli ve asit-alkali ortamları tolere etme gibi seçici özelliklerinden 

faydalanılmaktadır. LAB‟ ların glikozu fermente ederken izledikleri metabolik yolaklar 

temel alınarak homofermantatif ve heterofermantatif olarak iki ana grupta 

incelenmektedir (Khalid, 2011; Axelsson, 2004; Kıran ve Osmanağaoğlu, 2011; Khalid, 

2011). 

Glikozu, karbon kaynağı olarak kullanan LAB‟ lar homofermentatif, asıl 

metabolik yolun glikozis (Embden–Meyerhof-Parnas yolu) olduğu ve %85‟den fazla 

laktik asit üretildiği yoldur. Ya da heterofermantatif bakterilerin metabolik yolu olan 6-

fosfoglukonat/fosfoketolaz yolu ve laktik asitle aynı miktarda karbondioksit ve 

etanolünde (ve/veya asetik asit) üretidiği yoldur (Lombardi, 1999; Naidu, Bidlack ve 

Clemens, 1999; Çakır, 2003; Gismondo, Drago ve Tannock, 2004; Kao, Liu ve Shyu, 

2007).  

Homofermentatif yol ile glikozis yapan bakterilere genel olarak, bazı Lactobacilli 

üyeleri ile beraber, Lactococci, Enterococci, Pediococci, Tetragenococci, Streprococci 

ve Vagococci bakterilerin birçok türü örnek olarak verilebilirken, zorunlu 

heterofermentatif yolu kullanan LAB‟ lar ise Leuconostoc, bazı Lactobacilli, Weissella 

ve Oenococci türlerinin bulunduğu belirtilmiĢtir (Todar, 2013). 
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Görsel 2.1. LAB üyelerinin başlıca filogenetik grupları (Stiles ve Holzapfel 1997). 

 

LAB‟ ların morfolojik ve geliĢme özellikleri gibi belirleyici olduğu düĢünülen 

özellikleri istisnaların olması ve LAB‟ ların çok değiĢken özelliklere sahip olmaları 

nedeniyle cinslerin tam olarak belirlemede yetersiz kalmaktadır. Bu sebeple günümüzde 

bakterilerin identifikasyonu için bakterilerin korunmuĢ olduğu düĢünülen rRNA gen 

bölgeleri kullanılarak bakteriler suĢ düzeyinde tanımlanmaktadır. 
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2.3.3.   Laktobasillus cinsi bakterilerin genel özellikleri 

Laktobasillus cinsi bakteriler taksonomik olarak, Firmicutes filumu, Bacilli sınıfı, 

Lactobacillales ordosu, Lactobacilliaceae familyasına aittir. Lactobacillus cinsinin 

fermentasyon özelliklerine göre geleneksel olarak 3 gruba ayrılan, 17 alt tür ve 175 

tanımlanmıĢ türü içermektedir. Bu gruplandırma ilk grup zorunlu homofermentatifler 

olup %85‟e yakını son ürün olarak glukozdan laktik asit üretmektedirler. Genel olarak 

45°C‟de geliĢme gösterir 15°C‟ de geliĢemezler. Ġkinci grup olan fakültatif 

homofermentatifler, 15°C‟de geliĢebilirken, 45°C‟de kısmen geliĢme sergileyebilirler. 

Ortamda eğer O2 bulunuyorsa, bu gruba giren L. casei ve L. plantarum gibi bakteriler 

daha okside olmuĢ asetat gibi maddeleri üretirler. Üçüncü grup olan zorunlu 

heterofermentatifler ise son ürün olarak laktik asidin ile birlikte CO2 ve etanol de 

üretirler (Marsh, 1999; Salminen ve vd., 2004; Lalanne vd., 2012; Todar, 2013) 

Homofermentatif laktobasiller; L. acidophilus, L. helveticus, L. delbruckii, L. 

salivarius fakültatif homofermentatif laktobasiller; L. curvatus, L. casei, L. plantarum 

ve   zorunlu heterofermentatif laktobasiller; L. reuteri, L. buchneri, L. brevis, L. 

fermentum gibi örnekleri içerisinde barındırırlar (Marsh, 1999; Salminen ve vd., 2004). 

Bu geniĢ grupta morfolojik yapılarda da çeĢitlilik görülmektedir. 2-5 mm arasında 

olan koloniler konveks, renksiz-sarımsı-beyaz ve opak olabilirken hücre morfolojisi 

genellikle uzun ya da kısa çubuk yapısındayken bazıları kokobasil veya kokoid Ģekilde 

olabililir. Bazı türlerinde ise hücre yapısı oldukça ince olabilmektedir. Ayrıca genç 

bakterilerin zincir oluĢturamadıkları bilinmektedir (Holt vd., 1998; Ahi, 2011; Tokatlı, 

2013). 

Laktobasillerin en iyi geliĢtikleri sıcaklık 30-40°C arasında değiĢirken 70°C ve 

üstü yüksek sıcaklıklarda canlılıklarını kaybederler. Bu grubun üyeleri proteolitik ve 

lipolitik aktivite gösteremediklerinden, geliĢim ortamlarında peptid, aminoasit, bazı 

vitaminler ve yağ asitlerine ihtiyaç duyarlar (Ljungh ve Wadström, 2006; Ahi, 2011; 

Tokatlı, 2013). 

Su ve toprakta neredeyse hiç bulunmazlarken süt ve türevleri, fermente gıdalarda, 

bitkiler ve bitki atıklarında, canlıların bağırsak sistemlerinde bulunurlar. Probiyotik olan 

bazı Lactobacillus türlerinin asetik asit ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal maddeler 
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ürettikleri ve bu sayede bağırsak mikroflorasının dengesini sağladığı bilinmektedir. 

Bunun yanında bazı laktobasil cinslerinin anti-kanser ve anti- inflamatuar etkilerinin 

yanı sıra tedavi edici etki potansiyellerinin olduğu belirtilmiĢtir. Ayrıca bazı türlerinin 

streptomisin ve vankomisin gibi bazı antibiyotiklere dirençli olduğu da görülmüĢtür 

(Jalilsood vd., 2015; Jose vd., 2015, Salas-Jara vd., 2016; Ljungh ve Wadström, 2006). 

2.4.   Kolostrum, laktik asit bakterileri ve probiyotiklerin kısa tarihçesi 

 Tarihsel olarak kolostrum özellikle Hindistan‟da Ayurvedik yaĢamın manevi 

liderlerince binlerce yıl çeĢitli hastalıkları tedavi etmede reçete edilmiĢ ve Ayurveda‟da 

tıbbi öneminden sıkça bahsedilmiĢtir. Örneğin; bu Ayurveda belgelerinde sığır 

kolostrumunun gözün sulanması için göz ameliyatlarında kullanıldığı not edilmiĢtir. 

Eski Mısırlıların da göz enfeksiyonu tedavisinde kolostrum kullandıkları 

bildirilmektedir (Thapa, 2005; Buckley, 2002). 

Kolostrumla ilgili ilk rasyonel analiz 1799 yılında Hufeland tarafından buzağıların 

sağlıklı ve hızlı büyümesi ile sığır kolostrumu tüketimi arasındaki iliĢkiyi bildirmesiyle 

baĢlamıĢtır. 

Probiyotiklerin varlığının ise insanların fermente gıdalar üretmeye baĢladığı 

yaklaĢık 10.000 yıl öncesinde yani çiftçiliğin avcılığın ve toplayıcılığın yerini almasıyla 

birlikte olduğu varsayılmaktadır (Gasbarrini vd., 2016). 

Tarihte uzun süredir yaygın olarak kullanımına birçok örnek bulunan LAB‟ ların 

dikkat çekmesi ise, 1847‟ de C. Blondeau‟ nun, laktik asidin bir mikroorganizmanın 

fermantasyon sürecinin bir ürünü olduğunu keĢfetmesiyle baĢlamıĢtır. LAB‟ların 

mikroskop altındaki ilk keĢfi 1857 yılında Pasteur tarafından Ģaraplardaki ekĢime 

çalıĢmasında, laktik asit üretimini mikroorganizmalara bağlamasıyla olmuĢtur. 1873 

yılında Lister, LAB‟ların saf suĢunu elde etmek için laktatlı sütten ilk kez seri dilüsyon 

metodu kullanılarak Lactococcus lactis‟ i izole etmiĢtir (Axelsson, 2004). 

LAB teriminin kullanımı ilk kez sütteki laktozdan fermentasyon yolu ile laktik 

asit oluĢturan ve buna bağlı olarak sütü ekĢitip çökelti oluĢturan bakteri grubunu 

belirtmek amacıyla kullanılmıĢtır. LAB‟ ların sınıflandırılması ve doğru tanımlarından 

biri ilk olarak 1919 yılında Orla-Jensen tarafından yapılmıĢtır. Orla-Jensen 

sınıflandırmasını yaptığı LAB‟ ları morfolojik özellikleri (çubuk, kok, tetrad), glikozu 
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fermente etme Ģekli (homofermantatif, heterofermantatif), üredikleri sıcaklıklar (10 °C 

ve 45 °C) ve Ģeker kullanım Ģekilleri üzerinden yapmıĢtır (Orla- Jensen, 1919; Khalid, 

2011). 

Probiyotiklerin modern tarihi ise Ģöyle baĢlamaktadır. Nobel ödüllü Rus bilim 

adamı E. Metchnikoff‟ un Bulgar kırsal halkının uzun ömürlülüğünün fermente süt 

ürünlerini düzenli tüketmelerine bağlamasıyla baĢlamıĢtır. Buradan yola çıkarak 

laktobasillerin yaĢlanmaya ve hastalıkta etkisi olan gastrointestinal sistemdeki çürütücü 

(proteolitik) mikroorganizmaların metabolizmadaki kötü etkilerine karĢı koyabileceğini 

düĢünmüĢ ve bu bakterilerin sütte fermantasyon yaparak pH‟ı düĢürmesi sonucunda 

bağırsaktaki proteolitik bakterilerin üremesini engellediğini düĢünmüĢtür. “Bulgaria 

bacillus” adını verdiği bakterileri kendi beslenme alıĢkanlığında da uygulamıĢtır 

(Gasbarrini vd., 2016; Klein vd., 1998; Fuller, 1992). 

Weller Kollath 1953 yılında probiyotik kelimesini ''hayatın sağlıklı geliĢimi için 

gerekli olan aktif maddeler'' olarak tanımlamıĢtır. Lilly ve Stillwell tarafından 1965 

yılında "bir organizma tarafından salgılanan ve diğerinin büyümesini teĢvik eden" 

maddeleri tanımlamak için kullanılmıĢtır. Probiyotikler daha spesifik bir Ģekilde 

tanımlanması ise; Fuller tarafından 1992 yılında probiyotik tanımı; “konakçısı olduğu 

hayvanın bağırsak mikrobiyal dengesini düzenleyerek faydalı bir etki sağlayan canlı bir 

mikrobiyal yem takviyesi” olarak yapılmıĢtır (McFarland, 2015) 

Kolostrumla ilgili, 1962 ve sonrasında yapılan çalıĢmalarda kolostrumun 

poliomyelite (çocuk felci) karĢı antikorlar içerdiği öğrenilmiĢ ve hastalığa yakalanma 

ihtimali olan çocuklarda kullanılması önerilmiĢ ve daha sonrasında inek 

kolostrumundan çocuk felci antikorları izole edilerek geliĢtirilen aĢının baĢarılı olduğu 

bildirilmiĢtir. Ayrıca aĢılanmıĢ sığırların kolostrumundan rotavirüse karĢı sabin aĢısı 

yapılmıĢtır (Sabin ve Fieldsteel, 1962; Thapa, 2005; Pakkanen ve Aalto, 1997; Uruakpa, 

Ismond ve Akobundu, 2002). 

Sığır kolostrumu antibiyotik çağından öncede bakteriyel enfeksiyonlara karĢı 

yaygın olarak kullanılırken aynı zamanda doku onarımında da kullanıldığı 

bildirilmektedir. 2005 yılında sığır kolostrumunun doku onarımında güvenli olduğu ve 

bağıĢıklık oluĢturmada da etkili olduğu rapor edilmiĢtir (Thapa, 2005). 
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Probiyotiklerin yüzyıllarca süren bir güvenli kullanım geçmiĢi vardır, ancak 

ekonomik değeri yirminci yüzyılda kabul edilmiĢtir.  Küresel probiyotik pazarının 2022 

yılında 57.8 milyar ABD Doları değerinde olacağı tahmin edilmektedir.  
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3.   MATERYAL VE YÖNTEM 

3.1.   Materyal 

3.1.1.   Kolostrum örneklerinin alınması ve laboratuvara getirilmesi 

Kullanılan sığır kolostrum örnekleri; Afyonkarahisar ilinin, Sandıklı ilçesi, 

ReĢadiye köyünden besi ve mera hayvancılığı yapan yetiĢtiricilerden temin edilmiĢtir. 

Doğum sonrasında ilk sağım dıĢarı atıldıktan sonra %70‟ lik alkole daldırılmıĢ gazlı 

bezle meme baĢları steril edilmiĢtir. Sonrasında ilk kolostrum akıntısı atılmıĢ ve steril 

falkon tüplere sağım yapılarak laboratuvara gelene dek -20 derecede saklanmıĢtır. 

Örnekler Holstein melezi olan 2 farklı sığırdan alınan kolostrumlardır. ÇalıĢmada 1 ile 

baĢlayan kodlamadaki izolatlar 5 yaĢında ve 3. doğumu olan sığırdan 2 ile baĢlayanlar 

ise 4 yaĢında ve 2. doğumu olan sığırdan izole edilmiĢtir. Örnekler laboratuvara 

getirildikten sonra hemen 15‟ lik falkon tüplere bölünüp -20°C‟ de çalıĢma yapılıncaya 

dek saklanmıĢtır. 

3.1.2.   Hücre hattı 

ÇalıĢmamızda kullanılan kanser hücre hattı, insan kolorektal adenokarsınoma 

hücre hattı olan Caco-2, (ATCC kodu: HTB-37) ATCC (American Tissue Culture 

Collection)‟ den sağlanmıĢtır. Caco-2 hücre hattı; kolorektal adenokarsinoma sahip 72 

yaĢında, Kafkas, erkek bireyin epitelyal kolon dokusundan kültüre edilmiĢtir. Hücre 

hattı adhere hücre özelliğine sahiptir. (http-1) 

3.1.3. Standart bakteri suĢları 

ÇalıĢmalarda kullanılan standart bakteri suĢları Anadolu Üniversitesi, Eczacılık 

Fakültesi, Farmasötik Mikrobiyoloji Anabilim Dalı AraĢtırma Laboratuvarı 

koleksiyonundan temin edilmiĢtir. Bu mikroorganizma kültürleri Çizelge 3.1.‟ de 

verilmiĢtir. 

Çizelge 3.1. Kullanılan standart bakteri suşları 

Tür Adı ATCC Kod Numarası 

Escherichia coli ATCC 25922 

Escherichia coli ATCC 35298 

Staphylococcus aureus ATCC 25923 

Listeria monocytogenes ATCC 7644 
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Çizelge 3.1. (Devam) Kullanılan standart bakteri suşları 
 

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 içerisinde stok halde bulunan bakteri kültürleri Nutrient Broth (NB) 

besiyerinde, 37°C‟ de 24 saatlik inkübasyon sonunda aktiflenmiĢtir ve gerekli 

çalıĢmalarda kullanılmıĢtır. 

3.1.4. Besi ortamları 

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

Çizelge 3.2. MRS broth içeriği 

Malzeme                                                               g/L 

Diamonyum hidrojen sitrat (K₂HPO₄)                2 g 

 Glukoz                                                                20 g 

 Magnezyum sülfat (MgSO₄)                               0.2 g   

Mangan sülfat (MnSO₄)                                       0.05 g  

Et ekstrakttı                                                          10 g  

Pepton                                                                   10 g  

Sodyum asetat                                                       5 g  

Maya ekstraktı                                                       5 g 

Amonyum sitrat                                                    2 g 

Tween 80                                                              1 mL 

Distile su                                                              1000 mL 

 

Besiyeri içeriği distile suda çözüldükten sonra 121ºC‟de 15 dakika otoklavlanarak 

steril edilmiĢtir. 

3.1.4.2. MRS broth %6 tuz ilaveli 

Daha önce içeriği 3.1.4.1.‟ de verilmiĢ olan MRS broth (Biolife) ortamı içerisine 

60g/1000 mL olacak Ģekilde sodyum klorür ilave edilmiĢ ve distile suda çözülmüĢtür. 
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pH‟ı 7.0 ± 0.2 Ģeklinde ayarlandıktan sonra 121°C‟ de 15 dakika otoklavlanarak steril 

edilmiĢtir. 

3.1.4.3. MRS broth %7.5 tuz ilaveli 

Daha önce içeriği 3.1.4.1.‟ de verilmiĢ olan MRS broth (Biolife) ortamı içerisine 

75g/1000 mL olacak Ģekilde sodyum klorür ilave edilmiĢ ve distile suda çözülmüĢtür. 

pH‟ı 7.0 ± 0.2 Ģeklinde ayarlandıktan sonra 121°C‟ de 15 dakika otoklavlanarak steril 

edilmiĢtir. 

3.1.4.4. MRS broth %10 tuz ilaveli 

Daha önce içeriği 3.1.4.1.‟ de verilmiĢ olan MRS broth (Biolife) ortamı içerisine 

100g/1000 mL olacak Ģekilde sodyum klorür ilave edilmiĢ ve distile suda çözülmüĢtür. 

pH‟ı 7.0 ± 0.2 Ģeklinde ayarlandıktan sonra 121°C‟ de 15 dakika otoklavlanarak steril 

edilmiĢtir. 

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

Daha önce içeriği 3.1.4.1.‟ de verilmiĢ olan MRS broth (Biolife) ortamı içerisine 

%0.3 g olacak Ģekilde safra tuzu (Ox gall Sigma, B3883) ilave edilmiĢ ve distile suda 

çözülmüĢtür. pH‟ı 7.0 ± 0.2 Ģeklinde ayarlandıktan sonra 121°C‟ de 15 dakika 

otoklavlanarak steril edilmiĢtir. 

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

Daha önce içeriği 3.1.4.1.‟ de verilmiĢ olan MRS broth (Biolife) ortamı içerisine 

%0.6 g olacak Ģekilde safra tuzu (Ox gall) ilave edilmiĢ ve distile suda çözülmüĢtür. 

pH‟ı 7.0 ± 0.2 Ģeklinde ayarlandıktan sonra 121°C‟ de 15 dakika otoklavlanarak steril 

edilmiĢtir. 

3.1.4.7. pH:2, pH:3 ve pH 3.9 MRS broth ortamı  

Ġçeriği 3.1.4.1.‟ de verilmiĢ olan MRS broth (Biolife) besiyeri distile su içerisinde 

çözüldükten sonra içerisine istenilen pH seviyesine ulaĢıncaya dek 1 M HCl yavaĢ 

yavaĢ ilave edilmiĢ ve 121°C‟ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmiĢtir. 
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3.1.4.8. pH:9.6 MRS broth ortamı  

Ġçeriği 3.1.4.1.‟ de verilmiĢ olan MRS broth (Biolife) besiyeri distile su içerisinde 

çözüldükten sonra içerisine istenilen pH: 9.6 seviyesine ulaĢıncaya dek 1 M NaOH 

yavaĢ yavaĢ ilave edilmiĢ ve 121°C‟ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmiĢtir. 

3.1.4.9. MRS broth%0.25 glikoz ilaveli 

Daha önce içeriği 3.1.4.1.‟ de verilmiĢ olan MRS broth (Biolife) ortamı içerisine 

%0.25 olacak Ģekilde glikoz ilave edilmiĢ ve distile suda çözülmüĢtür. pH‟ı 7.0 ± 0.2 

Ģeklinde ayarlandıktan sonra 121°C‟ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmiĢtir. 

Biyofilm oluĢumu deneyinde kullanılmıĢtır. 

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

Çizelge 3.3. MRS agar içeriği 

Malzeme                                                               g/L 

Diamonyum hidrojen sitrat (K₂HPO₄)                2 g 

 Glukoz                                                                20 g 

 Magnezyum sülfat (MgSO₄)                               0.2 g   

Mangan sülfat (MnSO₄)                                       0.05 g  

Et ekstrakttı                                                          10 g  

Pepton                                                                   10 g  

Sodyum asetat                                                       5 g  

Maya ekstraktı                                                       5 g 

Amonyum sitrat                                                    2 g 

Agar                                                                      14 g 

Tween 80                                                              1 mL 

Distile su                                                              1000 mL 

Besiyeri içeriği distile suda çözüldükten sonra 121ºC‟ de 15 dakika 

otoklavlanarak steril edilmiĢtir. 
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3.1.4.11. Nutrient broth (LABM, Neogen) 

Çizelge 3.4. Nutrient broth içeriği 
Malzeme                                                               g/L 

Et ekstrakttı                                                          1 g  

Pepton                                                                   5 g  

Sodyum klorür (NaCl)                                         5 g  

Maya ekstraktı                                                       2 g 

 

3.1.4.12. Nutrient agar 

Çizelge 3.5. Nutrient agar içeriği 

Malzeme                                                               g/L 

Et ekstrakttı                                                          1 g  

Pepton                                                                   5 g  

Sodyum klorür (NaCl)                                         5 g  

Maya ekstraktı                                                      2 g 

Agar                                                                      14 g 

Besiyeri içeriği distile suda çözüldükten sonra 121ºC‟ de 15 dakika 

otoklavlanarak steril edilmiĢtir.  

3.1.4.13. Mueller hinton broth (Biolife) 

Çizelge 3.6. Mueller hinton broth içeriği 

Malzeme                                                               g/L 

Et ekstraktı                                                            2 g  

Kazein hidrolizatı                                                 17.5 g 

 NiĢasta                                                                 1.5 g  

Besiyeri içeriği distile suda çözüldükten sonra 121ºC‟ de 15 dakika 

otoklavlanarak steril edilmiĢtir. Yapılan çalıĢmalarda MHB çift kuvvet hazırlandığından 

1000 mL distile su içerisinde toplam madde hacmi 42 g olacak Ģekilde hazırlanmıĢtır. 

Mikrodilüsyon broth deneylerinde kullanılmıĢtır. 

3.1.4.14. Mueller hinton agar 
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Çizelge 3.7. Mueller hinton agar içeriği 
Malzeme                                                               g/L 

Et ekstraktı                                                            2 g  

Kazein hidrolizatı                                                 17.5 g 

 NiĢasta                                                                 1.5 g  

Agar                                                                      14 g 

Besiyeri içeriği distile suda çözüldükten sonra 121ºC‟ de 15 dakika 

otoklavlanarak steril edilmiĢtir. Yapılan çalıĢmalarda MHB çift kuvvet hazırlandığından 

1000 mL distile su içerisinde toplam MHB hacmi 42 g üzerine 14 g agar olacak Ģekilde 

hazırlanmıĢtır. Agar disk difüzyon testinde kullanılmıĢtır. 

3.1.4.15. Üç Şekerli- Demir (TSI) agar 

Çizelge 3.8. TSI agar içeriği 
Malzeme                                                  g/L 
Pepton (kazeinden)                                              15 g  

Pepton (etten)                                                       5 g  

Et ekstraktı                                                           3 g 

 Maya ekstraktı                                                    3 g 

 Sodyum klorür                                                    5 g  

Laktoz                                                                  10 g  

Sukroz                                                                  10 g 

D (+) Glukoz                                                        1 g  

Demir (III) amonyum sitrat                                  0.5 g  

Sodyum tiyosülfat                                                0.5 g  

Fenol kırmızısı                                                     0.024 g  

Agar                                                                     12 g  

Besiyeri içeriği distile suda çözüldükten sonra, pH 7.4±0.2‟ye ayarlanmıĢtır. 

Ġçeriğin tam olarak homojen hale getirilmesi için besiyeri kaynatılmıĢ ve test tüplerine 

15 mL koyularak 121ºC‟ de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmiĢtir. Otoklavdan çıkan 

tüpler eğimli bir zemin üzerine yatırılarak dondurulmuĢ ve yatık agar Ģeklinde 

kullanılmıĢtır. Hareketlilik, farklı Ģekerleri kullanabilme ve gaz oluĢumu testlerinde 

kullanılmıĢtır. 
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3.1.4.16. Kanlı agar 

Hemolitik aktivite tayini için kullanılmıĢtır. 

3.1.4.17. Hücre kültürü çalışmalarında kullanılan besiyeri 

Çizelge 3.9. Caco-2 hücre hattı besiyeri içeriği 

Malzeme                                                               mL 

DMEM                                                                  89mL 

Fötal sığır serumu                                                 10 mL  

Penisilin-streptomisin çözeltisi                             1 mL 

Steril olan besiyeri bileĢenleri steril kabinde biraraya getirilmiĢ ve besiyeri 

+4°C‟ de buzdolabında saklanmıĢtır. Bu besiyeri Caco-2 kanser hücre hattının 

üretilmesinde kullanılmıĢtır.  

Çizelge 3.10. Caco-2 hücre hattı besiyeri malzeme ve markaları 

Malzeme                                                                        Marka 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)             Sigma-Aldrich, Almanya                                                        

Fetal Bovine Serum (FBS)                                             Sigma-Aldrich, Almanya 

Penisilin-streptomisin Solüsyonu                                   PAN, Almanya 

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

 

3.1.5. Kullanılan cihaz ve gereçler 

Çizelge 3.11. Kullanılan gereç-cihaz ve markaları 
Cihaz/Gereç                                                                              Marka 

Thermo Flask, Filtreli Kapak (75 cm2 )                                      Thermo Scientific, ABD  

Thermo Flask, Filtreli Kapak (25 cm2 )                                      Thermo Scientific, ABD 

 2 mL‟lik Ependorf tüp                                                                Greiner bio-one, ABD  

5-10 ve 25 mL‟lik pipet                                                            Isotherm, Türkiye  

Cedex Smart Slide                                                                        Roche, Almanya  

Kryotüp (2mL)                                                                             Greiner Bio-One, ABD 

 Hücre kazıyıcı                                                                             Greiner Bio-One, ABD 
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Çizelge 3.11.(Devam) Kullanılan gereç-cihaz ve markaları 

ġarjlı pipetör                                                                                Starlab, Almanya 

6, 24, 48 ve 96 kuyucuklu hücre kültür plakası                           TPP, Ġsviçre  

10, 100, 1000 ve 5000 μL‟lik otomatik pipet                               Eppendorf, Kanada  

10, 200, 1000 μL‟lik mikropipet ucu                                           Greiner bio-one, ABD  

12 kanallı otomatik pipet                                                             Axygen, Ġngiltere 

15 ve 50 mL‟lik santrifüj tüpleri                                                  Isolab, Almanya 

Laminer flow kabini                                                                     Heal Force, Çin  

Masaüstü soğutmalı santrifüj                                                        Eppendorf, Almanya  

Hücre sayımı için Cedex XS                                                         Innovatis, ABD  

Cytation 3 Multi-Mode Reader                                                     Bio-Tek, ABD  

Derin dondurucu buzdolabı                                                           Altus, Türkiye 

Hassas terazi                                                                                 Ohaus, Avustralya 

Inverted mikroskop                                                                       Leica, Almanya 

Otoklav                                                                                          Alp, Türkiye  

Otomatik pipetler                                                                          Eppendorf, Almanya 

Su banyosu                                                                                    Nüve, Türkiye  

Vorteks                                                                                         Daihan, Güney Kore 

AkıĢ sitometri cihazı                                                                    BD Accuri C6, ABD 

Annexin V and PI Apoptosis Kit                                                 Biotium, ABD 

 

3.1.6. Kullanılan malzemelerin steril edilmesi 

Kullanılan sıvılar, falkonlar, ĢiĢeler, rezervuarlar, tüpler ve mikrobiyolojide 

kullanılan besiyerleri uygun Ģekilde alüminyum folyo ile sarılarak otoklavda 121ºC, 1.5 

atmosfer basınçta 15 dakika steril edilmiĢtir. 

3.1.7. Kullanılan çözeltiler kimyasallar ve boyalar 

3.1.7.1 %20’ lik gliserol çözeltisi 
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80 mL distile su ile 20 mL gliserol çözüldükten sonra 121°C‟ de 15 dakika 

otoklavlanarak steril edildikten sonra kullanılmıĢtır. Ġzolatların ve test bakterilerinin -

80°C‟de stoklanmasında kullanılmıĢtır. 

3.1.7.2. %0.9’ luk fizyolojik tuzlu su 

0.9 g sodyum klorür (NaOH) 100 mL distile su içerisinde çözülmüĢ ve 121°C‟ de 

15 dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra kullanılmıĢtır. 

3.1.7.3. %3’ lük hidrojen peroksit (H₂O₂) çözeltisi  

0.1 mL saf (%35) hidrojen peroksit alınıp distile su ilavesi ile 30 mL‟ye 

tamamlanmıĢtır. Daha sonra bu çözeltiden 1 mL baĢka bir erlene alınmıĢ ve tekrar 

distile su ile 30 mL‟ye tamamlanmıĢtır 

3.1.7.4. 0.1 M NaOH ve 0.1 M HCl çözeltisi 

40 g Sodyum hidroksit (NaOH) 100 mL distile su içerisinde çözülmüĢ olup laktik 

asit tayini ve pH ayarlaması için kullanılmıĢtır. 

3.6 g Hidrojen klorür (HCl) 100 mL distile su içerisinde çözülmüĢ olup pH 

ayarlaması için kullanılmıĢtır. 

3.1.7.5. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) çözeltisi 

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikali (Sigma) 5 mg tartılıp 250 mL metanolde 

çözülmüĢtür. Tamamen çözünmesini sağlamak için 15 dk ultrasonik banyoda 

bekletilmiĢtir. ÇalıĢma süresince karanlıkta saklanmıĢtır. Her çalıĢmadan önce taze 

hazırlanmıĢtır. Antioksidan aktivite testinde kullanılmıĢtır. 

3.1.7.6. BHT (butilhidroksitoluen) çözeltisi 

5 mg BHT (butilhidroksitoluen) tartılıp 5 mL metanol içerisinde çözülür. Üzerine 5 mL 

distile su ilave edilir. Bu çözeltiden 300 µl alınarak 5 mL distile su ile çözülür. 

Antioksidan deneyinde referans madde olarak kullanılır. 

3.1.7.7. MTT(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromür) çözeltisi 

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

mL fosfat tamponu içinde çözülmüĢtür. Hazırlanan bu stok çözelti -20°C„ de 
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saklanmıĢtır. Stok çözelti 1/10 oranında seyreltilerek kullanılmıĢtır. Çözelti her 

çalıĢmadan önce taze hazırlanmıĢtır. Sitotoksik aktivite testlerinde kullanılmıĢtır 

(Mossman, 1983). 

3.1.7.8. Kullanılan kimyasallar ve boyalar 

Çizelge 3.12. Kullanılan kimyasallar, boyalar ve markaları 
Malzeme                                                                        Marka 

Dimetilsülfoksit (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,Türkiye 

 

3.1.8.Kullanılan antibiyotikler 

Çizelge 3.13. Kullanılan antibiyotikler ve markaları 

 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 sülfat 8324                                                        ROTH, ABD 

Eritromisin A2275                                                             Applichem, Almanya 

Vankomisin                                                                       Applichem, Almanya 

Eritromisin E6376                                                           Sigma–Aldrich, Almanya 
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3.2.   YÖNTEM 

3.2.1.   Kolostrum örneklerinden mikroorganizma izolasyonu 

Her örnekten iki farklı izolasyon gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġlk izolasyon için direkt -

20°C‟den alınan sığır kolostrumları, ikincisi için ise; 21 gün inkübatörde fermente 

edilmiĢ kolostrumlar izolasyon için kullanılmıĢtır. Ardından 1, 1/2, 1/4, 1/8 ve 1/16 

olacak Ģekilde 5 farklı dilüsyon hazırlanmıĢtır. Hazırlanan dilüsyonlardan 500 µl 

alınarak steril drigalski spatülü ile MRS agar besiyerine yayma ekim yapılmıĢtır. Aerob 

koĢullarda 37°C‟ de 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyonun ardından üreme 

olup olmadığı kontrol edilmiĢ ve morfolojik olarak farklı görünen kolonilerden steril 

öze yardımıyla birer koloni alınarak MRS agar besiyerine tek koloni ekimi yapılmıĢtır. 

Aerob koĢullarda 37°C‟de inkübasyona bırakılmıĢ ve saf kültürler elde edilmiĢtir. 

3.2.2.   Ġzolatların tanımlanması 

Ġzole edilen mikroorganizmalara ön eleme olarak önce katalaz testi ve daha sonra 

gram boyama testleri uygulanmıĢtır. Katalaz negatif ve gram pozitif (+) olan çubuk 

Ģekilli bakteriler laktik asit bakterisi olarak ayrılmıĢ ve çalıĢmalara bu 

mikroorganizmalarla devam edilmiĢtir. 

3.2.2.1 Katalaz Testi 

Bu test katalaz enziminin ortamdaki H₂O₂‟ yi (hidrojen peroksit) oksijen ve suya 

ayırması temeline dayanmaktadır. Test sonucu birkaç dakika içerisinde gözlemlenerek 

elde edilmektedir. MRS agar ortamında geliĢtirilen gecelik kültürlerden bir öze dolusu 

örnek alınarak temiz bir lam yüzeyine aktarılmıĢtır. Üzerine birkaç damla %3‟ lük H₂O₂ 

damlatılarak kabarcık oluĢumu gözlenmiĢtir. Kabarcıkların oluĢması katalaz enziminin 

varlığını göstermektedir (Hammes ve Vogel 1995). 

Sonuçta kabarcık oluĢturan örnekler katalaz pozitif (+), reaksiyon gözlenmeyenler 

ise katalaz negatif (-) olarak değerlendirilmiĢtir. Staphylococcus aureus ATCC 25923 

bakterisi test için pozitif kontrol olarak kullanılmıĢtır (Akçelik vd., 2000). 

Test sonucunda negatif olarak değerlendirilen örnekler Laktik asit bakterisi (LAB) 

olarak kabul edilmiĢtir. Deneylere katalaz negatif izolatlarla devam edilmiĢtir (Özteber, 

2013). 
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3.2.2.2.   Gram Boyama 

Diferansiyel bir boyama tekniği olan gram boyama; 1884 yılında Christian Gram 

tarafından geliĢtirilmiĢtir. Gram boyama temelde bakterilerin hücre duvarı yapısından 

kaynaklanan geçirgenlik farkını kullanarak bakterilerin iki gruba ayrılmasını sağlar 

(Tamer vd., 1989). 

Boyama iĢleminde morfolojik olarak saf olan izolatlar MRS agar ortamında çizgi 

ekimi ile tekrar aktiflenmiĢtir. Gecelik kültürlerin gram boyanma özelliğini belirlenmek 

için lam üzerine bir damla su damlatıldıktan sonra öze ile az miktarda alınan kültür 

emülsifiye edilerek lam yüzeyine yayılmıĢtır. Lam ilk olarak havada kurutulduktan 

sonra bek alevinden geçirilerek fikse edilmiĢtir. Boyama iĢleminde preparat üzerine ilk 

olarak kristal viyole damlatılarak 1 dakika bekletilmiĢtir. Süre sonunda preparat 

üzerindeki fazla boya akıtılarak distile su ile yıkanmıĢ ve preparat yüzeyine lügol 

çözeltisi eklenmiĢ ve bir dakika beklemeye bırakılmıĢtır. Süre sonunda preparat distile 

su ile yıkanmıĢ ve dekolarizasyon için 30 saniye %95‟ lik alkol ile muamele edilmiĢtir. 

Süre sonunda distile su ile yıkanmıĢtır ve son olarak safranin ile boyanıp 1 dakika 

bekletilmiĢtir. Süre sonunda preparat suyla yıkanıp, kurutma kağıdıyla kurutulmuĢtur. 

Daha sonra hazırlanan preparatlar immersiyon yağı kullanılarak x100‟ lük objektifte 

ıĢık mikroskobunda renk ve morfolojilerine göre incelenmiĢtir. Gözlem sonrasında mor 

renge boyananlar gram pozitif (+), pembe renkte olanlar ise gram negatif (-) olarak 

değerlendirilmiĢtir (Tamer vd., 1989). 

3.2.2.3.   TSI agar testi 

Üç Ģekerli demir agar (TSI) ortamının kullanıldığı bu test bakterilerin kükürt 

içeren aminoasitlerden ya da sülfatlardan hidrojen sülfür (H₂S) oluĢturup 

oluĢturmadıklarını belirlerken aynı zamanda Ģeker kullanımı ve glikozdan gaz 

oluĢturulması hakkında da sonuç almamızı sağlayan bir besi ortamıdır.   

Test için MRS agar ortamında gecelik kültür hazırlanmıĢtır Gecelik kültürden 

alınan örnekler yatık TSI agar ortamına iğne öze ile dik ekim ve aynı zamanda da 

yuvarlak uçlu öze ile yatık agar yüzeyine çizgi ekim yapılmıĢtır. Kültürler, 1-7 gün 

37°C „de inkübe edilmiĢtir. 
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Ġnkübasyon sonucunda dipte siyah renk oluĢumu H₂S açısından pozitif (+) olarak 

değerlendirilmiĢtir. Pozitif kültürlerde bakterilerin ürettiği H2S besi ortamında bulunan 

demir ile birleĢince siyah renk meydana gelmektedir. Bunun yanı sıra besi ortamındaki 

renk değiĢiminin olması, mikroorganizmaların sakkaroz, laktoz Ģekerlerini kullandığını 

gösterirken, besi ortamının tüp dibinden yüzeye doğru itilmiĢ olması glikozdan gaz 

oluĢumunu göstermektedir (Halkman, 2005). 

3.2.2.4.   Hemolitik aktivite tayini 

Ġzolatların hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi amacıyla, MRS broth besiyerinde 

geliĢtirilen gecelik kültürlerden kanlı agar ortamına tek koloni ekimi yapılmıĢtır. 

Escherichia coli bakterisi kontrol olarak kullanılmıĢtır. 37°C „de ortamda 24 saat 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonucunda parlak yeĢil zon oluĢumu α-hemolitik, 

berrak zon oluĢumu β-hemolitik, zon oluĢturmayanlar ise γ-hemolitik olarak 

değerlendirilmiĢtir (Maragkoudakis ve vd., 2006). 

3.2.2.5.   Biyofilm oluşumu 

Biyofilm oluĢumunun belirlenmesi için modifiye edilmiĢ mikroplaka yöntemi 

kullanılmıĢtır (Stepanovic vd., 2007). MRS broth besi ortamında geliĢtirilen LAB 

izolatlarından gecelik kültür hazırlanmıĢtır. %0.25 glikoz eklenmiĢ MRS besiyerinde 

McFarland 0.5 (10⁸ kob/mL) bulanıklığa ayarlandıktan sonra 10 kat (1/10) seyreltme 

yapılarak bakteri yoğunluğu 10⁷ kob/mL olarak ayarlanmıĢtır. Bu hazırlanan bakteri 

örneğinden 96 kuyucuklu plakaların her bir kuyucuğuna 200 µl dağıtılmıĢtır. Pozitif 

kontrol olarak E. coli ATCC 35218 ve E. faecalis ATCC 51299 kullanılmıĢtır. Negatif 

kontrol olarak ise; %0.25 glikoz eklenmiĢ MRS broth kullanılmıĢtır. Mikroplakalar 48 

saat 37°C „de inkübe edilmiĢtir. 48 saat sonunda mikroplakalar, 200 µl PBS ile 2-3 kez 

yıkanmıĢ ve ters çevrilerek tamamen kurutulmuĢtur. Biyofilm oluĢturan bakterileri fikse 

etmek amacıyla 150 µl metanol ilave edilerek 20 dakika bekletilmiĢtir. Süre sonunda 

ters çevrilerek boĢaltılıp oda sıcaklığında kurutulmuĢtur. Üzerine %0.1‟ lik kristal 

viyole çözeltisinden 150 µl eklenerek 15 dakika boyunca biyofilm oluĢturan bakterilerin 

boyanması sağlanmıĢtır. Süre sonunda mikroplaka musluk suyu ile yıkanmıĢ ve 

kurutulmuĢtur. Spektrofotometrede ölçüm yapılmadan 30 dakika önce kuyucuklara 150 

µl %95‟ lik etanol eklenmiĢtir. Süre sonunda mikroplaka 570 nm dalga boyunda 

Cytation3 ELISA okuyucuda okunmuĢ ve sonuçlar; dansite değerlerine göre negatif, 
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zayıf, orta veya pozitif olarak değerlendirilmiĢtir. Deney biribirinden bağımsız 

zamanlarda 3 tekrar olarak çalıĢılmıĢtır. 

3.2.3.   LAB izolatlarının probiyotik özelliklerinin belirlenmesi  

3.2.3.1. Asit direncinin belirlenmesi 

LAB izolatlarının aside dirençlerini belirlemek amacıyla 2 kez MRS broth besi 

ortamına %1‟ lik ekim yapılmıĢ ve 37°C‟de 48 saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon 

sonrası 1M HCl ile pH; 2 ve 3‟ ayarlanmıĢ MRS broth ve kontrol ortamına %1‟lik ekim 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Kontrol grubu olarak MRS broth besi ortamı kullanılmıĢtır. Farklı 

pH ve kontrol grubuna yapılan ekimlerden 0., 1., 2. ve 4. saatlerde, bir öze dolusu örnek 

alınarak petrilere ekim yapılmıĢtır. Ekimi yapılan petriler 37°C‟ de 24-48 saat 

inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda üremeleri gözlenmiĢtir (Claire vd., 

2006). 

3.2.3.2.   Safra tuzu direncinin belirlenmesi 

LAB izolatlarının safra tuzuna dirençlerini belirlemek amacıyla 2 kez MRS broth 

ortamına %1‟lik ekim yapılmıĢ ve 37°C‟ de 48 saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon 

sonrası, %0.03, %0.1, %0.3 ve %0.6 safra tuzu içeren MRS broth ve kontrol besi 

ortamına %1‟lik ekim gerçekleĢtirilmiĢtir. Kontrol grubu olarak normal MRS broth besi 

ortamı kullanılmıĢtır. Farklı safra tuzu ve kontrol grubuna yapılan ekimlerden 0., 1., 2. 

ve 4. saatlerde bir öze dolusu alınarak örnek alınarak petrilere ekim yapılmıĢtır. Ekimi 

yapılan petriler 37°C‟de 24-48 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda 

üremeleri gözlenmiĢtir (Pereira ve Gibson, 2002). 

3.2.3.3.   Otoagregasyon özelliklerinin belirlenmesi  

LAB‟ ların % otoagregasyon özellikleriinin belirlenmesi Kos vd (2003) 

uyguladığı metod modifiye edilerek uygulanmıĢtır. Kullanılacak LAB izolatları MRS 

broth besiyerinde 37°C‟ de 48 saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında falkonlara 

alınarak 10000 rpm‟ de 15 dk santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant uzaklaĢtırıldıktan sonra 

kalan pellet 2 kez yıkanmıĢtır. Ġlk yıkama pH‟ sı 6.2 ye ayarlanmıĢ PBS ile yapıldıktan 

sonra ikinci yıkama pH‟ sı 7.0 olan PBS ile yapılmıĢtır. PBS tamponu içerisinde 

çözülmüĢtür. Elde edilen çözelti optik dansite (OD) 600 nm‟ye ayarlanmıĢ 

spektrofotometrede ölçüldükten sonra oda sıcaklığında 4 saat boyunca bekletilmiĢtir. 4 
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saat sonunda çözeltinin üst kısmından 0.1 mL alınarak OD 600 nm‟ye ayarlanmıĢ 

spektrofotometrede okunmuĢtur. AĢağıdaki denkleme göre suĢların otoagregasyon 

yüzdeleri hesaplanmıĢtır. 

% Otoagregasyon=  
       

    
    100                                              (3.1) 

[OD1: Ġlk optikal yoğunluk; OD2: 4 saat sonraki optikal yoğunluk]. 

3.2.3.4.   Koagregasyon özelliklerinin belirlenmesi 

LAB suĢlarının E. coli ATCC 25922 ve S. aureus ATCC 25923 ile koagregasyon 

özelliklerinin belirlenmesi için Rinkinen vd (2003)‟nin metodu modifiye edilerek 

uygulanmıĢtır. Kullanılacak LAB izolatları MRS broth besiyerinde 37°C‟ de 48 saat 

inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrasında falkonlara alınarak 5000 rpm‟ de 15 dk 

santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant uzaklaĢtırıldıktan sonra kalan pellet 2 kez pH‟ sı 6.2 ye 

ayarlanmıĢ PBS ile yıkanmıĢ ve bu tampon içerisinde çözülmüĢtür. Her bakteri örneği 

optik dansite (OD) 600 nm‟ye ayarlanmıĢ spektrofotometrede ölçülmüĢtür. Daha sonra 

LAB kültürü ve test bakterisinden eĢit miktarda örnek alınarak aynı tüp içinde 10-15 

saniye vortex ile karıĢtırılmıĢ ve daha sonra oda sıcaklığında 4 saat bekletilmiĢtir. 4 saat 

sonunda çözeltinin üst kısmından 0.1 mL alınarak OD 600 nm‟ye ayarlanmıĢ 

spektrofotometrede okunmuĢtur. AĢağıdaki denkleme göre suĢların koagregasyon 

yüzdeleri hesaplanmıĢtır. 

                        %Koagregasyon= 
                  

       
    100                              (3.2) 

[OD1: Bakteri kültürlerinin optikal yoğunluğu; OD2: Test bakterilerinin optikal yoğunluğu; 

OD3: KarıĢık kültürün 4 saat sonundaki optikal yoğunluğu]. 

3.2.3.6.   Antibiyotik duyarlılığının belirlenmesi 

Antibiyotik duyarlılığını belirlemek için mikrodilüsyon yöntemi kullanılmıĢtır. 14 

farklı antibiyotikten 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 ve 64 µg/mL olacak Ģekilde 8 farklı 

konsantrasyon hazırlanmıĢtır. Kullanılan antibiyotikler aminopenisilin G, novobiosin, 

kloramfenikol, ampisilin, sefamezin, siproflaksasin, sephalotin C4520, nifuroksazid, 

streptomisin 56501, penislin G, kanamisin sülfat 8324, eritromisin A2275, vankomisin, 

eritromisin E6376‟dır.   
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LAB izolatlarından MRS broth besiyerinde gecelik kültürler oluĢturulmuĢtur. 

Gecelik kültürlerden alınan örnekler %0.9‟ luk fizyolojik tuzlu su içerisinde McFarland 

0.5 (10⁸kob/mL) bulanıklığa ayarlandıktan sonra 1/10 oranında MRS broth ortamında 

seyreltilmiĢtir. Bu Ģekilde hazırlanan her örnek 96 kuyucuklu plakaların her kuyucuğuna 

100 µl olacak Ģekilde dağıtılmıĢtır. Pozitif kontrol olarak E. coli 35218 kullanılmıĢtır. E. 

coli için MHB besiyeri kullanılmıĢtır. Deneyler çift tekrarlı olarak yapılmıĢtır. Plakalar 

37°C‟de 24 saat inkübasyona bırakılmıĢ ve sonuçlar değerlendirilmiĢtir.  

3.2.3.7.   Laktik asit üretimi tayini 

Laktik asit üretim miktarlarını tayin etmek için LAB izolatlarından MRS broth 

ortamına ekim yapılarak 48 saat 37°C‟de inkübasyona bırakılmıĢtır. Bu kültürlerden 

tekrardan MRS broth ortamına %1‟ lik olacak Ģekilde ekim yapılmıĢtır. Ġkinci 

inkübasyondan sonra LAB kültürlerinden 1 mL temiz bir erlene alınıp, 99 mL steril 

distile su ile 100 mL‟ye tamamlanmıĢtır. Üzerine fenol fitalein indikatöründen 2-3 

damla damlatılmıĢtır. Ardından 0,1 M NaOH çözeltisi ile titrasyon yapılmıĢtır. 

Harcanan NaOH miktarları hesaplama için kaydedilmiĢtir. Kültürlerin ürettiği asit 

miktarı, titre edilebilir yüzde asit olarak hesaplanmıĢtır. Hesaplamalar aĢağıdaki 

denkleme göre yapılmıĢtır. ÇalıĢma çift paralel olarak yapılmıĢtır (Demirci ve Gündüz, 

1994). 

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

3.2.3.8.   Antimikrobiyal aktivite tayini 

Antimikrobiyal aktivite tayini için agar kuyucuk difüzyon metodu ve 

mikrodilüsyon broth yöntemleri kullanılmıĢtır. Deneylerde kullanılan test bakteri 

suĢları; 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 27853‟dır. 

LAB izolatları; MRS broth ortamına ekim yapılarak 37°C‟de 18-24 saat inkübe 

edilmiĢ ve aktif kültürler elde edilmiĢtir. Bu kültürlerden tekrar MRS broth ortamına 

%1‟ lik ekim yapılarak 37°C‟de 48 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Aktif kültürler 

antimikrobiyal aktivite testlerinde kullanılmıĢtır. 
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3.2.3.8.1. Agar kuyucuk difüzyon metodu 

Kullanılacak olan test bakterilerinden gecelik kültür oluĢturmak için Nutrient 

broth ortamına ekim yapılarak 37°C‟de 18-24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyon sonrasında test bakterileri %0.9‟ luk fizyolojik tuzlu su içerisinde 

McFarland 0.5 (10⁸ kob/mL) bulanıklığa ayarlanmıĢtır. 100 µl alınarak Muller-Hinton 

agar (MHA) besiyerinin çift kuvvet olacak Ģekilde hazırlanmıĢ olan petrilerine drigalski 

spatülü ile eĢit olacak Ģekilde yayma ekim yapılmıĢtır. Oda sıcaklığında yüzeyi hafif 

kuruyan petrilere 3 mm çapında kuyular açılmıĢtır. 

McFarland‟ı 0.5 (10⁸ kob/mL) bulanıklığa ayarlanan LAB izolatlarından 100 µl 

alınarak her kuyucuğa koyulmuĢtur. Kontrol olarak her bir test bakterisinde bir kuyucuk 

kloramfenikol koyulmuĢtur. Ġnkübatörde 1 saat düz bir Ģekilde tutulduktan sonra ters 

çevrilen petriler 37°C‟de 24 saat süreyle inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonunda 

petrilerdeki inhibisyon zon çapları kumpas yardımı ile ölçülüp kayıt edilmiĢtir (Ertekin 

ve Çon, 2014).  

3.2.3.8.2.   Mikrobroth dilüsyon metodu 

MRS agar besiyerinde geliĢtirilen LAB „lardan tek koloni alınarak MRS broth 

ortamına %1‟ lik ekim yapılarak 37°C‟de 48 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Süre 

sonunda 10000 rpm‟de 15 dakika santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj sonucunda elde edilen 

süpernatant steril Ģartlar altında 0.22 μm‟lik tek kullanımlık steril filtre ile 

mikrofiltrasyon yolu ile sterilize edilmiĢtir. Sterilize edilen süpernatantlarda 

mikroorganizma varlığının kontrolü için besiyerlerine ekimler yapılmıĢtır. Yukarıda 

belirtildiği Ģekilde ekimleri yapılan LAB izolatlarının süpernatantları liyofilize edilmiĢ 

ve postbiyotik olarak antimikrobiyal aktiviteleri karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Mikrodilüsyon broth yönteminde postbiyotiklerin kullanıldığı örnekler steril 

distile su içerisinde çözülmüĢ, 25, 20, 15, 10 ve 5 mg madde taĢıyacak Ģekilde dilüye 

edilmiĢ konsantrayonları kullanılmıĢtır. Pozitif kontrol olarak kullanılan kloramfenikol 

konsantrsyonları 25, 20, 15, 10 ve 5 µg olacak Ģekilde ayarlanmıĢtır. 

Kullanılacak olan test bakterileri gecelik kültür oluĢturmak için Nutrient broth 

ortamına ekim yapılarak 37°C‟de 18-24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon 

sonrasında test bakterileri %0.9‟ luk fizyolojik tuzlu su içerisinde McFarland 0.5 (10⁸ 
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kob/mL) bulanıklığa ayarlanmıĢtır. Çift kuvvet olarak hazırlanmıĢ MHB ortamına 

fizyolojik tuzlu su içerisinde McFarland 0.5 (10⁸ kob/mL) bulanıklığa ayarlanmıĢ olan 

test bakterilerinden 1/10 olacak Ģekilde seyreltme yapılmıĢtır. Bu Ģekilde hazırlanan her 

bir bakteri 96 kuyucuklu plakalara dağıtılmıĢtır.  

Yukarıda belirtildiği gibi hazırlanan postbiyotik örnekleri her bir kuyucuğa 100 µl 

olacak Ģekilde koyulmuĢtur. Pozitif kontrol olarak kloramfenikol kullanılmıĢ ve negatif 

kontrol olarak ise; madde içermeyen sadece test bakterisinin bulunduğu kuyucuklar 

bulunmaktadır.  

Plakalar 24 saat 37°C‟ de inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda kuyucuklarda 

üreme olup olmadığı gözlenmiĢtir. Üremenin olmadığı en son kuyucuktaki 

konsantrasyon Minimum Ġnhibisyon Konsantrasyon (MĠK) değeri olarak belirlenmiĢtir 

(NCCLS, 2006).  

3.2.3.9.   LAB postbiyotiklerinin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi 

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi için DPPH üzerinden serbest radikal 

süpürücü etki testi kullanılmıĢtır. Bunun için LAB izolatları %1‟ lik ekim yapılarak 

37°C‟de 48 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Ġnkübasyon sonrasında kültürler steril 

falkonlara aktarılarak 10000 rpm‟ de 15 dakika santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj sonrasında 

süpernatant steril falkona aktarılmıĢtır. Yukarıda belirtildiği Ģekilde ekimleri yapılan 

LAB izolatlarının süpernatantları liyofilize edilmiĢ ve serbest radikal süpürücü 

etkilerine bakılmıĢtır. 

 Elde edilen postbiyotiklerin, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikali (DPPH) 

üzerindeki serbest radikal süpürücü etkileri Sanchez-Moreno ve arkadaĢları (1998) 

tarafından geliĢtirilen yöntem modifiye edilerek kullanılmıĢtır. 50 µl, 100 mg/mL 

konsantrasyonda olan postbiyotik örnekleri ve 50 µl BHT (pozitif kontrol) üzerine ayrı 

ayrı 3 mL DPPH (2x10
-2

 g/L) çözeltisi ilave edilerek 30 saniye vortekslenmiĢtir. 

Karanlıkta oda sıcaklığında 30 dakika inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonrası 517 nm 

dalga boyuna ayarlanmıĢ spektrofotometrede absorbans değerleri okunmuĢtur. % 

inhibisyon olarak serbest radikal süpürücü etki (Antioksidan indeks) aĢağıdaki 

denkleme göre hesaplanmıĢtır (Öztürk vd., 2007). Her test 3 kez tekrarlanarak 

ortalamaları alınmıĢtır ve referans madde olarak BHT (butilhidroksitoluen) 

kullanılmıĢtır. 
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% Ġnhibisyon = 
                                      

                  
                      (3.4) 

3.2.5.   Hücre kültürü çalıĢmaları 

3.2.5.1.   Hücre kültürü çalışmaları için LAB postbiyotiklerinin hazırlanması 

MRS agar besiyerinde geliĢtirilen LAB „lardan tek koloni alınarak MRS broth 

ortamına ekim yapılarak 37°C‟de 18-24 saat inkübe edilerek aktif kültürler elde 

edilmiĢtir. Bu kültürlerden tekrar MRS broth ortamına %1‟ lik ekim yapılarak 37°C‟de 

48 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Süre sonunda 10000 rpm‟de 15 dakika santrifüj 

edilmiĢtir. Santrifüj sonucunda elde edilen süpernatant steril Ģartlar altında 0.22 μm‟lik 

tek kullanımlık steril filtre ile mikrofiltrasyon yolu ile sterilize edilmiĢtir. Sterilize 

edilen süpernatantlarda mikroorganizma varlığının kontrolü için besiyerlerine tekrar 

ekimler yapılmıĢtır.  

Yukarıda belirtildiği Ģekilde ekimleri yapılan LAB izolatlarının süpernatantları 

liyofilize edilmiĢ ve postbiyotik olarak hücre kültürü çalıĢmalarında örnek olarak 

kullanılmıĢtır.   

3.2.5.2. Caco-2 (Kolorektal adenokarsinom hücre hattı) hücrelerinin kültür 

ortamında çoğaltılması 

Caco-2 (ATCC HTB-37) hücre hattının kültür ortamında geliĢtirilmesi için %10 

FBS (fötal sığır serumu), %1 penisilin-streptomisin içeren DMEM besiyeri 

kullanılmıĢtır. Hücreler flask içerisinde %95 bağıl nem ve %5 CO2 ve 37°C‟ de 

inkübatörde geliĢtirilmiĢtir. Hücreler stoktan ilk çıkarıldıklarında 25 cm² ‟lik steril 

flasklarda çoğaltılmıĢ ve yeterli yoğunluğa ulaĢtığında hücreler pasajlanarak 75 cm² ‟lik 

flasklara aktarılmıĢtır. Bu iĢlem yapılırken flasktaki besiyeri uzaklaĢtırılmıĢ ve 5 mL 

PBS ile yıkama iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir. Yıkamadan sonra PBS uzaklaĢtırılmıĢ ve 500 

µl TE (Tripsin-EDTA) eklenerek CO₂ li etüvde 3-5 dakika hücrelerin yüzeyden 

kalkması için bekletilmiĢtir. Mikroskopta hücreler kontrol edilmiĢtir. Kalkmayan 

hücrelerin yüzeyden kaldırılması için hafif mekanik güç uygulanmıĢtır. Flaska 5 mL 

besiyeri eklenerek tripsinin etkisinin nötralizasyonu sağlanan hücreler 50 mL‟lik steril 

falkona alınmıĢtır.5 dakika 1200 rpm de santrifüj edildikten sonra dikkatlice dökülerek 
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süpernatant uzaklaĢtırılmıĢtır. Pellet üzerine 15 mL taze besiyeri eklenerek resüspanse 

edilmiĢ ve hücreler 75 cm² ‟lik flaska aktarılmıĢtır. Aynı pasaja ait hücreler daha 

sonraki deneylerde kullanılmak amacıyla; FBS ile stok yapılarak – 80°C‟de 

saklanmıĢtır. 

3.2.5.3.   Hücre sayımı  

75 cm² ‟lik flaskta çoğalmıĢ halde bulunan Caco-2 hücrelerinin sayımı için; 

öncelikle besiyeri uzaklaĢtırılmıĢ, sonrasında 5 mL PBS ile yıkama yapılmıĢ ve sonra 

500 µL TE eklenerek CO₂ li etüvde 3-5 dakika bekletilerek hücrelerin kalkması 

sağlanmıĢtır. 5 mL besiyeri eklendikten sonra 50‟lik steril falkona alınarak 1200 rpm de 

5 dakika santrifüj edilmiĢtir. Süpernatant uzaklaĢtırıldıktan sonra 1 mL besiyeri 

eklenerek pipetaj yapılmıĢtır. Sayım için 10 µl Tripan Mavisi boyası ile 10 µl hücreden 

alınarak resüspanse edilerek Cedex Smart Slide (Roche–Almanya) kuyucuğuna 10 µl 

olacak Ģekilde aktarılarak Cedex (Roch –Almanya) hücre sayım cihazında sayılmıĢtır. 

3.2.5.4.   Sitotoksik aktivitenin MTT yöntemi ile belirlenmesi 

MTT testi esas olarak ortamdaki aktif mitokondrilerle iliĢkisi sebebiyle canlı 

hücre varlığıyla ilgili olan kantitatif kolorimetrik bir yöntemdir. Canlılığa bağlı bu 

yöntem hücre proliferasyonu ve sitotoksisiteyi belirlemekte kullanılmaktadır. Bu 

yöntem aktif mitokondriler tarafından tetrazolyum tuzlarının indirgenmesi ve bu sayede 

formazan tuzlarına dönüĢerek renk değiĢtirmesi esasına dayanmaktadır. Tetrazolyum 

tuzları, renksizken aktif mitokondrilerin tetrazolyum halkasını kırması sonucu renkli 

ürünler meydana getiren maddelerdir (Brunner and Holst-Hansen 1998; Mossman, 

1983). 

MTT [3-(4,5-dimethylthiazol–2-yl)-2,5- diphentyltetrazoliumbromide] bu amaçla 

kullanılan ve substrat halde sarı renkte olan, pozitif yüklü ve hücre membranından 

geçebilen bir bileĢiktir. Aktif mitokondrilerde süksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik 

olarak bağlandığında suda çözünmeyen mavi-mor formazan tuzlarını oluĢturur. 

Formazan tuzları organik çözücülerde (DMSO gibi) kolaylıkla çözünürler (Mossmann, 

1983). 

Reaksiyon sonrasında çözücü ilavesi sonrasında formazan kristallerinin 

yoğunluğuna göre oluĢan renk skalasına bağlı ölçüm yapılmaktadır. Bu renk skalası 
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canlı hücre yoğunluğunu göstermektedir. Ölü hücrelerin varlığında formazan tuzu 

oluĢmaz, mavi-mor renk değiĢimi gözlenmez. 

Yöntemin uygulanmasında; hücreler 96 kuyucuklu, steril tek kullanımlık düz 

tabanlı mikroplakalara 100 µl taze DMEM besiyeri içerisinde kuyu baĢına 1x10⁴ hücre 

içerecek Ģekilde ekilmiĢtir. Hücreler gece boyunca %95 bağıl nem, %5 CO2 ve 37°C‟ 

deki inkübatörde bekletilerek tabana yapıĢmaları sağlanmıĢtır. Ters çevrilerek besiyeri 

uzaklaĢtırılan hücrelere 100 µl besiyeri içerisinde 20, 15, 10, 5 mg/mL 

konsantrasyonlarda postbiyotik içeren örneklerin uygulaması yapılmıĢtır. Her madde 

için kontrol olarak sadece DMEM besiyeri eklenen kuyucuklar oluĢturulurken, pozitif 

kontrol olarak doksorubisin 50,15, 10 ve 5 µM/mL ve negatif kontrol olarak ise; MRS 

besiyeri uygulanarak 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. Maddelerin ve besiyerinin renk 

verme durumuna karĢı örneklerin tüm konsantrasyonlarının ve besiyerinin olduğu kör 

plakası oluĢturulmuĢ 24 saat inkübe edilmiĢ ve diğer tüm protokoller bu plakayada 

uygulanmıĢtır.  

MTT uygulamasında 5 mg/mL olarak hazırlanmıĢ MTT solüsyonundan her 

kuyuya 10 µl ilave edilerek formazan tuzlarının oluĢması için 4 saat daha inkübasyona 

devam edilmiĢtir. 4 saat sonunda kuyucuklar ters çevrilerek boĢaltılmıĢ ve formazan 

tuzlarının çözünebilmesi için 100 µl DMSO ilave edilmiĢtir. 10-15 dakika karanlıkta 

bekletildikten sonra 540 nm dalga boyunda ELĠSA cihazı ile oluĢan renklerin optik 

yoğunlukları (absorbansları) okunmuĢtur. Elde edilen absorbans değerleri, kültürdeki 

hücrelerin metabolik aktivitelerine karĢılık gelen canlı hücre sayısı ile iliĢkili olduğu 

için sonuçlar yüzde canlılık cinsinden ifade edilmiĢtir. Hesaplamalar yapılmadan önce; 

kör plakasının değerleri örnek plakasındaki değerlerden çıkarılmıĢtır. 

              %Canlılık= 
                        

                          
 x100                               (3.5) 

3.2.5.5.   Akış sitometride Annexin V-PI yöntemi ile apoptotik etkinin belirlenmesi 

AkıĢ sitometrisi 1934 yılında Andrew Moldoven‟ın “akım boyunca kan 

hücrelerinin sayımı” tekniğini geliĢtirmesi ile baĢlayan ve günümüze hücrelerin tek tek 

karakterize edilmesini sağlamaya kadar gelmiĢ bir analiz sistemidir. Yöntemin prensibi, 

bir sıvı içerisinde hücrelerin enjeksiyon kanalı aracılığıyla alınarak akıĢ kanalı 

içerisinde tek tek geçerken üzerlerine gönderilen lazer kaynağından aldıkları ıĢıkları 
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yaydıkları veya yaymadıkları sinyalleri farklı dedektörler ile toplayarak veri Ģekline 

dönüĢtürmesi ve bu veriler sonucunda hücre büyüklüğü ve granülaritesine göre 

sınıflandırılmasına dayanmaktadır (Shapiro, 2003).  

Annexin V- PI yönteminde apoptotik etkinin belirlenmesi ise Ģöyle 

sağlanmaktadır. Apoptoz geliĢmiĢ organizmalarda bulunan kontrollü hücre ölüm 

mekanizmasıdır. Apoptoz mekanizmasının iĢleyiĢi sırasında, normal hücrelerin hücre 

zarı yüzeyindeki membran lipitlerinden biri olan fosfotidilserin (PS) in iç yüzeydeki 

konumundan hücre zarı dıĢ yüzeyine trasloke olması iĢlemi gerçekleĢir. Bu yer 

değiĢtirme erken apoptozda gerçekleĢir ve bu durumda henüz hücre bütünlüğü 

bozulmamıĢtır. Bu bilgi ıĢığında hücrenin dıĢ yüzeyinde bulunan fosfotidilserine 

bağlanabilen Annexin V proteini floresan bir madde ile iĢaretlenerek apoptotik hücrenin 

görünür hale gelmesi sağlanmıĢtır. Propidium iyodid (PI) direkt olarak DNA veya çift 

sarmallı RNA moleküllerine bağlanabilir, ölü ve hasar görmüĢ hücrelerin hücre 

membran yapısının bozulmuĢ olması nedeniyle bu bağlanma gerçekleĢir. Sağlıklı 

hücrelerde bu bağlanma gerçekleĢemez. Bu özellik sayesinde PI geç apoptoz ve ölüm 

evresindeki hücrelerin görünmesini sağlamaktadır (Gatti vd., 1998; Kopman vd., 1994; 

van England vd., 1998). 

ÇalıĢmamızda Annexin V Apoptosis Detection Kit protokolü uygulanmıĢtır. 

Uygun yoğunluğa gelen hücreler flasktan kaldırılmıĢ sayımı yapılmıĢ ve 6‟ lı plakalara 

1 mL içerisinde 1x 10⁵ hücre içerecek Ģekilde ekimler yapılmıĢtır. 24 saat inkübasyonun 

ardından örnekler uygulanmıĢtır.  Postbiyotiklerin MTT testinden elde edilen IC50 

değerleri hücreler üzerine uygulanmıĢ ve 24 saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda 

hücreler plakalardan kaldırılarak 15 mL ‟lik falkon tüplere alınmıĢtır. 1200 rpm de 5 

dakika santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaĢtırılmıĢtır. Pellete 2 kez, 

2 mL soğuk PBS eklenerek yıkama iĢlemi yapılmıĢtır. Yıkama sonrası pellet 100 µl 

PBS eklenerek resüspanse edilmiĢtir. Ependorflara 5‟er µl olacak Ģekilde Annexin V ve 

PI boyaları konmuĢtur. Üzerine PBS ile resüspanse edilen hücreler eklenerek 20-25 

dakika oda sıcaklığında karanlıkta inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda ependorflara 

1X Annexin V bağlanma tamponu eklenmiĢ ve akıĢ sitometri cihazında (Accuri C6, 

BD) okumaları ve analizleri yapılmıĢtır.  
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3.2.6. 16S rRNA dizi analizi ile genotipik karakterizasyonların belirlenmesi 

Seçilen izolatın tanımlanması amacıyla 16s rRNA dizi analizi yapılmıĢtır. Bu 

amaçla sıvı besiyerinde hazırlanan gecelik kültür kullanılmıĢtır. Ġzolatın DNA 

izolasyonu için EurX GeneMATRIX Bacterial & Yeast DNA izolasyon kiti 

kullanılmıĢtır. Elde edilen DNA‟nın saflık ve miktar analizleri için Thermo Scientific 

Nanodrop 2000 spektrofotometrik ölçüm yapılmıĢtır. 8 F ve 1387 R primeleri 

(Universal primerler) ile tür tayini için hedeflenen gen bölgeleri PCR kullanılarak 

çoğaltılmıĢtır. Bakteri izolasyon protokolü aĢağıdaki gibidir. 

Bakteri DNA izolasyon Protokolü 

1- 1,5 mL ependorf tüpte karıĢtırılır. 

A- 100 l 1 gece inkübe edilmiĢ bakteriyal kültür 200 l Lyse BG buffer 

B-Petriden bakteriyal koloni alınarak 300 l LYSE BG içerisinde süspanse edilir. 

C- 0.1-1.5 mL 1 gece inkübe edilen bakteriyal kültür santrifüj edilir ve oluĢan pellet 300 

l Lyse BG bufferda süspanse edilir. 

2- 50 l BL ve 2 l RNase A eklenir ve 3 dakika karıĢtırılır (pipetleme veya vortex ile) 

3- 37 C‟de 15 dakika inkübe edilir 

4- 15 l Proteinaz K ilave edilir. Birkaç defa karıĢtırılır ya da voreteks ile 3 

dakikakarıĢtırılır. 

5- 55 C‟de 30 dakika inkübe edilir. 

6- 350 l Sol BG ilave edilir. Birkaç defa karıĢtırılır ya da voreteks ile 3 dakika 

karıĢtırılır. 

7- 55 C‟de 30 dakika inkübe edilir. 

8- Lizat 2 dakika 11.000xg‟de santrifüj edilir ve supernatant kısmından 600 l DNA 

binding spin kolona aktarılır ve collection tüpün üstüne konulur. 

9- 1 dakika 11.000xg‟de santrifüj edilir. Collection tüp boĢaltılır ve spin-kolon tekrar 

collection tüpüne konulur. 

10- Kalan lizat spin-kolona ilave edilir ve 1 dakika 11.000xg‟de santrifüj edilir. 

Collection tüp atılır ve spin kolon yeni bir collection tüpün üstüne konulur. 

11- 450 l Wash BGX buffer eklenir ve 11.000xg‟de 1 dakika santrifüj edilir. 

12- collection tüpteki sıvı boĢaltılır ve spin-kolon tekrar collection tüpün üstüne konur. 

13- 450 l Wash BGX buffer eklenir ve 11.000xg‟de 1 dakika santrifüj edilir. 
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14- Collection tüpteki sıvı boĢaltılır ve spin-kolon tekrar collection tüpün üstüne konur. 

15- Wash BGX bufferı tamamen uzaklaĢtırmak için tekrar 11.000xg‟de 1 dakika 

santrifüj edilir. 

16- spin- kolon yeni temiz bir tüpe alınır (1,5-2 mL) ve 50-100 l elüsyon buffer 

eklenir. 

17- 2dk oda sıcaklığında inkübe edilir. 

18- 1 dakika 11.000xg‟de santrifüj edilir. 

19- Spin-kolon atılır ve tüp daha sonraki çalıĢmalarda kullanılmak üzere 2-8 C‟de 

ve/veya -20 C‟de saklanır. 

Elde edilen genomik DNA, kalıp DNA olarak kullanılarak 16S rRNA gen bölgesi için 

PCR kurulmuĢtur. Bu amaçla 8F= AGAGTTTGATCCTGGCTCAG ve 1387R = 

GGGCGG WGTGTACAAGGC evrensel primerleri kullanılmıĢtır. Reaksiyon 

bileĢenleri olarak, 10X TaqBuffer (+KCl-MgCl2), 2,5 μ L; 25 mM MgCl2, 2,5 μ L; 2,5 

mM dNTP mix, 2,5 μ L; 2,5 mM 27F primer, 2,5 μ L; 2,5 mM 1492R primer 2,5 μ L; 

Taq polimeraz (5 u/ μ L), 0,25 μ L; nükleaz içermeyen distile su, 11,75 μ L; kalıp 

DNA,1 μL kullanılmıĢtır. PCR iĢleminde, ön denatürasyon basamağı 94°C‟de 3 dak.; 

denatürasyon basamağı 94°C‟de 30 sn., bağlanma basamağı 55°C‟de 1 dak., uzama 

basamağı 72°C‟de 2 dak., 35 döngü; son uzama basamağı ise 72°C‟de 5 dak. Olarak 

yapılmıĢtır. 

Sanger dizileme ile elde edilen okumalar, bir konsensüs dizi oluĢturmak amacıyla 

kontig haline getirilmiĢtir. Bu iĢlemin gerçekleĢtirilmesinde BioEdit yazılımı içinde 

CAP contig assembly algoritması kullanılmıĢtır. Diziler NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) üzerinden eĢleĢtirilerek en yakın tür belirlenmiĢtir. 

Ġzolatların dizi analizleri, Microbiota Biyoteknoloji Sanayi ve Ticaret Anonim ġirketine 

hizmet alımı yoluyla yaptırılmıĢtır. 
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4.   BULGULAR VE TARTIġMA 

4.1.   Kolostrumdan Mikroorganizma Ġzolasyonu 

Tez kapsamında Afyonkarahisar ili, Sandıklı ilçesi, ReĢadiye köyünden besi ve 

mera hayvancılığı yapan yetiĢtiricilerden temin edilen 2 farklı yaĢ ve farklı doğum 

sayısına sahip sığırlardan alınan kolostrum örnekleri kullanılmıĢtır. Kolostrum 

örneklerinden morfolojik yapıları farklı gözüken 52 izolat izole edilmiĢtir. Ġzolatlar 

isimlendirilirken; 1 ile baĢlayan kodlamadaki izolatlar 5 yaĢında ve 3.doğumu olan sığır 

kolostrumundan, 2 ile baĢlayanlar ise 4 yaĢında ve 2.doğumu olan sığır kolostrumundan 

izole edilmelerine göre yapılmıĢtır. Numaralandırmada ilk rakam kolostrumun alındığı 

sığırı, ikinci rakam kaçıncı dilüsyondan alındığını, sondaki rakam ise izole edildiği 

petrideki kaçıncı izolat olduğunu gösteren rakamdır. Parantez içindeki F izolatın 

fermente kolostrumdan alındığını göstermektedir. 

Yapılan izolasyon sonucunda 5 yaĢında ve 3.doğumu olan sığır kolostrumundan 

koloni morfolojilerine bakılarak 24 mikroorganizma izole edilmiĢtir. Bunlardan 20 

tanesi direkt -20°C‟ den alınan kolostrumdan, 4 tanesi fermente edilmiĢ kolostrumdan 

izole edilmiĢtir. 4 yaĢında ve 2.doğumu olan sığır kolostrumundan koloni 

morfolojilerine bakılarak 28 mikroorganizma izole edilmiĢtir. Bunlardan 19 tanesi 

direkt -20°C‟ den alınan kolostrumdan, 9 tanesi fermente edilmiĢ kolostrumdan izole 

edilmiĢtir. 
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Görsel 4.1. Kolostrumdan izole edilen mikroorganizma örnekleri 

 

Çizelge 4.1. -20°C izole edilen izolatların kod numaraları 

5 yaĢında ve 3.doğumu olan sığır 

kolostrumundan izole edilen izolatlar 

4 yaĢında ve 2.doğumu olan sığır 

kolostrumundan izole edilen izolatlar 

1. 2. 1- Ġzolat 1 2. 1. 1- Ġzolat 21 

1. 2. 2- Ġzolat 2 2. 1. 2- Ġzolat 22 

1. 2. 3- Ġzolat 3 2. 1. 3- Ġzolat 23 

1. 3. 1- Ġzolat 4 2. 2. 1- Ġzolat 24 

1. 3. 2- Ġzolat 5 2. 2. 2- Ġzolat 25 

1. 4. 1- Ġzolat 6 2. 2. 3- Ġzolat 26 

1. 4. 2- Ġzolat 7 2. 2. 4- Ġzolat 27 

1. 4. 3- Ġzolat 8 2. 3. 1- Ġzolat 28 

1. 4. 4- Ġzolat 9 2. 3. 2- Ġzolat 29 

1. 4. 5- Ġzolat 10 2. 3. 3- Ġzolat 30 

1. 4. 6- Ġzolat 11 2. 3. 4- Ġzolat 31 

1. 4. 7- Ġzolat 12 2. 3. 5- Ġzolat 32 

1. A. 1-Ġzolat 13 2. A. 1-Ġzolat 33 

1. A. 2-Ġzolat 14 2. A. 2-Ġzolat 34 

1. A. 3-Ġzolat 15 2. 4. 1- Ġzolat 35 

1. A. 4-Ġzolat 16 2. 4. 2- Ġzolat 36 

1. A. 5-Ġzolat 17 2. 4. 3- Ġzolat 37 

1. A. 6-Ġzolat 18 2. 4. 4- Ġzolat 38 

1. A. 7-Ġzolat 19 2. 4. 5- Ġzolat 39 

1. A. 8-Ġzolat 20  
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Çizelge 4.2. 21 gün inkübatörde fermente edilmiş sığır kolostrumundan izole edilen izolatların kod 

numaraları 

5 yaĢında ve 3.doğumu olan sığır 

kolostrumundan izole edilen izolatlar 

4 yaĢında ve 2.doğumu olan sığır 

kolostrumundan izole edilen izolatlar 

1. 3. 1 (F)- Ġzolat 40 2. A. 1 (F)- Ġzolat 44 

1. 4. 1 (F)- Ġzolat 41 2. A. 2 (F)- Ġzolat 45 

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

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

 2. 4. 1 (F)- Ġzolat 48 

 2. 4. 2 (F)- Ġzolat 49 

 2. 4. 3 (F)- Ġzolat 50 

 2. 4. 4 (F)- Ġzolat 51 

 2. 4. 5 (F)- Ġzolat 52 

4.2.   Ġzolatların Tanımlanması 

4.2.1 Gram boyama ve katalaz testi sonuçları 

Elde edilen bu izolatlara yapılan gram boyama ve katalaz testi sonucunda 52 

izolattan 11 izolatın gram pozitif (+) ve katalaz negatif (-) basil olduğu,17 izolatın gram 

pozitif (+) ve katalaz negatif (-) kok olduğu, 2 izolatın gram pozitif (+) ve katalaz 

pozitif (+) basil olduğu, 6 izolatın gram pozitif (+) ve katalaz pozitif (+) kokobasil 

olduğu ve 16 izolatın gram pozitif (+) ve katalaz pozitif (+) kok olduğu belirlenmiĢtir. 

4.2. Saf kültür izolatlarının gram boyama örnekleri 
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Görsel 4.3. Katalaz negatif (-) ve pozitif (+) sonuç örneği 

 

 

 

Çizelge 4.3. Kolostrumdan izole edilen mikroorganizma izolatları 

 

Bundan sonraki çalıĢmalara; Gram boyama ve katalaz testi uygulanan 

mikroorganizmalardan, spor oluĢtıurmayan, gram pozitif (+) ve katalaz negatif (-) basil 

izolatları üzerinden devam edilmiĢtir. Bu izolatlar; 1.3.1 (F), 1.4.1 (F), 1.4.2 (F), 1.4.3 

(F), 2.A.1 (F), 2.A.3 (F), 2. A.4 (F), 2.4.1 (F), 2.4.2 (F), 2.4.3 (F), 2.4.5 (F) izolatları 

olup diğer biyokimyasal çalıĢmaları bu izolatlar üzerinden devam etmiĢtir. 

Staphylococcus aureus katalaz testi için pozitif kontrol mikroorganizması olarak 

kullanılmıĢtır (Çizelge 4.3; ġekil 4.3). 

Kod numarası Gram özelliği Hücre Ģekli Katalaz 

1.3.1(F), 1.4.1(F), 

1.4.2(F), 1.4.3(F), 

2.A.1(F), 2.A.3(F), 

2.A.4(F), 2.4.1(F), 

2.4.2(F), 2.4.3 (F),  

2.4.5(F) 

 

 

(+) 

 

 

Basil 

 

 

(-) 

1.2.2, 1.2.3, 1.3.1, 

1.4.3, 1.4.5, 1.A.1, 

1.A.2, 1.A.3, 1.A.7, 

2.1.2, 2.1.3, 2.2.3, 

2.2.4, 2.3.1, 2.3.4, 

2.3.5, 2.4.3 

 

 

(+) 

 

 

Kok 

 

 

(-) 

2.A.2(F), 2.4.4 (+ ) Basil (+) 

1.4.4, 1.A.4, 1.A.5, 

1.A.8, 2.3.2, 2.4.4(F) 

(+) Kokobasil (+) 

1.2.1, 1.3.2, 1.4.1,  

1.4.2, 1.4.6, 1.4.7, 

2.1.1, 2.2.1, 2.2.2, 

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

1.A.6, 2.4.1, 2.4.2, 

2.4.5 

 

 

(+) 

 

 

Kok 

 

 

(+) 



51 

 

4.2.2.   Ġzole edilen mikroorganizmaların biyokimyasal aktivite sonuçları 

11 tane Gram (+) ve katalaz (-) basil morfolojisine sahip bakteri izolatları için, iki 

farklı pH; pH 3.9 ve pH 9.6; üç farklı tuz konsantrasyonu %6, %7.5 ve %10 NaCl; 

hareketlilik, TSI agarda geliĢme ve H2S oluĢumu testleri uygulanmıĢtır. Çizelge 4.4‟te 

11 tane katalaz (-) Gram (+) basil bakteri izolatlarının farklı pH‟ da geliĢim, farklı tuz 

konsantrasyonlarında geliĢim, TSI da üreme, hareketlilik ve hidrojen sülfür oluĢumu 

oluĢumu test sonuçları verilmiĢtir (Çizelge 4.4, 4.5, 4.6). 

 

 

 

 

 

 

 

Görsel 4.4. TSI agarda üreme, hareketlilik ve H₂S oluşumu 

 

 

 

 

 

                                                  

   

    (a)                                             (b) 

Görsel 4.5. pH 3.9 ve 9.6 da üreme görüntüleri (a: pH 3.9; b: pH 9.6) 
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(a)                                                       (b)                                                           (c)                        

Görsel 4.6. %6, %7.5, %10 NaCl içeren ortamda üreme (a: %6 NaCl, b: %10 NaCl, c: %7.5 NaCl) 

Çizelge 4.4. Gram (+), Katalaz (-), basil bakterileri izolatlarının biyokimyasal aktivite testleri. (+): 

pozitif, (-): negatif, (±): belirsiz 
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1.3.1 (F) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (+) (-) 

1.4.1 (F) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (+) (-) 

1.4.2 (F) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (+) (-) 

1.4.3 (F) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (+) (-) 

2.A.1(F) (-) (+) (+) (+) (-) (-) (-) (-) 

2.A.3(F) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (-) 

2.A.4(F) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (+) (-) 

2.4.1 (F) (-) (+) (+) (+) (-) (-) (+) (-) 

2.4.2 (F) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (-) 

2.4.3 (F) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (+) (-) 

2.4.5 (F) (+) (+) (+) (+) (+) (-) (+) (-) 

 

Bu sonuçlara göre; 11 izolatın 2 tanesinin hareketli, 9 izolatın TSI besiyerinde 

ürediği gözlenmiĢ olup 11 izolattan hiçbirinde H₂S ve gaz oluĢumu gözlenmemiĢtir. 

Farklı pH‟ lardaki geliĢimlerine göre; pH 3.9‟da izolatlardan 9 tanesi geliĢim 

gösterirken, 2 izolat geliĢim göstermemiĢtir. Ayrıca, pH 9.6‟da tüm izolatlar geliĢim 

göstermiĢtir. Farklı tuz konsantrasyonlarındaki geliĢimleri ise; %6 ve %7.5 NaCl içeren 

ortamda tüm izolatlar geliĢme göstermiĢ olup, %10 NaCl içeren ortamda ise; 9 izolat 

üremiĢ, 2 izolat ürememiĢtir (Çizelge 4.4).  
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LAB‟ ların gram pozitif, katalaz negatif, hareketsiz, spor oluĢturmayan, aside 

dayanıklı, basil, kok ve koko-basil morfolojisine sahip olmak gibi genel özelliklerinden 

yola çıkılarak bu izolatlardan LAB olduğu düĢünülen basil morfolojisinee sahip 7 izolat 

ile çalıĢmalara devam edilmiĢtir (Hofvendahl vd., 2000; O‟Sullivan et vd., 2002). 

ÇalıĢmalarda kullanılacak olan gram pozitif, katalaz negatif, hareketsiz, aside 

dayanıklı basil izolatları 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) olarak belirlenmiĢtir. 

4.2.3.   Ġzole edilen mikroorganizmaların hemolitik aktivite sonuçları  

Hemolitik aktiviteyi belirlemek için, 37 ºC‟de geliĢtirilen gecelik kültürlerden 

kanlı agar ortamına tek koloni ekimi yöntemiyle bakteri izolatlarının ekimleri 

yapılmıĢtır. 37 ºC‟de 24 saat inkübasyondan sonra, kolonilerin etrafında zon oluĢumu 

gözlenmiĢtir. Kanlı agar petrilerinde zon oluĢumuna göre hemolitik aktivite 

belirlenmiĢtir. Hemolitik aktivite, parlak-yeĢil zon oluĢturan koloniler α-hemolitik, 

berrak zon oluĢturanlar β hemolitik, zon oluĢturmayanlar ise γ-hemolitik olarak 

belirlenmiĢtir (Maragkoudakis vd., 2006). Hemolitik aktivite çalıĢılan tüm izolatlarda 

zon oluĢumu gözlenmemiĢ olup γ-hemolitik olarak değerlendirilmiĢtir (Görsel 4.7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Görsel 4.7. Hemolitik aktivite γ-hemolitik izolatların petri görüntüsü 
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Literatüre göre; robiyotik olarak kullanılacak mikroorganizmaların γ-hemolitik 

suĢlar olması, dolayısıyla hemolize neden olmamaları gerekmektedir (Maragkoudakis 

vd., 2006, Mourad ve Nour-Eddine 2006).  

 

4.2.4.   Biyofilm oluĢumunun değerlendirilmesi 

LAB‟ lar bağırsak yüzeyine tutunabilme yetenekleri açısından diğer birçok 

mikroorganizma ile rekabet ederek sindirim sisteminde canlılığını koruyabilmekte ve 

kolonize olabilmektedir (Gülgör ve Özçelik, 2014; Arena 2017) 

ÇalıĢmada kullanılan izolatlar ve pozitif kontrol olarak kullanılan E. coli 35298 ve 

E. faecalis 51299 suĢlarının biyofilm oluĢumunun değerlendirilmesi için mikroplaka 

yöntemi kullanılmıĢtır. Mikroorganizmalar ve pozitif kontrol olarak kullanılan 

mikroorganizmalar 96 kuyucuklu plakanın her bir kuyucuğuna Mc Farland 0.5 ‟e göre 

ayarlanmıĢ kültürden 200‟er µl olarak dağıtılmıĢtır. Plakalar, 48 saat 37 °C‟de etüvde 

inkübe edilmiĢtir. 

 Ġnkübasyon sonunda mikroplakalar, PBS ile yıkanmıĢ ve kurutulmuĢtur. Metanol 

ile fikse edilmiĢ ve oda sıcaklığında kurutulmuĢtur. Üzerine %0.1‟ lik kristal viyole 

çözeltisinden 150 µl eklenerek 15 dakika boyunca biyofilm tabakasının boyanması 

sağlanmıĢtır. Plakalar musluk suyu ile yıkanmıĢ ve kurutulmuĢtur. Spektrofotometrede 

ölçüm yapılmadan 30 dakika önce kuyucuklara %95‟ lik etanol eklenmiĢtir. Kristal 

viyole ile boyanan bakteriler ELĠSA‟da 570 nm‟ de okunan dansitie değerlerine göre 

biyofilm oluĢumu zayıf, orta güçlü ve negatif olarak değerlendirilmiĢtir. 

Değerlendirme 570 nm‟ deki optik dansite (OD) değerlerinin ortalaması alınarak 

hesaplanır. ODK değeri steril besiyeri ortalaması ve standart sapma değeridir. Eğer OD 

değeri OD≤ODK ise biyofilm oluĢumu negatif; OD değeri ODK≤ OD≤ 2 ODK ise 

biyofilm oluĢumu zayıf; 2 ODK≤ OD≤4 ODK ise biyofilm oluĢumu orta; 4 ODK≤ OD 

ise biyofilm oluĢumu güçlü olarak değerlendirilmiĢtir. (Stepanovic vd., 2007). 

ÇalıĢmamızda sadece besiyeri bulunan kuyucukların olduğu ODK= 0,138 optik dansite 

değeri olarak okunmuĢtur. Deneyler biribirinden bağımsız 8 tekrarlı olarak çalıĢılmıĢtır. 
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Çizelge 4.5. 7 izolat ve E. coli 35298 ve E .faecalis 51299 suşlarının biyofilm oluşturma yetenekleri 

(ODK= 0,138) 
Kod numarası Optik dansite değer 

aralığı 

Optik dansite 

ortalaması 

Biyofilm oluĢumu 

1.3.1 (F) 0,166-0,367 0,264 Zayıf 

1.4.1 (F) 0,348-0,534 0.443 Orta 

1.4.2 (F) 0,370-0,723 0,558 Güçlü 

1.4.3 (F) 0,337-0,545 0,444 Orta 

2.A.4(F) 0,216-0,278 0,242 Zayıf 

2.4.3 (F) 0,202-0,312 0,258 Zayıf 

2.4.5 (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 oluĢumu gözlenen LAB‟ lar içerisinde ise daha çok “zayıf biyofilm 

üreten” suĢların olduğu sonucuna varılmıĢtır. (Çizelge 4.5) 

Yapılan çalıĢmalarda tanımlanan LAB‟ların biyofilm oluĢturma kapasitelerine 

bakıldığında, biyofilm oluĢumu için gereken koĢulların farklılar içerdiğini ve her 

mikroorganizma suĢu için değiĢken olduğu görülmüĢtür (Akan ve Kınık, 2014; Gün ve 

Ekinci, 2009). 

4.3.   LAB Ġzolatlarının Probiyotik Özelliklerinin Belirlenmesi  

LAB olduğu düĢünülen 7 izolatın probiyotik özellikleri belirlenmek için aĢağıdaki 

deneyler yapılmıĢtır.  

4.3.1.   Asit direncinin belirlenmesi 

Probiyotik olarak kullanılacak mikroorganizmaların en önemli özelliklerinden 

birisi farklı koĢullara karĢı direnç gösterebilmeleridir. Bu farklı koĢullar; düĢük pH‟da 

geliĢebilme yani mide asitliğine dayanaklı olma ve safra tuzlarına karĢı dirençli olmaktır 

(Alp ve KuleaĢan, 2019; Ertekin, 2007). 
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Görsel 4.8. pH:2, pH:3 MRS broth asit ortamında ve kontrol ortamı olan pH: 7 MRS broth ortamında 4 

saat inkübe edilen LAB izolatlarının 0., 1., 2., 4. saatlerde MRS agarda gelişimleri) 

  

Mide asitliğinde canlı kalma becerileri inkübasyon sonunda petrilerde oluĢan 

kolonilerin varlığı not edilerek belirlenmiĢtir. pH 2 ve pH 3 asit ortamına 4 saat süreyle 

maruz bırakılan 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 

numaralı LAB izolatlarının 0., 1., 2. ve 4. saatin sonunda üremeleri görsel 4.8‟ de 

gösterilmiĢtir. 4. saatin sonunda tüm izolatlarda belirgin bir üreme gözlenmiĢtir. 

LAB‟ların asite dayanıklı olduğunu bilinmektedir (Kazancıgil, 2018). 

4.3.2.   Safra tuzu direncinin belirlenmesi 

Probiyotik olarak kullanılan mikroorganizmaların gastrointestinal sisteme (GIS)‟ 

e geçiĢleri ve sistemde kalabilmeleri için düĢük pH‟ da geliĢebilmeleri ve safra tuzlarına 

karĢı dayanıklı olmaları gerekmektedir. (BaĢyiğit vd., 2007).  

 

Görsel 4.9. %0.3 ve %0.6 safra tuzu içeren MRS broth ortamında ve kontrol ortamı normal MRS broth 

ortamında 4 saat inkübe edilen LAB izolatlarının 0., 1., 2., 4. saatlerde MRS agarda gelişimleri) 
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Safra tuzunda canlı kalma becerileri inkübasyon sonunda petrilerde oluĢan 

kolonilerin varlığı not edilerek belirlenmiĢtir. %0.3 ve %0,.6 safra tuzu içeren ortama 4 

saat süreyle maruz bırakılan 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 numaralı LAB izolatlarının 0., 1., 2. ve 4. saatin sonunda üremeleri görsel 

4.9‟ da gösterilmiĢtir. 4. saatin sonunda tüm izolatlarda belirgin bir üreme gözlenmiĢtir. 

Safra içeren MRS broth ortamında inkübasyona bırakılan LAB‟ ların kontrol 

ortamındaki üremeleriyle kıyaslandığında aynı oranda üreme gösterdikleride 

belirlenmiĢtir.  

Yapılan çalıĢmalarda %0.3 safra tuzuna direncin probiyotik suĢların seçiminde 

seçici bir özellik olduğu vurgulanmıĢtır (Klingberg vd., 2005). 

4.3.3.   Otoagregasyon özelliklerinin belirlenmesi 

Otoagregasyon yeteneği, probiyotik özellikteki bakterilerin intestinal sistem 

hücrelerinin dıĢ yüzeyine tutunabilmesi için önemli bir özelliktir. Otoagregasyon 

özelliği, patojen mikroorganizmaların bağırsak yüzeyine yerleĢmesinin engellenmesi 

için sindirim sistemindeki probiyotik özellikli mikroorganizmaların koloni oluĢturarak 

bir araya gelmesini sağlamada önemlidir (Gallego vd., 2019; Tareb vd., 2013). 

48 saatlik inkübasyon sonrasında falkonlara alınarak santrifüj edilen izolat 

kültürlerinin süpernatantı uzaklaĢtırıldıktan sonra kalan pellet 2 kez PBS ile yıkanmıĢtır. 

PBS içerisinde çözülen pellet optik dansite (OD) 600 nm‟ye ayarlanmıĢ 

spektrofotometrede ölçüldükten sonra oda sıcaklığında 4 saat boyunca bekletilmiĢtir. 4 

saat sonunda çözeltinin üst kısmından 0.1 mL alınarak OD 600 nm‟ye ayarlanmıĢ 

spektrofotometrede okunmuĢ ve hesaplamalar yapılmıĢtır. 

Hesaplamalara göre LAB izolatlarının ortalama otoagregasyon yetenekleri % 

14.56 olarak bulunmuĢtur. Çizelge 4.6‟ da gösterildiği gibi LAB izolatlarının 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 otoagregasyon yetenekleri 

sırasıyla, %9.7, %3.80, %46.22, %4.1, %10.3, %8.8, %19 olarak belirlenmiĢtir. 

Çin‟de yapılan bir çalıĢmada, fermente geleneksel ürünlerden izole edilmiĢ 18 

LAB‟ın otoagregasyon özelliği ile Caco-2 hücrelerine yapıĢma yetenekleri incelenmiĢ 
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ve otoagregasyon kabiliyetinin %5,92 ile %23,32 arasında olduğu belirtilmiĢtir (Li vd., 

2015). 

Çizelge 4.6. LAB izolatlarının otoagregasyon yeteneklerinin belirlenmesi 
Kod numarası % 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.A.4(F)  10.3 

2.4.3 (F)  8.8 

2.4.5 (F)  19 

 

4.3.4.   Koagregasyon özelliklerinin belirlenmesi 

Koagregasyon yeteneğinin probiyotik özellik gösteren bakteriler için patojenlerin 

doku reseptörlerine giriĢini engellemekte ve patojen bakterilerin epitel hücrelere 

yapıĢmasına engel olmakta etkili bir alternatif olduğu bildirilmiĢtir (Balakrishna 2013; 

Reniero vd., 1991; Charteris vd., 1997).  

48 saatlik inkübasyon sonrasında falkonlara alınarak santrifüj edilen izolatlara ait 

kültürlerin, süpernatantı uzaklaĢtırıldıktan sonra kalan pellet 2 kez PBS ile yıkanmıĢtır. 

PBS içerisinde çözülen pellet optik dansite (OD) 600 nm‟ye ayarlanmıĢ 

spektrofotometrede ölçülmüĢtür. LAB kültürü ve test bakterisinden eĢit miktarda örnek 

alınarak aynı tüp içerisinde Vortex yardımı ile 10-15 saniye karıĢtırılmıĢ ve daha sonra 

oda sıcaklığında 4 saat bekletilmiĢtir.  4 saat sonunda çözeltinin üst kısmından 0,1 mL 

alınarak OD 600 nm‟ye ayarlanmıĢ spektrofotometrede okunmuĢ ve hesaplamalar 

yapılmıĢtır. 

S. aureus ve E. coli ile LAB arasında koagregasyon özelliklerinin 

belirlenmesisonucunda LAB izolatlarının ortalama koagregasyon yetenekleri E. coli 

ATCC 35298 ile %47, S. aureus ATCC 25923 ile %56,3 olarak bulunmuĢtur. Çizelge 

4.7‟ de gösterildiği gibi LAB izolatlarının (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 ile koagregasyon yetenekleri sırasıyla, %63.1, 

%46.2, %44.3, %43, %64.5, %34.4, %36.5 olarak belirlenmiĢtir. Çizelge 4.8‟ de 

gösterildiği gibi LAB izolatlarının (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)) S. aureus ile koagregasyon yetenekleri sırasıyla, %49.9, %69, %61, 

%36.2, %40.2, %64.7, %73.7 olarak belirlenmiĢtir. Ġzolatlardan E. coli ATCC 35298 
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test bakteri üzerinde en düĢük %34.4 olarak 2.4.3(F) izolatında görülürken, en yüksek 

koagragasyon değeri %64.5 olarak 2.A.4(F) izolatında bulunmuĢtur. Ġzolatlardan S. 

aureus ATCC 25923 test bakteri üzerinde en düĢük %36.2 olarak 1.4.3 (F) izolatında 

görülürken, en yüksek koagragasyon değeri %73.7 olarak 2.4.5 (F) izolatında 

bulunmuĢtur. 

Çizelge 4.7. LAB izolatlarının E. coli ATCC 35298 ile % koagregasyon değerleri  
Kod numarası % Koagregasyon 

1.3.1 (F)  63.1 

1.4.1 (F)  46.2 

1.4.2 (F)  44.3 

1.4.3 (F)  43 

2.A.4(F)  64.5 

2.4.3 (F)  34.4 

2.4.5 (F)  36.5 

 

Çizelge 4.8. LAB izolatlarının S. aureus ATCC 25923 ile % koagregasyon değerleri 
Kod numarası % Koagregasyon 

1.3.1 (F) 49.9 

1.4.1 (F) 69 

1.4.2 (F) 61 

1.4.3 (F) 36.2 

2.A.4(F) 40.2 

2.4.3 (F) 64.7 

2.4.5 (F) 73.7 

 

Yapılan çalıĢmalarda Lactobacillus türlerinin, patojen bakterilerle koagregasyon 

yeteneğine sahip olduğunu rapor edilmiĢtir (Balakrishna 2013; Charteris vd., 1997). 

 

4.3.5.   Antibiyotik duyarlılığı testi sonuçları 

LAB‟lar ve pozitif kontrol olarak kullanılan mikroorganizmalar 96 kuyucuklu 

plakanın her bir kuyucuğuna Mc Farland 0.5‟ e göre ayarlandıktan sonra 1/10 oranında 

dilüye edilen LAB‟lar MRS broth ortamında, E. coli 35298 suĢu ise MHB ortamında 

100 µl olacak Ģekilde kuyucuklara ekim yapılmıĢtır. Ekimlerden sonra 14 farklı 

antibiyotikten 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 ve 64 µg olacak Ģekilde konsantrasyonlar 

hazırlanmıĢ ve her bir bakteri için çift paralel olacak Ģekilde belirtilen 
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konsantrasyonlarda verilmiĢtir. Bir kuyucuğa pozitif kontrol için antibiyotik uygulaması 

yapılmamıĢtır. Plakalar 37°C 24 saat inkübasyon sonunda üremenin olmadığı ilk 

kuyucuk etkili konsantrayon olarak belirlenmiĢtir. E. coli ATCC 35298‟ nin pozitif 

kontrol olarak kullanıldığı deneyde LAB izolatlarının antibiyotik duyarlılıkları çizelge 

4.9‟ da sunulmuĢtur.  

ÇalıĢmada aminopenisilin G, novobiosin, kloramfenikol, ampisilin, sefamezin, 

siproflaksasin, sefalotin C4520, nifuroksazid, streptomisin 56501, penisilin G, 

kanamisin sülfat 8324, eritromisin A2275, vankomisin, eritromisin E6376 olmak üzere 

14 farklı antibiyotik kullanılmıĢtır. ÇalıĢma sonucunda LAB izolatlarının antibiyotik 

duyarlılıkları birbirine paralel olarak bulunmuĢtur. Kanamisin sülfat 8324 ve 

vankomisine tüm LAB suĢlarının dirençli olduğu gözlenmiĢtir. Nifuroksazid, 

Aminopenisilin G ve Streptomisin 56501 antibiyotiklerine karĢı yüksek oranda dirençli 

oldukları gözlenmiĢtir. 

 

 

Görsel 4.10. Antibiyotik duyarlılıkları 

 

LAB‟ ların antibiyotik duyarlılıklarının, tür ve suĢlar arasında değiĢkenlik 

gösterdiği bildirilmiĢtir (Gulshan ve Moye-Rowley, 2007). 

Çizelge 4.9. LAB izolatları ve E. coli ATCC 35298’ in antibiyotik duyarlılıkları (-: üremenin olmadığını, 

R: Antibiyotiğe dirençli olduğunu belirtmektedir) 
 

Antibiyotikler 

 

Ġzolat Kodları 

  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 

G 

64 64 64 64 64 64 64 R 

Novobiosin 1 (-) (-) 2 1 1 2 R 

Kloramfenikol 4 4 4 4 4 4 4 32 

Ampisilin (-) (-) (-) (-) 1 (-) (-) R 

Sefamezin 16 16 16 16 16 16 16 8 
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Çizelge 4.9. (Devam) LAB izolatları ve E. coli ATCC 35298’ in antibiyotik duyarlılıkları (-: üremenin 

olmadığını, R: Antibiyotiğe dirençli olduğunu belirtmektedir) 
Siproflaksasin 4 4 4 4 4 4 4 4 

Sefalotin 

C4520 

8 8 16 16 16 16 8 32 

Nifuroksazid R 64 64 64 R 32 32 8 

Streptomisin 

56501 

64 64 64 64 R 64 64 R 

Penisliin G (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 0.5 

Kanamisin 

sülfat 8324 

R R R R R R R 0.5 

Eritromisin 

A2275 

(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 32 

Vankomisin R R R R R R R 0.5 

Eritromisin 

E6376 

(-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 64 

 
4.3.6.   Laktik asit üretim miktarının belirlenmesi 

48 saat LAB‟lar inkübe edildikten sonra erlen içerisine 1 mL kültürden alınarak 

99 mL steril distile su ilave edilmiĢ ve 100 mL‟ ye tamamlanmıĢtır. Fenol fitalein 

indikatöründen 2-3 damla damlatıldıktan sonra 0,1 M NaOH ile titrasyon yapılmıĢtır. 

Pembe renk oluĢumunun gözlendiği ilk NaOH miktarı mL cinsinden alınarak 

hesaplamalar yapılmıĢtır. 

Çizelge 4.10‟ da LAB izolatlarının laktik asit üretim miktarları verilmiĢtir. Buna 

göre laktik asit üretim miktarları 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) izolatlarında sırasıyla %2.43, %2.4, %2.34, %2.25, %2.43, %2.52, 

%2.16 olarak hesaplanmıĢtır. 

 

 

 

 

 

 

Görsel 4.11. Laktik asit tayini deneyi titrasyon sonucu renk oluşumu 
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Çizelge 4.10. % Laktik asit üretimi 

Kod numarası %Laktik asit üretimi 

1.3.1 (F)  2.43 

1.4.1 (F)  2.4 

1.4.2 (F)  2.34 

1.4.3 (F)  2.25 

2.A.4(F)  2.43 

2.4.3 (F)  2.52 

2.4.5 (F)  2.16 

 

4.3.7.   LAB izolatlarının antimikrobiyal aktivite sonuçları  

Antimikrobiyal aktivite deneyi yapılırken direkt LAB kültürünün kendisi ile agar 

kuyucuk difüzyon yöntemi kullanılmıĢ ve genel tarama çalıĢması yapılmıĢtır. Zon 

çapları göz önüne alınarak konsantrasyon ayarlaması yapılan hücresiz kültür 

süpernatantlarının liyofilize halleri ile Minimal Ġnhibisyon Konsantrasyonunu (MĠK) 

değerini daha net değerlendirebilmek için Mikrobroth Dilüsyon metodu kullanılmıĢtır.  

Postbiyotiklerin kullanıldığı devam eden çalıĢmalarda izolat kodlamaları Çizelge 

4.11‟ de gösterildiği Ģekilde olacaktır.  

Çizelge 4.11. Kullanılacak postbiyotiklerin kod numaraları ve anlamları 
1.3.1 (FLS) 1.3.1 Kodlu fermente izolat postbiyotiği 

1.4.1 (FLS) 1.4.1 Kodlu fermente izolat postbiyotiği 

1.4.2 (FLS) 1.4.2 Kodlu fermente izolat postbiyotiği 

1.4.3 (FLS) 1.4.3 Kodlu fermente izolat postbiyotiği 

2.A.4(FLS) 2.A.4 Kodlu fermente izolat postbiyotiği 

2.4.3 (FLS) 2.4.3 Kodlu fermente izolat postbiyotiği 

2.4.5 (FLS) 2.4.5 Kodlu fermente izolat postbiyotiği 

 

4.3.7.1. Agar kuyucuk difüzyon metodu  

LAB‟ ların farklı antagonistik bileĢikler ürettiği bilinmektedir. Biyo-koruyucu 

ajanlar olarak da adlandırılan LAB‟ların canlı kültürleri antimikrobiyal bileĢikler olarak 

kullanılabilmektedir (Sjögren vd., 2003; Salomskiene1 vd., 2019). 

Petrilere dökülmüĢ Müller Hinton agar üzerine 0.5 Mc Farland‟a göre ayarlanmıĢ 

test bakterileinden 100 µl olacak Ģekilde yayma ekim tekniği kullanılarak ekim 

yapılmıĢtır. Sonrasında üzerine açılan kuyucuklar içerisine McFarland‟ı 0.5 (10⁸ 

kob/mL) bulanıklığa ayarlanan LAB izolat kültürlerinden 100 µl alınarak her kuyucuğa 
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koyulmuĢtur. Pozitif kontrol olarak kloramfenikol kullanılmıĢtır. 24 saat etüvde inkübe 

edildikten sonra oluĢan zon çapı ölçülerek aktivite değerlendirilmiĢ ve Çizelge 4.12‟ de 

LAB izolatlarının antimikrobiyal aktivite sonuçları verilmiĢtir. 

Çizelge 4.12.   LAB izolatlarının test bakterileri üzerinde oluşturduğu zon çapları 

Test Bakterileri Ġzolat Kodları 

 
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) 

Kloram- 

fenikol 

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

P. aeruginosa 14mm 10mm 9mm Dirençli 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 Dirençli 8mm Dirençli 8mm 8mm 9mm 

E. faecalis 8mm 12mm 10mm 7mm Dirençli 12mm 7mm 8mm 

 

4.3.7.2. Mikrobroth dilüsyon metodu sonuçları  

LAB postbiyotiklerinin antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmek amacıyla yapılan 

çalıĢmamızda her bir izolatın liyofilize edilmiĢ süpernatantı kullanılmıĢtır. 

Yapılan bir çalıĢmada mango turĢusundan izole edilen 5 LAB suĢunun 

antibakteriyel aktivitesi, çalıĢmamızda olduğu gibi LAB' ların hücresiz süpernatantları 

kullanılarak belirlenmiĢtir. ÇalıĢmada kullanılan LAB suĢlarının hepsinde, test edilen 

patojenlere karĢı antibakteriyel aktivitenin olduğu gözlemlenmiĢtir (Mohamad vd., 

2019). 
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Görsel 4. 12.Postbiyotik örneklerinin mikrobroth dilüsyon metodu sonucu E. coli üzerindeki 

antimikrobiyal etkisi  

Çizelge 4.13.   LAB postbiyotiklerinin test bakterileri üzerindeki antimikrobiyal aktivitesi (mg/mL) 
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1.3.1 (FLS)  15 mg 20mg 5 mg 25 mg 15 mg 15 mg 20 mg 

1.4.1 (FLS)  15 mg 15mg 5 mg 20 mg 20 mg 20 mg 20 mg 

1.4.2 (FLS)  15 mg Dirençli 10 mg Dirençli 25 mg Dirençli Dirençli 

1.4.3 (FLS)  15 mg 15mg 5 mg Dirençli 15 mg 20 mg Dirençli 

2.A.4(FLS) 15 mg Dirençli 10 mg Dirençli 20 mg 20 mg 20 mg 

2.4.3 (FLS) 15 mg 20mg 5 mg Dirençli 20 mg 20 mg Dirençli 

2.4.5 (FLS) 15 mg 20mg 10 mg 25 mg 15 mg Dirençli 20 mg 

Kloramfenikol 15 mg 20mg 10 mg 25 mg 15 mg Dirençli 20 mg 

 

4.3.8. LAB postbiyotiklerinin DPPH ile serbest radikal süpürücü etkisinin 

belirlenmesi 

Probiyotikler, aĢırı miktarda üretilen serbest radikalleri süperoksit anyonunu ve 

hidrojen peroksidi indirgeyerek sınırlayabilmekte ve oksidatif stres ile iliĢkili çeĢitli 

hastalıkların seyrinin yavaĢlatılmasına katkı sunabilmektedir. Laktik asit bakterilerinin 

serbest radikal süpürücü etkilerinin belirlenmesinin probiyotik açısından önemli olduğu 

düĢünülmektedir (Wang vd., 2017; Akkaya ve Beyaz, 2018). 
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100 mg/mL konsantrasyona sahip postbiyotiklerden 50 µl alınarak üzerine 3 mL 

DPPH (2x10
-2

 g/l) çözeltisi ilave edilmiĢ ve vortekslenmiĢtir. Referans madde olarak 

BHT (butilhidroksitoluen) kullanılmıĢ ve aynı protokol uygulanmıĢtır. 30 dk karanlıkta 

inkübe edilmiĢlerdir. Sonrasında 517 nm dalga boyuna ayarlanmıĢ spektrofotometrede 

absorbans değerleri okunmuĢ ve % inhibisyon olarak serbest radikal süpürücü etki 

değerlendirilmiĢtir.  

Çizelge 4.14‟ de LAB izolat postbiyotiklerinin DPPH ile serbest radikal süpürücü 

etki sonuçları % aktivite olarak verilmiĢtir. Bu sonuçlara göre izolatlardan elde edilen 

postbiyotiklerden en yüksek % antioksidan etkiye sahip postbiyotik izolatının %88.8 ile 

2.4.3 (FLS) olduğu görülmüĢtür 

LAB‟ lar, antioksidatif aktivitelerini farklı mekanizmalarla gerçekleĢtirirler. 

Probiyotik mikroorganizmaların hücre yüzey yapıları, ürettikleri organik asitler (laktik 

asit, asetik asit), proteolitik aktiviteleri ve kısa zincirli yağ asitleri gibi özelliklerinin 

serbest radikal oluĢumunu azalttığı, antioksidan aktiviteyi arttırdığı bilinmektedir 

(Cheng, vd., 2009). 

Çizelge 4.14. LAB izolat postbiyotiklerinin % antioksidan aktivitesi 

Kod numarası % 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.   Hücre Kültürü ÇalıĢmaları 

48 saat inkübasyona bırakılan LAB izolatları santrifüj edilmiĢtir. Steril Ģartlarda 

mikrofiltrasyon yolu ile sterilize edilen süpernatantlarda mikroorganizma varlığı 

besiyerlerine süpernatantların geri eklmesiyle kontrol edilmiĢ ve herhangi bir üreme 

gözlenmemiĢtir. Belirtildiği Ģekilde ekimleri yapılan LAB izolatlarının süpernatantları 

ayrıca liyofilize edilmiĢ ve hücre kültürü çalıĢmalarında LAB izolatlarının liyofilize 

postbiyotikleri örnek olarak kullanılmıĢtır.   
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Yöntem kısmında belirtildiği gibi madde konsantrasyon miktarları liyofilize 

postbiyotikler için; 20, 15, 10, 5 mg/mL konsantrasyonlarda olacak Ģekilde çalıĢmalar 

yapılmıĢtır. 

4.4.1.   MTT yöntemi ile LAB liyofilize postbiyotiklerinin sitotoksik etkilerinin 

belirlenmesi  

ÇalıĢmada 96 kuyucuklu mikroplakalara 100 µl taze DMEM besiyeri içerisinde 

kuyu baĢına 1x10⁴ hücre olacak Ģekilde ekim yapılmıĢtır. Hücreler gece boyunca 

inkübasyona bırakıldıktan sonra postbiyotik konsantrasyonları verilmiĢtir. Ters 

çevrilerek besiyeri uzaklaĢtırılan hücrelere 100 µl besiyeri içerisinde 20, 15, 10, 5 

mg/mL konsantrasyonlarda liyofilize postbiyotik içerecek Ģekilde uygulama yapılmıĢtır. 

Her madde için kontrol olarak sadece DMEM besiyeri eklenen kuyucuklar 

oluĢturulurken, pozitif kontrol olarak doksorubisin 50,15, 10 ve 5 µM/mL ve negatif 

kontrol olarak ise; MRS besiyeri uygulanmıĢ ve 24 saat inkübasyona bırakılmıĢtır. 

Ġnkübasyon sonunda MTT boyası verilerek 4 saat inkübe edilmiĢtir. DMSO ile 

formazan tuzlarının çözünmesi sağlanmıĢtır. 

Caco-2 ATCC HTB-37 hücreleri ile LAB postbiyotikleri için yapılan MTT 

sonuçları ELISA okuyucu cihaz yardımı ile 540 nm dalga boyunda okunmuĢtur. 

Okunan absorbans değerleri canlı hücre miktarı olarak kabul edilmiĢ ve elde edilen 

veriler Microsoft Office Excel % programında yüzde canlılık değerlerine çevrilmiĢtir. 3 

tekrarlı bağımsız yapılan deneylerin sonuçlarında, kontrol grubunun ortalaması 100 

olarak kabul edilerek diğer bütün konsantrasyonların % değerleri bu değere göre 

hesaplanmıĢtır. Elde edilen veriler GraphPad Prism 9.0 programı kullanılarak 

istatistiksel olarak analiz edilmiĢ ve hücre canlılık grafikleri oluĢturulmuĢtur. Caco-2 

hücre hattının LAB liyofilize postbiyotik gruplarına ait % canlı hücre-konsantrasyon 

grafikleri görsel 4.13‟te verilmiĢtir.  

Sonuç 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 hücre hattı üzerindeki 

sitotoksik etki IC50 değerleri görsel 4.17‟ de belirtildiği gibi sırasıyla, 15, 9.4, 12, 15.5, 

13.7, 12.8, 8.6 mg/mL olarak bulunmuĢtur. 
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Görsel 4.13. Liyofilize postbiyotiklerin Caco-2 hücre hattı üzerindeki % hücre canlılık değerleri ve 

istatistiksel olarak değerlendirilmesi (****p<0.0001 n=8) 
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Görsel 4.13.(Devam) Liyofilize postbiyotiklerin Caco-2 hücre hattı üzerindeki % hücre canlılık değerleri 

ve istatistiksel olarak değerlendirilmesi (****p<0.0001 n=8) 

 

Çizelge 4.15. Liyofilize postbiyotiklerin konsantrasyonlarına bağlı Caco-2 hücre canlılıkları  

Konsantrasyonlar Liyofilize Süpernanant Kodları ve % Canlılıkları 

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) 

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 

Çizelge 4.16. Liyofilize postbiyotiklerin IC50 değerleri (mg/mL) 

  FLS Kod Numarası IC50 Konsantrasyonları 

1.3.1 (FLS)  15  

1.4.1 (FLS)  9.4  

1.4.2 (FLS)  12  

1.4.3 (FLS)  15.5  

2.A.4(FLS)  13.7  

2.4.3 (FLS) 12 

2.4.5 (FLS)  8.6  

Doksorubisin 120.36 µM/mL 

 

4.4.2. AnnexinV-PI yöntemi kullanılarak akıĢ sitometride Caco-2 hücre hattında 

LAB liyofilize postbiyotiklerinin apoptotik etkilerinin değerlendirilmesi 

Annexin V proteini floresan bir madde ile iĢaretlenerek apoptotik hücrenin 

görünür hale gelmesi sağlarken, Propidium iyodid (PI) direkt olarak DNA veya çift 

sarmallı RNA moleküllerine bağlanabilir, ölü ve hasar görmüĢ hücrelerin hücre 

membran yapısının bozulmuĢ olması nedeniyle bu bağlanma gerçekleĢir. Sağlıklı 

hücrelerde bu bağlanma gerçekleĢemez. Bu özellik sayesinde PI geç apoptoz ve ölüm 
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evresindeki hücrelerin görünmesini sağlamaktadır (Gatti vd., 1998; Kopman vd., 1994; 

van England vd., 1998). 

ÇalıĢmamızda Annexin V Apoptosis Detection Kit protokolü uygulanmıĢtır.  6 

kuyucuklu plakalara 1x10
5
 hücre/kuyucuk sayıda ekimleri yapılan hücrelerin 24 saat 

inkübasyonun ardından liyofilize postbiyotik örnekleri MTT testiyle belirlenen IC50 

konsantrasyonlarında uygulanmıĢ ve 24 saat inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon sonunda 

hücreler plakalardan kaldırılarak santrifüj edilmiĢtir. Pellet 2 kez soğuk PBS eklenerek 

yıkanmıĢtır. Yıkama sonrası pellet PBS içerisinde resüspanse edilmiĢtir. Ependorflara 5 

µl Annexin V ve 5 µl PI boyaları konmuĢtur. Üzerine PBS ile resüspanse edilen 

hücrelerden 100 µl eklenerek 30 dakika oda sıcaklığında karanlıkta inkübe edilmiĢtir. 

Ġnkübasyon sonunda ependorflara 1X Annexin V bağlanma tamponu eklenmiĢ ve akıĢ 

sitometri cihazında (Accuri C6, BD) okumaları yapılmıĢtır.  

Boyanan hücrelerden; canlı olanlar FITC-, PE-, erken apoptotik olanlar FITC+, 

PE-, geç apoptotik olanlar FITC+, PE+ ve nekrotik olan hücreler ise FITC-,PE+ olarak  

değerlendirilmiĢtir (Dikmen vd., 2011). 

Bu bilgilere dayanarak LAB liyofilize postbiyotiklerinin Caco-2 hücre hattındaki 

apoptotik etkieri çizelge 4.18‟ de sunulmuĢtur. 

Çizelge 4.17. LAB liyofilize postbiyotiklerinin Caco-2 hücre hattındaki apoptotik etkisinin belirlenmesi 

Kod Numarası Canlı % Nekroz % Erken apoptoz % Geç apoptoz % 

Kontrol 97.5 2.4 0 0.1 

1.3.1 (FLS) 75.9 10.8 1.1 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.A.4(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 sonuçlara göre; Annexin-V–PI ile boyanan Caco-2 hücrelerinde kontrol 

grubunun canlı hücreleri %97.5; iken nekroza uğrayan hücreler %2.4, geç apoptoza 

uğrayan hücrelerin ise %0.1 ve erken apoptozda isesıfır olarak bulunmuĢtur.   

Caco-2 hücrelerinin 24 saat 1.3.1(FLS) liyofilize postbiyotik ile (IC50: 15 mg/mL) 

inkübe edilmesi sonucu canlı hücrelerin toplam hücrelerin %75.9‟ u iken nekroza 

uğrayan hücreler %10.8, erken apoptoza uğrayan hücreler %1.1 ve geç apoptoza 

uğrayan hücreler ise %12.2‟ dir. Bu durumda apoptotik hücreler toplam hücrelerin 

%24,1‟ini oluĢturmaktadır.  

Caco-2 hücrelerinin 24 saat 1.4.1(FLS) liyofilize postbiyotik ile (IC50: 9.4 mg/mL) 

inkübe edilmesi sonucu canlı hücrelerin toplam hücrelerin %79.1‟i iken nekroza 

uğrayan hücreler %9.9 erken apoptoza uğrayan hücreler %1.8 ve geç apoptoza uğrayan 

hücreler ise %9.3 tür. Bu durumda apoptotik hücreler toplam hücrelerin %20.9‟ unu 

oluĢturmaktadır.  

Caco-2 hücrelerinin 24 saat 1.4.2(FLS) liyofilize postbiyotik ile (IC50: 12 mg/mL) 

inkübe edilmesi sonucu canlı hücrelerin toplam hücrelerin %79.7‟i iken nekroza 

uğrayan hücreler %8.9 erken apoptoza uğrayan hücreler %1.2 ve geç apoptoza uğrayan 

hücreler ise %10.2‟ dir. Bu durumda apoptotik hücreler toplam hücrelerin %20.3‟ ünü 

oluĢturmaktadır.  

Caco-2 hücrelerinin 24 saat 1.4.3(FLS) liyofilize postbiyotik ile (IC50: 15.5 mg/mL) 

inkübe edilmesi sonucu canlı hücrelerin toplam hücrelerin %79.1‟i iken nekroza 

uğrayan hücreler %10.8 erken apoptoza uğrayan hücreler %1.1 ve geç apoptoza uğrayan 

hücreler ise %12.2‟ dir. Bu durumda apoptotik hücreler toplam hücrelerin %20.9‟ unu 

oluĢturmaktadır.  

Caco-2 hücrelerinin 24 saat 2.A.4(FLS) liyofilize postbiyotik ile (IC50: 13.7 mg/mL) 

inkübe edilmesi sonucu canlı hücrelerin toplam hücrelerin %76.8‟i iken nekroza 

uğrayan hücreler %9.6 erken apoptoza uğrayan hücreler %1.4 ve geç apoptoza uğrayan 

hücreler ise %12.2‟ dir. Bu durumda apoptotik hücreler toplam hücrelerin %23.2‟ sini 

oluĢturmaktadır.  

Caco-2 hücrelerinin 24 saat 2.4.3(FLS) liyofilize postbiyotik ile (IC50: 12.8mg/mL) 

inkübe edilmesi sonucu canlı hücrelerin toplam hücrelerin %79.7‟si iken nekroza 
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uğrayan hücreler %8.9 erken apoptoza uğrayan hücreler %1.2 ve geç apoptoza uğrayan 

hücreler ise %10.2‟ dir. Bu durumda apoptotik hücreler toplam hücrelerin %20.3‟ ünü 

oluĢturmaktadır.  

Caco-2 hücrelerinin 24 saat 2.4.5(FLS) liyofilize postbiyotik ile (IC50: 8.6 mg/mL) 

inkübe edilmesi sonucu canlı hücrelerin toplam hücrelerin %75.1‟i iken nekroza 

uğrayan hücreler %9.9 erken apoptoza uğrayan hücreler %1.7 ve geç apoptoza uğrayan 

hücreler ise %13.2‟ dir. Bu durumda apoptotik hücreler toplam hücrelerin %24.9‟unu 

oluĢturmaktadır.  

 

  

Görsel 4.14. Liyofilize LAB postbiyotiklerinin Caco-2 hücre hattındaki apoptotik etkisinin Annexin-V – PI 

yöntemi ile akış sitometride değerlendirmesi 
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Görsel 4.14. (Devam) Liyofilize LAB postbiyotiklerinin Caco-2 hücre hattındaki apoptotik etkisinin 

Annexin-V – PI yöntemi ile akış sitometride değerlendirmesi 
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Yapılan bir çalıĢmada farklı LAB süpernatantlarınınının HT-29 kanser hücresi 

üzerinde sitotoksik etkilerinin suĢa bağlı farklılıklar gösterdiğini ve LAB 

süpernatantlarının HT-29 kanser hücreleri üzerindeki antiproliferatif etkisinin olduğu 

görülmüĢtür (Haghshenas vd., 2015). 

4.4.3. 16S rRNA Dizi Analizi ile Genotipik Karakterizasyonların Belirlenmesi 

 

16S rRNA gen dizilimine göre; Sanger dizileme ile elde edilen okumalar, bir 

konsensüs dizi oluĢturmak amacıyla kontig haline getirilmiĢtir. Bu iĢlemin 

gerçekleĢtirilmesinde BioEdit yazılımı içinde CAP contig assembly algoritması 

kullanılmıĢtır. Diziler NCBI (National Center for Biotechnology Information) 

üzerindeneĢleĢtirilerek en yakın türler belirlenmiĢtir. Benzerlik Oranları: %99.84-%100 

olarak bulunmuĢ ve beĢ türde Lacticaseibacillus rhamnosus olarak belirlenmiĢtir.  
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Son yıllarda düĢük kaliteli gıda alımı ve modern yaĢamın getirdiği hareketsiz 

yaĢam tarzı, insan sağlığının bozulmasının nedenlerindendir. Bu modern yaĢam tarzı, 

bağırsak mikrobiyotasında disbiyoza neden olur ve bu meydana gelen disbiyoz 

durumunda önde gelen sağlık sorunlarından biride kanserdir.  Kolorektal kanser (KK) 

en yaygın kanserlerden biridir. Batı ülkelerindeki artıĢla KK insidansının 2030 yılına 

kadar dünya genelinde 1.1 milyon ölüm ve 2.2 milyon vakaya yükseleceği tahmin 

edilmektedir. Kemoterapi ve radyasyona maruz kalma genellikle ciddi yan etkiler ve 

hastaların yaĢam kalitesinde bozulmaya sebep olabilmektedir. Bu olumsuzluklar, 

araĢtırmacıları kanseri tedavi etmek için uygun maliyetli ve daha az yan etkileri olan 

alternatif tedaviler aramaya teĢvik etmektedir. Bu çalıĢmalar içerisinde probiyotik 

mikroorganizmalar konak üzerindeki etkileri düĢünüldüğünde önemli bir araĢtırma 

konusu haline gelmiĢtir. 

Tez kapsamında; 21 gün fermente edilmiĢ kolostrumdan laktik asit bakterilerinin 

izolasyonu, klasik ve moleküler yöntemlerle tanımlanması, otoagregasyonve 

koagregasyon yetenekleri, biyofilm oluĢturma yetenekleri, antibiyotik duyarlılıkları, 

antimikrobiyal aktivite tastleri, laktik asit üretimi, hemolitik aktiviteleri, pH, tuz, safra 

tuzu ve asit dirençleri ve Caco-2 hücre hattı üzerindeki sitotoksik ve apoptotik etkileri 

araĢtırılmıĢtır. Bu amaçla öncelikle; izole edilen laktobasil suĢlarından probiyotik 

olduklarını belirlediğimiz laktobasillerin probiyotik olma özellikleri taranmıĢ, bu 

özelliklere sahip olan laktobasil suĢlarının kültür süpernatantları liyofilize edilerek elde 

edilen postbiyotiklerin biyolojik aktiviteleri belirlenmiĢtir. Literatür taramalarında LAB 

„ların genel özellikleri; gram pozitif, katalaz negatif, hareketsiz, spor oluĢturmayan, 

aside dayanıklı, basil, kok ve koko-basil morfolojisine sahip ve NaCl içeren ortamlarda 

üreyebildikleri göz önüne alınarak eleme iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢtir (Hofvendahl vd., 

2000; O‟Sullivan vd., 2002).  

ÇalıĢmamızın ilk aĢamasında bu özelliklere bakılarak 52 izolattan gram boyama 

ve katalaz testi uygulanmıĢ sonucunda spor oluĢturmayan, gram pozitif (+) ve katalaz 

negatif (-) basil olan 11 izolatla çalıĢılmıĢtır. Bu izolatlara farklı pH‟ da geliĢim, farklı 

tuz konsantrasyonlarında geliĢim, TSI da üreme, hareketlilik ve hidrojen sülfür oluĢumu 

oluĢumu testleri uygulanmıĢ ve 11 izolattan LAB özelliği taĢıyan 7 adet basil 



75 

 

morfolojiye sahip izolat elde edilmiĢtir. PektaĢ‟ın çalıĢmasında da 136 LAB 

izolatlarından hepsinin H₂S üretmediği bildirilmiĢtir (PektaĢ, 2014). Deney sonuçları 

çizelge 4.4‟ te ayrıntılı olarak verilmiĢtir.  

ÇalıĢmamızın sonraki aĢamasında probiyotik özelliklerin belirlenmesi amaçlanmıĢ 

olup bu 7 izolata hemolitik aktivite, asitte ve safra tuzunda üreme, koagregasyın ve 

otoagregasyon yeteneklerinin belirlenmesi, biyofilm oluĢturma yetenekleri, laktik asit 

üretim miktarlarının tayini, antibiyotik duyarlılıklarının test edilmesi, serbest radikal 

süpürücü etkilerinin belirlenmesi gibi testler çalıĢılmıĢtır.  

Elde edilen sonuçlara göre; 7 izolatın da γ-hemolitik aktivieye sahip olduğu, tüm 

izolatların asit ve safra tuzuna dirençli olduğu belirlenmiĢtir. Laktobasiller üzerinde 

hemolitik aktivitenin belirlendiği birçok çalıĢmada ve Talib ve diğerlerinin 

çalıĢmalarında da laktobasillerin γ-hemolitik aktiviteye sahip olduğunu belirtilmiĢtir 

(Talib, vd., 2019). Asit ve safra tuzuna karĢı dayanıklılık için yapılan çalıĢmalarda 

LAB‟ ların probiyotik olarak kabul edilmeleri için asit ve safra tuzuna dayanıklı 

olmaları gerektiği bildirilmiĢtir (Saboori vd., 2022, Plessas vd., 2017). 

Koagregasyon ve otoagregasyon özellikleri bakımından LAB izolatlarının 

agregasyon yeteneğine sahip olması, hücrelere yapıĢma ve kolonizasyonu sağlamak 

açısından probiyotik özellikler bakımından öneme sahiptir. Hücresel yapıĢma kabiliyeti 

konakçı hücre ile bakteri arasındaki etkileĢimi etkilemektedir. Bunun, probiyotik 

özelliklerin gösterilebilmesi için gereken hücre miktarına ulaĢmasından kaynaklandığı 

düĢünülmektedir. Otoagregasyon in vitro kolonizasyonunu ve in vivo olarak da bir 

probiyotiğin GIS‟ te kalıcılığını arttırmaktadır. Patojen mikroorganizmalar ile 

probiyotik bakterilerin koagregasyon yeteneğinde olması, enfeksiyonlardan korunmayı 

kolaylaĢtırmaktadır (Goh ve Klaenhammer, 2010; Okochi vd., 2017). Otoagregasyon ve 

koagregasyon yeteneklerine göre; LAB izolatlarının otoagregasyon değerleri 1.4.1 

(FLS) %3,8 ile 1.4.2 (FLS) %46.22 arasındaki olduğu belirlenmiĢtir. Koagregasyon 

değerleri açısından ise; izolatlardan E. coli ATCC 35298 test bakterisi üzerinde en 

düĢük %34.4 olarak 2.4.3(F) izolatında görülürken, en yüksek koagragasyon değeri 

%64.5 olarak 2.A.4(F) izolatında bulunmuĢtur. Ġzolatlardan S. aureus ATCC 25923 test 

bakterisi üzerinde en düĢük %36.2 olarak 1.4.3 (F) izolatında görülürken, en yüksek 

koagragasyon değeri %73.7 olarak 2.4.5 (F) izolatında bulunmuĢtur. Elde edilen 
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koagregasyon sonuçlarına göre; tüm izolatların koagresagyon yeteneklerinin olduğu 

belirlenmiĢtir. 

Biyofilm oluĢturma kabiliyeti açısından değerlendirilen LAB izolatlarında farklı 

sonuçlar elde edilmiĢtir. Ġzolatların biyofilm oluĢturma yetenekleri 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 olacak Ģekilde sırasıyla “zayıf, orta, 

güçlü, zayıf, zayıf, zayıf, orta” olarak belirlenmiĢtir. Biyofilm oluĢumu gözlenen LAB‟ 

lar içerisinde ise daha çok “zayıf biyofilm üreten” suĢların olduğu sonucuna varılmıĢtır. 

Arena ve diğerleri tarafından yapılan bir çalıĢmada LAB‟ ların bağırsak yüzeylerine 

tutunma yeteneklerinin genetik olarak pili varlığı ile karakterize edildiği bildirilmektedir 

(Arena vd., 2017). Er‟ in yapmıĢ olduğu çalıĢmada ise; 138 izolattan 77 tanesinin 

biyofilm oluĢturmadığı (-), 26 tanesinin zayıf derecede (+), 12 izolatın orta derecede 

(++) ve 23 izolatın ise yüksek derecede (+++) biyofilm oluĢturma yeteneğine sahip 

olduğu belirlenmiĢtir (Er, 2016). 

Laktik asit üretim miktarlarının bbelirlendiği deney sonuçlarında en yüksek laktik 

asit üretimi %2.52 laktik asit miktarı ile 2.4.3(F) kod numaralı LAB izolatı iken, %2.16 

laktik asit miktarı ile 2.4.5(F)kod numaralı LAB izolatı en düĢük miktarda laktik asit 

üretme yeteneğine sahip olduğu görülmüĢtür. Laktik asit üretimi ortam pH‟ sını 

düĢürerek asidik bir ortam oluĢturmaktadır ve bu sayede patojen bakterilerin üremesine 

engel olmaktadırlar.  

LAB‟lerinin laktik asit üretim miktarlarının araĢtırıldığı çalıĢmalarda her LAB 

suĢunun kendine özgü miktarda laktik asit ürettiği bildirilmiĢtir. LAB‟ların probiyotik 

özellikleri suĢa özgüdür, her suĢa göre değiĢkenlik göstermektedir (Monteagudo-Mera 

vd., 2012). 

Serbest radikal süpürücü etki bakımından değerlendirilen LAB izolatlarının 

liyofilize postbiyotikleri ile yapılan % antioksidan aktivite deney sonuçları 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) olacak 

Ģekilde sırasıyla %86.2, %85.4, %85.7, %85.1, %85.1, %88.8, %86.7 olarak 

hesaplanmıĢtır. 

LAB‟ ların antioksidan aktivitesinin bulunmasının probiyotik olma açısından 

önemli olduğu düĢünülmektedir ve LAB‟ ların hücre yüzey yapılarının laktik asit, asetik 

asit gibi ürettikleri organik asitlerin ve SCFA‟ ların serbest radikal oluĢumunu azalttığı 
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bilinmektedir. (Cheng vd., 2009; Wang vd., 2017). Diker‟ in yaptığı çalıĢmada L. 

rhamnosus suĢlarının antioksidan aktivite değerleri %51-88 arasında, ortalama %72.4 

olarak bulunmuĢtur (Diker, 2019). 

Antibiyotik duyarlılıkları açısından test edilen LAB izolatlarının antibiyotik 

duyarlılıkları ise Ģöyledir; tüm LAB izolatlarının Kanamisin sülfat 8324 ve vankomisine 

dirençli olduğu gözlenirken, Nifuroksazid, Aminopenisilin G ve Streptomisin 56501 

antibiyotiklerine karĢı yüksek oranda dirençli oldukları gözlenmiĢtir. Novobiosin, 

Kloramfenikol, Siproflaksasin, Sefalotin C4520‟ e 1-8 µg/mL konsantrasyon aralığında 

değiĢkenlik göstermekle birlikte, Ampisilin, Penisilin G, Eritromisin E6376, Eritromisin 

A2275‟ e duyarlı oldukları belirlenmiĢtir. Yapılan çalıĢmalarda laktobasillerin; 

basitrasin, gentamisin, siprofloksasin, kanamisin, streptomisin ve vankomisine karĢı 

yüksek derecede doğal dirence sahip oldukları, penisilin ve ampisilin gibi hücre duvarı 

sentezini inhibe eden antibiyotiklere karĢı ise duyarlı oldukları bildirilmiĢtir (Danielsen 

ve Wind, 2003; Shao vd., 2015).  

ÇalıĢmalarımız kapsamında kolostrumdan izole ettiğimiz probiyotik özellikleri 

taĢıyan 7 LAB izolatının antimikrobiyal etkileri belirlenmiĢtir. Bu 7 izolatın liyofilize 

süpernatantarı postbiyotik olarak kullanılmıĢ ve mikrobroth dilüsyon yöntemiyle MĠK 

değerleri belirlenmiĢtir.  

MĠK değerleri çizelge 4.14‟ te belirtildiği gibi E.coli ATCC 35218 suĢuna karĢı tüm 

liyofilize süpernatantların 15 mg/mL konsantrasyonda etkili olduğu, S.aureus ATCC 

25923 suĢuna karĢı 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 olduğu ve diğer LAB liyofilize postbiyotiklerinin ise 20 

mg/mL konsantrasyonunda etkili olduğu, E.faecalis ATCC 51299 suĢuna karĢı 

1.3.1(FLS), 1.4.1(FLS) ve 2.4.3(FLS) kodlu LAB liyofilize postbiyotiklerinin 5mg/mL 

konsantrasyonda etkili olduğu ve diğer izolatların ise 10 mg/mL konsantrasyonunda 

etkili olduğu, P. aeruginosa ATCC 27853 suĢuna karĢı 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 postbiyotiğinin 20 mg/mL konsantrasyonda etkili olduğu ve diğer 

LAB liyofilize postbiyotiklerinin ise 25 mg/mL konsantrasyonunda etkili olduğu, 

L.monocytogenes ATCC 764 suĢuna karĢı 1.3.1(FLS), 1.4.3(FLS) ve 2.4.5(FLS) kodlu 

LAB liyofilize postbiyotiklerinin 15mg/mL konsantrasyonda etkili olduğu ve diğer 
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izolatların ise 20 mg/mL konsantrasyonunda etkili olduğu, S.typhimurium ATCC B-

4420 suĢuna karĢı 1.4.2(FLS) ve 2.4.5 (FLS) kodlu LAB liyofilize postbiyotiklerinin 

etkisiz olurken, 13.1(FLS) kodlu LAB liyofilize postbiyotiğinin 15 mg/mL 

konsantrasyonda etkili olduğu ve diğer LAB liyofilize postbiyotiklerinin ise 20 mg/mL 

konsantrasyonunda etkili olduğu, K.pneumoniae ATCC 700603 suĢuna karĢı ise  

1.4.2(FLS), 1.4.3(FLS) ve 2.4.3 (FLS) kodlu LAB liyofilize postbiyotiklerin etkisiz 

olurken, diğer LAB liyofilize postbiyotiklerinin ise 20 mg/mL konsantrasyonunda etkili 

olduğu belirlenmiĢtir. 

Lactobacillus suĢlarının antimikrobiyal aktivitelerinin, değiĢen antipatojen maddelerin 

sentezlenmesine bağlanabildiği bilinmektedir. Bu maddeler bakteriyosinler, H2O2 ve 

organik asitler (laktik ve asetik asitler) gibi farklı maddeler olabilmektedir. 

Probiyotiklerin sağlık yararları arasında patojenleri inhibe etme özelliği en önemli 

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

Haghshenas ve diğerleri tarafından yapılan bir çalıĢmada 17 LAB izolatının 15' 

tanesinin orta düzeyde antimikrobiyal aktivite gösterdiği, iki izolatın (L. paracasei 19M 

ve L. casei 25C) herhangi bir antagonistik aktivite göstermediği belirlenmiĢtir 

(Haghshenas vd., 2015). 

LAB liyofilize postbiyotik konsantrasyonlarının sitotoksik etkileri Caco-2 hücre 

hattı üzerinde MTT yöntemiyle belirlenmiĢ ve IC50 değerleri çizelge 4.17‟ de 

verilmiĢtir. LAB liyofilize postbiyotiklerinin IC₅₀ değeleri 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) için sırasıyla 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 belirlenmiĢtir. 

Daha çok geç apoptoz da etkili olduğu görülen LAB liyofilize postbiyotiklerinin 

apoptotik etkileri çizelge 4.18‟ de ayrıntılı olarak verilmiĢtir. Caco-2 hücrelerinin 24 

saat liyofilize postbiyotikler ile (IC₅₀) muamele edilmesi sonucu; 1.3.1(FLS) 

postbiyotiğinin hücrelerin %24.1‟ de apoptoza neden olduğu, 1.4.1 (FLS)  

postbiyotiğinin hücrelerin %20.9‟ de apoptoza neden olduğu, 1.4.2(FLS) 

postbiyotiğinin hücrelerin %20.3‟ de apoptoza neden olduğu, 1.4.3(FLS)  

postbiyotiğinin hücrelerin %20.9‟ da apoptoza neden olduğu, 2.A.4(FLS) 

postbiyotiğinin Caco-2 hücrelerinde %23.2„ de apoptoza neden olduğu, 2.4.3(FLS) 
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postbiyotiğinin hücrelerin %20.3‟ de apoptoza neden olduğu, 2.4.5(FLS) 

postbiyotiğinin ise; %24.9‟ de apoptoza neden olduğu belirlenmiĢtir. 

Yapılan bir çalıĢmada ise; türe özgü bir Ģekilde aktivite gösteren bazı 

probiyotiklerin, tümör insidansını, tümör boyutunu ve tümör sayısını azalttığı veya 

kanser öncesi lezyonları (aberran kript odakları) önlediği görülmüĢtür. KK (kolerektal 

kanser)‟ nın önlenmesi üzerindeki etki, enflamasyonun baskılanması ve erken tümör 

hücrelerinin apoptozunun arttırılması gibi çeĢitli mekanizmalarla iliĢkilendirilmiĢtir 

(Fong vd., 2020). 

Yapılan birçok çalıĢmada probiyotik özellikli LAB‟ ların kanseri önleme ve tedavi 

etmede etkili olduğu görülmüĢtür ve bu tez kapsamında 7 izolattan elde edilen liyofilize 

postbiyotiklerin Caco-2 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkilerine bakılmıĢ ve daha sonra 

apoptotik etkileri incelenmiĢtir. 7 izolattan 5 tanesi laktik asit miktarı, antimikrobiyal 

aktivite, antioksidan aktivite, MTT yöntemi ve apoptozis çalıĢmalarında yüksek aktivite 

göstermiĢ ve Lactacaseibacillus rhamnosus olarak moleküler yöntemlerle 

tanımlanmıĢtır. Kolostrum, probiyotiklerin eldesi için çok değerli bir kaynaktır. Ġzole 

edilen probiyotik bakterilerin ve liyofilize postbiyotiklerin ileri moleküler yöntemler 

kullanılarak farklı protein ve gen düzeyinde aktiviteler açısından değerlendirilmesi 

gelecekte planlanan çalıĢmalar arasındandır. Postbiyotikler, probiyotiklere kıyasla sahip 

oldukları üstün özellikler nedeniyle gelecekte gıda, kozmetik ve takviye edici 

preparatlar olarak hayatımızda çok önemli roller üstleneceklerdir. Bu tez çalıĢmasında 

elde edilen sonuçlar postbiyotiklerin biyolojik aktivitelerini belirleme açısından önemli 

bir tez olup, devamında oluĢacak yeni tezler ve projeler literatüre önemli katkılar 

sağlayacaktır. 
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