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OZET

HERNIARIA GLABRA L. BITKiISINDEN PROBIYOTIK OZELLIKLi BAKTERI
IZOLASYONU, KARAKTERIZASYONU VE BU BAKTERILERIN IN VITRO
YARA IYILESTIRME OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Aysenur YILMAZ

Diizce Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dal1
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dog. Dr. Serpil UGRAS
Haziran 2023, 63 sayfa

Probiyotikler, immiinomodiilator, antikanserojen, enfeksiyon Onleyici, patojen
baskilayici gibi iistiin 6zellikleri sebebiyle, yeni probiyotik adaylarin kesfi terapdtik
acidan 6nem tagimaktadir. Bu baglamda, bu ¢alismada yeni probiyotik adaylarinin tespit
edilmesi amaclanmistir. Probiyotik adayi bakteri eldesinde H. glabra bitkisi tercih
edilmistir. Oncelikle bitkiden bakteri izolasyonu ve izole edilen bakterilerin 16s rRNA
dizilemesi ile molekiiler diizeyde tanimlanmasi, ardindan tercih edilen bakterilerin
probiyotik karakterizasyonu ve hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 ile yara iyilestirme etkisi
analiz edilmistir. Bu calismalarin sonucunda, iki Oonemli laktik asit bakterisinin
[Enterococcus mundtii (E. mundtii) AF1 ve Pediococcus pentosaceus (P. pentosaceus)
AF2] karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Iki bakterinin de gastrointestinal sistem
(GIS) kosullarina olduk¢a dayanikli olduklar: tespit edilmistir. Giivenilirlik testlerininde
iki bakterinin y-hemolitik aktiviteye sahip olduklar1 ve genel olarak test edilen
antibiyotiklere karsi duyarli olduklar1 tespit edilmistir. Bakteri siipernatantlarinin
antimikrobiyal metobolit igcerme yetenekleri agar kuyu diflizyon yontemi ile
degerlendirilmis ve E. mundtii bakterisinin B. subtilis, K. pneumoniae ve Y.
pseudotuberculosis bakterisine karsi, P. pentosaceus bakterisinin ise E. coli, B. subtilis,
P vulgaris, S. typhimurium, P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. cloacae ve Y.
pseudotuberculosis bakterisine karst inhibisyon aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Otoagregasyon degerleri P. pentosaceus i¢in % 73,44 ve E. mundtii i¢in % 72,46 olarak
hesaplanmistir. P. pentosaceus drneginin E. coli ve L. monocytogenes bakterilerine karst
koagregasyon degerleri % 56,8 ve %57,38 ve E. mundtii 6rneginin ise % 70,77 ve %
63,78 olarak hesaplanmistir. Son olarak hiicre kiiltiirii ortaminda (L929 hiicre hatti) in
vitro olarak olusturulan yara iizerinde izolatlarin iyilestirme etkisi test edilmis ve
probiyotik aday1 bakterilerin yara kapanmasini tesvik edici iyilesme aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir. Bu ¢alisma E. mundtii AF1 ve P. pentosaceus AF2 bakterilerinin giiclii
probiyotik adaylar olarak kullaniminin degerlendirilebilecegini ortaya ¢ikarmaistir.

Anahtar Sozciikler: FEnterococcus mundtii, Herniaria glabra L., Pediococcus
pentosaceus, Probiyotik, Yara iyilestirme
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ABSTRACT

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF PROBIOTIC BACTERIA FROM
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Discovery of new probiotic candidates is therapeutically important because of their
superior properties such as probiotics, immunomodulators, anticarcinogens, anti-
infectives, and pathogen suppressors. In this context, it was aimed to identify new
probiotic candidates in this study. H. glabra plant was preferred to obtain probiotic
candidate bacteria. First of all, bacterial isolation from the plant and identification of
isolated bacteria at molecular level by 16s rRNA sequencing, then probiotic
characterization of preferred bacteria and their wound healing effect were analyzed by
cell culture studies. As a result of these studies, the characterization of two important
lactic acid bacteria [Enterococcus mundtii (E. mundtii) AF1 and Pediococcus
pentosaceus (P. pentosaceus) AF2] was performed. It has been determined that both
bacteria are quite resistant to gastrointestinal system (GIS) conditions. In the safety
tests, it was determined that two bacteria had y-hemolytic activity and were generally
sensitive to the tested antibiotics. The ability of bacterial supernatants to contain
antimicrobial metabolites was evaluated by agar well diffusion method, and E. mundtii
bacteria against B. subtilis, K. pneumoniae and Y. pseudotuberculosis bacteria, and P.
pentosaceus bacteria E. coli, B. subtilis, P. vulgaris, S. typhimurium, P. aeruginosa, K.
pneumoniae, E. cloacae and Y. pseudotuberculosis bacteria were determined to show
inhibition activity. Autoaggregation values were calculated as 73.44 % for P.
pentosaceus and 72,46 % for E. mundtii. Coaggregation values of P. pentosaceus
sample against E. coli and L. monocytogenes bacteria were calculated as 56,8 % and
57,38 %, and E. mundtii sample as 70,77 % and 63,78 %. Finally, the healing effect of
isolates on the wound formed in vitro in cell culture medium (L929 cell line) was tested
and it was determined that probiotic candidate bacteria showed wound -closure
promoting healing activity. This study revealed that the use of E. mundtii AF1 and P.
pentosaceus AF2 bacteria as potent probiotic candidates can be evaluated.

Keywords: Enterococcus mundtii, Herniaria glabra L., Pediococcus pentosaceus,
Probiotic, Wound healing
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1. GIRIS

Probiyotikler; giinliik yasamimizda devamli i¢ ice oldugumuz, bagirsak floramizda aktif
olarak yer alan dost bakteri sinifin1 icermektedir. Probiyotiklerin ilk olarak 1953'te
Werner Kollath tarafindan ortaya ¢ikarildig1 bilinse de terim olarak ‘Probiyotik' ilk kez
1965 yilinda Lilly ve Stillwell tarafindan 'bir mikroorganizma tarafindan salgilanan ve
digerinin biliylimesini uyaran maddeleri' tanimlamak ic¢in kullanilmistir. Takip eden
yillarda Parker (1974) probiyotikler icin ‘bagirsak mikrobiyal dengesine katkida
bulunan organizmalar ve maddeler’ tanimini yaparken, Salminen ve ark. (1998) bu
mikroorganizmalar1 ‘sagliga faydali canli bakteri igeren gida' olarak belirtmistir.
Marteau ve ark. (2001) i¢in ise bu canlilar 'saglik tizerinde yararh etkisi olan mikrobiyal
hiicre preparatlar1 veya mikrobiyal hiicrelerin bilesenleri' olarak belirtilmistir. Yillar
icerisinde degisim gosteren bu gibi pek ¢ok modernize edilmis probiyotik tanimlamasi
mevcuttur. Ancak giincel olarak kabul edilen ve Diinya Saglik Orgiiti (WHO)
tarafindan yapilan tanima gore probiyotikler, “yeterli miktarlarda uygulandiginda
konakg¢iya saglik yarar1 saglayan canli mikroorganizmalardir” ve kelime olarak ‘yasam

icin’ anlamina gelmektedir [1], [2].

20. yiizyilin baslarina kadar tam olarak aydinlatilamayan bagirsak mikrobiyotasi
caligmalan ile birlikte probiyotiklerin de asil arastirma tarihi 1900’li yillarin bagina
dayanmaktadir. Paris’teki Pasteur Enstitiisii'nde c¢alismalarimi siirdiiren Nobel odiillii
Elie Metchnikoff bu alandaki Oncii calismalariyla bilinir. Metchnikoff, bu
mikroorganizmalarin insan sagligi lizerindeki etkilerine yonelik yaptigi ¢alismalarla
‘probiyotik kavraminin’ olugmasinda ©6nemli rol oynamaktadir. Bu kapsamda
Metchnikoff, saglik ve uzun Omiirliiliigli yogurtta bulunan bakterilerin yutulmasina
baglamistir. Bunun yami sira insan ve probiyotik iligkisi yukarida bahsedilen bilimsel
tarihten daha eskiye, milattan oncesine uzanmaktadir. Tam olarak insanlarin fermente
gida ile tanigma tarihi bilinmiyor olsa da eski Misir kalintilarina bakildiginda, gliniimiiz
Orta Dogu'sunda hala yaygin olan fermente siit iiriinlerinin de MO 3500 gibi erken bir

tarihte kullanimda oldugu goriilmektedir [3], [4].



Giinliik yasamimizda da genel olarak fermente gidalar ile tanidigimiz probiyotikler, siit,
yogurt, peynir, tursu, bira, tereyagi, sarap ve boza gibi besinlerde bulunur. Sikca
tikketilen bu fermente gidalarin icerigindeki probiyotiklerin saglk tizerindeki etkisine
yonelik pek c¢ok arastirma yapilmistir. Bu baglamda yapilan arastirmalarla
probiyotiklerin pozitif etkilerine bakildiginda; laktoz intoleransi semptomlarinin
hafifletilmesi ve rotaviriis ishalinin kisaltilmasi, Helicobacter pylori enfeksiyonlarini
Oonleme gibi ozellikleri artik yaygin olarak bilinen olumlu etkileri olarak goriilmektedir.
[5]. Bununla birlikte serum kolesterol diizeyi ve kan basincinin azaltilmasi gibi pek ¢cok
etkileri de kanitlanmistir [6]. Ayn1 zamanda probiyotiklerin immiinomodiilasyon
Ozellige sahip olduklar bilinmektedir. Bu baglamda, probiyotikler bagisiklik sistemi
hiicrelerinin aktivasyonunu ve sitokin salini ile karakterize edilen bagisiklik tepkisini
arttirmaktadir. Probiyotikler konakta epitel ile etkilesime girerek bagisiklik hiicrelerini
enfeksiyon bolgesine migrasyonunu saglamakta ve bagisiklik belirteglerini
indiiklemektedir [7]. Bu baglamda probiyotik bakterilerin immiinoglobulin {iretimini de
modiile ettigi gosterilmistir. Yapilan caligmalar ile IgA iireten hiicrelerin sayisindaki
artigin probiyotik organizmalar tarafindan indiiklendigi ortaya ¢ikarilmistir [8], [9], [10].
Bununla birlikte, probiyotikler immiinomodulasyon 6zellikleriyle antikanserojen etki de
gosterebildikleri tespit edilmistir. Bu baglamda, probiyotikler karsinogenezin
Oonlenmesinde onemli rol oynayan antiinflamatuar sitokinlerin liretimini artirmakta veya
azaltabilmektedir. Ayrica probiyotikler erken evre kanser hiicrelerini hem yok etmek
icin fagositleri aktive edebilmekte hem de kanser hiicrelerinin tutunma ve c¢ogalma
ozelliklerini 6nleyebilmektedir [11]. Aym1 zamanda probiyotiklerin kadin iirogenital
sistem ve mesane enfeksiyonlarin1 onlemeye yonelik etkili sonuglar sunduklari da
kanitlanmigstir [12]. Sayilan tiim etkileriyle birlikte probiyotik temelli tedavi yaklagimi,
diger antibiyotik kullanimi, immiinosiipresif tedavi ve 1simmlama gibi yoOntemlerin
bilesimde degisikliklere sebep olabilme ve gastrointestinal sistem (GIS) mikrobiyotasi
tizerinde bir etkiye sahip olabilme ihtimallerine karsin daha cekici atfedilmektedir. Bu
gibi faydali etkilerinden dolay1 probiyotiklerin, takviye olarak kapsiil seklinde yogurt
mayasi, slit ve siit lriinleri tiretimi i¢in starter kiiltiir olarak kullanimlari, bagisiklik
destekleyici olarak alinmalari, sentezledikleri bakteriyosinlerle raf Omriinii uzatma
amacityla kullanimlart ve kapsiil formlarinin kalin bagirsak enfeksiyonu dnleyici olarak
kullanimlar1 bulunmaktadir [13], [14]. Tiim bu etkilerine ek olarak probiyotikler,

antibiyotiklerin bilingsiz tiiketimi sonucu saglik agisindan biiylik tehdit olarak
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degerlendirilen antibiyotik direngli patojenlerin miicadelesinde de alternatif tedavi

yontemi olarak degerlendirilmektedir.

Bundan bagka, klinik etkileri ve gilinliik kullanimlarinin yaninda probiyotiklerin in vitro
ve in vivo olarak yara iyilestirme siirecindeki olumlu etkileri de bilinmektedir.
Probiyotikler ayrica toksin reseptdrlerini modifiye etmek ve toksin aracili patolojiyi
bloke etmek i¢in enzimatik mekanizmalar kullanabilir [15]. Asagida Sekil 1.1.1.°de
probiyotiklerin viicuttaki tedavi yaklasimlarina yonelik bazi mekanizmalar tasvir
edilmistir. Sekilde yer alan A mekanizmasinda, probiyotiklerin (PB) ve yiizey tabakasi
proteinlerinin (slp), patojenleri mukozal yilizeylerden rekabetci bir sekilde dislamasi
gosterilmektedir. B mekanizmasinda, probiyotikler sayesinde, zona okliidinler (ZO)-1
ve klaudinl gibi siki baglantili proteinlerin bozulmadan kalir ve bdylece hem
bozulmamis makromolekiillerin alimi hem de canli organizmalarin mezenterik lenf
diigiimlerine translokasyonunu Onlenmesi gosterilmektedir. Mekanizma C de
probiyotiklerin, niikleer faktor-kappa B (NF-xB), transkripsiyon faktorii, interferon-y
(IFNy) ve mitojenle aktive olan protein kinazlarin (MAPK) c¢ekirdegine aktivasyonu ve
translokasyonu bloke etmek i¢in sinyal iletim yollarin1t modiile etme yetenegine sahip
oldugu gosterilmektedir. D mekanizmas1 ise probiyotiklerin, bir dizi sinyallesme
yoluyla, doniistiiriicii biiylime faktorii-p (TGF-B) ve interlokin-10 (IL 10) dahil olmak
lizere anti-inflamatuar sitokinlerin iiretimini ve salgilanmasini, T diizenleyici hiicreler
olarak adlandirilan bagisiklik hiicresi tarafindan artirabilecegi gdstermektedir. Ek
olarak, immiinoglobin A (sIgA) dahil olmak iizere, immiin globulinlerin artan tiretimini
saglayabilmektedirler. Probiyotiklere dogustan gelen bagisiklik yanitlari, goblet
hiicreleri (G) tarafindan artan miisin iiretimini ve Paneth hiicreleri (PC) ile bagirsak

epiteli tarafindan gelistirilmis antibakteriyel defensin iiretimini icermektedir.
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Sekil 1.1.1. Probiyotiklerin gastrointestinal sistem sagligi tizerindeki iyilestirici

potansiyellerine dair mekanizma tasviri. P, patojen; DC, dendritik hiicre; TC, lenfosit
[16].

Yukarida sayilan faydali etkileri goz oniine alindiginda probiyotikler; insan sagligi
acisindan antibiyotiklere alternatif tedavi ajanlari, saglik acgisindan vazgecilmez
koruyucu unsurlar ve gida endiistrisinde lezzet kaynagi olarak kabul edilmekte ve

hayatimizin bir parcast olmaya devam etmektedir.

1.1. PROBIYOTiK KAYNAKLARI

Mevcut probiyotik kaynaklarin insanlar i¢in giinliik diyette siit, peynir ve yogurt gibi siit
iriinlerinden olustugu, hayvanlar icin ise kendi sindirim yollarinin en iyi kaynaklar
oldugu goriilmektedir [17], [18]. Ornegin fermente bir siit iiriinii olan kefir iceriginde
laktik asit bakterileri (LAB) bulunduran giiclii bir probiyotik kaynak olarak
goriilmektedir [19]. Bunlarin  yam1 swa yapilan calismalar ile probiyotik
mikroorganizmalarin; meyve sulari, tahillar ve bal petegi gibi farkli kaynaklardan da
elde edilebilecegi ortaya cikarilmistir [20], [21], [22]. Yapilan bir ¢alismada meyve

sularinda en yaygin tir Lactobacillus plantarum bulunurken, domateslerde ise
4


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/fermented-milk

Leuconostoc mesenteroides bakterisinin en yaygin bulunan tiir olarak ifade edilmektedir
[20]. Dev bal arilarimin balinda taranan izolatlarin ¢ogu, basta Lactobacillus kunkeei
olmak tizere Lactobacillus spp. olarak bulunmustur [22]. Bu gibi siit {irtinleri disindaki
kaynaklardan da probiyotikler elde edilmektedir. Bu kaynaklar yukarida 6rneklendigi
lizere, siit lirlinii olmayan fermente edilmis yiyecek ve igcecekleri ya da taze meyve ve

sebzeler gibi siit iirlinli olmayan ve fermente olmayan besinleri de kapsamaktadir [23].

Bununla birlikte, literatiire bakildiginda bitkilerin de probiyotik kaynagi olabilecegine
dair birgok caligma bulunmaktadir. Bitki yilizeylerinde veya dokularinda konaklayabilen
mikroorganizmalar i¢in bu ortamlar besin tedariki acisindan c¢ekici bir barinak
olmaktadir. Bu kapsamda bitki ile mutualist bir etkilesim i¢inde olan bazi bakteriler
patojenlerle rekabet, bitkiyi don olaylarina kars1 koruma gibi bitki sagligi agisindan da
faydal etkiler sunmaktadir [24]. Bitki ile bu gibi etkilesimler i¢inde olan bazi bakteriler
arasinda probiyotik potansiyeli ihtiva eden tiirlerin mevcut oldugu goriilmektedir.
Ornegin bitki mikrobiyatasini aydinlatmaya yonelik galismalar incelendiginde, yapilan
bir calismada papaya (Carica sp.), manyok (Manihot sp.), seker kamis1 (Saccharum
sp.), yam (Dioscorea sp.) ve taro (Colocasia sp.) gibi bitkilerin yapraklarindan
Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecalis, Lactobacillus paraplantarum ve
Weissella paramesenteroides izole edilmis ve bu bakterilerin probiyotik potansiyeli
ortaya c¢ikarilmistir [25]. Farkli bir caligmada asma bitkilerinin {lizim, yaprak ve
topraklarindan bakteri topluluklari izole etmistir. Izole edilen bakterilerin &zellikle
yaprak ve tiziim kisimlarinda en yaygin olarak Pseudomonas ve Sphingomonas cinsleri
oldugu belirtilmistir [26]. Bitki kaynakli probiyotik mikroorganizma eldesine ornek
diger bir ¢alismada, muz, ananas ve papayanin bitki yapraklarindan pek cok LAB susu

izole edilmistir [27].

Bahsedilen literatiirlere paralel olarak bu ¢alismada da bitkisel kokenli kaynak araciligi
ile probiyotik bakteri eldesi amacglanmistir. Calismada yerel halk tarafindan yogurt
yapiminda kullanildig: bildirilen Herniaria glabra L. bitkisi probiyotik bakteri kaynagi

olarak sec¢ilmistir.

1.1.1. Herniaria glabra L.

Herniaria glabra L. bitkisi Caryophyllaceae familyasina ait bir bitkidir. Tek yillik veya

cok yillik bir bitki olup, sarims1 yesil bir renge sahiptir. Sekil 1.2.°de goriildiigii gibi,

tilysiiz veya ince tiiylii olarak yayilim gosteren saplar 5-18 cm boylarindadir. Temmuz
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ve agustos aylarinda agan bitki ¢igekleri hermafrodit (hem erkek hem de disi lireme
organi bulunduran bitki) 6zellige sahiptir. Bitki yiizeyinde 8-10 adet olacak sekilde
kiimelenmis halde bulunmaktadir. Ince uzun yapraklar eliptik veya oval bir yapi
gosterip 3-7 x 1-3 mm ¢apindadir. Bitki kokleri yatay yayilim gostermektedir [28],
[29].

Sekil 1.2. Herniaria glabra L.

Bitki kumlu, killi ve tinli topraklarda yetismeye elverislidir. Gilinesli bdolgelerde
yetisebilmesinin yani sira yari golge ortam sartlarinda da yetisebilmektedir. Bitkinin
cografi yelpazesine bakildiginda kuzeyde Finlandiya ve Isve¢'ten doguda Bat1 Sibirya'ya
ve giineyde Iran'a kadar uzandig1 gériilmektedir [30]. Afrika Asya, Avrupa ve Kuzey
Amerika gibi pek ¢ok cografyada farkli iilkede de yetisebilmektedir.

Pek ¢ok iilkenin resmi tibbinda kullanilan Herniaria glabra bu baglamda yapilan
arastirmalarda idrar yolu enfeksiyonu [31], diyabet, hipertansiyon [32], iirolitiyazis [33]
gibi hastaliklarda olumlu etkileri kanitlanmis bir bitkidir. Ayn1 zamanda farmakolojik
istiin niteliklerinin yani sira Bolu’nun Kibriscik ilgesinde yerel halk tarafindan yogurt
mayast olarak kullanildig1 bildirilmekte ve bu 6zelligi konakgist olabilecegi bakteriler

konusunu daha da dikkat ¢ekici hale getirmektedir.

1.2. PROBIYOTIiK BAKTERILERIN GENEL OZELLIKLERI

Laktik asit bakterileri (LAB) ilk olarak 1907'de kaydedilmis olup baslangic kiiltiirleri
olarak kullanilmakta ve uzun siiredir gida katki maddeleri ile saglhig: gelistiriciler olarak
uygulanmaktadirlar [34]. Ancak giliniimiizde insanlar ve endiistri i¢in kullanilan

probiyotiklerden daha fazlasi ve cesitlisi 6nem arz etmektedir. Bu nedenle,
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probiyotiklerin uygulama spektrumunu ve bunlarin gida ve tarimdaki uygulamalarini
zenginlestirmek icin farkli probiyotiklere ihtiyag¢ duyulmaktadir. Bir bakterinin
probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in bir takim 6nemli o6zelliklere sahip olmasi

gerekir. Bu ozellikler arasinda;

» Patojenik olmamalari,

» Toksin liretmemeleri,

» Gastrointestinal sistem kosullarina direngli olmalar1 (disiik pH, safra tuzu, pepsin,
pankreatin),

» Konak canlida bagirsak hiicrelerine adhezyon gosterebilmeleri,

» Antibiyotiklere duyarli olmasi gerekmektedir [35].

Probiyotik olarak degerlendirilen mikroorganizmalar arasinda Lactobacillus tiirleri en
sik kullanilan tiirlerdir. Bunun yanisira Lactococcus, Bifidobacterium, Pediococcus,
Saccharomyces, Streptococcus, Propionibacterium, Bacillus ve Enterococcus cinslerinin
bazi tiirleri de probiyotik olarak degerlendirilen bakteriler arasinda yer almaktadir [36].
Bu baglamda, bu ¢alismada probiyotik cinsler igerisinde yukarida siralanan E. mundtii

ve P. pentosaceus tiirlerinin karakterizasyonu gergeklestirilmistir.

1.2.1. Enterococcus mundtii

Probiyotik tiirler arasinda yer alan Enterococcus spp. daha Onceleri Streptococcus
cinsinin bir parcasi olarak kabul edilse de patojenitenin yan1 sira pek ¢cok faydal etkileri
de bulunan bu mikroorganizmalar ayr1 bir baslik altinda ele alinmaktadir [37]. Laktik
asit bakterileri grubuna dahil olan enterokoklar 20’den fazla tiir igerip ¢esitli yararh
etkilere sahip olduklart gériilmektedir. Su, toprak, fermente gidalar ve siit iiriinleri gibi
cok cesitli konakg¢ida ve bagirsak mikrobiyotasinda biiyilik ol¢iide degistirilmis tiyeleri
caglar boyunca evrimlesmistir. E. faecium ve E. faecalis gidalarda en yaygin bulunan
tiirlerdir. Ayn1 zamanda yiiksek asit ve tuz tolerans1 nedeniyle enterokoklar siit iirtinleri

sektoriinde baslangig kiiltiirleri olarak gida fermantasyonlari i¢in kullanilabilmektedir.

Enterokoklarin organik asitler, hidrojen peroksit ve enterosinler olarak adlandirilan
antibakteriyel peptitler (bakteriyosinler) iirettikleri bilinmektedir [38]. Bu grubun bir
iiyesi olan E. mundtii ise % 38 ila % 39 arasinda degisen diisiikk GC icerigine sahiptir.
Katalaz ve sitokrom-C oksidaz enzimlerinden yoksun olmasinin yam sira, laktik asit

tiretmek i¢in karbonhidrat fermantasyonuna katkida bulunabildigi bildirilmistir.



Fakiiltatif anaerob 6zellikteki bu koklar Sekil 1.3°te de goriildiigii iizere tipik olarak tek

basina, ¢iftler halinde veya zincirler halinde bulunmaktadir.

Sekil 1.3. E. mundtii bakterisinin taramal1 elektron mikrografi (SEM goriintiisii) [39]

Enterokoklar, 60°C’de 30 dakikaya kadar canli kalabilen, spor olusturmayan
bakterilerdir. Cogu tiir, 35-37 °C’de optimum biiyiime gdstermektedir [40].
Enterococcus sp. arasinda E. mundtii ¢ig siit, bitkiler, insan ve hayvan bagirsak yollar
ile iligkilendirilmistir. E. mundtii bakterisinin peynirin olgunlasmasi, aromasi ve lezzet
olusumunda rol oynadig1 ve siit tirlinlerinde 6nemli folat liretimi kaynaklar1 olduklar
bilinmektedir [41], [42]. Niikleotitler, amino asitler, hiicre bdliinmesi gibi pek ¢ok temel
hiicre fonksiyonu icin gerekli olan folat memeli hiicrelerinde {iretilemez [43]. Bu
baglamda gidadaki mevcudiyetleriyle folat eksikliginde ortaya cikabilecek alzheimer
hastaligit ve kalp hastaliklar1 gibi olumsuzluklara karst koruyucu etkilerinden
bahsedilebilmektedir. Ek olarak {irettikleri bakteriyosin metabolitleriyle de anti-
patojenik etki ve gida korumasi islevi gostermektedir [38] [44]. Pseudomonas,
Klebsiella, Clostridium, Acinetobacter ve Lactobacillus vb. bakterilere karsi oldukca
aktif olan Bacterocin ST15 gibi enterosinler lretmektedir [45], [46], [47]. Yapilan
caligmalarda E. mundtii bakterisine ait bakteriyosinlerin ineklerde mastitisin
onlenmesinde kullanildig1 bildirilmektedir. Ornegin bu kapsamda yapilan bir ¢aligmada
E. mundtii H81 bakterisinin S. aureus tarafindan indiiklenen bir fare mastitis modeli
iizerinde koruyucu etkisi aragtirilmistir. Sonuglar, E. mundtii H81'in tarafindan meme
bezi dokusundaki patojenik hasarin iyilestirdiginden inflamatuar hastaliklarin tedavisi

icin makul bir probiyotik referans olarak goriilebilecegini 6ne siiriilmektedir [48].
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1.2.2. Pediococcus pentosaceus

LAB igerisinde yer alan P. pentosaceus, fakiiltatif anaerobik bir bakteri olup kok
seklinde, hareketsiz ve homofermentatif ~ ozelliklere sahiptir [49].
Pediococcus, Lactobacillacea familyasina ait Gram pozitif laktik asit bakterilerinin bir
cinsi olup, Pediococcus acidilactici, P. claussenii, P. dextrinicus, P. damnosus, P.
parvulus, P. inopinatus ve P. pentosaceus tlrlerinden olusmaktadir [51]. Sekil 1.4’de
goriilen P. pentosaceus bakterisinin hayvan biiyiime biyopromotorii ve bir probiyotik

olarak fermantasyonda kullanilabilecegi yapilan bazi ¢alismalar ile kanitlanmistir [52].

SU3S00 10 0KV § 2 110 0 SE

Sekil 1.4. P. pentosaceus bakterisinin taramali elektron mikrografi (SEM goriintiisii)
[50]

Glinlimiizde ise P. acidilactici ve P. pentosaceus tiirlerinin etlerin, sebzelerin, silajin
fermantasyonu ve peynir Uretimi i¢in yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir [53].
Literatlirde, yapilan c¢alismalarda, in vivo olarak kolesterol distiriicii etkisi [54],
immiinomodiilatér etkisi [55] ve anti-enflamasyon etkileriyle P. pentosaceus
bakterisinin bir probiyotik aday olarak degerlendirilebilecegini One siiren kanitlar
bulunmaktadir. Ilave olarak P. pentosaceus bakterisinin Amerika Birlesik Devletleri,
Cin Tayland, Avrupa Birligi, Avusturalya ve Yeni Zelanda’da bir hayvan yemi katki
maddesi olarak onaylandigi bilinmektedir [56]. Ek olarak literatiire bakildiginda,
bakterinin; yiyeceklerin lezzet dinamigi {izerine iyilestirici etkisi [57], [58], biyolojik
biliylime ve depolamay1 tesvik etmesi [59], [60], enflamasyonu engellemek [61], [62],
bazi suslarinda antioksidan etkilerinin dogrulanmasi [63], [64], antikanser oOzellik
gostererek CRC’yi inhibe etmek, panzehir etkisi gostererek toksik maddeleri antagonize

etmek gibi pek ¢ok faydali etkilerinin dogrulandigi gosterilmistir [65].
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1.3. AMAC

Giliniimiizde, probiyotiklerin uygulama spektrumunu genisletmek ve gida, saglik, tarim
gibi uygulama alanlarini zenginlestirmek i¢in farkli bakteri tiirlerinin kesfedilmesi
gerekmektedir [65]. Bununla birlikte, her gecen giin gelisen diinyayla birlikte insan
saglig1 i¢in, halihazirdaki tedavi yontemlerine ek veya daha dinamik farkli potansiyel
tedavi araclarn  gelistirmek olduk¢a elzemdir. Antikanser, antimikrobiyal,
immunomodulator, antioksidan gibi terapotik etkilerinin  yaninda probiyotikleri
fermente edilmis siit iirliinleri disindaki dogal bir bitki kaynagi iizerinden elde ederek
kaynak alternatifi sunmak amaciyla tasarlanan bu caligmada, bulundugu lokasyonda
(Bolu, Kibris¢ik) yerel halk tarafindan yogurt mayalama araci olarak kullanildig: bilinen
Herniaria glabra bitkisinin probiyotik bakteri igeriginin ortaya ¢ikarilmasi

amaclanmistir.
Bu ama¢ dogrultusunda bu ¢alismada sirasiyla;

» Yerel halk tarafindan yogurt yapiminda kullanildig1 bilinen Herniaria glabra L.
bitkisinden bakteri izolasyonun yapilmasi,

> lIzole edilen bakterilerin probiyotik dzelliklerinin incelenmesi,

» Probiyotik potansiyeli olan bakterilerin molekiiler karakterizasyonu,

» Ve giiglii probiyotik adayi olduklari tespit edilen bakterilerin in vitro olarak

olusturulan yara tizerindeki iyilestirici etkisinin gdzlemlenmesi amaglanmastir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. BITKi ORNEKLERININ ELDESI

Bitki ornekleri agustos ayinda Bolu ilinin Kibriscik ilgesinden temin edilerek steril
falkonlar ile laboratuvara tasinmistir. Bitki, Dr. Ogr. Uyesi Didem Ambarli tarafindan
Herniaria glabra L. olarak tanimlanmistir. Ornek yiizeyinden steril swap yardimiyla
dogrudan siiriintii ekim ve yikama ekimi gerceklestirilmistir. Yikama ekim i¢in bitkinin
yapraklar1 boliinerek oncelikle tween 80 ce distile su ile 10 dakika muamele edilmistir.
Daha sonra Ornek 10 dakika sodyum hipoklorit bulunan beherde bekletilmistir.
Ardindan 1 dakika boyunca % 70 etanol ile muamele edilmistir. Son olarak steril su ile
yikanarak ve son yikama sivisi yapilarak De Man Rogosa ve Sharpe (MRS) Agar,
Nutrient Agar, M17 Agar gibi ¢esitli besiyerlerine 100 uL den ekim gergeklestirilmistir.
Ornekler 37 °C de 24 saat inkiibasyona birakilmistur.

2.2. BAKTERI iZOLASYONU VE SAF KULTURLERIN ELDESI

Orneklerin inkiibasyon sonucunda her besiyeri iizerinde gézlenen farkli morfolojideki
kolonileri tespit edilmistir. Bu koloniler ayrilarak saf kiiltiirler elde etmek amaciyla
ayrilarak biiytidiikleri ilgili agar tipinde tekrar ekimleri gerceklestirilmistir. 37 °C de 24
saat inkiibasyonun sonucunda saf kiiltlirler sonraki ¢aligmalarda kullanilmak amaciyla

% 20 lik steril gliserol igerikli besiyerinde -20 °C’ de stoklanmustir.

2.3. IZOLATLARIN MORFOLOJIK KARAKTERIZASYONU

Bakteri 6rneklerinin gram 6zelliklerini belirlemek amaciyla potasyum hidroksit (KOH)
tayini kullanilmistir. Taze olarak hazirlanan % 3 KOH c¢ozeltisinde bir damla steril
pastdr pipet yardimiyla lam iizerine damlatilmistir. Uzerine steril kiirdan yardimmiyla
petriden alinan bakteri 6rnegi koyularak siispanse edilmistir. Eger 6rnek gram negatif
ozellikte bir bakteri ise peptidoglikan tabakasi pargalanarak hiicre icerigi disari
dagilacagindan karisim yogunlasarak yukar1 dogru iplik seklinde bir uzama

gostermektedir. Gram pozitif 6zellikte bir bakteri ise kalin peptidoglikan tabakasindan
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dolay1 potasyum hidroksit ¢ozeltisi sivi formunu korur ve uzama gozlenmemektedir.

[66]. Buradan yola ¢ikarak bakterilerin hiicre duvar 6zellikleri tespit edilmistir.

2.4. IZOLATLARIN MOLEKULER KARAKTERIZASYONU

2.4.1. izolatlarin Genomik DNA izolasyonu

Bakteri 6rneklerinin genomik DNA izolasyonu manuel yontem ile yapilmis olup Pitcher
ve arkadaglar1 (1989) tarafindan agiklanan metoda gore gergeklestirilmistir [67]. Bakteri
ornekleri uygun broth ortaminda ( Nutrient Broth, M17 Broth, MRS Broth) bir giin
onceden 37 °C’de biyiitiilmiistiir. Gece kiiltlirleri DNA izolasyonu i¢in ependorflara
aktarilarak 13.000 rpm’de 3 dakika boyunca santrifiij edilmistir. Ardindan siipernatant
kisimlar1 dokiilerek pellet iizerine tekrar 6rnekler eklenip santrifiij islemi tekrarlanmustir.
Devaminda pellet iizerine 500 uL TE tamponu ilave edilerek ¢oziilmiistiir. Sonra her
tipe 10 pg lizozim ilave edilerek vortekslendi ve 37 °C’de 1 saat bekletildi.
Hiicrelerdeki proteinlerin parcalanmasi i¢in bekleme sonunda her bir 6rnege 50 pL
%10’luk SDS eklenerek 37 °C’de 30 dakika daha beklemeye birakilmistir. Ardindan 3M
0,1 hacimde sodyum asetattan 55 pL ilave edilerek 65 °C’de 30 dakika her 10 dakikada
bir alt {ist edilerek hiicre parcalanmasi gerceklestirilmistir. Uzerine 500 pL
fenol:kloroform:izomil alkol ilave edilmistir. Alt iist edilen 6rnekler 13.000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi. Ust kisimdaki seffaf boliim alinarak yeni steril tiiplere aktarilmistir. Ek
olarak tiiplere 500 pL kloroform eklenir ve alt iist edilerek 13.000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Yine list kisim yeni tiiplere alinarak lizerine 1/10 hacim sodyum
asetat ve 2 hacim % 96’lik etanol ilave edilerek -20 °C’de 45 dakika bekletilerek
beklemenin ardindan 6rnekler 13.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilerek {ist kisimdaki
stvilar bosaltilmistir. Kalan pellete 500 pL % 70’lik etanol (-20°C) eklenerek tekrar
13.000 rpm’de 2 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Ust s1v1 uzaklastirilarak pelletler
acik havada kurutulmustur. Elde edilen DNA pelleti 100 pL distile su (dH20) ile
¢coziilmiistiir. DNA Orneklerinin varligini dogrulamak amaciyla agaroz jel elektroforezi
yapilmistir. Dogrulanan DNA o6rnekleri devam ¢aligmalarinda kullanilmak amaciyla +4

°C' de saklanmustir.
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2.4.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Elde edilen DNA orneklerinin ilk asamada varliini dogrulamak, yapilan devam
calismalariyla PCR sonucunda ise DNA fragment biiyiikliigiinii gérmek adina agaroz jel
elektroforezi yonteminden yararlanilmigtir. Steril bir erlen igerisine 0,4 G agaroz
tartilarak eklenmistir. Uzerine 50ml tampon 1xTAE ilave edilmistir. Karisim kaynayana
dek 1sitilip devaminda soguduktan sonra c¢eker ocak altinda iizerine 5 pL Etidyum
bromiir (EtBr) eklenmistir. Taraklar1 takilmis elektroforez tankina dokiilerek donmasi
beklenerek ardindan tarak yardimiyla jelde olusturulan kuyucuklara DNA yiiklemesi
gerceklestirilmigtir. Yiikleme i¢cin 5 pL loading dye ile 5 pL DNA o6rnegi bir tiipte
hazirlanarak kuyulara yiiklenerek islemin ardindan UV altinda DNA goriintiilenerek
dogrulanmistir. Marker olarak ise Thermo Scientific Gene Ruler 100bp kullanilarak ilk

kuyucuga yliklenmistir.

2.4.3. izolatlarin 16S rDNA Gen Analizleri

Bakteri 6rneklerinin manuel DNA izolasyonu sonucu elde edilen genomik DNA’larinin
16S rDNA bolgesinin ¢ogaltilmasi igin PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) analizi
yapilmistir. Orneklerin PCR analizini gerceklestirmek amaciyla thermal cycler block
(Thermo, 5020) cihaz1 kullanilmis olup hazirlanan 50 uL hacimdeki PCR mix igerigi ve
PCR program sartlar1 agagida verilmistir (Cizelge 2.1, 2.2 ve 2.3). Reaksiyon sonucunda
ornekler yukarida anlatildigr gibi hazirlanan agaroz jel de yliriitiillerek goriintiileme
saglanmigtir. Jele yiiklenen marker (GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, Thermo)
dikkate alinarak DNA molekiil biiytikligi gozlenmistir. PCR 6rnekleri +4 °C’de

muhafaza edilmistir.

Cizelge 2.1. Kullanilan primerler

Ad Uzunluk ™™ GC Dizi
(bp) (°0) Igerigi
(%)
16s rDNA 24 47 38 5-ATT CTA GAG TTT
Forward GAT CAT GGC TCA-3’
16s rDNA 27 59 59 5’-ATG GTA CCG TGT
Revers GAC GGG CGG TGT
GTA-3’
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Cizelge 2.2. PCR reaksiyonunda kullanilan mix icerigi

Icerik Miktar
dH20 36 uL
Tampon 5uL
MgCl; 3uL
Primer R 1,25 uL
Primer F 1,25 uL
dNTP 1 uL
Enzim 0,5 pL
DNA 2 uL
Toplam 50 uL
Cizelge 2.3. PCR program kosullar1
Segment Dongii Sicakhik Siire
Sayisi
1 1 95 °C 2 dakika
94 °C 1 dakika
2 36 50°C 1 dakika
72 °C 2 dakika
3 1 72 °C 5 dakika

2.4.4. Elde Edilen DNA Baz Dizilimlerinin Analizi

Elde edilen DNA fragmentlerin dizilenmesi Letgen Biyoteknoloji (Izmir, Tiirkiye)
tarafindan gergeklestirilmistir. 16S rDNA gen dizilerinin GenBank veri tabanindaki
girislerle karsilastirilmasi i¢in National Center for Biotechnology Information (NCBI)
veri tabanindaki Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) programi kullanilmistir.
Filogenetik analiz Neighbor-Joining metodu kullanilarak MEGA 5 yazilimi ile
gergeklestirilmistir [68].
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2.5. BAKTERIYAL iZOLATLARIN PROBIYOTIK OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI

2.5.1. Diisiik pH Toleranslarinin Belirlenmesi

Orneklerin diisiik pH direng &6zelliklerinin belirlenebilmesi igin HCL yardinu ile pH
seviyeleri 1, 2 ve 3’e ayarlanmig PBS (PBS: % 0,024 g potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PO4), % 0,144 disodyum hidrojen fosfat (Na;HPOs), % 0,02 g potasyum kloriir
(KCI), % 0,8 g sodyum kloriir (NaCl) tamponu kullanilmistir. Ik olarak bir giin
oncesinden 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilan 6rnekler pH degeri 7,2 olan PBS
tamponu ile iki kez yikanmugtir. Ust kisim uzaklastirilarak deney gruplarina pH degeri 1,
2 ve 3 olarak ayarlanmis PBS tamponlarindan 1 ml ilave edilip ¢6ziilmiistiir. Ardindan
37 °C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 0., 1. ve 3. saatlerinde
orneklerin seri diliisyonlar1 yapilip 10° oranindaki seyreltiklerinden 100 pL. MRS Agara
ekim gerceklestirilmistir. Ayrica inkiibasyonun 0, 1 ve 3. saatlerinde 6rneklerin 600

nm’de spektrofotometrik 6l¢iim yapilmistir [69].

2.5.2. Pepsin Toleransimin Belirlenmesi

Bakteri 6rneklerinin pepsine karst diren¢ dzelliklerinin belirlenmesi i¢in 3g/L pepsin
iceren pH 2 ve pH 3 degerinde hazirlanan PBS ¢o6zeltisi kullanilarak in-vitro kosullarda
gastrik ortamin saglanmasi amaglanmistir. Cozeltiler 0,22 um mikro filtreler yardimi ile
sterilize edilmistir. Bir giin dnceden 37 °C’de 24 saat biiylimeye birakilan aktif bakteri
kiiltiirlerinden 1ml alinarak ependorflara aktarilmig ve 10000 g’de 5 dakika santrifiij
edilerek hiicreler ¢oktiiriiliip iist faz uzaklastirilmistir. Ornekler iki kez pH degeri 7.2
olan PBS tamponu ile aym sekilde santrifiij edilerek yikanmis ve {ist faz tekrar
uzaklastirilarak drneklerin iizerine pepsin igeren PBS ¢ozeltileri (pH2 ve 3) eklenmistir.
37 °C’de 3 saat boyunca inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyonun her saat araliginda
0, 1 ve 3. saatlerde orneklerden alman numunelere seri diliisyonlar yapilarak 10°
seyreltikleri icin MRS Agar ortamima ekim gergeklestirilmistir. Spektrofotometrik
Olclim i¢in inkiibasyonun 0, 1 ve 3. saatlerinde Orneklerin 600 nm’deki absorbans

degerleri kaydedilmistir [69].

2.5.3. Pankreatin Toleransinin Belirlenmesi

Bakteri orneklerinin pankreatine karsi toleranslarinin belirlenmesi amaciyla 1g/L

pankreatin iceren PBS (pH 8) ¢ozeltisi kullanilmistir. Cozelti 0.22 um mikro filtreler
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yardimiyla sterilize edilmistir. Bakteri kiiltiirlerinden 1 ml alinarak 10000 g’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. islem iki kez tekrarlanarak iist faz uzaklastirilmistir. Pellet iizerine
pankreatin iceren PBS tamponu ilave edilerek Ornekler 4 saat boyunca 37 °C’de
inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyonun 0. ve 4. Saatlerinde 6rneklerin seri diliisyonlar:
yapip 10° seyreltiklerinden, 100 pL almp MRS Agar ortamina ekimleri
gerceklestirilmis ve ekimler 37 °C’de 24 saat koloni gelisimi ig¢in inkiibasyona

birakilmistir [69].

2.5.4. Safra Tuzu Toleransinin Degerlendirilmesi

Orneklerin safra tuzuna karsi direng profilinin degerlendirilmesi amaciyla % 0,3; % 0,5
ve % 1 (w/v) oraninda safra tuzuyla zenginlestirilmis MRS siv1 besiyeri kullanilmistir.
Bir giin 6nceden 37 °C’de 24 saat biiyiimeye birakilan aktif bakteri 6rneklerinden 1 ml
almarak 10000 g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Stipernatant kismi uzaklagtirilarak,
pellet iki kez PBS (pH 7,2) tamponu ile tekrar santrifiij edilerek yikanmistir. Pelletler %
0,3; % 0,5 ve % 1 oraninda safra tuzu iceren MRS besiyeri ortaminda ¢oziilerek 37
°C’de 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun 0. Ve 4. Saatlerinde kontrol ve
deney gruplarindan 6rnekler aliarak seri diliisyonlar1 yapilip 10° seyreltiklerinin MRS
kat1 besiyerine ekimleri gergeklestirilmistir. Ornekler, 37 °C’de 24 saat inkiibasyona

birakilmistir [69].

2.6. ANTIMIKROBIYAL AKTiVITENIN BELIRLENMESI

Bakteri izolatlarinin inhibisyon etkisini degerlendirmek icin, o6zellikle bagirsak
florasinda negatif etkilere sahip olan basta Escherichia coli olmak tlizere Cizelge 2.4°de
yer alan test mikroorganizmalarina kars1 agar kuyu difiizyon yontemi kullanilmistir.
Yontem iki asamadan meydana gelmektedir. Ik asamada, bakteri érnekleri 37 °C’de
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyonun 24., 48. ve 72. saatlerinde Kkiiltiirlerden
ornekler alinarak 13000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi uygulanmistir. Elde edilen
siipernatantlar filtreden gegirilerek +4°C’de muhafaza edilmistir. Ikinci asamada ise;
Cizelge 2.4’de yer alan 12 bakteri ve 2 adet maya olmak iizere toplamda 14 test
mikroorganizmasi spesifik besiyerlerinde 37 °C 16-18 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan Indikatér mikroorganizmalar 1x10® koloni olusturan birim
(CFU)/mL olacak sekilde diliie edilmistir ve diliisyonlardan agar ortamina 100 pL

olacak sekilde yayillmistir. Ekimi yapilan kat1 besiyerleri tizerine kuyucuklar agilmis ve
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bu kuyucuklara 100 pL olacak sekilde birinci asamada anlatildig1 sekilde elde edilen
stipernatantlar yiiklenmistir. Ardindan besiyeri test mikroorganizmalarinin gelisimi igin
37 °C’de 16-18 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklar

etrafinda olusan inhibisyon zonlar1 degerlendirilmistir [70].

Cizelge 2.4. Test mikroorganizmalar1

Test Mikroorganizmalar: Kaynak
Salmonella typhimurium ATCC 14028
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Pseudomanas aeruginosa ATCC 27853
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
Yersinia pseudotuberculosis ATCC 911
Proteus vulgaris ATCC 13315
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Bacillus subtilis ATCC 6633
Enterobacter cloaceae ATCC 13047
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Escherichia coli ATCC 35218
Listeria monocytogenes ATCC 7644
Candida albicans ATCC 90028
Candida parapsilosis Klinik izolat

2.7. PROBIYOTIK OZELLIiK GOSTEREN

BAKTERIYAL iZOLATLARIN

GUVENLIK DEGERLENDIRMESI

Bir probiyotik aday1 susun se¢iminde giivenliginin degerlendirilmesi amaciyla susun
cesitli klinik antibiyotiklere duyarlilii ve gama hemolitik 0Ozellikte olmasi

beklenmektedir.

2.7.1. Hemolitik Aktivite Testi

Hemolitik aktivite testi i¢in, % 5 insan kani igeren Colombia Agar ortamina 37 °C’de
aktiflestirilen izolatin ¢izgi ekimi yapilmis ve yine 37 °C’de 24 saat inkiibasyona

birakilmigtir. inkiibasyon siiresi sonucunda koloni etrafinda parlak yesil zon olusturan
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koloniler a-hemolitik, berrak zon olusturanlar B-hemolitik, zon olusturmayanlarsa y-

hemolitik olarak degerlendirilmistir [71].

2.7.2. Antibiyotik Duyarhligin Belirlenmesi

Probiyotik sus olarak degerlendirilecek bakterinin antibiyotik diren¢ profili giivenlik
acisindan Onem tasimaktadir. Bu baglamda bakteriyal izolatlarin antibiyotik
duyarliliginin belirlenebilmesi ic¢in antibiyotik disk difiizyon yontemi uygulanmistir.
Oncelikle probiyotik &zelligi test edilen bakteriyal izolatlarin taze kiiltiiriiniin hiicre
yogunlugu 10% CFU/mL olacak sekilde ayarlanmis ve 100 uL’si MRS Agar besiyerine
yayilmistir. Ardindan Cizelge 2.5°de goriilen sekiz farkli antibiyotik diski agar iizerine
yerlestirilerek, 37 °C’de 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon siiresi
sonucunda antibiyotiklere karsi bakterin olusturdugu zon caplar dlc¢iilerek duyarlilik

oranlari belirlenmistir [72].

Cizelge 2.5. Kullanilan antibiyotik ¢esitleri

Antibiyotik Disk Miktar Marka
Imipenemy/silastatin (IMC20) 10/10 pg Bioanalyse
Tobramisin (TOB30) 30 ug Bioanalyse
Azitromisin (AZM30) 30 ug Bioanalyse
Gentamisin (CN30) 30 ug Bioanalyse
Eritromisin (E15) 15 ug Oxoid
Siprofloksasin (CIP30) 30 ug Bioanalyse
Sefdinir (CD30) 30 ug Bioanalyse
Streptomisin (S25) 25 ug Bioanalyse

2.8. PROBIYOTIK OZELLIK GOSTEREN BAKTERIYAL iZOLATLARIN
AGREGASYON OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Probiyotik aday1 bakteri 6rneklerinin bagirsaga ulastiginda burada kolonize olabilmeleri
ve patojen mikroorganizmalar1 ortamdan dislamalar1 gerekmektedir. Orneklerin bu
ozelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla in vitro olarak bakterilerin oto-agregasyon ve

ko-agregasyon yetenekleri degerlendirilmektedir.
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2.8.1. Otoagregasyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakteriyal izolatlarin otoagregasyon ozelliklerinin belirlenebilmesi amaciyla probiyotik
ozelligi test edilen bakteriyal izolatlar MRS siv1 besiyerinde 37 °C’de 16-18 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonucunda kiiltiirler 5000 rpm’de 15 dakika +4°C santrifiij
edilmistir. Stipernatant uzaklastirilarak bakteriler pH 7.2 olan PBS tamponu ile iki kez
yikama islemine tabi tutularak santrifiij ile ¢oktiiriilmiistiir. Pelletler PBS tamponu ile
stispanse edilerek konsantrasyonlar spektrofotometre yardimiyla 600 nm’de 0.6 olacak
sekilde diliie edilmistir. Diliie edilen bakteri Orneklerinden 2 ser mL alinarak
vortekslenmistir. Devaminda tiipler 37 °C’de 4 saat boyunca hareketsiz olarak inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon oncesi orneklerin ODgoo degerleri spektrofotometre ile tespit
edilmistir. Bekletme siiresinin sonunda 6rnek tiiplerinden hareketsiz bir sekilde 0,3 mL
almarak PBS ¢ozeltisi ile 3 mL olacak sekilde tamamlanip ODsoo degerleri
kaydedilmistir. Orneklerin otoagregasyon degerlerinin yiizde olarak belirlenmesi igin

asagidaki formiil kullanilmastir [73];

% Otoagregasyon = [(0D1 — 0D2)/0D1 x 100]
.1)

OD1: Inkiibasyon 6ncesi optik yogunluk, OD2: Inkiibasyon sonras1 optik yogunluk

2.8.2. Koagregasyon Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bakteri Orneklerinin koagregasyon oOzelliklerinin degerlendirilmesinde E. coli ve L.
monocytogenesis bakterileri kullanilmistir. Probiyotik o6zelligi test edilen bakteriyal
izolatlar ve patojen mikroorganizmalar MRS/NB sivi besiyerinde 37 °C’de 16-18 s
inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonucunda kiiltiirler 5000 rpm’de 15 dakika
+4°C’de santrifiij edilmistir. Ustte kalan siipernatant kisim uzaklastirilarak pellet iki kez
PBS tampon ile yikanmistir. Ardindan pelletler yine PBS tampon igerisinde
cozdiirillerek konsantrasyonlar1 600 nm’de 0.6 olacak sekilde spektrofotometre
yardimiyla diliie edilmistir. Diliie edilen patojen mikroorganizmalar ile probiyotik
ozelligi test edilen bakteriyal izolatlardan 1 er mL alinarak her izolat i¢in farkl: tiiplerde
patojen ile karisik bakteri kiiltiirleri olusturulmus ve vorteks yapilmustir. Inkiibasyon
oncesi ODgoo degerleri tespit edilmistir. Devaminda tiipler 37 °C’de 4 saat hareketsiz

olarak inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda hareketsiz bir sekilde iist fazdan 0,3 mL
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almarak PBS ile 3 mL olacak sekilde tamamlanmis ve inkiibasyon sonrasi 600 nm’de
OD degerleri tespit edilmistir [73]. Kor olarak yalnizca PBS ¢o6zeltisi iceren tiip esas
almmustir. Orneklerin koagregasyon degerlerinin yiizde olarak belirlenmesi igin

asagidaki formiil kullanilmigtir

% Koagregasyon :(0D1;L0)11)J2r)0—D22(()D3) x 100 (2.2))

OD 1: Inkiibasyon dncesi drnek optik yogunluk, OD 2: Inkiibasyon dncesi patojen optik

yogunluk, OD 3: inkiibasyon sonrasi 6rnek + patojen mikroorganizma optik yogunluk

2.9. PROBIYOTIK OZELLIK GOSTEREN BAKTERIYAL iZOLATLARIN
ANTIOKSIDAN AKTiVITELERININ BELIRLENMESI

Oncelikle MRS broth’a inokiile edilen probiyotik dzelligi test edilen bakteriyal izolatlar
37 °C’de 16-18 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 elde edilen bakteri kiiltiirii
5000 rpm’de 15 dakika +4 °C’de santrifiij edilmistir. Siipernatant uzaklastirilarak elde
edilen pellet iki kez pH 7,2 PBS tampon ile yikanmis ve bakteriyal pellet hiicre
yogunlugu 10® CFU/mL olacak sekilde pH 7,2 PBS ile dilue edilmistir. Ardindan 0,002
g DPPH alinarak 100 ml metanolde c¢oziilmistiir. Diltie edilen 0,8 ml bakteri
kiiltiriinden alimarak iizerine 1ml DPPH ¢ozeltisi ilave edilmistir. Karisim
vortekslenerek oda sicakliginda, 30 dakika, karanlik ortamda inkiibe edilmistir. Kor
olarak PBS, negatif kontrol olarak ise PBS ve DPPH c¢ozeltileri kullanilmistir [74].
Reaksiyon siiresi sonunda tiiplerdeki DPPH serbest radikalinin mor renginin laktik asit
bakterileri tarafindan giderilmesine gore antioksidan aktivite aktivite yorumlanmig ve
inkiibasyonun sonunda ODsi;7 nm’deki absorbans degerleri kaydedilerek % DPPH

serbest radikali siiplirme kapasitesi asagidaki formiile gére hesaplanmaistir:

0o

% DPPH siipiirme kapasitesi = LO)L;Z x 100 (2.3)

OD1: Kontroliin (PBS+ DPPH) optik yogunlugu; OD2: Probiyotik 6zelligi test edilen
bakteriyal izolatin optik yogunlugu
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2.10. PROBIYOTIK OZELLIK GOSTEREN BAKTERIYAL iZOLATLARIN
YARA IYILESTIiRME ETKIiSi

Probiyotiklerin  bilindigi {izere hiicreler {izerinde immunomodiilator etkileri
kanitlanmistir. Bu dogrultuda probiyotik aday oldugu diisiiniilen bakteri 6rneklerinin
hiicre kiiltlirii ortaminda in vitro olarak olusturulan yara modeli tizerindeki iyilestirici

etkisini test etmek amaclanmistir.

2.10.1. Bakteriyal Kiiltiiriin Hazirlanmasi

Bu calismada probiyotik Ozellik gosteren bakteriyal izolatlarin canli hiicre ve lizat
olmak iizere iki farkli sekilde ornekleri hazirlanmistir. Canli hiicre drnekleri; probiyotik
Ozellik gosteren bakteriyal izolatlar MRS Broth besi ortaminda 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilmis ve inkiibasyon siiresi sonucunda Kkiiltiirler 5000 g’de 15 dakika santrifiij
edilmistir. Siipernatant kismi uzaklastirilarak pellet {izerine 5 mL PBS ile iki kez
yikanmistir. Daha sonra tiipiin i¢indeki bakteriyal pellet PBS ¢ozeltisi ile homojenize
edilerek bakteriyal konsantrasyon 10%, 10° ve 10'° hiicre/mL olacak sekilde ii¢ farkli
konsantrasyon elde edilmistir [75]. Lizat 6rnekleri; canli hiicre eldesinde anlatildigi gibi
elde edilen 10%, 10° ve 10" hiicre/ml olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan
vejatatif hiicrelerden alman ornekler 15 saniye sonikasyona tabi tutulmus ve hemen
ardindan 15 saniye de buzda bekletilmistir. Islem bu sira ile 25 tekrar olarak
uygulanmistir [76]. Son olarak elde edilen lizatlar 0,22 pm filtreden gegirilerek

kullanilmastir.

2.10.2. In vitro Yara lyilestirme Testi

In vitro olarak yara iyilestirme testinde fare fibroblast (L929) hiicreleri kullanilmistir.
Hiicreler, RPMI 1640 igerisine % 10 FBS (fetal bovin serumu), % 1 L-Glutamin, % 1
antibiyotik (penisilin/streptomisin) eklenerek hazirlanmis besi ortami i¢inde flasklarda,
37 °C’de % 5 CO; igeren inkiibatorde gelistirilmistir. Hiicreler 12 kuyulu kiiltiir kab1
i¢in her birine 2x10° hiicre/kuyu olacak sekilde sayilarak kuyulara eklenmistir. Ardindan
hiicreler 24 saat siiresince 37 °C’de % 5 CO; ortaminda inkiibe edilmistir. Ardindan besi
ortami uzaklastirilmis ve in vitro yara modeli olusturmak amaciyla steril 200 uL pipet
ucu kullanilarak kuyucuklarda ¢izik olusturulmustur. Kuyular hiicre kalintilarinin
uzaklastirilmas1 igin steril PBS ile nazik¢e yikanmustir. 108, 10° ve 10!° hiicre/ml
yogunluktaki canli bakteri orneklerinden ve lizat orneklerinden, 10 pL ve 990 pL
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besiyeriden olacak sekilde kuyucuklara eklenmis ve plateler 37 °C, % 5 CO2
inkiibasyona birakilmistir. Sonuglar, dijital kamera sistemi kullanilarak kaydedilmistir.
Yaralarin kapanma yiizdesinin hesaplanmasinda olusan hiicre gogii ile yara kapanma
miktari, yara iyilesme deneylerini otomatik olarak analiz etmek i¢in gelistirilmis bir

yazilim araci olan Image J programi kullanilarak gerceklestirilmistir [77].
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. VERILER

3.1.1. Bakterilerin izolasyonu

Calismanin sonucunda, bitki 6rneklerinden 10 farkli morfolojide bakteri izolasyonu
gerceklestirilmistir. Bunlardan 7 tanesi Nutrient Agar, 1 tanesi M17 Agar ve 2 tanesi
MRS Agar ortaminda izole edilmistir. Sekil 3.1°de kati besiyeri ekimleri verilen
bakteriler AF1, AF2, AF3, AF4, AF5, AF6 AF7, AF8, AF9 VE AFI10 seklinde

numaralandirilmistir.

Sekil 3.1.Bakteriyal izolatlarin koloni morfolojileri

Izole edilen bakterilerin morfolojik karakterizasyon, gram 6zellik ve hiicre morfolojisi

verilerini i¢ceren Cizelge 3.1 asagida bulunmaktadir.
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Cizelge 3.1. Bakteriyal izolatlarin morfolojik karakterizasyonu

Bakteri Ornegi Gram Ozelligi | Koloni Morfolojisi Hiicre Morfolojisi

Bakteri AF1 + Beyaz, diizgiin kenarl, Kok seklinde, ¢iftler
kiigiik, yuvarlak halinde veya zincir

formunda

Bakteri AF2 + Beyaz, diizgiin kenarli, Kok seklinde,
yuvarlak hareketsiz

Bakteri AF3 + Beyaz Ipliksi yapida,

Bakteri AF5 + Beyazimsi, opak, Cubuk seklinde, opak,
yuvarlak, biiyiik ve yogun | krem rengi

Bakteri AF8 + Beyaz, yuvarlak, kiigiik Ipliksi

Bakteri AF9 + Sari, diizensiz yuvarlak Opak, kok seklinde,
kenarh diizgiin kenarl

Bakteri AF10 + Beyaz, yuvarlak, kiigiik Kok seklinde, tek

veya ciftler halinde

3.1.2. Bakteriyal izolatlarin Tanimlanmasi

Elde edilen bakteri kiiltiirlerinin tanimlanmas1 amaciyla gergeklestirilen manuel DNA

izolasyonu sonucunda, DNA 6rnekleri kalip olarak kullanilarak PCR analizi yapilmistir.

PCR sonucunda Orneklerin DNA varligi ve baz cifti araligi (1400bp) agaroz jel

elektroforezi yontemi ile Sekil 3.2°de belirtildigi gibi goriintiilenerek dogrulanmistir.

bp ng/

2000
2000

1500
1200

B

1400bp

Sekil 3.2. Bakteriyal izolatlarin PCR profili. A. Marker (M) B. Bakteriyal izolatlarin
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Gorilintiilenen  1400bp  biiyiikliigiindeki PCR  oOrnekleri dizileme i¢in Letgen
Biyoteknoloji  (Izmir, Tiirkiye) merkezine gonderilmistir. Gonderilen bakteri
orneklerinin 7 tanesi ifade edilen yiizdeler oraninda tanimlanmistir. Diger 3 bakteri ise
dizileme sonucunda tanimlanamamistir. Cizelge 3.2°de tanimlanan izolatlarin

tanimlandiklar1 bakteri 6rnegine benzerlik ytlizdeleri ifade edilmistir.

Cizelge 3.2. Tanimlanan bakteriler

Bakteri Ornegi Tammlanan Bakteri Benzerlik Yiizdesi
AF1 Enterococcus mundtii %100
AF2 Pediococcus pentosaceus %100
AF3 Streptomyces lilaceus %99.63
Streptomyces lavendulocolor %99.61
Streptomyces luridus %099.61
AF5 Bacillus thurgiensis %99.92
AF8 Streptomyces ossamyceticus %99.84
Streptomyces torulosus %99.77
AF9 Bacillus pumilis %100
AF10 Streptomyces scabies %100

Bu bakteriler icerisinde iki bakterinin AF1 ve AF2’nin laktik asit bakterisi oldugu
belirlenmis ve bu bakterilerin probiyotik potansiyelleri dikkate alinarak, iki bakteri ile
caligmaya devam edilmistir. Bu baglamda oncelikle P. pentosaceus AF2 ve E. mundtii
AFT1 bakterilerinin filogenetik olarak benzerlikleri tespit edilmesi amaciyla filogenetik

agagc tasarimi yapilmistir.
Enterococcus mundtii strain S51
{ Enterococcus mundtii strain SL2-1
Enterococcus sp. QAUEMO2
{ Enterococcus mundtii strain M-4
’—| Enterococcus mundtii AF-1

I Enterococcus mundtii strain SL 3-4

E— Enterococcus sp. strain RJ-T
L Enterococcus mundiii strain QAUF20

Enterococcus mundtii strain VA12

Enterococcus sp. clone 43

Sekil 3.3. E. mundtii AF1 igin filogenetik aga¢ modeli.
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— Pediococcus pentosaceus strain OCPPJ
\—I— Pediococcus pentosaceus AF-2

Pediococcus pentosaceus strain ACD43-3
—I: Pediococcus pentosaceus strain 4942
Pediococcus pentosaceus strain Pp-33

Pediococcus pentosaceus strain SD256L8

— Pediococcus pentosaceus strain wg2
L Pediococcus pentosaceus strain LO8

Pediococcus pentosaceus strain 6108

Pediococcus pentosaceus strain S6

Sekil 3.4. P. pentosaceus AF2 igin filogenetik aga¢c modeli

3.1.3. P pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 Bakterilerinin Probiyotik

Ozelliklerinin Belirlenmesi

H. glabra bitkisinden izole edilen bakteri ornekleri arasindan MRS Agar ortaminda
gelisen P. pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 bakterilerinin probiyotik 6zelliklerini
tespit etmek amaciyla asagida testler uygulanmig ve bulgular asagida ifade edilmistir.
Bakteri 0rnegini gastrointestinal kosullara maruz birakmak amaciyla diisiik pH, safra,
pepsin ve pankreatin iceren ortamlara dair Olgiimler asagida verilmistir. Bu kosillara
dayaniklilik, probiyotik degerlendirmesinde viicuttaki konumu ve izledigi yolak

acisindan onem tagimaktadir.
3.1.3.1. Diisiik pH Toleranslarinin Belirlenmesi

Elde edilen P pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 bakteri o6rneklerinin diisiik pH
kosullarina kars1 direng profilleri asagida spektrofotometrik ve canli koloni sayis1 olarak
yansitilmistir. Cizelge 3.3’de goriildiigii izere pH 1 degerinde zamana bagli olarak her
iki bakteri orneginin de canli koloni sayilarinda diisiis gozlenmistir. Ancak her iki
bakteri 6rnegi i¢in pHI, pH2 ve pH3 olmak {izere ii¢ farkli diisiikk pH iceren ortamda
gelisimin devam ettigi goriilmektedir. Bulgular Sekil 3.5 ve 3.6’da spektrofotometrik

olarak Cizelge 3.3’ de ise canli koloni sayis1 olarak asagida ifade edilmistir.
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Cizelge 3.3. P. pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 bakterilerine ait pH duyarlilik

sonuglar1 (canli koloni sayilar)

pH 1 pH 2 pH 3
Bakteri O.saat | 1l.saat | 3.saat | O.saat | 1.saat | 3.saat | 0.saat | 1.saat | 3.saat
E. mundtii AF1 =26 =3 =0 =155 | =177 | =3 =171 | =158 | =203
P. pentosaceus >300 | =5 =5 >300 | >300 | =30 >300 | >300 | =300
AF2
2‘2 A I I
i EORog g
S 15 I
a
O 11
0,5
0 T T T T T T T T T T —
0s 1s 3s 0s 1s 3s 0s 1s 3s 0s 1s 3s
ZAMAN (SAAT)
mOpH1 @©pH2 @pH3 ikontrol (pH7.2)

Sekil 3.5. E. mundtii AF1 bakterisine ait pH duyarlilik sonuglari (spektrofotometrik)

7 a
6 i .
S5 T . T i . I
S 4 &
a
o 37
2 .
l -
0 T T T T T T T T T T T )
0s 1s 3s 0s 1s 3s 0s 1s 3s 0s 1s 3s
ZAMAN (SAAT)
OpH1 @©pH2 @pH3 ikontrol (pH7.2)

Sekil 3.6. P. pentosaceus AF2 bakterisine ait pH duyarlilik sonuglari
(spektrofotometrik)
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3.1.3.2. Pepsin Toleransinin Belirlenmesi

Canli koloni saymmi agisindan P. pentosaceus AF2 her iki pH degerinde de Cizelge
3.4°de belirtildigi gibi pepsine yiiksek diren¢ gostermistir. Spektrofotometrik (Sekil 3.7
ve 3.8) ve koloni sayis1 olarak sonuclar incelendiginde iki bakteri 6rneginin de tiim

degerlerde gelisimini siirdiirdiigii gortilmektedir.

Cizelge 3.4. P. pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 bakterilerine ait pepsin duyarlilik

sonugclar1 (canli koloni sayilari)

Pepsin + pH 2 Pepsin + pH 3

Bakteri 0.saat 1.saat 3.saat 0.saat 1.saat 3.saat

P. pentosaceus AF2 >300 >300 >300 >300 >300 >300

E. mundtii AF1

=159 =163 =14 =160 =237 >300
25 2
2 1 : T
815 +
o
85 1
0,5
0 T T T T T >
0s 1s 3s 0Os 1s 3s

ZAMAN (SAAT)

EpH2 DpH3
Sekil 3.7. E. mundtii AF1 bakterisine ait pepsin duyarlilik sonuglari (spektrofotometrik)
6

T I
4 I
2
0 + r r r r r P
0s 1s 3s 0

S 1s 3s
ZAMAN (SAAT)

OD600

EpH2 DpH3

Sekil 3.8. P. pentosaceus AF2 bakterisine ait pepsin duyarlilik sonuglari
(spektrofotometrik)
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3.1.3.3. Pankreatin Toleransinin Belirlenmesi

Probiyotik aday1 bir bakterinin GIS kosullarinda karsilasacag: bir diger parametre olan
pankreatine kars1 ornek bakterilerimizin gosterdigi duyarlilik sonuglar1 Sekil 3.9, 3.10
ve Cizelge 3.5°de belirtilmistir. Her iki bakteri ornegi de 4 saatlik inkiibasyon
sonucunda pankreatin varliginda koloni sayisimi artirarak gelisime devam etmistir.
Spektrofotometre 6l¢limlerinde ise yine her iki bakteri 6rneginin de pankreatin varligina

kars1 canli kalarak gelisimi devam ettirdigi goriilmektedir.

Cizelge 3.5. P. pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 bakterilerine ait pankreatin

duyarlilik sonuglari (canli koloni sayilari)

PBS (pH 8) + Pankreatin
Bakteri 0.saat 4 saat
P. pentosaceus AF2 247 257
E. mundtii AF1 42 76
08
S 0,6 T -
Q04
© 02 =
0+ r r r >,
0s 4s 0s 4s

ZAMAN (SAAT)
@ pH 8 PBS pankreatin pH 7,2 PBS

Sekil 3.9. E. mundtii AF1 bakterisine ait pankreatin duyarlilik sonuglar
(spektrofotometrik)

i

OD600

o N OB O

y

Os 4s 0s 4s
ZAMAN (SAAT)
@O pH 8 PBS pankreatin pH 7,2 PBS

Sekil 3.10. P. pentosaceus AF2 bakterisine ait pankreatin duyarlilik sonuglari
(spektrofotometrik)
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3.1.3.4. Safra Tuzu Toleransinin Belirlenmesi

Bu ¢alismanin sonucunda, probiyotik aday1 her iki bakteri 6rneginin spektrofotometrik
ve koloni saymm Olc¢limlerinde safra tuzuna tolerans gosterebildikleri tespit edilmistir

(Sekil 3.11 ve 3.12), (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. P. pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 bakterilerine ait safra tuzu duyarlilik

sonuglar1 (canl koloni sayilar)

% 0,3 safra tuzu 9% 0,5 safra tuzu % 1 safra tuzu
Bakteri 0.saat 4. saat 0.saat 4. saat O.saat 4 saat
P. pentosaceus AF2 >300 >300 >300 >300 >300 >300
E. mundtii AF1 =87 =262 =92 >300 =209 >300
2,5 i
2 I E
§ 1,5 4 T
8 1 4 £
0,5 - ﬂ
: A N § § §
Os 4s Os 4s Os 4s
ZAMAN (SAAT)

M %0,3 safra tuzu %0,5 safra tuzu %1 safra tuzu

Sekil 3.11. E. mundtii AF1 bakterisine ait safra tuzu duyarlilik sonuglari
(spektrofotometrik)

15
T
g 10 E
8 T =3
0 4 T T T T T g
Os 4s Os 4s Os 4s
ZAMAN (SAAT)
B %0,3 safra tuzu %0,5 safra tuzu %1 safra tuzu

Sekil 3.12. P. pentosaceus AF2 bakterisine ait safra tuzu duyarlilik sonuglari

(spektrofotometrik)
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3.1.4. P. pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 Bakterilerinin Antimikrobiyal Aktivite

Potansiyellerinin Belirlenmesi

Bakteriyal izolatlarin antimikrobiyal metabolit liretme kapasitesini aragtirmak amaciyla
yapilan bu c¢alismanin sonucunda E. mundtii AF1 bakterisinin 24, 48 ve 72 saat
inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen siipernatantlarinin Bacillus subtilis, Klebsiella
pneumoniae ve Yersinia pseudotuberculosis bakterilerine karsi inhibisyon aktiviteye
sahip oldugu gozlemlenmistir. Cizelge 3.7°de belirtildigi gibi P. pentosaceus AF2
bakterisinin 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonlar1 sonucunda elde edilen siipernatantlarinin
ise Escherichia coli, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae ve Yersinia
pseudotuberculosis olmak iizere 8 farkli test bakteriye karsi inhibisyon aktivite

gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 3.7. P. pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 in antimikrobiyal aktivitesi

Inhibisyon Zonu
Test E. mundtii AF1 P. pentosaceus AF2

Mikroorganizmalan 24 saat | 48saat | 72saat | 24 saat | 48 saat | 72 saat
E. coli - - - 14mm | 15mm | 15mm
B. subtilis 11mm 13mm 14mm | 16mm | 16mm | 15mm
S. aureus - - - - - -
E. faecalis - - - - - -
L. monocytogenes - - - - - -
S. epidermidis - - - - - -
P. vulgaris - - - 14mm | 17mm | 17mm
S. typhimurium - - - 17mm | 19mm | 19mm
P. aeruginosa - - - 16mm 15mm 15mm
K. pneumoniae 9mm 11mm 13mm 15mm 15mm 16mm
E. cloacae - - - 14mm | 17mm | 16mm
Y. pseudotuberculosis BS - - 15mm | 16mm | 16mm
C. albicans - - - - - -
C. parapsilosis - - - - - -

BS; Bakteriyostatik
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3.1.5. P. pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 Bakterilerinin Hemolitik Aktivite

Ozelliklerinin Belirlenmesi

Bu ¢alismanin sonucunda Sekil 3.13’de goriiligii lizere, P. pentosaceus AF2 ve E.
mundtii AF1 kolonileri etrafinda herhangi bir hemolitik zon goézlenmemis ve gama

hemolitik bakteri olduklart tespit edilmistir.

Sekil 3.13. E. mundtii AF1 ve P. pentosaceus AF2 bakterilerine ait hemolitik aktivite A:
E. mundtiii (y-Hemolitik aktivite), B: P. pentosaceus (y-Hemolitik aktivite), C:
Staphylococcus epidermidis (B- Hemolitik akivite), D: Bacillus cereus (- Hemolitik
aktivite)

3.1.6. P. pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 Bakterilerinin Antibiyotik Duyarhhk

Profillerinin Belirlenmesi

Bu caligmanin sonucunda elde edilen iki probiyotik aday1 bakterinin antibiyotiklere
karst1 gostermis oldugu duyarlilik yanitlar1 Cizelge 3.8 ve Cizelge 3.9°da
gosterilmektedir. Bu calismada antibiyotik duyarlilik testi iki kez uygulanmis olup,
olusan inhibisyon zonlarinin standart sapma degerleri hesaplanmistir. E. mundtii AF1
bakterisinin tobramisin, gentamisin ve streptomisin olmak iizere {i¢ farkli antibiyotige
kars1 direngli oldugu, imipenem, eritromisin ve siprofloksasin e karsi ise duyarli oldugu

belirlenmistir.

32



Cizelge 3.8. E. mundtii AF1 antibiyotik duyarlilik profili

Antibiyotik Disk Duyarhhk Inhibisyon zon(mm)+standart sapma
IMC20 S 20+1,41
TOB30 R 8,5+4,24
AZM30 IR 18+7,07

CN30 R 8,5+3.5

El15 S 22,5+2,12

CIP30 S 23,542,12
CD30 IR 17,5+4,24

S25 R 9,5+2,12

Inhibisyon bolgeleri su sekilde degerlendirildi: Duyarli (S) >20, Orta duyarlilikta (IR) =
15-19, Direngli (R) < 14. IMC: Imipenem/ silastatin(10/10png), E: eritromisin(15ug),
CIP: siprofloksasin(30pg), S: streptomisin(25pg), CD: sefdinir(30pg), AZM:
azitromisin(30pg), TOB: tobramisin(30ug), CN: gentamisin(30p.g)

E. mundtii AF1 E. mundtii AF2

Sekil 3.14. E. mundtii AF1 antibiyotik antibiyotik duyarlilik analizi

P. pentosaceus AF2 bakterisinin ise azitromisin ve sefdinir olmak {izere iki antibiyotik

icin orta duyarliga sahip olduklari tespit edilmistir

Cizelge 3.9. P. pentosaceus AF2 antibiyotik duyarlilik profili

Antibiyotik Disk Duyarhhk Inhibisyon zon(mm)+standart sapma
IMC20 S 23+2,83

TOB30 R -

AZM30 IR 19,5+0,71

CN30 R -
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Cizelge 3.10. (devam) P. pentosaceus AF2 antibiyotik duyarlilik profili

E15 S 2240
CIP30 R -
CD30 IR 14,5+0,71
S25 R -

Inhibisyon bélgeleri su sekilde degerlendirildi: Duyarli (S) >20, Orta duyarhilikta (IR) =
15-19, Direngli (R) < 14. IMC: Imipenem/ silastatin(10/10pg), E: eritromisin(15ug),
CIP: siprofloksasin(30pg), S: streptomisin(25pg), CD: sefdinir(30ug), AZM:
azitromisin(30ug), TOB: tobramisin(30ung), CN: gentamisin(30ug)

P. pentosaceus AF2

Sekil 3.15. P. pentosaceus AF2 antibiyotik antibiyotik duyarlilik analizi

3.1.7. P pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 Bakterilerinin Agregasyon

Kapasitelerinin Belirlenmesi

Bu caligmanin sonucunda Cizelge 3.10°da gorildiigii tlizere, P pentosaceus AF2
bakterisinin % 73,44 hesaplanan otoagregasyon degerleri ile E. coli ve L.
monocytogenes bakterilerine kars1 koagregasyon degerleri % 56,8 ve % 57,38 olarak
belirlenmistir. E. mundtii AF1 bakterisinin ise % 72,46 hesaplanan otoagregasyon
degeri ile E. coli ve L. monocytogenes bakterilerine karsi koagregasyon degerleri %

70,77 ve % 63,78 olarak tespit edilmistir.
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Cizelge 3.11. P. pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 bakterilerinin agregasyon profili

% Koagregasyon
Bakteri % Otoagregasyon —— - —
Escherichia coli | Listeria monocytogenes
E. mundtii AF1 72,46 70,77 63,78
P. pentosaceus AF2 73,44 56,8 57,38

3.1.8. P pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 Bakterilerinin Antioksidan

Kapasitelerinin Belirlenmesi

Calismamizda bakterilerin antioksidan aktivite tayini DPPH serbest radikali siipiirme
kapasitesi ile belirlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda P. pentosaceus AF2 bakterisinin
% DPPH siiplirme kapasitesi % 56 ve E. mundtii AF1 bakterisinin % DPPH siiplirme

kapasitesi % 40 olarak hesaplanmuistir.

3.1.9. Bakterilerin Yara Iyilestirme Aktivitesi

Bu c¢alismada probiyotik aday1 bakteri 6rneklerinin (E. mundtii AF1 ve P. pentosaceus
AF2) in vitro yara lizerindeki iyilestirici aktivitesini test etmek amaciyla lizat ve canli

form seklinde bakterilerin uygulanmasi olmak tizere iki yontem kullanilmistir.
3.1.9.1. P. pentosaceus AF2 Bakterisinin Yara Iyilestirme Aktivitesi

In vitro olarak olusturulan yara iizerine P. pentosaceus AF2 bakterisinin canli hiicre
olarak farkli dozajlarda zamana bagl etkisi Sekil 3.18, 3.19 ve 3.20’de goriilmektedir.
Image J program araciligi ile hesaplanan veriler sonucunda P. pentosaceus AF2
bakterisinin en yiiksek yara kapanma yiizdesine 1x10'® CFU/mL dozajda canli hiicrenin

sahip oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.16)

@m1x 10-10 1x10-9 1x10-8 rkontrol

_ 60
&

)8 40

) T = =
< 20 ﬂ ==

> _ —_— ﬂ 3 -

Z 0 — A . . . >
5 0s 2s 4s 6s 24s 30s

% ZAMAN (SAAT)

Sekil 3.16. P. pentosaceus AF2 canli bakteri 6rneklerinin in vitro yara lizerindeki

%kapanma ifadesi
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Sekil 3.17. P. pentosaceus AF2 canli bakteri érneklerinin in vitro yara lizerine

uygulanmasiin ardindan olusan yaradaki agik kalan yiizey alaninin % ifadesi

Sekil 3.18. P. pentosaceus AF2 canl bakteri 6rneginin 1x10%° seyreltmede, in vitro yara

tizerindeki etkisi, Image J programi 5x biiyiitme goriintiisii.
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Sekil 3.19. P. pentosaceus AF2 canl1 bakteri 6rneginin 1x10° seyreltmede, in vitro yara

tizerindeki etkisi, Image J programi 5x biiyiitme goriintiisii.

Sekil 3.20. P. pentosaceus AF2 canli bakteri 6rneginin 1x108 seyreltmede, in vitro yara

lizerindeki etkisi, Image J programi 5x biiyiitme goriintiisii
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P. pentosaceus AF2 lizat 6rnekleri i¢in yara iyilestirme kapasitesi Sekil 3.23, 3.24 ve

3.25°de gosterilmistir. Image J program araciligi ile hesaplanan veriler sonucunda Sekil

3.21’de yara kapanma yiizdeleri grafiksel olarak ifade edilmistir. Sekil 3.22°da ise

olusturulan yara {lizerine bakteri formlarinin etkisinin ardindan yara da acik kalan ylizey

alaninin yiizde ifadesi verilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde lizat 6rneklerinden en

iyi yara kapanma yiizdesi 1x10® konsantrasyonda elde edilmistir.

P. pentosaceus AF2 i¢in, canli ve lizat olarak her iki test sekli degerlendirildiginde

1x10® seyretlmede % 47,10 ile lizat formun iyilestirme etkisinin daha yiiksek oldugu

ifade edilebilir.
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Sekil 3.21. P. pentosaceus AF2 lizat 6rneklerinin in vitro yara iizerindeki % kapanma
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Sekil 3.22. P. pentosaceus AF2 lizat 6rneklerinin in vitro yara iizerine uygulanmasinin

ardindan olusan yaradaki agik kalan ylizey alaninin % ifadesi.
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Sekil 3.23. P. pentosaceus AF2 lizat 6rneginin 1x10° seyreltmede, in vitro yara

lizerindeki etkisi, Image J programi 5x biiyiitme goriintiisii.

Sekil 3.24. P. pentosaceus AF2 lizat 6rneginin 1x10° seyreltmede, in vitro yara

iizerindeki etkisi, Image J program 5x biiyiitme goriintiisii.
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Sekil 3.25. P. pentosaceus AF2 lizat 6rneginin 1x10® seyreltmede, in vitro yara

lizerindeki etkisi, Image J programi 5x biiyiitme goriintiisii.

3.1.9.2. E. mundtii AF1 Bakterisinin Yara Iyilestirme Aktivitesi

Farkli seyreltiklerde canli E. mundtii AF1 bakterilerin in vitro yara iizerine etkileri ise
Sekil 3.28, 3.29 ve 3.30’da verilmistir. Image J program aracilifi ile olgiilen canli E.
mundtii AF1 in yara kapanma alanlan iizerine ifadesi Sekil 3.26’da gosterilmistir. E.
mundtii AF1 canli érneklerin 1x10® dozajda zamana bagh olarak en yiiksek kapanma

degerini verdigi tespit edilmistir.
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Sekil 3.26. E. mundtii AF1 canli bakteri 6rneklerinin in vitro yara tizerindeki %

kapanma ifadesi
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Sekil 3.27. E. mundtii AF1 canli bakteri 6rneklerinin in vitro yara iizerine

uygulanmasinin ardindan olusan yaradaki agik kalan ylizey alaninin % ifadesi.

Sekil 3.28. E. mundtii AF1 canli bakteri 6rneginin 1x10°seyreltmede, in vitro yara

iizerindeki etkisi, Image J program 5x bilyiitme goriintiisii.
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Sekil 3.29. E. mundtii AF1 canli bakteri 6rmeginin 1x10° seyreltmede, in vitro yara

iizerindeki etkisi, Image J program 5x biiyiitme goriintiisii.

Sekil 3.30. E. mundtii AF1 canli bakteri 6rneginin 1x108 seyreltmede, in vitro yara

{izerindeki etkisi, Image J programi 5x biiyiitme goriintiisii.
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E. mundtii AF1 bakteri lizat 6rneklerinin in vitro model olarak yara olusturulan hiicre
kiiltiirii ortamindaki iyilesme profilleri Sekil 3.33, 3.34 ve 3.35’de belirtilmistir. Image J
program ile yara kapanma alanlarinin hesaplanmasinin ardindan veriler Sekil 3.31 ve
3.32’de belirtilmistir. Yara iizerine uygulanan E. mundtii AF1 bakteri lizat 6rneklerinden

dozaja bagli olarak en yiiksek kapanma yiizdesi 1x10'° seyreltikte belirlenmistir.

Bu ¢alismanin sonucunda yara iyilestirmede E. mundtii AF1 in canli ve lizat olarak yara
iizerine uygulanan drneklerinden en iyi yara iyilesme yiizdesini 1x10® konsantrasyonda

% 58,76 olarak canli bakteri formunun sagladig: ifade edilebilir.
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Sekil 3.31. E. mundtii AF1 lizat 6rneklerinin in vitro yara iizerindeki % kapanma ifadesi

1x 10-10 1x10-9 1x10-8 kontrol

R
o
Soo
I
>
A

’ N o
00 1 n = i

-

e}
o
1
Hit

m/m-i

YUZEY ALANI (%)
ol
o

o
A\ 4

YARANIN ACIK KALAN

0s 2s 4s 6s 24s 30s
ZAMAN (SAAT)

Sekil 3.32. E. mundtii AF1 lizat 6rneklerinin in vitro yara iizerine uygulanmasinin

ardindan olusan yaradaki a¢ik kalan yiizey alaninin % ifadesi.
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Sekil 3.33. E. mundtii AF1 lizat drneginin 1x10%° seyreltmede, in vitro yara iizerindeki

etkisi, Image J program 5x biiyiitme goriintiisii.
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Sekil 3.34. E. mundtii AF1 lizat drneginin 1x10° seyreltmede, in vitro yara iizerindeki

etkisi, Image J programi 5x biiyiitme goriintiisii
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Sekil 3.35. E. mundtii AF1 lizat 6rneginin 1x108 seyreltmede, in vitro yara iizerindeki

etkisi, Image J programi 5x biiyiitme goriintiisii

3.2. TARTISMA

Bakteriler, dost bakteri sinifi olarak bilinen ve probiyotik olarak adlandirilan dnemli
bakteriyal grubu ihtiva etmektedir. Bu probiyotik mikroorganizmalar bilindigi lizere
ylizyillardir fermentasyon siirecleri ile tiikettigimiz gidalarda i¢ i¢e oldugumuz canli
grubunu  olusturmaktadir. Ozellikle Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Pediococcus ve Streptococcus cinslerini igeren LAB peynir, yogurt, ayran ve kefir gibi
st drlinlerinin tretiminde kullanilan O6nemli probiyotik mikroorganizmalardir.
Probiyotiklerin bir¢ok farkli saglik alaninda koruyucu ve tedavi edici etkiye sahip
olduklar bilinmektedir. Bagirsak florasmin degisimiyle GIS iizerinde meydana gelen
hastaliklarin 6nlenmesinde yeterli miktardaki probiyotikler koruyucu bariyer etkisi
gosterebilmektedir. Buna yonelik ishal, bagirsak iltihaplanmasi, karin agrisi ve diizensiz
bagirsak hareketleri gibi semptomlara neden olan bir dizi GIS rahatsizlig1 iizerinde
(Helicobacter pylori enfeksiyonu, antibiyotikle iliskili ishal, enfeksiydz ishal gibi)
probiyotik etkisi c¢alisilmis ve uygulanan cesitli probiyotik tiirlerinin genel anlamda
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hastaliklar1 iyilestirici pozitif —etkiler meydana getirdigi belirtilmistir  [78].
Probiyotiklerin antiviral etkilerinden de bahsetmek miimkiindiir. Viriislerin diinya
capinda zaman zaman sebep oldugu yaygin hastalik ve beraberindeki 6liimlerin oniine
gecilmesi i¢in de probiyotik ajanlar Onerilmektedir. Pandemi siireglerine yonelik
gelistirilen ilag ve asilarin sinirh etkinligi, tedavilerin ardindan diren¢ suslarin gelisimi
gibi kisitlamalara da sahiptir. Bu nedenle antiviral savasta etkili tedavi yontemi
saglayacak alternatif yollarin kesfi 6nem arz etmektedir. Bu kapsamda literatiire
bakildiginda probiyotiklerin antiviral etkilerinin hem in vitro hem de in vivo olarak test
edildigi goriilmektedir. Ornegin, in vitro ortamda Bifidobacterium suslarinin rotaviriis
kaynakl1 viral enfekteyi etkili bir sekilde azalttigim1 kaydedilmistir [79]. Farkli bir
calismada ise on dokuz giin boyunca LAB ile oral olarak desteklenen farelerin,
influenza viriisiine karst klinik semptomlarinda ve viral titrede anlamli azalmalar

kaydettigi ifade edilmistir [80].

Sayilan tiim bu faydali etkileri probiyotik mikroorganizmalart ek gida takviyesi,
teropotik ajanlar veya fermente siit liriinleri saglayicis1 gibi daha pek c¢ok anlamda
dikkat ¢ekici kilmaktadir. Yeni ve etkisi kanitlanmig probiyotiklerin eldesi ise 6nem
tagimaktadir. Boylesi Onemli probiyotiklere bir yenisini eklemek amaciyla
gergeklestirilen bu calismada yerel halk tarafindan (Bolu, Kibriscik) yogurt yapiminda
kullanildig: bilinen Herniaria glabra bitkisinden P. pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1
olmak tizere iki laktik asit bakterisi izole edilmis ve probiyotik ozellikleri

degerlendirilmistir.

Probiyotik canlilar viicuda alinmalar1 itibariyle gastrointestinal sistem olarak
adlandirdigimiz alanda yolculuklar1 sirasinda birbirinden farkli kosullara maruz
kalmaktadir. Diisiik pH da bunlardan biri olup 6rnegin mide de pH 1,5 olmasina ragmen
besinlerin sindirimi boyunca pH degeri 3’°e kadar yiikselebilmektedir [81]. Dolayisiyla,
diisik pH canliliklarin1 ve islevselliklerini garanti altina almak icin potansiyel
probiyotik suslarin secimi sirasinda dikkate alinan genel kriterlerden biri olarak
degerlendirilmektedir. Bu baglamda bu calismada GIS simiilasyonu yapilmis ve P
pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 bakterileri pH 1, 2 ve 3 gibi diisiik pH’lara maruz
birakilmistir. Spektrofotometrik ve canli koloni sayis1 olarak iki farkli yontem ile
sonuglar degerlendirildiginde her iki bakteri icin pH 1 in 1. saati sonundaki canli koloni
sayisindaki diisis haricinde diger pH degerleri ve siirelerinde daha yliksek tolerans

gosterdikleri kaydedilmistir. P. pentosaceus AF2 bakterisinin koloni gelisimi E. mundtii
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AF1 bakterisine gore daha yogun olarak devam etmistir. Iki bakteri arasinda ii¢ farkl
pH degerinde de 10° seyreltmelerde iiciincii saatlere dogru azalarak da olsa bakteri
gelisiminin devam ettigi goriilmektedir. Bu kapsamda literatiire bakildiginda yapilan
calismalarda Bifidobacterium tiirlerinin bazilarinda baz1 diisiik pH derecelerine karsi
olduk¢a duyarl olduklarini belirtmistir. Lactobacillus tiirlerine bakildiginda ise diisiik
pH a kars1 yiiksek direng gosterdigi goriilmektedir. Baz1 Bifidobacterium tiirleri de tiire
baglh olarak Lactobacillus kadar olmasa da diisiik oranda diisiik pH toleransi
gosterebilirler [82]. On bir LAB susunun probiyotik potansiyelini analiz eden bir
calismada ise suslarin pH 2, pH 2,5 ve pH 3 degerindeki simiile mide asidi ortamina
direnglilikleri kaydedilmistir. Suslarin pH 2’de 45. dakikadan sonra canliliklarini
kaybettigi ancak pH 3 oldugunda canlilik kaybinda neredeyse hi¢bir 6nemli fark
gbzlenmedigi belirtilmistir [83]. Daha Onceki literatiir calismalariyla da kiyaslandiginda
E. mundtii AF1 ve P. pentosaceus AF2 bakterilerinin pH toleransi agisindan yiiksek
kapasiteye sahip olduklari ifade edilebilir.

Safra probiyotik mikroorganizmanin GIS ortaminda karsilastign  diger &nemli
parametredir. Safra tuzu, lipofilik bilesiklerin sindirimini kolaylastirir. insan safrasmin
ilgili fizyolojik konsantrasyonlar1 % 0,3 ila % 0,5 araliginda oldugu bilinmektedir [84].
Bu calismada, probiyotik aday1 iki bakteri % 0,3; % 0,5 ve % 1 safra igerikli tampon
cozeltiler ile muamele edilmistir. Kolonilerin canlilik oranlarima bakildiginda P
pentosaceus AF2 bakterisinin uygulanan tiim safra araliklarina yiiksek tolerans
gosterdigi kaydedilmistir. E. mundtii AF1 6rnegi P. pentosaceus AF2’ye oranla canli
koloni sayisinda dalgalanmalar ihtiva etse de her safra diizeyi i¢in tolerans gostererek
biiyiimeye devam ettigi gézlemlenmistir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada emzirilen bir
bebegin digskisindan elde edilen Lactobacillus gasseri izolatlarinin karakterizasyonunu
yapan bir calismada Orneklerin safra tuzu tolerans degerlendirmelerine bakilmistir. %
0,25 safra tuzu iceren ortama dayaniklilik sergilediklerini ancak % 0,5 safra da cogu
ornegin 1yi gelismedigi belirtilmistir [85]. Bir calismada E. faecium KH24'n safra tuzu
toleransina bakildiginda artan safra konsantrasyonlari i¢in davranisinda neredeyse hi¢bir
degisiklik olmadigt ve KH 24'lin canli koloni sayisimin safranin  tiim
konsantrasyonlarinda 1 saat sonra arttig1 gozlemlenmistir [86]. Hyronimus ve digerleri
tarafindan incelenen 13 spor olusturan laktik asit lireten bakteriden ise (farklt Bacillus
laevolacticus, B. racemilacticus ve B. coagulans suslar1) sadece 5 sus, % 0,3'lin

tizerindeki safra konsantrasyonlarina tolerans gostermistir [87]. Gergeklestirilen diger
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calismalara bakildiginda da bu calismada E. mundtii AF1 ve P. pentosaceus AF2

bakterilerinin yiiksek safra tuzu toleransi1 gosterdigi kanitlanmistir.

Midedeki diisiik pH gibi pepsinin varligi da patojenik mikroorganizmalarin bagirsak
ortaminda konumlamasinit engelleyen 6nemli bir faktordiir. Dolayisiyla probiyotik
ozellik gosteren mikroorganizmalarinda bu ortam kosullarina tolerans goéstermesi
beklenir. Bu kapsamda ornekler 3g/L pepsin igeren pH 2 ve pH 3 degerinde simiile
edilmis mide suyuyla muamele edilmistir. Pepsine maruz kaldiklar1 siire boyunca P.
pentosaceus AF2 6rneginin canli koloni varligr olarak herhangi bir diigiis gostermedigi
ancak spektrofotometrik dl¢limiin {igiincii saatlerinde azalma gosterdigi, E. mundtii AF1
ornegi icin pH 2’de koloni sayilarinin zamana bagli olarak diistiigli ancak
spektrofotometrik olarak yansimagir gozlemlenmistir. Her iki bakteri icin de
yorumlandiginda bakteri gelisiminin durmadigi ve pH 3’te daha iyi olmak sartiyla
devam etmistir. Literatiir 6rneklerine bakildiginda Enterococcus suslari ile yapilan bir
calismada 2, 4, 6, 8 ve 10 g/L olarak artan pepsin maruziyetlerine kars1 bakteri
canliligindaki diisiis kaydedilmistir. Ancak her dozda biiylime devam etmistir [88].
Insan anne siitinden elde edilen Lactobacillus fermentum suslarmin probiyotik
potansiyelini degerlendiren bir ¢aligmada da suslarin pepsin toleransi incelendiginde pH
3 ortaminda artan sag kalim gozlemlense de pH 2’de de pepsine yiiksek tolerans
gosterildigi ifade edilmistir [89]. Dolayisiyla probiyotik adayr E. mundtii AF1 ve P.
pentosaceus AF2 bakterilerinin pepsin icerikli her iki pH araliginda da gelisim
gostermeye devam etmeleriyle gastrik gecis sirasinda pepsinin etkilerine karst direng

gosterebildikleri kaydedilmistir.

Probiyotik mikroorganizmalar i¢in diger bir Onemli kriter sindirim sistemindeki
yolculuklarinda karsilastiklar1 pankreatindir. Bakterinin GIS ortaminda ilerlerken pH
degeri yaklasik 7,8-8,0 olan pankreatik siviya diren¢li olmasi gerekir. Calismamizda
probiyotik aday1 bakteriler i¢in bu 6zelligi test etmek adina pH degeri 8 olan pankreatin
icerikli PBS tamponu uygulanmistir. Pankreatin igerigine maruziyetleri boyunca E.
mundtii AF1 in P. pentosaceus AF2 bakterisine gore artan bakteri gelisimi gosterdigi ve
her iki probiyotik aday bakteri i¢cin zamana bagli olarak koloni gelisiminin devam ettigi
goriilmektedir. Bir ¢alismada Lactobacillus plantarum susunun pankreatin toleransinin
zamana bagli olarak diistiglinii ancak % 0,5 pankreatin igeriginde canliligim devam

ettirdigi ifade edilmistir [90]. Pankreatin toleransi acisindan da E. mundtii AF1 ve P.
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pentosaceus AF2 bakterileri yliksek tolerans sergileyerek tiim gastrointestinal ortam

kosullarinda in vivo olarak hayatta kalmistir.

Ote yandan, bakteri 6rneginin probiyotik dzellik gosterebilmesi adina patojen bakteri
icerigine kars1 antimikrobiyal aktivite Ozelligine sahip olmasi gerekmektedir. Bu
calismada probiyotik aday1 E. mundtii AF1 ve P. pentosaceus AF2 nin antimikrobiyal
metabolit {iretim kapasitesini degerlendirmek icin 14 farkli test mikroorganizmasi
kullanilmistir. Bu c¢alisma sonucunda FE. mundtii AF1 bakterisinden elde edilen
slipernatanin Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae ve Yersinia pseudotuberculosis
bakterisine kars1 inhibitor aktivite gosterdigi gézlenmistir. P. pentosaceus AF2 nin ise
Escherichia coli, Bacillus subtilis, Proteus vulgaris, Salmonella typhimurium,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae ve Yersinia
pseudotuberculosis bakterisine karst daha genis kapsamli bir inhibitdr aktivite
potansiyeline sahip oldugu goriilmiistiir. Enterokok izolatlarinin c¢alisildigi  bir
arastirmada  Orneklerin  Shigella  flexneri,  Staphylococcus — aureus, Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ve
Bacillus subtilis bakterisine karst iyi bir antiinflamatuar aktiviteye sahip oldugu
bulunmustur.  Enferococcus  siipernatanlariin  bu  test  bakterilerine  karsi
34,3+0,2/7,3+0,3 mm'lik bir inhibisyon bdlgesine sahip oldugu goriilmektedir [91]. Bu
calisma ile karsilastinldiginda, bu izolatlarin E. mundtii AF1'den ¢ok daha giiclii
inhibitor aktiviteye sahip metabolitler iiretebilecegi sdylenebilir. Farkli bir arastirmada
E. mundtii tarafindan {retilen bakteriyosin metabolitinin 78 farklt Gram-pozitif
indikator test sustan % 36 sinin biiylimesi inhibe ettigi bildirilmistir [92]. Ayn1 zamanda
15 farkli E. mundtii izolat1 ile yiiriitilen bir caligmada tiim izolatlarin genis bir test
bakteri spektrumuna karsi antimikrobiyal aktivite goOsterdigi ortaya c¢ikarilmigtir.
Ozellikle baz1 E.mundtii suslarimn B. thuringiensis ve P. entomophila bakterisinin yani
sira P. aeruginosa ve S. aureus gibi insan patojenik bakterilerine karsi antimikrobiyal
aktivitesi gorilmistiir [93]. Pediococcus acidilactici SMVDUDB?2 iizerinde yapilan bir
calismada ise susun antimikrobiyal etkinligine bakildiginda, Bacillus subtilis (MTCC
121), Mycobacterium  smegmatis MTCC  994), Staphylococcus  aureus (MTCC
3160), Proteus vulgaris (MTCC 426), Escherichia coli (MTCC 1652) ve Lactobacillus
rhamnosus'a  karst  antimikrobiyal  aktivite sergiledigi  belirtilmistir ~ [94].
Salmonella, Escherichia coli ve Listeria gibi bir¢ok gida kaynakli patojen gidayi

kolonize ederek gidanin ¢iirlimesine neden olacak sekilde ¢ogalabilmektedir. P
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pentosaceus, bu tiir zararli bakterilerle karsilastiginda iyi bir antipatojen ajan gibi
davranmaktadir. P. pentosaceus tiiriiniin L. monocytogenes bakterisine karsi sergiledigi
performansi gostermek adina asagida acgiklandigi gibi birkag deney yapilmistir. L.
monocytogenes menenjit, septisemi ve kiirtaja neden olan en yaygin insan
patojenlerinden biridir [95]. Her yerde bulunan L. monocytogenes, yiyeceklerde
kontamine olur ve ¢ogalabilir [96]. P. pentosaceus LIR1 ve P. pentosaceus ATCC43 gibi
birka¢ P. pentosaceus susunun Listeria tiirlerinin biiylimesini kisitladigr gosterilmistir
[97]. Farkli bir calismada P. pentosaceus BaltBio()2 bakterisinin Staphylococcus
aureus ve P. aeruginosa karst lmit verici antimikrobiyal aktivite gosterdigi
kanitlanmistir. Ek olarak, geleneksel Cin tursusundan izole edilen P. pentosaceus SK25
bakterisinin biiylik miktarda 3-fenillaktik asit iirettigi, bunun da giday1 bozan cesitli
bakteri ve mantarlara karst dahil olmak iizere genis spektrumlu antibakteriyel
ozelliklerle sonuglandigi ifade edilmistir [98]. Literatiire bakildiginda probiyotik
ozellikleri acisindan P. pentasaceus suslarinin E. mundtii suslarina gore daha kapsamli
calisildigr goriilmektedir. Bu anlamda mevcut ¢calismada elde edilen sonuglar her iki
bakterinin de belirli diizeyde antimikrobiyal etki gosterdigi ancak E. mundtii AF1 nin 14
test bakteriden 3 1i iizerinde (% 21,4) bir etki sergilerken P. pentosaceus AF2 nin 8 adet

(% 57,1) test bakteriye kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi goriilmiistiir.

Bir diger parametre probiyotik suslar icin giivenlik kosullarini saglamaktir. Hemolitik
aktivitenin olmamasi ve antibiyotik direnci, probiyotik suslarin se¢imi i¢in giivenlik 6n
kosullar1 olarak kabul edilir. Bu sebeple, calismada giivenlik testi amaciyla hemolitik
aktivite deneyi gergeklestirmistir. Hemolitik aktivite patojenik mikroorganizmalarda
bulunabilen viriilans faktorleriyle iliskili olup, bu tiir mikroorganizmalar tarafindan
iiretilen hemolizinler, hiicre parcalanmasindan ve komsu hiicre ve dokularin yok
edilmesinden sorumlu olabilmektedir [71]. Dolayisiyla probiyotik 6zellikleri arastirilan
mikroorganizmalarin hemolitik olmayan suslar olmasi beklenmektedir. Calismamizda
E. mundtii AF1 ve P. pentosaceus AF2 igin herhangi bir zon gdzlenmemis gama
hemolitik bakteriler olarak tanimlanabilmektedirler. Kontrol olarak kullanilan B. cereus
seffaf zon olusturarak beta hemolitik, S. epidermidis ise etrafinda sefaf zon olusturarak
beta hemolitik olarak yorumlanmistir. Daha Onceki c¢alismalar degerlendirildiginde
probiyotik 6zelliginin degerlendirilmesi i¢in fermente bir gidadan izole edilen bir P.
pentosaceus susuna yapilan gilivenlik degerlendirmesinde hemolitik aktivite

gostermedigini vurgulamaktadir [99]. Calismada probiyotik aday1 olarak degerlendirilen
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E. mundtii AF1 ve P. pentosaceus AF2’nin daha onceki ¢aligmlar ile paralel olarak

hemolitik aktivite sergilemedigi goriilmiistiir.

Izolatlarin giivenlik degerlendirmesi kapsaminda devaminda antibiyotik direng profilleri
Ol¢iilmiistiir. Bilindigi lizere gilinlimiizde antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyonlara karsi
savunmamizin temel dayanagini olustururlar. Ancak ne yazik ki bilingsiz tiiketim
sonucu antibiyotik direnci énemli bir halk sagligi sorunu haline gelmis olup alternatif
tedavi yaklagimlar1 i¢in arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir. Direng genlerinin
patojenik bakterilere potansiyel yayilmasi endise kaynagidir. Hatta arastirmalar, kisa
stireli antibiyotik uygulamasinin bile insan bagirsaginda yillarca devam eden direncli
bakteri popiilasyonlarinin stabilizasyonuna yol agabilecegini gdstermistir [100]. Bu
dogrultuda antibiyotik tedavi yaklasimina alternatif olabilecek probiyotik suslarin
degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir. Calismada sekiz farkli antibiyotik diskine kars1
[IMC: Silastatin (20mg), E: eritromisin (15mg), CIP: siprofloksasin (30mg), S:
streptomisin (25mg), CD: sefdinir (30mg), AZM: azitromisin (30mg), TOB: tobramisin
(30 mg), CN: gentamisin(30mg)] izolatlarin direnglilik aktivitesi degerlendirilmistir. E.
mundtii AF1 i¢in bakildiginda 3 antibiyotik ¢esidine karsi duyarlilik, 2 antibiyotige
kars1 orta duyarlilik ve 3 antibiyotige karsi ise direnglilik profili gostermistir. P,
pentosaceus AF2 ise dort bakteriye karst duyarlilik profili meydana gelmistir. Bunlar,
inhibisyon zonlar1 degerlendirildiginde 2 adet bakteriye karsi duyarhilik, 2 adet
bakteriye karsi ise orta duyarlilikta oldugu goriilmektedir. Onceki ¢alismalara
bakildiginda Haghshenas ve ark. tarafindan yapilan bir calismada E. mundtii SOH
bakterisinin eritromisin, ampisilin, vankomisin, kloramfenikol ve penisiline direncli
oldugu belirtilmistir [101]. Onceki calismalarla birlikte E. mundtii AF1 ve P
pentosaceus AF2 izolat1 degerlendirildiginde, E. mundtii AF1 in antibiyotiklere
duyarlilik veya orta duyarlilik gosterdigi, P. pentosaceus AF2 bakterisinin ise daha

siurl antibiyotik duyarlilik ifadesi gosterdigi sdylenebilir.

Probiyotik bakterinin mide-bagirsak engelini astiktan sonra bagirsaga tutunmasini ifade
eden agregasyon yetenegi de diger bir 6nemli kriteri olusturmaktadir. Ayn1 zamanda bu
sayede patojenlerin bagirsak ylizeyine tutunmasinin engellenmesi saglanmaktadir.
Probiyotiklerin bu tutunumu gerceklestirmesi i¢in agregasyon ozellikleri o6lgiiliir. Ayn1
tiire ait mikroorganizmalarin birbirine tutunarak olusturduklar: hiicre kolonilerine oto-
agregasyon, Farkli tlire ait mikroorganizmalarin birbirlerine tutunarak meydana

getirdigi  koloniler ise ko-agregasyon olarak tanimlanmaktadir [76]. Probiyotik
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adhezyonunu 6zellikle insanlarda incelemeye yonelik klinik zorluklar, in vitro sistemler
ile aggregasyon Olgiimlerini 6nemli kilmaktadir. Bu baglamda E. mundtii AF1 ve P.
pentosaceus AF2 bakterilerinin agregasyon yetenegi test edilmisti ve E. muntrii AF1
icin oto-agregasyon degeri % 72,46 iken P. pentosaceus AF2 i¢in % 73,44 olarak
hesaplanmistir. P pentosaus i¢in Vidhyasagar ve ark. tarafindan yapilan oto-
agregasyon testi degerleri incelendiginde P. pentosaceus igin elde ettigimiz ylizdenin
benzerligi ve incelenen ¢alismadaki suglara oranla yiiksek bir agregasyon degeri oldugu
ifade edilebilir [99]. E. mundtii STASA ve Lactobacillus plantarum 423 probiyotik
suslarinin oto-agregasyon aktivitelerini test eden bir calismada elde edilen % 48 ila %
64 araligindaki deger ile kiyaslandiginda E. mundtii AF1 in yiiksek oto-agregasyon
ifadesi kanmitlanmistir [102]. Ko-agregasyon degerleri ise E. Mundtii AF1 i¢in L.
monocytogenes ¢ karst % 63,78 iken E. coli igin %70,77 olarak hesaplanmistir. P
Pentosaceus AF2 igin L. monocytogenes e kars1 ko-agregasyon ifadesi % 57,38 iken E.
coli igin %56,8 olarak hesaplanmistir. Probiyotik adayr olarak degerlendirilen P
pentosaceus AF2 ve E. mundtii AF1 izolatlarin gdsterdigi bu yiliksek agregasyon
yetenekleri GIS iizerinden gegisin ardindan bagirsak bariyerine tutunma ve patojen

bakterilerin burada yerlesmesini engelleme agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Calismada, AF1 ve AF2 izolati i¢in degerlendirilen diger bir 6nemli 6zellik antioksidan
aktivite etkisinin arastirilmasidir. Hiicresel metabolizma sirasinda tiretilen serbest
radikaller fazla iiretildigi takdirde hiicresel savunma yetersiz olarak oksidatif stres
meydana gelebilir. Bu durumda ¢ogu canli organizma, oksidatif strese karsi korunmak
icin enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan savunma sistemlerine sahiptir.
Sentetik antioksidanlara nazaran LAB, dogada yaygin olarak bulunan ve hali hazirda
gida fermantasyonlarinda kullanilan antioksidan etkiye sahip mikroorganizmalardir. Bu
gibi biyokaynaklardan antioksidan iiretimi daha giivenli ve dogal oldugundan son
yillarda biiytlik ilgi gdrmiistiir [74]. Probiyotik mikroorganizmalarin reaktif oksijen
tiirlerini indirgemesi konakg1 sagligi agisindan 6nemli bir tedavi ajan1 sunmaktadir. Bu
baglamda calismamizda E. mundtii AF1 ve P. pentosaceus AF2 bakterilerinin
antioksidan aktivite yetenegi test edilmis ve her iki Ornekte antioksidan aktivite
gostermistir. Inek, ke¢i ve deve siitiiniin P pentosaceus ile 24 saat fermantasyondan
once ve sonra antioksidan aktivitesini degerlendiren bir ¢alismada her iki durumda da
antioksidan aktivite kaydedilmistir. Ancak, P. pentosaceus ile fermentasyondan sonra

antioksidan aktivitede anlamli bir artis olusmustur [103].
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Calismada son asama olarak, hiicre kiiltiirii ortaminda in vitro olarak olusturulan yara
iizerine probiyotik aday1 bakterilerin etkisi incelenmistir. Hem lizat form hem de canli
bakteri formu olarak yara lizerine iki farkli asamada bakteri 6rnekleri uygulanmistir. E.
mundtii AF1 igin lizat form degerlendirildiginde, en iyi % kapanma degeri 1x10'°
seyreltmede Olgiilmiistiir. Dolayisiyla yarada agik kalan yiizey alani en az bu seyreltme
degerinde kaydedilmistir. E. mundtii AF1 in canhi bakteri formu olarak uygulanan
etkisine bakildiginda, en yiiksek % kapanma degerinin ve en diisiik acik yara ylizey
alanimin 1x10% seyretlmede kaydedildigi goriilmektedir. P. pentosaceus AF2 igin lizat
form degerlendirildiginde, yara iizerinde en yiiksek % kapanma degeri 1x108
seyreltmede keydedilirken en diisiik acik ylizey alami Ol¢lilmiistiir. P. pentosaceus AF2
canli bakteri formunun yara iizerine uygulanmasinin ardindan, 1x10' seyreltmede en
iyl % kapanma verisi elde edilmistir. Literatiirde, yapilan farkli ¢alismalarda, in vivo
olarak probiyotiklerin diyabetik yaralar {izerinde enfeksiyonu azaltarak iyilesme
stirecinde pozitif etki gosterdigine yonelik sonuglar mevcuttur [104]. Pek cok alanda
olumlu etkileri kanitlanan probiyotik bakterilerin farkli bir konu olarak agiz sagligi
acisindan da onem tasidigi kaydedilmistir. Agiz mukozasinda olusturulan yaralar
tizerinde bakteriyal dengeyi saglamak ve iyilesmeyi tesvik etmek i¢in uygulanan
Lactobacillus reuteri pozitif sonuglar vermistir [105]. [n vitro ¢alismalara bakildiginda
ise, CT26 kolon kanseri hiicre hatti1 {izerinde yapilan bir ¢alismada hiicreler {lizerinde
yapilan ¢izik ile olusturulan model yaralar probiyotik ile muamele edilmistir. Probiyotik
bakterilerin yara iyilesmesini tesvik ettigi dogrulanmistir [106]. Probiyotik
bakterilerden Lactobacillus’larin yara iyilesmesi ilizerine etkileri in vitro ve in vivo
olarak gosterilmistir. Lombardi ve arkadaslar1 insan kerotinosit hiicre hatti (HaCaT)
tizerinde L. acidophilus bakterisinin nitrik oksit sentaz (NOS), ekspresyonunu
arttirdigimi - ve  tek sira HaCaT hiicrelerinde reepitelizasyon olusturdugunu
gostermiglerdir. Otte ve arkadaslarinin intestinal hiicre hatlarinda yaptig1 ¢alismaya gore
L. acidophilus verilen hiicrelerde COX-2 ekspresyonunu ve PGE2 sekresyonu anlamli
bir sekilde artirmistir [107]. Tiim veriler 1s18inda, literatiirdeki Ornek bakteriler ile
kiyaslandiginda E. mundtii AF1 ve P. pentosaceus AF2 probiyotik adayi bakteri
orneklerinin oldukca yiiksek kapasiteye sahip olduklar ifade edilebilmektedir. Sonug
olarak bir probiyotik aday olarak ele aldigimiz E. mundtii AF1 ve P. pentosaceus AF2
bakterileri GIS kosullar1 altinda hayatta kalma ardindan bagirsak bariyerine tutunara
buradaki patojen kolonizasyonunu engelleme, hemolitik ve antibiyotik direng¢ profili

olarak giivenlik degerlendirmeleri agisindan bakildiginda giiclii probiyotik olarak
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degerlendirilebilmektedir. Ayn1 zamanda tiim bunlara ek olarak ornekleri in vitro yara
tyilestirici etkisi hem probiyotik tiirler olarak hem de elde edildikleri bitkisel kaynak

acisindan terapotik ajanlar olarak desteklenerek literatiire kazandirilabilir.
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4. SONUC

Yapilan calismalar sonucunda E. mundtii AF1 bakterisi GIS kosullarina dayaniklilik
(pH, pankreatin, pepsin, safra tuzu), agregasyon yetenegi, antioksidan, antimikrobiyal,
antibiyotik duyarlilik profili ve yara iyilestirme etki sonuglari degerlendirildiginde
oldukca Onemli veriler elde edilmis ve giiglii bir probiyotik adayir olarak tespit

edilmistir.

Yine yapilan ¢alismalar sonucunda karakterize edilen P. pentosaceus AF2 bakterisinin
de GIS kosullarma (pH, pankreatin pepsin, safra tuzu), agregasyon yetenegi,
antioksidan, antimikrobiyal, antibiyotik duyarlilik profili ve yara iyilestirme etki
sonuglar1 degerlendirildiginde desteklenen literatiir c¢alismalar1 ile paralel olarak
oldukca oOnemli veriler elde edilmis ve giiclii bir probiyotik aday1 olarak tespit

edilmistir.

Bu calisma E. mundtii AF1 ve P. pentosaceus AF2 bakterilerinin gii¢lii probiyotik
adaylar olarak farkli endiistriyel alanlarda kullanimimin degerlendirilebilecegini ortaya

cikarmustir.
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