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OZET

Bu ¢alismada tavuk bagirsagi kaynakli laktobasillerden elde edilen ekzopolisakkaritlerin (EPS) ve
kiiltir filtratlarinin, tavuk bagirsak florasini diizenleyici bir prebiyotik olarak kullanim potansiyelinin
ortaya konulmasi amacglanmistir. Serbest gezen koy tavuklarinin bagirsaklarindan izole edilmis
laktobasillerden yiiksek EPS fireticisi suglar segilerek, EPS {iretiminde verimi artiric1 karbon/azot
kaynaklar1 ve kombinasyonlar1 belirlenmistir. EPS iiretiminde 6ne ¢ikan L. salivarius BIS312 ve
BIS722 suslarindan elde edilen liyofilize EPS (L-EPS)’lerin karakterizasyonlari, HPLC, NMR ve
SEC analizleri ile ortaya konulmustur. Yine bu suslarin kiiltiir filtratlarinin ve L-EPS’lerinin
antibiyofilm, antimikrobiyal ve anti-quarum sensing etkileri aragtirilmustir. Ayrica, L. salivarius
BIS312 susunun HT-29 kolorektal adenokarsinoma hiicre hattinda adezyon yetenegi arastirilmis ve
bu susun L-EPS’sinin ve kiiltiir filtratinin da adezyon {izerine etkisi test edilmistir. Kiiltiir ortaminda
en yiiksek EPS iiretimi, L. salivarius BIS312 (532 mg/L) susunda belirlenirken, bu susun %2 laktoz
ve %] tripton ile zenginlestirilmis besiyerinde daha yiiksek oranda EPS firettigi (702 mg/L) tespit
edilmistir. L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarimin L-EPS’lerinin 10*-10° araliginda molekiil
agirhigima sahip oldugu ve yapisinda 4 gesit monomer bulundugu belirlenmistir. Iki susun tiim
uygulamalari, test bakterileri {izerinde kuvvetli antibiyofilm etkisi gdstermistir. Antimikrobiyal
aktivite ¢aligmasinda L-EPS’lerin etkin olmadigi belirlenirken, L. salivarius BIS312 susunun kiiltiir
filtratinin diger susa gore yiiksek antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir. Anti-quarum
sensing ¢alismasinda ise kiiltiir filtratlarinin etkin olmadigi ancak, L. salivarius BIS722 susunun L-
EPS’sinin diger susa gore daha yiiksek etki gosterdigi belirlenmistir. Bu farkliliklarin, iki susun L-
EPS’sinin karakteristik yapilarindan kaynaklandigi sdylenebilir. L-EPS’lerin anti-quarum sensing
mekanizmastyla, kiiltiir filtratlarinin antimikrobiyal etkiyle antibiyofilmde etkin olduklar1 sonucuna
ulagilmustir. Ayrica, L. salivarius BIS312 susunun L-EPS’si ve kiiltiir filtrati, bu susun HT-29
hiicrelerine adezyon yetenegini 6nemli dl¢iide artirmistir. Caligmalar sonucunda, kanatli yemlerinde
probiyotik kaynakli ve karakterize edilmis L-EPS’lerin kullaniminin yeni bir yaklasim olabilecegi
sonucu elde edilmistir.
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ABSTRACT

In the present study it was aimed to determine the potential use of exopolysaccharides (EPS), and
culture filtrates obtained from lactobacilli isolated from chicken intestine as a prebiotic regulating
chicken intestinal flora. By selecting high EPS-producing strains among lactobacilli obtained from
intestines of freely moving village chickens, carbon/nitrogen sources and combinations promoting
productivity in EPS production were determined. The characterization of lyophilized EPSs (L-EPSs)
obtained from L. salivarius BIS312 and BIS722 strains which are considered as the prominent EPS
producers were performed by HPLC, NMR, and SEC analyses. These strains’ culture filtrates’ and
L-EPSs’ antibiofilm, antimicrobial, and anti-quorum sensing effects were also studied. Additionally,
the adhesive ability of L. salivarius BIS312 strain in an HT-29 colorectal adenocarcinoma cell line
and the effects of the L-EPS, and culture filtrates of this strain on adhesion were also tested. The
highest EPS yield in culture medium was observed with L. salivarius BIS312 (532 mg/L) strain that
was determined to produce a higher amount of EPS (702 mg/L) in a culture medium enhanced with
2% lactose and 1% tryptone. L. salivarius BIS312 and BIS722 strains’ L-EPSs were found to have a
molecular weight of 10*-10° and to contain 4 types of monomers in their structure. All applications
of both strains showed a strong antibiofilm effect on test bacteria. While the antimicrobial activity
studies demonstrated no efficacy of L-EPSs, L. salivarius BIS312 strain’s culture filtrate exerted a
more potent antimicrobial effect compared to that of the other strain. The anti-quorum sensing study
revealed that the culture filtrates were not effective but L. salivarius BIS722 strain’s L-EPS had a
more potent effect than that of the other strain. These differences may be attributable to the
characteristic structures of the L-EPSs of both strains. It was concluded that L-EPSs’ achieved the
antibiofilm effect by means of showing anti-quorum sensing effect, whereas culture filtrates achieved
the antibiofilm effect by showing antimicrobial effect. Additionally, L-EPS, and culture filtrates of
L. salivarius BIS312 strain significantly increased the adhesion ability of that strain to HT-29 cells.
The studies suggested that the use of probiotic-originated and characterized L-EPSs in poultry feeds
may be a novel approach.
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1. GIRIS

Tavuk gastrointestinal sistemi (GIS), 100°den fazla bakteri cinsi ve 600’iin iizerinde farkli
bakteri tiirii ile olduk¢a karmasik bir mikrobiyotadan olusmaktadir (Pourabedin ve Zhao,
2015). Bu karmasik mikrobiyota, kanatl endiistrisinde saglik performansi agisindan ¢ok
onemli rol oynamaktadir. GIS bakterileri, kabaca siiflandirilacak olursa patojenik bakteriler
ve sagligi tesvik eden yararli bakteriler olarak ikiye ayrilabilir. Patojen bakteriler, lokalize
ve sistemik enfeksiyonlara, toksin olusumuna, mutajenik ve kanserojen maddelerin
iiretilmesine neden olabilmekte ve bunlar da dogrudan konakg¢iya zarar verebilmektedir.
Bunlara alternatif olarak laktobasil ve bifidobakteriler gibi yararli mikroorganizmalar
grubuna dahil edilen bakteriler, vitamin iiretimi, bagisiklik sisteminin patojenik olmayan
yollarla uyarilmasi, trigliserit azaltilmasi, rekabet¢i diglama gibi etkilerle konak¢iya fayda
saglayabilmektedir (Yegani ve Korver, 2008; Jeurissen, Lewis, Mroz ve Rebel, 2002).
Bagirsak saglig tehlikeye girdiginde, sindirim ve besin emilimi etkilenmekte ve bu da yem
tiiketiminin zayif olmasina ve hastaliga yatkinliga neden olmaktadir (Baldwin, Hughes, Van,
Moore ve Stanley, 2018).

Hayvancilik sektoriinde patojenlerin olumsuz etkilerini ortadan kaldirarak hayvan sagligini
korumak, biiylime ve yemden yararlanmayr artirmak, toksinleri engellemek, bazi
hastaliklara kars1 koruyucu etki olusturmak, besin maddelerinin bagirsaklardan emilimini
artirmak gibi amagclarla, uzun yillardan beri yem katki maddesi olarak antibiyotikler
kullanilmaktadir (Karademir ve Karademir, 2003; Ahmed, Vohra, Khan, Ahmed ve Khan,
2019; Kaiser ve digerleri, 2000). Kanatli hayvan endiistrisinde antibiyotiklerin asiri
kullanimi, mikroorganizmalarin antimikrobiyal diren¢ gelistirmesine neden olmasinin yan
sira, tavuklarin saglikli mikrobiyotalarini da tahrip ederek tavuklar1 diger hastaliklara kars1
savunmasiz hale getirmektedir (Ahmed ve digerleri, 2019; Pfaller, 2006). Bu gibi olumsuz
durumlarin ortaya ¢ikaracag: riskler dikkate alinarak, bir¢ok iilkede antibiyotiklerin yem
katk1 maddesi olarak kullanilmasi yasaklanmis ve bdylece alternatif koruyucu yem katki
maddelerinin gelistirilmesi ve kesfine yonelik arastirmalara ilgi artmistir. Subklinik
enfeksiyonlar1 dnlemeleri, biiylimeyi tesvik etmeleri ve insan sagligina zararli olmamalar1
gibi ozellikleriyle probiyotikler, prebiyotikler, organik asitler, bitkisel ekstraktlar ve esans
yaglarin, antibiyotiklere alternatif yem katki maddeleri olarak yaygin bir sekilde
kullanilmasina baglanmistir (Jazi ve digerleri, 2018; Peebles, 2018; Kutlu ve Sahin, 2017).



Probiyotikler, yararli mikroorganizmalarin biiylimesini uyaran ve patojen miktarini azaltan,
boylece konagin bagirsak mikrobiyal dengesini gelistiren ve mide-bagirsak hastaliklar
riskini azaltan, saglik {izerinde yararli bir etkiye sahip canli mikrobiyal gida/yem
bilesenleridir (Mahfuz ve digerleri, 2017, Getachew, 2016). Probiyotiklerin kanath
yemlerinde yem katkist olarak kullanilmasi konusunda yapilan c¢alismalar, yemden
yararlanma oraninin, viicut agirhiginin ve diretkenligin artirilmasi, biiylimenin tesvik
edilmesi, bagirsak  mikrobiyotasinin  modiilasyonu ve patojen inhibisyonu,
immiinomodiilasyon ve kanatli hayvan etinin kalitesinin artirilmasi i¢in beslenme araci
olarak basariyla kullanilabilecegini ortaya koymaktadir (Hassanein ve Soliman, 2010;
Mahfuz ve digerleri, 2017). Ayni zamanda yumurta tavuklari iizerinde yapilan ¢alismalarda,
probiyotiklerin yumurta liretiminde, yumurtanin kabuk kalinliginda ve agirliginda artis,
kolestrol diizeyinde ise azalma meydana getirerek yumurta kalitesini artirdigi rapor
edilmistir (Park, Jeong, Lee ve Kim, 2016; Tang ve digerleri, 2015; Hassanein ve Soliman,
2010). Potansiyel probiyotikler olarak ¢ok fazla tiirde mikroorganizma olmakla birlikte, gida
ve yem endiistrisinde ticari olarak en ¢ok kullanilan bakteri cinsleri genel olarak giivenli
(GRAS) kabul edilmelerinden dolay1 Lactobacillus ve Bifidobacterium'lardir (Tripathi ve
Giri, 2014; Jahromi ve digerleri, 2016). LAB’lerinin bazi sagliga yararl etkileri, bagirsak
mikrobiyotasini diizenlemek, bagisiklik sistemini uyarmak, serum kolestrolii seviyesini
diistirmek, kanser riskini azaltmak veya engellemek, antibakteriyel ve antioksidan aktivite
seklinde Ozetlenebilir (Tang ve digerleri, 2017; Trabelsi ve digerleri, 2017). LAB'nin
probiyotik yetenekleri, laktik asit ve diger organik asitler, bakteriyosin, hidrojen peroksit ve
diger bilesikleri tliretme kapasitelerinden ileri gelmektedir (Jahromi ve digerleri, 2016).
Lactobacillus suslari, bagirsak epiteline baglanma kabiliyetine sahip olduklarindan
yumurtadan ¢iktiktan sonraki bir giin i¢inde tavuk bagirsagia yerlesebilmektedir ve bu
sebeplerle tavuklarin GiS’nin normal bakteri florasi olarak kabul edilmektedirler
(Shokryazdan ve digerleri, 2017; Fuller, 1973). Hayvanlar i¢in probiyotik olarak kullanilan
bakteri suslari, daha spesifik bir uygulamaya sahip olmak i¢in ayni1 hayvan tiiriiniin dogal
GIS mikrobiyotasindan izole edilmelidir (Shokryazdan ve digerleri, 2017; Kizerwetter-
Swida ve Binek, 2005). Iyi karakterize edilmis bir bakteriyosin iireticisi olan Lactobacillus
salivarius, insan, domuz ve kanatl sindirim sistemi kanallarindan (GIS), insan siitiinden ve
diger kaynaklardan sik sik izole edilmis ve bir¢ok susu, bagirsak mikrobiyotasin1 modiile
etme, antimikrobiyal maddeler tiretme, bagigiklik sistemini uyarma gibi yetenekleriyle umut
verici probiyotik olarak dikkat c¢ekmistir (Chaves, Brashears ve Nightingale, 2017;
Messaoudi ve digerleri, 2013).



Prebiyotikler, iist gastrointestinal sistemde hidrolize ve absorbe olmayan, organizmalarin
metabolizmasini tesvik ederek kolonda yararli bakteriler tarafindan selektif olarak fermente
edilebilen, konakg¢ida luminal/sistemik etkiler yaratarak mikrobiyotayr daha saglikli bir
kompozisyona dogru degistirebilen gida bilesenleridir (Kim, Keogh ve Clifton, 2018; Gibson
ve Fuller, 2000). Probiyotiklere kiyasla prebiyotiklerin avantaji, konak organizma dahil her
yerde bulunan ve tiim ¢evre kosullarinda hayatta kalabilen yararli bakterilerin biiytimesini
tesvik ederken, ayn1 zamanda patojenlerin de ¢ogalmasini kontrol altinda tutabilmeleridir.
Bu etkileri ile yem katki maddesi olarak kullanimlar1 her gegen giin artmakta ve hayvanin
saglik performansini iyilestirdigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmaktadir (Alloui, Szczurek
ve Swiqtkiewicz, 2013; Kareem, Loh, Foo, Akit ve Samsudin, 2016). LAB, GRAS
statlisiinde bakteriler oldugundan, bu bakteriler tarafindan iiretilen EPS’ler de GRAS olarak
kabul edilmektedir ve yapilan g¢aligmalarda, LAB EPS’sinin gastrointestinal sistemde,
probiyotik mikroorganizmalarin gelisimini ve aktivitesini artirmak konusunda dogrudan ya
da dolayli olarak prebiyotik roliiniin oldugu bildirilmektedir (Schurr, 2013; Kleerebezem ve
Hugenholtz, 2003; Welman ve Maddox, 2003). Ancak tavuklarda bu EPS’lerin prebiyotik

olarak gelistirilmesi ve tiriin haline getirilmesine yonelik bir ¢alisma mevcut degildir.

Probiyotik ve prebiyotikleri birlikte bulunduran kombinasyonlar igin sinbiyotik terimi
kullanilmaktadir. S6zciik sinerjiye isaret ettigi icin, bu terim probiyotigin prebiyotik bilesigi
secici olarak tercih ettigi tirlinler i¢in kullanilmaktadir (Schrezenmeir ve de Vrese, 2001;
Rastall ve Maitin, 2002). Sinbiyotikler, sinerjik etkiye sahip olduklarindan GIS’de mevcut
yararli bakteri suslarinin gelisimini tegvik etmekle birlikte, ortama yeni eklenen probiyotik
suslarin da hayatta kalma oranmi artirarak, biiylimelerinin tesvik edilmesinde rol

oynamaktadir (Gallaher ve Khil, 1999).

Yukarida belirtilen tiim yararli etkilerine ragmen starter ve probiyotik 6zellikleri ile gida
sanayinde biiyiik oneme sahip olan laktik asit bakterilerinin, antibiyotik diren¢ genlerini
barindirmalar1 s6z konusudur. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik diren¢ genlerini
tasimalari ilk agamada istenilen bir 6zellik gibi kabul edilmis olsada, bu genlerin patojenlere
aktarilabildigi yapilan g¢aligsmalar ile gosterilmistir (Courvalin, 2006; Gevers, Huys ve
Swings, 2003; Meral ve Korukluoglu, 2014). Dolayisiyla laktik asit bakterilerinin kendileri
patojen olmamasina karsin, direng genlerini patojen bakterilere transfer edebilmelerinden
dolay1, insan ve hayvanlarda saglik sorunlarina neden olabilecegi 6ngdriilmektedir (Herreros

ve digerleri, 2005, Meral ve Korukluoglu, 2014). Bunlarin disinda probiyotik uygulamalarda



her zaman stabil sonu¢ alinamamasi ve doz ayarlamasinin yapilamamasi gibi durumlar da
degerlendirildiginde, yem katki maddesi olarak probiyotiklerin yerine, canli olmayan ve
probiyotiklerin gelisimini tesvik edecek lriin gelistirmek Onemli bir hal almistir. Bu
bakimdan prebiyotiklerle ilgili yapilan ¢aligmalarin biiyiik bir gogunlugunda, inulin, frukto-
oligosakkaritler (FOS) ve galakto-oligosakkaritler (GOS) gibi ticari friinler
kullanilmaktadir. Ancak bu ticari iirlinlerin piyasaya arzi yiiksek miktarlarda iiretimini
gerektirdigi i¢in transgenik bitkilerden elde edilmeleri s6z konusudur. Literatiirlerde,
transgenik musir, patates, seker pancari, bugday ve seker kamisi mahsullerine farkli
biyoteknolojik tekniklerle fruktan biyosentez yollarinin kullandirilarak prebiyotik
tretiminin gergeklestirebildigi bildirilmistir (Benkeblia ve Wiley, 2017; Singla ve
Chakkaravarthi, 2017). Transgenik bitkilerin, daha ucuz, daha verimli {iriinlerin elde
edilmesinde ve kimyasal kirliligin azalmasinda olumlu etkileri olsada, yaratabilecegi riskler
¢ogu arastirmaci tarafindan tartisilmaktadir. Transgenik bitkilerin genetik Kirlilik
yaratabildigi, faydali organizmalara zarar verebildigi, toksik etki, alerji, kanser riski gibi
ciddi tehditler olusturabildigi yapilan ¢alismalarda belirtilmistir (Haspolat, 2012). Ayrica,
bu ticari prebiyotik tiriinlerin temininde Tiirkiye yurt digina bagimli haldedir. Son yillarda
yapilan c¢aligmalarla, mikroorganizma kaynakli prebiyotiklerin, antibiyotikli, probiyotikli
yemlere ve bitkisel kaynakli prebiyotik katki maddelerine alternatif olabilecekleri
bildirilmektedir. Ulkemizde, bagirsak diizenleyici olarak, probiyotik katkili gida iiriinleri
yaygin olarak kullanilmasina ragmen, bu bakterilerin ekzopolisakkaritlerinin hayvan yemi
ve gida olarak kullanimi mevcut degildir. Genel olarak Tiirkiye ve diinyada yapilan
caligmalar ticari prebiyotiklerin kullanilmasi yoniinde olup, mikrobiyal kaynakli prebiyotik
elde edilmesi tizerindeki ¢alismalar ¢cok sinirlt sayidadir. Bu sebeplerle bu tez ¢alismasinda,
tavuk bagirsagi kaynaklt LAB’lerinin EPS iiretim kapasiteleri ile EPS’lerin monomer
kompozisyonlari, bag yapisi ve molekiill agirligi gibi karakteristik 6zelliklerinin,
antibiyofilm, anti-quarum sensing aktivitesinde ve HT-29 hiicrelerine adezyonunda nasil
etkili olabileceginin belirlenmesi ve bu sonuglar neticesinde bitkisel prebiyotiklerden daha
etkin olabilecek, prebiyotik kullanimina alternatif probiyotik kaynakli EPS’lerin yem katki
maddesi olarak kullanilabilirliklerinin in vitro kosullarda arastirilmasi amaglanmistir. Bu

kapsamda;

1. Tavuk bagirsag1 kaynakli laktik asit bakterilerinin kiiltiir ortamlarindaki EPS iiretim
kapasitelerinin belirlenmesi ve EPS iiretim yetenegi ile one c¢ikan bakteri suslarinin

prebiyotik iiretimi i¢in se¢ilmesi,



2. Lactobacillus cinsine ait bakteriler arasindan segilen en iyi EPS {ireticisi bakterilerin, EPS
tiretiminde yliksek verim elde edilebilecek karbon/azot kaynaklari ile kombinasyonlarinin
ve oranlarinin belirlenmesi,

3. EPS’lerin monomer kompozisyonu, bag yapisi ve molekiiler agirliklarina gore
karakterizasyonunun yapilmasi, in vitro prebiyotik ozellikleri ile iligkisinin ortaya
konulmasi,

4. Laktobasillerden elde edilen EPS’lerin veya EPS ve diger metabolitleri igeren kiiltiir
filtratlarinin, antibiyofilm, antimikrobiyal ve anti-quarum sensing gibi prebiyotik a¢idan
onemli olacak etkilerinin belirlenmesi ve hangisinin daha etkin oldugunun ortaya
konulmasi,

5. Bagirsaktaki epitel hiicrelerin ylizeyine tutunma kapasitesi yiiksek bakteriler, bu ortamda
daha avantajli ve biyolojik etkinliklerinin daha fazla olabilecegi Ongoriisiinden yola
cikilarak, yiiksek EPS {ireticisi probiyotigin ve bu probiyotige L-EPS’sinin ve kiiltiir
filtratinin eklenmesiyle olusturulan sinbiyotiklerin, HT-29 hiicre hatt1 ile olusturulan
deney modelinde uygulanmasi sonucunda, tutunma yeteneklerinin arastirilmasi ve L-EPS
ile kiiltiir filtratinin, laktobasillerin bagirsak epiteline adezyon etkisinin ortaya konularak,
bu durumun prebiyotik ag¢idan degerlendirilmesi,

6. Bu calismalar sonucunda probiyotik bakterilerden elde edilen L-EPS’ler ve kiiltiir
filtratlarindan hangisinin prebiyotik olarak 6ne ¢iktiginin belirlenmesi, belirlenen etkin
prebiyotigin antibiyofilm, anti-quarum sensing ve antimikrobiyal etkilerinin ortaya
konularak bu alanda yeni bir bakis acis1 getirilmesi ve alternatif yeni yem katki
maddelerinin gelistirilmesi,

7. Tavuklarda probiyotik bakterilerin (Lactobacillus cinsi bakteriler) yem katkis1 olarak
kullanim1 her zaman stabil ve istenilen sonuglar1 vermediginden, tavuk bagirsagindan
izole edilen ve probiyotik olarak one ¢gikan Lactobacillus cinsine ait bakterilerden elde
edilecek tirtinlerin probiyotik bakterilerde daha 1yi sonu¢ verip vermeyeceginin ortaya
konulmas: ve elde edilen sonuglar neticesinde bu {iriinlerin son doénemde popiiler

probiyotik kullaniminin yerini almas1 hedeflenmistir.

Bu calisma, Tarim ve Orman Bakanligi Tarimsal Arastirma ve Politikalar Genel
Midirligi’nin - TAGEM/15/AR-GE/40 projesi tarafindan desteklenmis olup, tavuk
bagirsagindan izole edilen Lactobacillus cinsi bakterilerden elde edilen EPS’nin, tavuk
prebiyotigi olarak gelistirilmesi bakimindan yapilmis ilk ¢aligmadir. Bu tez kapsaminda

yapilan ¢aligsmalardan elde edilen ¢iktilarin biyoteknolojik olarak probiyotik, prebiyotik ve



sinbiyotik destekli yem sanayisinde kullanimina iliskin yeni katki maddelerinin
kazandirilmas1 ve serbest gezen kOy tavugu kaynakli probiyotik, prebiyotik ve
sinbiyotiklerin arastirilan ve ortaya konulan 6zelliklerinin yapilabilecek yeni ¢alismalara

zemin olusturmasi amag¢lanmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Probiyotikler

Probiyotik kelimesi Latince “pro” ve “bios” kelimelerinden tiiretilmistir ve “yasam igin”
anlamina gelmektedir. Probiyotik terimi ilk olarak 1965 yilinda Lilly ve Stillwell tarafindan
mikroorganizmalarin biiylimesine yardimci olan maddeleri tanimlamak i¢in kullanilmigtir
(Anandharaj, Sivasankari ve Parveen Rani, 2014). Yillar igerisinde c¢ok farkli
tanimlamalariin yapildig1 probiyotiklerin en ¢ok kabul géren tanimlamalarindan biri Roy
Fuller tarafindan 1989 yilinda, “bireylerin intestinal mikrobiyal dengesini koruyarak veya
gelistirerek tiiketici sagligina yararli olan mikrobiyal yem ve gida katkilaridir” seklinde
yapilmustir (Giirsoy, Ozel, Ozbas ve Con, 2011; Fuller, 1989). Immiin sistemin yaklasik
%70’inin gastrointestinal sistemde lokalize olmasi ve probiyotik mikroorganizmalarin lokal
ve sistemik seviyelerde immiin sistemi aktive ettigine dair 6nemli kanitlarin olmasi
nedeniyle s6z konusu tanim Roy Fuller tarafindan “bir probiyotik kalitatif ya da kantitatif
olarak bagirsak mikrobiyotasini etkileyerek ve/veya immiin sistemin durumunu modifiye
ederek yararli etkiler olusturma hedefiyle, insanlar ya da hayvanlar tarafindan tiiketilen canli
mikroorganizma preparasyonu” seklinde yeniden diizenlenmistir (Giirsoy ve digerleri, 2011,
Fuller, 2004). Probiyotikler i¢in bugiin en yaygin ve genis ¢apta kabul goren tanimlardan
birisi de 2001 yilinda Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglhk
Orgiitii (WHO)’ niin uzmanlar komisyonunca yapilmistir. Komisyon, probiyotikleri "yeterli
miktarda alindiginda konukguya saglik agisindan fayda saglayan canli mikroorganizmalar"
olarak tanimlamistir (FAO/WHO, 2001).

Probiyotik olarak kullanilacak bir {irtiniin ideal probiyotik olarak tanimlanabilmesi i¢in bazi
ozellikleri barmdirmasi gerekir. Ideal bir probiyotik, patojen olmamali ve toksin iiretmemeli,
tiiketici icin saglik riski olusturmamali, mide ve duodenumdan gegisi sirasinda yliksek
asitlige toleransli olmali, ince bagirsagin iist kismindan gegisi sirasinda safra tuzlarina karsi
direngli olmali, bagirsak epitel hiicrelerinde kisa siirede kolonize olup ¢ogalmali, ¢esitli
organik asitleri iireterek patojen mikroorganizmalarin sindirim sisteminde barmmalarini
onlemeli, peletleme sirasinda yiiksek sicakliga toleransli olup canlilig siirdiirmeli, yemlerde
kullanilan antimikrobiyal maddelere diren¢li olmali, depolanma siiresince canliligini ve

stabilitesini korumali, konakg¢iya spesifik olmali, antikor iiretimini tesvik ederek bagisiklik
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sistemini giiclendirmelidir (Dhama ve digerleri, 2011; Asan ve Ozcan, 2006; Tuncer, 2000;
Nousiainen, 1993).

Probiyotiklerin insan ve hayvan saghigi izerinde gosterdigi baslica yararlar; gastrointestinal
enfeksiyonlar1 kontrol etmesi, antimikrobiyal etki gdstermesi, bobrek rahatsizliklarini
gidermesi, B-galaktosidaz gibi dnemli sindirim enzimlerinin iretimi ile birlikte viicutta
laktoz kullanimini artirmasi, antimutajenik ve kolon kanserinin Onlenmesi gibi bazi
antikanserojenik aktiviteler gostermesi, bagisiklik sistemini diizenleyici 6zellikler
sergilemesi, antialerjik fonksiyonlara sahip olmasi, besin 6gelerinin biyolojik degerini ve
vitamin {iretimini artirmasi, mineral ve iz elementlerden yararlanimini artirmasi ve serum
kolesterol seviyesini diisiirmesi seklinde siralanabilir (Tuohy, Probert, Smejkal ve Gibson,
2003; Uymaz, 2010; Krasaekoopt, Bhandari ve Deeth, 2003; Shori, 2017).

Probiyotiklerin konake1 iizerinde olumlu etkilerini gerceklestirdikleri kesin mekanizmalar
tam olarak agiklanamamis olmakla birlikte, olumlu etkilerinin ¢ogunu agiklayan birkag
kabul edilmis mekanizma vardir (Khalighi, Behdani ve Kouhestani, 2016). Probiyotikler,
mukus katmani ve epitelyal hiicrelerdeki simirl sayidaki adezyon boélgeleri icin patojen
bakterilerle yarisirlar. Ayni1 zamanda, patojen bakterilerin iiremeleri icin gereksinim
duyduklar1 besin maddelerini tiikketerek ve hidrojen peroksit, organik asit ve bakteriyosin
gibi antimikrobiyal maddeler iireterek, patojen bakterilerin liremelerini inhibe ederler.
Kolonda yag asidi profilini diizenleyerek, intestinal mikrobiyotay: degistirebilirler. Bununla
birlikte, baz1 bifidobakteriler ve laktobasil suslar1 epitele yapisabilir ve patojenlerin
mukozaya yapismasini Onleyerek “kolonizasyon bariyerleri” olarak hareket edebilirler
(Khalighi ve digerleri, 2016; Holzapfel, Haberer, Snel ve Schillinger, 1998). Dahasi,
immiinolojik yaniti modiile edebilir ve doku hasarin1 6nleyen bagirsak duvarlarindaki
inflamatuar immiin reaksiyonlar1 baskilayabilirler (Ferreira ve digerleri, 2011). Probiyotik
ilavesinin diger yararli etkileri, bagirsaktaki enzimlerin salgilanmasi, amonyak ve fenol
iirlinlerinin azaltilmas1 ve bagirsakta patojenik bakteri proliferasyonuna karsi direncin
artirilmasi seklinde siralanabilir (Alloui ve digerleri; 2013; Chen, 2003a). Probiyotiklerin
bagirsak epitel hiicrelerinde kolonize olarak ¢cogalabilmeleri i¢in hedef bolgelere tutunma
yeteneklerinin bulunmasi gerekir. Probiyotiklerin bagirsak epitel hiicrelerine tutunma
ozelliklerinin belirlenmesi ¢alismalarinda en yaygin in vitro model olarak, Caco-2 ve HT-29

hiicre hatlar1 kullanilmaktadir (Ouwehand ve Salminen, 2003).



2.1.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Probiyotik olarak kullanilan bakteri, maya ve mantar tiirlerinin ¢ogu insan ve hayvanlarin
sindirim kanali mikrobiyotasinda her zaman dogal olarak bulunmasmin yaninda, tahil
tanelerinde, tahil yan {iriinlerinde, silajlarda, cayir otlarinda ve hatta su ve toprakta da
mevcuttur (Giiglii ve Kara, 2009; Vanbelle, Teller ve Focant, 1990). Potansiyel probiyotikler
olarak ¢ok fazla tiirde mikroorganizma olmakla birlikte, gida ve yemlerde ticari olarak en
cok kullanilan bakteri cinsleri, Lactobacillus ve Bifidobacterium'dur. Bu durumun birincil
sebebi uzun bir kullanim ge¢misine sahip olmalar1 ve genel olarak giivenli kabul
edilmeleridir (GRAS). Bununla birlikte, Lactococcus, Enterococcus, Saccharomyces ve
Propionibacterium mayalarina ve filamentli mantarlara ait bazi tiirler de saglik etkilerinden
dolay1 probiyotik olarak kullanilmaktadir (Tripathi ve Giri, 2014). Cizelge 2.1°de probiyotik

olarak kullanilan mikroorganizmalarin cins ve tiir adlar1 verilmistir.

Cizelge 2.1. Probiyotik olarak kullanilan bazi mikroorganizmalar (Tripathi ve Giri, 2014;
Ozener ve Kuru, 2015).

Cinsler Turler

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

Lactobacillus

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

Bifidobacterium

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

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

Enterococcus E. faecalis, E. faecium

Bacteroides B. capillus, B. suis, B. ruminicola, B. amylophilus

Pediococcus P. cerevisiae, P. acidilactici, P. pentosaceus

Propionibacterium P. shermanii, P. freudenreichii

Leuconostoc L. mesenteroides
Aspergillus A. niger, A. oryzae
Saccharomyces S. cerevisiae
Candida C. torulopsis
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2.1.2. Hayvan beslemesinde yem katki maddesi olarak kullamilan probiyotikler ve
hayvanlarin performansi ve saghgi iizerine etkileri

Kalite ozelliklerinin yani sira, son yillarda tiiketiciler tarafindan hayvansal iiriinlerin
giivenligi konusuna ilgi artmistir. Uzun yillar boyunca farkli tipte antibiyotikler, hayvanin
sagligin1 korumak, ¢evre kirliliginden kaynaklanan hastaliklar1 6nlemek ve iiretimi artirmak
amaciyla hayvanlarda yem katki maddesi olarak kullanilmistir. Antibiyotik kullaniminin,
bakteriyel dirence neden olabilecegine dair bazi kanitlar goz dniine alindiginda, 2006'dan bu
yana Avrupa Birligi'nde hayvansal biliylime artiricilar olarak antibiyotiklerin kullanimi1
yasaklanmistir. Hayvansal performans kayiplar1 ve dolayisiyla iiretimin stirdiiriilebilirligi ve
karlilig ile ilgili kaygilar neticesinde, saglikli biiyiimeyi uyarmak igin antibiyotikler yerine
giivenli bir katki maddesi gelistirmek zor ve dnemli bir gorev haline gelmis ve bu konuda

yapilan aragtirmalar hizla artmistir (Bai ve digerleri, 2016; Alloui ve digerleri, 2013).

Antibiyotiklerin verim artiric1 olarak kullanilmasinin yasaklanmasiyla kullanimi giindeme
gelen alternatif yem katki maddelerinden olan probiyotikler, hayvanlarin bagirsaklarinda
implante olarak cogalip, patojen mikroorganizmalara karsi antagonistik etki gostererek
hayvanin performansini iyilestirmektedir (Houshmand, Azhar, Zulkifli, Bejo ve Kamyab,
2012; Bai ve digerleri, 2016; Giiglii ve Kara, 2009). Ayn1 zamanda probiyotik bakteriler,
enzimler iireterek ya da enzimleri stimule ederek yemden yararlanmay1 artirmakta, hayvanin
immun sistemini stimule etmekte, laktik asit, asetik asit, formik asit gibi organik asitler ile
hidrojen peroksit tiretip ortamin pH’sin1 diisiirerek Escherichia coli ve Salmonella spp. gibi
patojenler lizerine inhibitor etki gostermektedir (Giiglii ve Kara, 2009; Tung, 2007, Saripinar
ve Sulu, 2005).

Birgok iilkede biiyiitme faktorii olarak sigir, koyun, keci, domuz, kanatli, at ve kiigiik ev
hayvanlarinin rasyon veya diyetlerinde 1970’11 yillardan beri probiyotikler kullanilmaktadir
(Vanbelle ve digerleri, 1990). Lactobacillus, Enterococcus, Bacillus ve Saccharomyces
cinslerine ait mikroorganizmalar, ¢iftlik ve kiimes hayvanlarinda en ¢ok kullanilan
probiyotiklerdendir (Gaggia, Mattarelli ve Biavati, 2010). Hayvan yemlerinde probiyotik

olarak kullanilan mikroorganizmalara iliskin tiirler Cizelge 2.2’de sunulmustur.



Cizelge 2.2. Hayvan yemlerinde kullanilan probiyotikler (Gaggia ve digerleri, 2010)

11

Cins

Bifidobacterium

Enterococcus
Lactobacillus

Lactococcus

Leuconostoc
Pediococcus

Propionibacterium
Streptococcus

Bacillus
Saccharomyces
Kluyveromyces
Aspergyllus

Tiir

B. animalis subsp. animalis, B. lactis subsp.
lactis, B. longum subsp. longum, B.
pseudolongum subsp. pseudolongum, B.

thermophilum
E. faecalis, E. faecium

L. acidophilus, L. amylovorus, L. brevis, L.
casei subsp. casei, L. crispatus, L.
farmicinis, L. fermentum, L. murinus, L.
plantarum subsp. plantarum, L. reuteri, L.

rhamnosus, L. salivarius, L. amylovorus

L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp.

lactis
L. citreum, L. lactis, L. mesenteroides

P. acidilactici, P. pentosaceus subsp.

pentosaceous
P. freudenreichii

S. infantarius, S. salivarius subsp.

salivarius, S. thermophilus

B. cereus, B. licheniformis, B. subtilis
S. cerevisiae, S. pastorianus

K. fragilis, K. marxianus

A. orizae, A. niger

2.1.3. Tavuk mikrobiyotasi ve mikrobiyotaya probiyotiklerin etkileri

Kanatli hayvanlarda cevresel etkiye maruz kalan en genis viicut yiizeyi olan GIS, yemek
borusu, kursak, proventrikulus, taglik, duodenum, jejunum, ileum, ¢ekum, kolon ve kloaktan
olusur. Kanatli GIS’i 100°den fazla bakteri cinsi ve 600’i{in iizerinde farkli bakteri tiirii ile
karmagik ve oldukga gesitli mikrobiyal toplulugu barindirmaktadir (Yadav ve Jha, 2019;
Apajalahti, Kettunen ve Graham, 2004). Saglikli ve dengeli bir mikrobiyal toplulukta,
cogunlukla faydali Gram pozitif bakteriler vardir (toplam bakterilerin en az %85’i). Geri
kalan diger bakterileri ise gen¢ kuslarda Clostridium, bagirsak rahatsizligi olmayan yash
kuslarda ise Salmonella, Campylobacter ve E. coli olusturur (Choct, 2009). Kanath
hayvanlarin GiS'lerinde yaygin olarak bulunan mikroorganizmalarin bazilari, Lactobacillus

sp., Bacteroides sp., Eubacterium sp., Clostridium sp., E. coli, Streptococcus sp., Prevotella
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sp., Fusobacterium sp., Selenomonas sp. ve Bifidobacterium sp.’dir (YYadav ve Jha, 2019).
Mikroorganizmalar kiimes hayvanlarinin GiS'lerine morfoloji, islevsellik, metabolik
etkilesimler ve mikro ortamdaki farkliliklar nedeniyle, GIS segmentleri boyunca heterojen
bir sekilde farkli oranlarda dagilmislardir (Yeoman ve digerleri, 2012). Ayrica bagirsak
floralarindaki bakteriyel konsantrasyon, Sekil 2.1°de gosterildigi gibi bagirsak yolu boyunca
kademeli olarak artmaktadir (Yadav ve Jha, 2019).

Kursak

10°- 10 CFUY/ g, Lactobacilli
Streprococci a“

Tashk
10%- 10° CFU/ g
Lacrobacllll/ Strepeococed

Ileum
10% 10° CFU/ g. Ruminococe)

Streptococel, Enterococel,
Lacrobacllll, E. coll

)2 CFU/ g. Ruminococcl,
vides, Clostridia, Streptococc,
Loctobocllll, E. coll

werococc!

Sekil 2.1. Tavugun gastrointestinal sistemindeki baglica bakteriyel habitatlar ve
konsantrasyonlar1 (Yadav ve Jha, 2019)

Kursak, taglik ve duedonumda Lactobacillus cinsi baskindir ve bu kisimlar bazi kuslarda
%99 gibi yiiksek oranda benzer mikrobiyota sahiptir. Jejunumda en baskin olan tiirler
Lactobacillus salivarius ve Lactobacillus aviarius olmak iizere bu kisim da Lactobacillus
tiirleri tarafindan domine edilir (Pourabedin ve Zhao, 2015; Gong ve digerleri, 2007; Feng
ve digerleri, 2010). Ileumun mikrobiyal bilesimi, duodenum ve jejunum ile
karsilastirildiginda daha cesitli ve daha az kararhdir. ileumda Lactobacillus, Candidatus,
Arthromitus, Enterococcus, E. coli, Shigella ve Clostridium cinsleri hakimdir (Shaufi, Sieo,
Chong, Gan ve Ho, 2015; Pourabedin, Guan ve Zhao 2015). Tavuklar, her ikisi de benzer
bakteri topluluklarini barindiran iki eslenmis ¢ekuma sahiptir. Cekum, tavuklarda bugiine
kadar en yogun kolonilesmis mikrobiyal habitattir ve en yiiksek Lactobacillus ¢esitliligi de
cekumda goriilmektedir. Cekum, sindirilmeyen karbonhidratin bakteri fermantasyonu igin
onemli bir bdlge ve patojenler tarafindan kolonizasyon i¢in ana bir bolgedir (Pourabedin ve
Zhao, 2015; Stanley, Geier, Chen, Hughes ve Moore, 2015). Tiir diizeyinde incelenecek

olursa Bacteroides fragilis, L. crispatus, L. johnsonii, L. salivarius ve L. reuteri, ¢ekal
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mikrobiyotanin %40'indan fazlasini olusturur (Stanley ve digerleri, 2015). Lactobacillaceae,
Peptostreptococcaceae, Streptococcaceae, Clostridiaceae ve Enterobacteriaceae familyalari,
fekal mikrobiyotanin ortak familyalar1 olarak tanimlanmistir (Videnska ve digerleri, 2014).
Herhangi bir stres faktorii ya da patojen mikroorganizmanin varligi, viicut savunma
mekanizmasini digiirerek bagirsak mikrobiyotasinda bir dengesizlik yaratma egilimindedir.
Dogal mikrobiyota dengesinin bozulmasina bagli olarak meydana gelen patojen
mikroorganizma sayisindaki artig; hayvanlarda ishal, istahsizlik, besin maddelerinin
sindirim ve emiliminde diistis gibi fizyolojik rahatsizliklara neden olmaktadir. Kanatlilarda
patojen mikroorganizmalar ve bunlarin etkilerinin azaltilmasinda probiyotik kullaniminin
etkilerinin arastirildigi ¢esitli ¢aligmalar sonucunda, kanatli rasyonlarina probiyotik
ilavesinin Salmonella enteritidis, Salmonella Typhimurium, E. coli, Clostridium
perfringens, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus,
Eimeria sp. ve Actinomyces sp. gibi bir¢ok patojen iizerinde oldukga yiiksek antibakteriyel
etkilere sahip oldugu bildirilmistir (Ustiindag ve Ozdogan, 2017; Abudabos, Al-Batshan ve
Murshed, 2015). Kanatli hayvan {iretimindeki probiyotiklerin etki mekanizmasi, saglikli
bagirsak mikrobiyotasinin kurulmasi ve korunmasi, besin maddelerinin sindiriminin ve
yararlanilabilirliginin artirilmasi, pH’in diisiiriilmesi ve ¢esitli antimikrobiyal maddelerin
iiretilerek patojenlere karst koruyucu etkilerin olusturulmasi, toksinlerin nétralizasyonu,
amonyak {retiminin azaltilmasi ve bagisiklik sisteminin uyarilmasi olarak siralanabilir

(Dhama ve digerleri, 2011).

L. salivarius, iyi karakterize edilmis bir bakteriyosin iireticisidir. Insan, domuz ve kanatli
sindirim sistemi kanallarindan (GIS), insan siitiinden ve diger kaynaklardan sik sik izole
edilmis ve bircok susu, bagirsak mikrobiyotasin1 modiile etme, antimikrobiyal maddeler
iretme, bagisiklik sistemini uyarma gibi yetenekleriyle umut verici probiyotikler olarak
dikkat cekmistir (Chaves ve digerleri, 2017; Messaoudi ve digerleri, 2013). Kanath
hayvanlarda L. salivarius 15 yildan uzun siiredir probiyotik olarak kullanilmaktadir ve
bircok c¢alisma, L. salivarius'un rekabet¢i dislama yetenegi ile S. enteritidis’in
kolonizasyonunda azalma meydana getirdigini bildirmistir (Chaves ve digerleri, 2017).
Ornegin, Sornplang ve digerlerinin (2015) yapmus olduklari calismada, 150 yeni dogan pilig
bes gruba ayrilmistir. 1. gruba (kontrol), sadece yem ve su; 2. gruba (pozitif kontrol), yem,
su ve S. enteriditis patojeni; 3. gruba, yem, su, S. enteriditis patojeni ve L. salivarius L61
susu; 4. gruba, yem, su, S. enteriditis patojeni ve L. salivarius L55 susu; 5. gruba ise yem,

su, S. enteriditis patojeni ve L. salivarius L61 ile L55 suslarinin kombinasyonlari verilmistir.
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7 giin boyunca yapilan incelemeler sonucunda, L. salivarius L61 ve L55 suslarinin verildigi
gruplarda bagisiklik sisteminin daha ¢ok uyarildigi, hayatta kalma oraninin arttigir ve bu
gruplardaki pili¢lerin ¢ekumlarinda diger gruplara gore oldukga diisiik S. enteriditis varlig
tespit edilmistir. Yapilan bu galisma sonucunda yazarlar, 2 giinliik civcivlerin yemine
optimal oranlarda Lactobacillus takviyesinin S. enteriditis enfeksiyonunu 6nlemek amaciyla
kullanilabilecegi sonucuna varmislardir (Sornplang, Leelavatcharamas ve Soikum, 2015).
Daha o6nce yapilan bazi in vivo ¢alismalarda, probiyotiklerin C. jejuni patojenini azaltmada
etkili bir rol oynadigini bildirilmistir. Santini ve digerleri (2010), Bifidobacterium longum
PCB 133 probiyotik susunun, Neal McKinney ve digerleri (2012), Lactobacillus crispatus
JCM5810 probiyotik susunun tedavi edilmemis gruplara gére C. jejuni sayisinda 6nemli bir

diisiise yol actigin1 géstermistir.

2.1.4. Tavuk probiyotiklerinin kullanim ve yararlari

Kiimes hayvanlarinin diyetlerinde probiyotik kullanilmasinin birgok faydasi vardir. Bu
faydalardan biri yiyeceklerin daha uzun gecis siiresi ile sindirim oranini artirmak ve
besinlerin emilimini saglamaktir. Probiyotik kullanimi ile ince bagirsakta yararli bakteri
poptilasyonu artmaktadir. Probiyotiklerin diyetteki yag miktar1 ve tlirline gore ince
bagirsakta yag emilimine etkisinin oldugu bildirilmistir (Poorghasemi ve digerleri, 2018).
Probiyotiklerin bagirsak mikrobiyotasini patojenlere karsi koruma, bagisiklik sistemini
gliclendirme, serum kolesterol seviyesini ve kan basincini diisiirme, antikarsinojenik etki
gosterme, besin maddelerinden faydalanma ve gidalarin besin degerinin artmasi gibi saglik
acisindan pek cok faydasi bulunmaktadir (Akan ve Kimik 2015; Zoumpopoulou, Pot,
Tsakalidou ve Papadimitriou, 2017).

Probiyotiklerin kanatlilarin performansi iizerine etkilerinin arastirildigr bircok caligsma
bulunmaktadir. Yiriitiilen bu caligmalar sonucunda, probiyotik ilavesi ile birlikte etlik
pili¢lerin, yumurtaci tavuklarin, 6rdeklerin, hindilerin, bildircinlarin ve deve kuslarmin
bliyiime performanslarinda Onemli artiglar gozlendigi bildirilmistir (Karimi-Kivi,
Dadashbeiki ve Seidavi, 2015; Agboola, Omidiwura, Odu, Popoola ve lyayi 2015; Idoui ve
Karam, 2016). Ancak, probiyotik kullanim1 sonucunda kanatlilarda gbzlenecek olan etkiler
bakimindan kiimesler arasinda fark olabilecegi gibi bireyler arasinda da farkliliklar
olabilecegi rapor edilmistir. Bu farkliliklar hijyen kosullarinin degiskenlik gostermesi, stres

kosullarmin olup olmamasi, kullanilan rasyonlarin yapisi ve bilesimi gibi isletmeye gore
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degisiklik gosterebilen faktdrler ile hayvanlarin saglik durumu ve sindirim sistemi
mikroorganizma cesitliligi gibi bireysel faktorlere bagl olarak olusmaktadir (Ustiindag ve

Ozdogan, 2017; Ergiin, Yalcin ve Sacakli, 2000).

Probiyotiklerin tavuklarda yem katkis1 olarak kullanilmasi sonucunda yemden yararlanma
oraninin, viicut agirhigmin ve iretkenligin arttig tespit edilmistir (Mahfuz ve digerleri,
2017). Ayn1 zamanda yumurta tavuklari {izerinde yapilan caligmalarda, probiyotiklerin
yumurta iiretiminde, yumurtanin kabuk kalinliginda ve agirliginda artis, kolestrol diizeyinde
ise azalma meydana getirerek yumurta kalitesini artirdig1 rapor edilmistir (Park ve digerleri,
2016; Tang ve digerleri, 2015; Hassanein ve Soliman, 2010). Yapilan c¢alismalar,
probiyotiklerin kanatli yemlerinde biiyiimenin tesvik edilmesi, bagirsak mikrobiyotasinin
modiilasyonu ve patojen inhibisyonu, immiinomodiilasyon ve kanatli hayvan etinin
kalitesinin artirilmasi i¢in beslenme aracit olarak basariyla kullanilabilecegini ortaya

koymaktadir (Hassanein ve Soliman, 2010).

Yukarida bahsedilen tiim yararli etkilerine ragmen, mikroorganizma igeren fonksiyonel
gidalarin gelistirilmesini ve iiretimini kisitlayan bazi engeller vardir ve dolayisiyla
probiyotikler, yem katkis1 olarak kullanildiginda pek ¢ok asamada dikkat edilmesi
gerekmektedir. Bu engeller, yiiksek sicaklik, kurutma, dondurma, yiiksek basing, asidik veya
alkali ortam gibi gidanin islenmesinden kaynaklanan engeller, konak¢i tarafindan
tiketiminden sonra sindirim sistemi enzimleri, yiliksek asidik ortam ve safra tuzlari gibi
metabolizmadan kaynaklanan engeller ve mikroorganizmanin kendisinden kaynaklanan
anaerobik gelisme kosullari, zengin besi ortami gereksinimi, oksijen, sicaklik, pH,
inhibitorler ve rekabet¢i mikroorganizmalardan kaynaklanan stres kosullari gibi engeller
seklinde ozetlenebilmektedir (Unal ve Erginkaya, 2010) Ozellikle starter ve probiyotik
ozellikleri ile gida ve yem sanayide biiyilk 6neme sahip olan Lactobacillus cinsine ait
probiyotikler, ortam kosullarina yiiksek oranda duyarli olduklarindan, yeme katilabilmeleri
ve depolanabilmeleri olduk¢a zor bir islemdir. Bunlarin yani sira laktik asit bakterilerinin,
antibiyotik diren¢ genlerini barindirmalar1 s6z konusudur ve direng genlerini tagimalari ilk
asamada istenilen bir 6zellik gibi kabul edilmis olsada, bu genlerin patojenlere aktarilabildigi
literatiirlerde belirtilmistir (Courvalin, 2006; Gevers ve digerleri, 2003; Meral ve
Korukluoglu, 2014). Dolayisiyla laktik asit bakterilerinin kendileri patojen olmamasina
karsin, diren¢ genlerini patojen bakterilere transfer edebilmelerinden dolayr insan ve

hayvanlarda saglik sorunlarina neden olabilecegi riski s6z konusudur (Herreros ve digerleri,



16

2005, Meral ve Korukluoglu, 2014). Bu durumlar degerlendirildiginde yem katki maddesi
olarak probiyotiklerin yerine, canli olmayan, ekstrem c¢evre kosullarina dayanikli ve
probiyotiklerin gelisimini tesvik edecek iirlin gelistirmek tiim diinyada onemli bir ¢alisma

konusu haline gelmistir.

2.2. Prebiyotikler

Prebiyotikler, iist gastrointestinal kanaldan gecerken metabolize veya absorbe edilmeyen,
kolonda bulunan Bifidobacterium ve Lactobacillus gibi bakteriler tarafindan fermente edilen
ve sindirim sistemindeki bir veya daha fazla potansiyel faydali bakterinin biiylimesini
ve/veya aktivitesini segici bir sekilde artirarak konagin sagligini olumlu yonde etkileyebilen,
gida bilesenleri olarak tanimlanmaktadir (Kim ve digerleri, 2018; Yoo ve Kim, 2016). Bir
bilesigin prebiyotik olup olmamasi yararli bakteriler tarafindan metabolize edilmesine
baglhdir. Bu nedenle, her kolonik gidanin prebiyotik olamayacagi bildirilmistir (Roto,
Rubinelli ve Ricke, 2015). Bir gidanin prebiyotik olarak siiflandirilmasi i¢in; substratin
mide ve ince bagirsakta hidrolize ve absorbe olmamasi, organizmalarin metabolizmasini
tesvik ederek kolonda yararli bakteriler tarafindan selektif olarak fermente edilebilmesi ve
mikrobiyotay1, konak¢ida luminal/sistemik etkiler yaratarak daha saglikli bir kompozisyona
dogru degistirmesi gerekmektedir (Gibson ve Fuller, 2000; Guarner ve Malagelda, 2003).

Bir dizi prebiyotik vardir ancak, ¢aligmalarda en fazla rapor edilmis ve prebiyotiklerin
etkileri icin en tutarli kanitlar, cesitli koken ve kimyasal 0Ozelliklerinden dolay1
sindirilemeyen oligosakkaritler olmustur (Alloui ve digerleri, 2013). Prebiyotik olarak
kullanilan oligosakkaritler; patojen mikroorganizmalarin bagirsak ylizeyinde tutunmasini
saglayan fimbrialara baglanma yetenegine sahiptir ve bu nedenle patojen
mikroorganizmalarin kolonizasyonunu engelleyerek, diski yoluyla atilmasina neden olur
(Sezen, 2013). Birgok meyve ve sebze, frukto-oligosakkarit (FOS) gibi prebiyotik
oligosakkaritler icerir. FOS’lar, {ist gastrointestinal kanalda hidrolize ve absorbe edilmez,
patojenik bakterileri rekabetgi bir sekilde dislayan konakgi-yararli bakteriler igin bir besin
kaynagi olarak iglev goriir ve yararli bakterilerin biiylimesini secici olarak tesvik eder (Alloui
ve digerleri, 2013). FOS’lar sogan, sarimsak, muz, kuskonmaz, pirasa, Kudiis enginari,
hindiba gibi ¢esitli yiyeceklerde bulunabilir. Prebiyotik olarak kullanilan oligosakkaritler,
yaklagik 2 ila 20 arasinda monosakkarit birimlerinden olusan kisa zincirli polisakkaritlerdir.

Meyve ve sebzelerde dogal olarak meydana gelen ve ekstrakte edilebilir olanlarin yani sira,
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polisakkaritlerin (6rnegin, diyet lifleri, nisasta) hidroliziyle veya enzimatik yolla ticari olarak
da iretilebilir. Asagida verilen oligomerlerin prebiyotik potansiyele sahip oldugu
bildirilmistir (Saad, Delattre, Urdaci, Schmitter ve Bressollier, 2013; Manning ve Gibson,
2004; Gibson, Ottaway ve Rastall, 2000).

— Iniilin — Laktuloz

— Gluko-oligosakkarit — Laktosiikroz

— Frukto-oligosakkarit — Ksilo-oligosakkarit
— Galakto-oligosakkarit — Soya-oligosakkarit
— lzomalto-oligosakkarit — Platinoz

2.2.1. Prebiyotiklerin etki mekanizmasi

Prebiyotiklerin konake1 iizerine cesitli yararl etkileri olmasina ragmen, en temel etki
mekanizmalar1 Bifidobacteria ve Lactobacillus gibi probiyotik bakteriler i¢in enerji ve
karbon kaynagi olarak gorev almalari ve boylece sindirim sistemi mikrobiyal dengesini
iyilestirmeleridir. Prebiyotikler i¢in buradaki en 6nemli unsur sindirim kanalinda bir ya da
sinirli sayida yararli bakteriyi secici sekilde zenginlestirmeleri ve bunlarin aktivitelerini yine
canlinin lehine degistirmeleridir. Prebiyotikler, gastroinstestinal sisteme adapte olmus
yararli bakterilerin gelisimini tegvik ettiginden, prebiyotiklerin probiyotiklerden daha etkili
oldugu sdylenebilmektedir (Ustiindag ve Ozdogan, 2017; Sugiharto, 2016). Kolona
degisiklige ugramadan ulasan prebiyotikler, bakteriler tarafindan hidrolize edilir. Hidroliz
islemi Ozellikle bifidobakteriler tarafindan gergeklestirilir ve bu islem igin
betafruktofuranozidaz enzimine gereksinim vardir. Fermentasyon islemi sonunda kisa
zincirli yag asitleri, organik asitler ve kisa zincirli karboksil asitler ortaya ¢ikar (Coskun,
2006). Kisa zincirli yag asitlerinin sagligimiz agisindan gesitli yararli etkileri vardir.
Bagirsak pH’sin1 disiiriir, bu ortamda mineral, 6zellikle de kalsiyum emilimi daha iyi olur.
Asidik ortamda yararli mikroorganizmalar ¢ogalabilirken, patojen mikroorganizmalar
cogalamaz. Kisa zincirli yag asitleri bagirsak epitel hiicreleri i¢in de enerji kaynagidir.
Ayrica kisa zincirli yag asitlerinden propiyonik asit, hepatik yag asidi sentezini inhibe ederek
serum LDL kolesterol diizeylerini disiiriir (Coskun, 2006; Gibson ve Roberfroid, 1995;
Tokunaga, 2004) (Sekil 2.2).
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Bifidobakteriler veya

Laktobasiller tarafindan

metabolize edilir. //v Aszetat
Oligosakkaritler » Kisa zincirli yag asitleri —» Propiyonat

Bitirat

Kolonositlerin beslenmesi
Enerji saglama

— Sodyum absorbsiyonunun artmasi

Prebiyotiklerin fermentasyonu —® Mukoza kan akuninin artmas:
sonucu ortaya ¢ikan bitirat ve
diger kisa zineirli yag asitleri —» Kan kolestrol diizeyinin azalmas1

—» Immin sistemin duzelmesi
Hicre ¢ogalmasinin dizenlenmesi
Hiucre farklilagmas: ve karsinogenez tizerine etki

Sekil 2.2. Oligosakkaritlerin bagirsak bakterileri tarafindan fermentasyonu sonucu ortaya
cikan kisa zincirli yag asitleri ve bunlarin saglik tizerindeki olumlu etkileri
(Coskun, 2006).

Prebiyotiklerin fermantasyonu sonucu meydana gelen laktik asidin aktivitesiyle ortamda
Salmonella, Clostridia ve E. coli gibi patojen mikroorganizmalarin koloni olusturmalari
engellenir ve boylelikle konake1 bagisiklik sistemi giiglenir (Cabuk, Bozkurt, Algigek, Catli
ve Baser, 2006). Maltoz, laktoz, sakkaroz gibi oligosakkaritlerin yararli bakteri sayisini
artirarak laktik asit diizeyini yiikselttigi, mannan-oligosakkaritlerin de intestinal mukozay1
iyilestirdigi bildirilmistir (Iji ve Tivey, 1999; Flickinger ve Fahey, 2002). In vitro olarak
yapilan ¢caligmalarda prebiyotikler olarak kullanilan oligofruktoz ve inulin, kolondaki yararl
mikrobiyota (Lactobacillus, Bifidobacterium gibi) tarafindan selektif olarak kullanilirken,
toksin tireten Clostridium’lar, proteolitik Bacteroides’ler ve toksijenik E. coli gibi potansiyel
patojen mikroorganizmalarin gelisimini engelledigi rapor edilmistir (Gibson ve Roberfroid,
1995; Flickinger ve Fahey, 2002).

Prebiyotikler canli degildir ve dolayistyla canliliklarini siirdiirme gibi bir zorunluluklar1 da
yoktur. Bu durum prebiyotikleri probiyotiklerden daha avantajli bir duruma getirmektedir.
Ayrica, “saglikli bir bagirsak”ta bulunan bircok Onemli bakterinin in vitro kosullarda
iretilmesi her zaman miimkiin olmamakta ve ticari probiyotik {riinler olarak
kullanilamamaktadir. Bununla birlikte, prebiyotiklerin gida ile verilmeleri sonucu kiiltiir
edilemeyen bakterileri stimiile ettikleri yapilan ¢caligmalar sonucu ortaya konmustur (Rastall

ve digerleri, 2005).
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2.2.2. Prebiyotiklerin hayvanlarin performansi ve saghgi iizerine etkileri

Prebiyotikler hayvan saglig1 acisindan giivenilir ve toksik bir yan etkisi olmayan maddeler
olarak tanimlanmaktadir ve hayvanlarda prebiyotiklerin kullanim1 uzun bir tarihe sahiptir.
Son yillarda prebiyotikler, yaygin olarak kiimes hayvanlari, sigir, domuz ve at gibi ¢iftlik
hayvanlarinin biiyiik bir cogunlugunda yem katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Bu
sayede bagirsak mikrobiyotas: tizerindeki etkileri, bagisikligi diizenlemesi, enterikler
tizerindeki baskilayici etkileri ve patojenler tarafindan sistemik enfeksiyonlari, besin
sindirimi, performans indeksleri, hayvan orjinli tiriinlerin kalitesi in vivo besleme yoluyla
incelenmektedir (Di Gioia ve Biavati, 2018; Hamasalim, 2016; Charalampopoulos ve
Rastall, 2009; Schmidt, llic, Poulev ve Raskin, 2007).

Prebiyotiklerin bir diger avantaji yemlerin islenmesi esnasinda maruz kalinan 1s1 ve basing
karsisinda dayanikli olmalaridir. Bunun disinda, bir¢ok prebiyotik pahali olmayan gida
isleme yan triinlerinden elde edilmektedir. Bu da prebiyotiklere ekonomik agidan avantaj
saglamaktadir (Crittenden ve Playne, 1996). Prebiyotiklerin hayvan beslemedeki olasi
etkileri 1980’lerin basinda tanimlanmis ve prebiyotiklere ilginin artmasi ile birlikte hayvan

besleme alaninda bir¢ok arastirma yapilmistir (Verdonk, Shim, Van Leeuwen ve Verstegen,
2005).

Prebiyotiklerin hayvanlarda temel etkisi, konak¢ida direncli mikrobiyotay1 tesvik etmek,
patojen bakterileri baskilamak ve konaga saglik acisindan yararlar saglamaktir (Alloui ve
digerleri, 2013). Kanatli ve domuzlarin rasyonlarina oligosakkaritlerin ilavesi genellikle
mikrobiyota ¢ogalmasimi tesvik etmek i¢in yapilmaktadir. Ozellikle, domuzlarda, galakto-
oligosakkaritler (GOS) hem in vitro hem de in vivo uygulamalarda bifidobakterilerin sayisini
artirmak i¢in kullanilmaktadir. Diyetlere frukto-oligosakkaritler (FOS) gibi prebiyotiklerin
ilavesi Salmonella kolonizasyonunu azaltirken, bagirsak mikrobiyal popiilasyonunda artiga
neden olmaktadir (Gibson ve digerleri, 2017; Charalampopoulos ve Rastall, 2009). Kanatli
hayvanlarda, patojen bakterilerin kontrolii ve baskilanmasinda ksiloz, fruktoz, galaktoz,
mannoz ve glukoz igeren prebiyotiklerin kullanilmasi umut vericidir (Alloui ve digerleri,
2013). Cizelge 2.3’te prebiyotiklerin en onemli Ozellikleri ve hayvan organizmalari

iizerindeki olumlu etkileri sunulmustur.
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Cizelge 2.3. ideal prebiyotiklerin 6zellikleri ve hayvanlarda yararli etkileri (Alloui ve
digerleri, 2013; Patterson ve Burkholder, 2003).

Ozellikleri Yararh Etkileri
— Hidrolize ve absorbe edilmez. — Daha yiiksek SCFA firetimi.
—  Bir veya sinirl sayida yararli bakterinin — Dabha iyi biyokiitle ve digki.

gelisimini segici olarak uyarir.

— Bagirsak mikrobiyota aktivitelerini yararl —  Gelismis B vitamini sentezi.
bir gekilde degistirir.

—  Konake1 savunma sistemini pozitif olarak —  Olumlu etkilenen mineral emilimi.
modiile eder. — Kanseri 6nleme.

— Kan kolesterol seviyesinde azalma.

— Amonyak ve iire atiliminda azalma.

—  Skatol, indol, fenol vb. maddelerce daha
diistik diski igerigi.

Prebiyotiklerin hayvan yemlerine ilave edilmesinde, dnemli bir¢ok faktor bulunmaktadir.
Bu faktorler; rasyonun tipi (6rnegin, sindirilemeyen oligosakkarit igerigi), katkinin tiirti ve
katilma diizeyi, hayvanin 6zellikleri (tiir, yas, tiretim diizeyi) ve ¢iftligin hijyen durumudur
(Verdonk ve digerleri, 2005). Bunlardan oOncelikli olanlar prebiyotigin tiirii ve katilma
diizeyidir. Ciinkili yapilan calismalar gdstermistir ki yliksek dozda prebiyotikler bagirsak

sisteminde olumsuz etkiye neden olabilmektedir.

2.2.3. Tavuk prebiyotiklerinin performans ve saghga etkisi

Prebiyotikler, sindirim sistemindeki yararli bakterilerin artirilmasini saglayarak patojen
bakterilerin  onlenmesi ve bagisikligin uyarilmasi, Ozellikle jejunumda maltaz,
aminopeptidaz ve alkali fosfataz enzimlerinin reaksiyonunu artirmasi gibi etkilerinden
dolay1 kanatlilarda yem tiiketimini, yemden yararlanmay1 ve verim performansini artirmak,
iriin kalitesini 1iyilestirmek amaciyla yem katki maddesi olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Yadav ve digerleri, 2016; Ustiindag ve Ozdogan, 2017). Tavuklarda
yaygin olarak kullanilan prebiyotikler frukto-oligosakkaritler (FOS), mannan-
oligosakkaritler (MQOS), gluko-oligosakkaritler, (GOS), iniilin ve oligofruktanlardir
(Sugiharto, 2016; Saminathan, Sieo, Kalavathy, Abdullah ve Ho, 2011; Nabizadeh, 2012).

Etlik piliclerle yiiriitiilen ¢aligmalar sonunda ¢esitli prebiyotik bilesenlerin kullanilmasi ile
kanatli performansinda 6nemli gelismeler gézlendigi bildirilmistir. Kim ve digerleri (2011)

yaptiklar1 ¢alismada, rasyonlara %0.25 FOS ve %0.05 MOS ilave ettiklerinde hayvanlarin
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canli agirlik artiglarinda yiikselme meydana geldigini bildirmiglerdir. Etlik pili¢lerin yem
tilketiminde ve yemden yararlanma oraninda ise bir degisiklik gézlemlememislerdir. MOS
kullanim ile birlikte genellikle etlik piliclerin canli agirliklarinda ve yemden yararlanma
oranlarinda gelisme gozlenirken, yem tiiketiminde herhangi bir degisiklik goriillmemektedir
(Ustiindag ve Ozdogan, 2017; Murshed ve Abudabos, 2015). Rada ve digerleri (2001),
yumurtaci tavuklarda iniilinin sekal Bifidobacteria sayisi iizerine olan etkisini arastirdiklari
bir ¢caligmalarinda deneme grubunda %?5 iniilin i¢eren rasyon kullanmislardir. Sonug olarak
sekal Bifidobacteria konsantrasyonu deneme grubunda ii¢ kattan fazla artmustir. Total
Bifidobacteria sayisi igerisindeki iniilin fermente edici Bifidobacteria orani ise deneme
grubunda kontrol grubuna gore iki kat daha yiiksek bulunmustur. Ozellikle kanatlilarda
iniiline bagli olarak performanstaki iyilesmenin, ince ve kalin bagirsak uzunlugu ile villus
yiiksekliginin artmasi ve dolayistyla mide-bagirsak kanalinin absorbsiyon kapasitesinin
artmasi sonucu meydana geldigi ileri stiriilmiistiir (Van Loo, 2007). Chen ve digerlerinin
(2005) yapmis olduklar1 bir ¢calismada, yumurtaci tavuklarin yemlerine %1 oligofruktoz ve
%1 1iniilin ilavesinin kontrol grubuna gore yumurta sarisindaki kolesterol seviyesini sirastyla
%18,64 ve %16,44 oraninda disiirdigi bildirilmistir. Alatas ve digerleri (2010), saha
sartlarinda yumurta tavugu rasyonlarina ilave edilen FOS’un satilabilir yumurta ve yemden
yararlanma oranini artirdigint ve hasarli yumurta orani ile giinlik yem tiiketimini
diisiirdiigiinii tespit etmiglerdir. Baska bir calismada MOS igeren yemle beslenen etlik
piliglerde bagirsak Salmonella yogunlugunun katkisiz yemle beslenenlere oranla %26
azaldig1 bildirilmistir (Gaggia ve digerleri, 2010). Yal¢inkaya ve digerleri (2008), MOS’un
etlik pili¢lerde performans ve bazi kan parametreleri tizerine etkilerini belirlemek amaciyla
yaptiklar1 ¢aligmada, deneme periyodu siiresince kandaki ALT ve AST diizeylerinin 6nemli
derecede azaldigini tespit etmisler ve ortalama kolesterol diizeyinin %0,05 MOS katilan
grupta diger gruplara gore onemli derecede azaldigini bildirilmislerdir. Chen (2003b)
tarafindan broylerlerde yapilan bir denemede, rasyona %] iniilin ve %1 oligofruktoz
ilavesinin disilerde canli agirlik kazancini, yemden yararlanmayi, karkas agirligini ve karkas
yiizdesini iyilestirdigi, erkeklerde ise 6nemli bir etki yaratmadigi bildirilmistir. Spring ve
digerlerinin (2000) broyler iizerinde yapmis olduklari bir calismada, rasyona %0,4
seviyesinde ilave edilen prebiyotiklerin (MOS), E. coli, Salmonella pullorum, S. enteritidis,
Salmonella coleraesuis, S. Typhimurium gibi patojen bakterilere karsi etkili oldugu ve
patojen mikroorganizmalar1 biinyelerine baglayarak, onlarin digkiyla disari atilmalarim

sagladiklarini bildirmislerdir.


https://scholar.google.com.tr/scholar?hl=tr&as_sdt=0,5&q=Salmonella+typhimurium
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2.3. Sinbiyotikler

Sinbiyotik terimi, probiyotik ve prebiyotikleri birlikte bulunduran besin veya destek amagli
kullanilan {riinleri tanimlamaktadir. Probiyotiklerle birlikte probiyotigin tliketecegi
prebiyotikler verildiginde daha uzun siire canli kalacaklar1 varsayilmaktadir. Prebiyotik ve
probiyotiklerin konakei tizerindeki olumlu etkilerinin ayn1 yonde artacagi diistiniilmektedir.
Sozciik sinerjiye isaret ettigi icin, bu terim probiyotigin prebiyotik bilesigi secici olarak
tercih ettigi triinler i¢in kullanilmaktadir (Schrezenmeir ve de Vrese, 2001; Rastall ve
Maitin, 2002). Sinbiyotiklere, frukto-oligosakkarit ve bifidobakteri, laktitol ve laktobasil,
frukto-oligosakkarit ve laktobasil, iniilin ve bifidobakteri ile iniilin ve laktobasil

kombinasyonlari1 6rnek verilebilir (Sharma ve digerleri, 2018).

Yapilan baz1 ¢aligmalar hem prebiyotiklerin hem de probiyotiklerin kullanimi sonucu
sindirim sisteminde arzu edilen bakteri sayisinin arttigini ve sonug olarak saglik tizerindeki
olumlu etkilerini ve geng hayvanlarin daha iyi biiyiime performansina ulagsmadaki etkinligini
gostermistir. Sinbiyotiklerin bu gibi olumlu etkileri iki yolla elde edilir: (1) probiyotiklerin
canliligin1 gelistirerek ve (2) saglik lizerinde belirli yararlar saglayarak (Sekhon ve Jairath,
2010; Patterson ve Burkholder, 2003). Bir sinbiyotik alim1 bagirsak biyoyapisinin bakimiyla
bagirsak metabolik aktivitelerinin diizenlenmesine yol agar. Ozellikle SCFA, karbon
distilfiir, ketonlar ve metil asetatin dnemli artisi, sinbiyotik yem takviyelerinin sagligi tesvik

edici etkilerini gostermistir (Alloui ve digerleri, 2013).

Hoseinifar ve digerlerinin (2017) yapmis olduklar1 ¢aligma, Pediococcus acidilactici ve
GOS'un kombine verilisinin gokkusag alabaliginin biiylime performansina ve ayni zamanda
bagirsak mikrobiyotasina yararl etkilerini ortaya koymustur. Bu sonuglar, P. acidilactici ve
GOS'un gokkusagi alabalig1 i¢in uygun bir sinbiyotik olarak diisiiniilebilecegini ortaya
cikarmigtir. Broyler tavuklarda yapilan bazi ¢aligmalarda sinbiyotiklerin, broyler tavuklarin
bagirsaklarinda E. coli ve toplam koliform popiilasyonlarini azalttig1 goriilmiistiir. Diyette
onerilen seviyelerden daha yiliksek wverilen sinbiyotik konsantrasyonlarinin, broyler
tavuklarinin bagirsaklarindaki laktik asit bakterisi popiilasyonunu artirdigr belirlenmistir
(Hamasalim, 2016; Dibaji, Seidavi, Asadpour ve Moreira da Silva 2014). Awad ve
digerlerinin (2009) broyler tavuklar {izerinde yapmis olduklar1 ¢alismada sinbiyotik olarak
kullanilan iriinlerin, probiyotik Lactobacillus sp.'ye gore daha biiyiik bir biiyiime
destekleyici etki gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica, diyet takviyeleri, piliglerin bagirsak
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mukozasinin villus yiiksekliginde ve kript derinliginde de bir artisa neden olmustur.
Mookiah ve digerlerinin (2014) yaptiklar1 arastirmada, kiimes hayvanlarinin yemlerinde
prebiyotik isomalto-oligosakkaritlerin (IMO), 11 probiyotik Lactobacillus susunun ve
bunlardan olusturulan sinbiyotiklerin kullanilmasinin, broyler tavuklarda agirlik kazancin
ve yem doniisiim oranini kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli olgiide artirdig
belirlenmistir. Dolayisiyla yapilan arastirmalarda probiyotik, prebiyotik ve sinbiyotiklerin
kiimes hayvanlarinda enterik hastaliklar1 azaltma potansiyeli dikkate alindiginda,
antibiyotikler yerine alternatif olarak kullanilabilecekleri bildirilmektedir (Frizzo, Zbrun,

Soto ve Signorini, 2011; Kutlu ve Ozen, 2009).

2.4. Ekzopolisakkaritler (EPS)

Ekzopolisakkaritler (EPS), dallanmis tekrarli seker birimlerini veya seker tiirevlerini i¢eren
uzun zincirli, yiikksek molekiiler agirlikli, suda ¢éziinebilen polimerlerdir. EPS’ler laktik asit
grubuna dahil olan birgok mikroorganizma tarafindan {iretilmektedir. LAB, GRAS
(genellikle giivenli kabul edilen) statiisiinde bakteriler olup; bu bakteriler tarafindan iiretilen
EPS’ler de GRAS olarak kabul edilmektedir. Farkli LAB suslar1 tarafindan {iretilen
EPS’lerin kompozisyonlari, ti¢ boyutlu yapilari, sertlik, biyokimyasal ve biyofiziksel
ozellikleri, seker baglari, polimer uzunlugu, seker igerikleri, polimer dallanmalar1 ve
proteinlerle iliskileri birbirinden farklidir (Schurr, 2013; Kleerebezem ve Hugenholtz, 2003;
Welman ve Maddox, 2003).

EPS’ler ana zincirin bilesimine ve biyosentez mekanizmalarina bagli olarak
homopolisakkaritler (HoPS) ve heteropolisakkaritler (HePS) olmak iizere ikiye ayrilir
(Lynch, Zannini, Coffey ve Arendt, 2018). Genel olarak, heteropolisakkaritler birkag¢ farkli
tipte monosakkaritten olusur ve hiicre icinde sentezlenir. Homopolisakkaritler ise sadece tek
tip monosakkarit icerir ve harici olarak bakteri tarafindan salgilanan bir enzim tarafindan
iretilir (Badel, Bernardi ve Michaud, 2011). Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen HoPS

ve HePS’lerin 6zellikleri karsilastirmali olarak Cizelge 2.4’te sunulmustur.
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Cizelge 2.4. Laktik asit bakterileri tarafindan {retilen heteropolisakkaritlerin ve
homopolisakkaritlerin 6zellikleri (Lynch ve digerleri, 2018)

Heteropolisakkarit (HePS) Homopolisakkarit (HoPS)

— Birden fazla tipte monosakkarit icerir. —  Tek tip monosakkarit igerir.

—  Ana monosakKaritler; glukoz, galaktoz ve —  Ana monosakkarit: glukoz veya fruktoz
ramnoz

— o ve B baglantilar1 mevcuttur. — o veya p baglantilart mevcuttur.

—  Dallanmis —  Genellikle dogrusal

—  Molekiil agirligi: 10%-10° Da —  Molekiil agirhigr: > 108 Da

—  Genel olarak Lactobacillus, Lactococcus, —  Genelde Lactobacillus, Leuconostoc,
Bifidobacterium ve Streptococcus Oenococcus ve Weissella tarafindan tiretilir.
tarafindan tretilir.

—  Hiicre i¢i ara maddelerden iiretilir. —  Hiicre dis1 siikroz veya nisastadan iiretilir.

— Nispeten diisiik miktarlarda iretilir: litre — Nispeten yiiksek miktarlarda iiretilir: litre
bagina miligram. basina gram.

— Karbonhidrat olmayan gruplar igerebilir. — Karbonhidrat olmayan gruplar

icermemektedir.

EPS’lerin yararli etkilerinin, yapisinda bulunan monosakkarit kompozisyonuna, baglarin
tiiriine, dallanma derecelerine ve molekiil agirligina baglh olarak degisiklik gosterebildigi
rapor edilmistir (Iliev, Ivanova ve Ignatova, 2006). Homopolisakkaritler genellikle tek tip
bag iceren, notr glukanlar olup, heteropolisakkaritlerin ¢ogu iironik asit varligma bagh
olarak polianyoniktir (Singh, Saini ve Kennedy, 2008). Farkli seker kisimlarindan olusan
heteropolisakkaritlerin yapisinda, glukoz, galaktoz, rhamnoz, mannoz, N-asetilglukozamin,
N-asetilgalaktozamin ve glukuronik asit oldugu bildirilmistir (Duboc ve Mollet, 2001).
Genellikle farkli baglanma tipleri ile dallanmiglardir (Laws, Gu ve Marshall, 2001).
Polisakkaritlerin molekiil agirligi da biyoaktivitesi iizerinde onemli bir etkiye sahiptir.
Disiik molekiiler agirlikli polisakkaritler, ¢oklu hiicre zar1 bariyerlerinden kolayca
gecebildiklerinden bu polisakkaritlerin daha iyi biyolojik aktivite sergileyebildikleri
belirtilmistir (Li ve digerleri, 2016).

Cogu literatiir EPS miktarinin, karbon ve azot kaynaklariin ¢esitleri ve miktarlarina bagh
oldugunu dogrular. Bunun yaninda sicaklik, pH, oksijen oran1 ve fiziko-kimyasal kosullar
da EPS iiretimini etkilemektedir. Siit tiirevleri (laktoz tabanli besiyeri) ve MRS (glukoz
tabanli besiyeri) laktobasil EPS iiretimi i¢in en ¢ok kullanilan besiyerleridir. Diger karisik

besiyerleri de vardir, lakin yiiksek maliyetler anlamina geldiginden endiistriyel anlamda kar
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saglamadigi i¢in EPS iiretiminde tercih edilmemektedir (Petry, Furlan, Crepeau, Cerning ve
Desmazeaud, 2000; Czaczyk ve Myszka, 2007).

2.4.1. Probiyotik bakterilerin EPS’lerinin 6nemi

Mikroorganizmalarin ¢evrelerine salgiladiklart EPS molekiilleri, hiicreleri kurumadan,
fagositozdan ve faj etkisinden korudugu, yiiksek oksijen gerilimi sagladigi, antibiyotiklere
ve toksik maddelere (toksik metal iyonlari, siilfiir dioksit, etanol gibi), ozmotik strese karsi
hiicreleri koruma ve ylizeylere tutunmasinda yapistirici isleve sahip oldugu bilinmektedir
(Low ve Howell, 2018; Moriello ve digerleri, 2003; Ophir ve Gutnick, 1994). Bu gibi
etmenler sayesinde EPS’ler probiyotik mikroorganizmalarin epitelyum hiicrelere
tutunmasini saglar ve patojenlerden daha 6nce tutunan probiyotikler, patojenlerin epitelyum
hiicrelere baglanmalarin1 onler. Yani dolayli olarak EPS, patojen mikroorganizmalarin
epitelyum hiicrelere baglanmasini 6nleyerek, etkilerini azaltir ve bu 6zellikleri ile probiyotik
olarak kullanilacak bakteriye mikrobiyotada daha fazla avantaj saglamaktadir. Ayrica birgok
bakteri i¢in karakteristik olan EPS iiretimi bakterilere patojenite, sinbiyotik rekabet yetenegi
kazandirmaktadir. Mikrobiyal yapismanin ilk asamasinda yiizeyde koloni olusturma ve
biyofilmin olgunlagmasinda gorev alir (Wallace, Rice, White ve Sayler, 1994). Yapilan bazi
in vitro calismalar, EPS’nin laktik asit bakterilerinin gastrointestinal epitel tabakaya adezyon

etkinligini artirabilecegi rapor edilmistir (de Palencia ve digerleri, 2009).

EPS iiretimi biyoteknolojide genis uygulama alanlarina sahiptir. Yeni bir biyomateryal
olarak kabul edilen, hiicre disina salgilanan EPS’ler, farkli fizikokimyasal ve reolojik
ozelliklerinden dolay1 petrol iyilestirilmeleri, gida, yem, tekstil, deterjan, yapistirici,
ambalajlama, kozmetik, tip, eczacilik, tarim, atik su aritimi, dere yatagi temizlemeleri,
mayalanma ve akarsu igleme siireci gibi degisik endiistrilerde bir¢ok uygulama alani
edinmigtir. Jellestirme, kivam artirici ve biyofilm tabakasi olusturma gibi 6zelliklerinin
yaninda, ekzopolisakkaritler, ilag sektoriinde, anti-tiimdr, anti-viral ve anti-inflamatuar gibi
fizyolojik aktivite ajanlarina yardimci madde olarak da kullanilmaktadir (Ramana, Xavier
ve Sharma, 2017; Popescu, Pelin, Butnaru, Fundueanu ve Suflet, 2013; Suresh Kumar, Mody
ve Jha, 2007).
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2.4.2. EPS’nin prebiyotik olarak kullanimi

Mevcut prebiyotiklerin bir¢ogunun (inulin hari¢) molekiill agirhig distktir. Uzun
karbonhidrat zincirlerine sahip olan prebiyotikler, kisa zincire sahip olanlardan ¢ok daha
yavasg bir sekilde metabolize edilmektedir. Cesitli arastirmalarda polisakkaritlerin (6rnegin
EPS), proksimal kolonda hizli bir sekilde fermente olabilmeleri nedeniyle daha fazla
prebiyotik etki gosterdigi bildirilmistir (Tsuda, Hara ve Miyamoto, 2008; Baruah, Das ve
Goyal, 2016). Literatiirlerde EPS’lerin prebiyotik aktiviteleri ile ilgili ¢esitli calismalar
mevcuttur. EPS’ler GIS’te uzun siire mevcut durumlarini koruyabilmektedir ve bu durum
Bifidobacteria ve Lactobacillus gibi probiyotik bakterilerin  kolonizasyonunu
kolaylagtirmaktadir (de Roos ve Katan, 2000). Welman ve Maddox (2003), LAB EPS’sinin
gastrointestinal sistemde, probiyotik mikroorganizmalarin gelisimini ve aktivitesini artirmak
konusunda dogrudan ya da dolayli olarak prebiyotik roliiniin oldugunu bildirmislerdir.
EPS’lerin bifidobakterilerin gelisimini artirict etkisi de yapilan birgcok ¢alisma ile ortaya
konulmustur. Ornegin yapilan bir ¢calismada, L. plantarum, Weissella cibaria, Weissella
confusa ve Pediococcus pentosaceus’tan elde edilen L-EPS’lerin B. bifidum DSM 20456
tarafindan karbon kaynagi olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Hongpattarakere,
Cherntong, Wichienchot, Kolida ve Rastall, 2012). Korakli ve digerleri (2002) tarafindan
gergeklestirilen ¢alismada, B. breve, B. bifidum, B. infantis ve B. adolescentis tiirlerinin
gelisiminde kullanilan uygun besiyerinden glukoz kaynagi ¢ikartilmis ve yerine
Lactobacillus sanfranciscensis TMW1.392 susundan elde edilen EPS ayni oranda
eklenmistir. 48 saat inkiibasyon sonrasinda bifidobakteri gelisimi ve kiiltiir pH’lar1 6l¢tilmiis
ve EPS’nin bifidobakteriler tarafindan fermente edilebildigi rapor edilmistir. Yapilan bagka
bir ¢alismada, L. sanfranciscensis’den elde edilen EPS’nin insan fekal kiiltiirlerinde
bifidobakterilerin sayisin1 yaklagik 100 kat artirdigi bildirilmistir (Bello, Walter, Hertel ve
Hammes, 2001). Looijesteijn ve digerleri (2001) tarafindan yapilan ¢aligmada, L. lactis
subsp. cremoris NZ-4010 susunun {iirettigi EPS’nin sindirim sisteminde bir degisiklige
ugramadigi bildirilmistir. Deney insan sindirim sistemine benzer bir model olusturularak,
pepsin, pankreatik enzimlerin bir karigimi, kolik ve taurodeoxy asit igeren bir ¢ozeltide
37°C’de in vitro olarak gergeklestirilmistir. Ayn1 yazarlar, L. lactis subsp. cremoris B-40
tarafindan iiretilen EPS’yi igeren rasyon ile 2 hafta beslenen siganlar1 kullanarak, EPS’nin
direncini in vivo olarak da test etmislerdir. Yapilan ¢alisma sonucunda EPS’nin sindirime
kars1 neredeyse %100 oraninda direngli oldugunu tespit edilmistir. Dolayisiyla EPS’lerin

prebiyotik olarak kullanilabilecegi bir¢ok literatiir ¢alismasi ile desteklenir niteliktedir.



27

2.5. Biyofilm

Biyofilm, canli veya cansiz bir ylizeye yapisarak kendi tirettikleri polimerik yapida jelsi bir
tabaka (ekzopolisakkarit matriks) i¢ine gomiilii halde yasayan bir¢ok mikroorganizmanin
olusturdugu topluluktur (Garde, Welch, Ferkinghoff-Borg ve Sams, 2015; Hall-Stoodley ve
Stoodley, 2009). Bu ekzopolisakkarit matriks bakteriyi, UV radyasyon, farkli pH kosullari,
ozmotik basing, su kaybi, antibiyotik gibi bir¢ok faktore kars1 korur (Herasimenka, Cescutti,
Impallomeni ve Rizzo, 2007). Dolayisiyla biyofilmler, planktonik hiicrelere kiyasla olumsuz

cevre kosullarina ve antimikrobiyallere daha dayaniklidir (Simdes, Simdes ve Vieira, 2010).

Biyofilmler, kendisini olusturan bakteri tiirlerini barindirma durumlaria goére, ayni tiirleri
iceren homojen biyofilmler ve farkli tiirleri i¢eren heterojen biyofilmler olmak tizere ikiye
ayrilir. Biyofilmleri meydana getiren bakterilerin gerceklestirdigi her bir biyokimyasal
tepkime, birden fazla bakteri tiiriinlin birlikte hareket etmesini gerektirdiginden, dogada
biyofilmler ¢ogunlukla heterojen formda bulunmaktadir (Flemming ve digerleri, 2016).
Biyofilm olusumunda bakteriler, hiicre-hiicre ve hiicre-yiizey baglantilarina aracilik eden
cesitli biyopolimerleri {iretirler. Bu iiretilen polimerler, farkli tiirler veya aym tiiriin farkli
suslar1 tarafindan kullanilabilir. EPS, biyofilmlerin ana matriks malzemesi olarak
degerlendirilir ve biyofilmdeki toplam organik karbonun %50 ila %90’ olusturur. Bu
ozellikleri ile biyofilmlerin mekanik stabilitesini ve yiizeylere yapigsmasini saglar (Flemming
ve Wingender, 2010; Donlan, 2002). EPS esas olarak polisakkaritlerden olusur, ancak
EPS'de proteinler, lipitler ve niikleik asitler gibi diger biyomolekiiller de bulunmaktadir.
Glikopeptitler, lipitler ve lipopolisakaritler gibi polimerler bir yapi iskelesi olusturur ve
biyofilmi bir arada tutar (Gupta, Sarkar, Das, Bhattacharjee ve Tribedi, 2016). EPS’yi
sentezleyemeyen suslarin genellikle diisiik adezyon kapasitesi, diisiik biyofilm olusumu ve
konukg¢u savunmalarma ve biyositlere karsi artan hassasiyet sergiledikleri rapor edilmistir.
Bu sonuglar, ekzopolisakKaritlerin biyofilmin biitiinliigiinii korumada ve biyofilm yasam
tarzinin patojenik potansiyeline aracilik etmedeki onemini vurgulamaktadir (Rendueles,

Kaplan ve Ghigo, 2013).

Biyofilm olusumu temelde 4 asamada ger¢eklesmektedir. Bu asamalar, biyofilm tabakasinin
olugsmasi, planktonik mikroorganizmalarin adezyonu, mikroorganizmalarin polimerik
matriks i¢cinde kolonizasyonu ve mikroorganizmalarin dagilmasi olarak adlandirilan ayrilma

asamasi seklinde 6zetlenebilir (O’Toole, Kaplan ve Kolter, 2000). Biyofilmler hem biyotik
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hem de abiyotik yiizeylerde bulunabilmektedir (Gupta ve digerleri, 2016). Bagirsak,
mikroorganizmalarin gastrointestinal kanalda en fazla kolonilestigi bolgedir. Mukus
tabakas1 ile kapli mukoza yiizeylerinde ve bagirsak liimeninde, yiyecek artiklar1 iizerinde
yasayan ve Olii bakteri karigimlarini igeren genis bir biyofilm olusumu meydana gelir.
Yapilan ¢aligmalar sonucunda, biyofilm popiilasyonlarinin planktonik hiicrelere gore, daha
hizli bir sekilde polisakkaritleri sindirdigi ve oligosakkaritleri de en hizli sekilde
parcalayabildigi belirlenmistir (Macfarlane, 2008).

Biyofilm olusumu ve bakterilerin ylizeylere baglanma diizeyi, ortamin pH’s1 ve sicakligi,
bakteri tiirii, bakteri hiicre duvarinin yapisi (Gram pozitif veya Gram negatif), bakteri sayisi,
baglandig1 yiizeyin ozellikleri, hiicre hareketliligi, ortamdaki besin maddeleri icerigi ve
miktar, iyon konsantrasyonu gibi bir¢ok faktore bagli olarak degisebilmektedir.
Pseudomonas, Enterobacter, Flavobacterium, Alcaligenes, Staphylococcus ve Bacillus
cinsine ait bakteriler biyofilm olusturmak i¢in yiiksek egilime sahip olmakla birlikte, besin
maddelerinin ¢ok oldugu bir¢cok ekosistemde tiim yiizey tipleri iizerinde biyofilm

olusturabilmektedirler (Giin ve Ekinci, 2009).

Biyofilmleri yok etmek i¢in antibiyotik veya diger biyositlerin kullanilmasi etkili yontemler
degildir (Rendueles ve digerleri, 2013; Hall-Stoodley ve Stoodley, 2009). Bu nedenle
biyofilmler, endiistriyel korozyon ve biyo-kirlenmeden, kronik ve hastane enfeksiyonlarina
kadar bircok alanda biliyilik problem olusturmaktadir (Rendueles ve digerleri, 2013;
Francolini ve Donelli, 2010; Lopez, VIamakis ve Kolter, 2010).

2.5.1. Probiyotiklerin biyofilm olusumunu kontrolii ve engellemesi

Glinlimiizde biyofilmlerde mikroorganizmalarin biiyiimesinin antimikrobiyal maddelere
karsi direnglerini artirabildigi yaygin bir bilgidir. Bunun, antibiyotiklerin hiicre igine
giriglerinin azalmasi, biyofilm hiicrelerinin bliylime hizinin diigmesi ve/veya biyofilmlerdeki
bakteriyel  hiicrelerin  metabolizmalarinin  azalmasindan  kaynakli  olabilecegi
diistiniilmektedir. Ek olarak, persister hiicrelerin varliginin ve biyofilmlerdeki spesifik
diren¢ genlerinin ekspresyonunun bu toleransa katkida bulunabilecegi rapor edilmistir.
Antimikrobiyal tedaviler, siklikla biyofilmleri enfeksiyon bdlgesinden uzaklagtirmak igin

basarisiz olmaktadir. Bu sebeplerle, yeni hedeflere ve etki tarzlarina sahip antibiyofilm
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ajanlarin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir (Brackman ve Coenye, 2015; Fux,
Costerton, Stewart ve Stoodley, 2005).

Bu konuda yapilan arastirmalarda, quarum sensing molekiil blokdrleri, antimikrobiyal
ajanlar ve biyositler kullanilmis, ancak bu yontemlerde istenilen basari tam olarak elde
edilememistir. Ozellikle biyofilm yapisinin antibiyotik, biyosit ve mekanik strese kars1 artan
toleransi sebebiyle, olgun biyofilmi yok etmek tamamen zorlasmistir (Onbasl, Celik ve
Okgesiz, 2017; Schachter, 2003). Bu nedenle, alternatif uygulamalara ve dogal yontemlere
olan ihtiyag hizla artmistir. Bu ihtiyac1 karsilayabilecegi diisiincesiyle probiyotik
bakterilerden elde edilen iiriinlerin antibiyofilm ajan olarak kullanilmasi ¢alismalarina olan
ilgi diinya genelinde hizla artmistir. Son yillarda yapilan ¢alismalar, laktobasillerden elde
edilen hiicresiz kiiltiir filtratlarinin ve EPS’lerin iyi birer antibiyofilm ajan olduklarini
gostermektedir (Riaz Rajoka ve digerleri, 2018; Wang, Zhao, Yang, Zhao ve Yang, 2015b;
Kaur, Kaur, Sharma, Singh ve Kalia, 2018). EPS’lerin ve kiiltiir filtratlarinin antibiyofilm
etkisindeki mekanizmalar1 henliz tam anlamiyla ortaya konulamamis olmakla birlikte,

literatiir taramalar1 sonucunda yapilan ¢alismalardan elde edilen veriler asagida sunulmustur.

Quarum sensing (QS) inhibitdrlerinin uygulanmasiyla, hiicre-hiicre haberlesmesinin
mekanizmasina yapilan miidahale sonucunda, QS ve biyofilm olusumunun &nlenmesi
caligmalarina ilgi artmis ve popiiler bir konu haline gelmistir. S. aureus ve Staphylococcus
epidermidis virulanslarinin genel olarak biyofilm olusturma yetenekleri, QS mekanizmasi
ile iligkilendirilmektedir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda, adezyon ve biyofilm olusumunun
QS inhibitorlerinden olan RNAIII inhibe edici peptit (RIP) araciligiyla hem in vivo hem de
in vitro ¢alismalarla 6nlenebilecegi rapor edilmistir (Onbasli, Celik ve Okgesiz, 2017;
Balaban ve digerleri, 2003). Laktik asit bakterilerinden elde edilen EPS’lerin hiicre yiizey
modifikasyonlari1 veya hiicre hiicre etkilesimlerini azaltarak, bakteriyel hiicrelerin
baslangigtaki otomatik baglanmasini engelledigi ve hiicre baglanmasini inhibe ederek giiglii
antibiyofilm etki olusturduklar1 yapilan bazi ¢aligmalarda belirtilmistir (Riaz Rajoka ve
digerleri, 2018; Kanmani ve digerleri, 2013; Kim, Oh ve Kim, 2009). Ornegin, Kim ve
digerlerinin (2009)’da yapmis olduklar1 ¢alismada, L. acidophilus A4 susunun kiiltiir
siipernatantindan izole edilen EPS’nin, E. coli, Salmonella sp., Yersinia enterocolitica,
Pseudomonas aeruginosa, L. monocytogenes ve Bacillus cereus suslari {izerinde biyofilm
inhibisyon etkisi arastirilmis ve bu suslar {lizerinde antibiyofilm etki gosterdigi tespit

edilmigtir. L. acidophilus A4 susundan elde edilen EPS’nin biyofilm gelisimini, EHEC
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O157:H7'in ilk baglanma ve otoagregasyonunu inhibe ederek, bakteriyel yiizey 6zelliklerini
etkiledigi ve bu sekilde biyofilm olusumunu engelledigi bildirilmistir. Benzer sekilde
Kanmani ve digerleri (2011), Streptococcus phocae PI80 susunun kiiltiir siipernatantlarindan
elde ettikleri EPS’nin, L. monocytogenes, Salmonella typhi, P. aeruginosa, B. cereus ve S.
aureus tarafindan polistren mikroplaklarda biyofilm olusumunu inhibe ettigini

bildirmislerdir.

Yapilan arastirmalar biyofilm olusumunun Candida sp. i¢in en 6nemli viriilans faktorlerden
biri oldugunu go6stermistir. Candida sp., antifungal ajanlarin matris igerisine niifuz
etmelerini bloke etmekte ve hiicreleri konak¢i immiin tepkilerinden koruyarak direng
saglamaktadir. Candida sp. sadece konak dokularinda degil, ayn1 zamanda tibbi cihazlarda
da Dbiyofilm olusturma yetenegine sahiptir ve LAB siipernatantlarinin  bu
mikroorganizmalarin yapisma 6zelligini 6nleyebilen veya azaltabilen biyoaktif antagonistik
bilesenler icerdigi rapor edilmistir (Ramage, Saville, Thomas ve Lopez-Ribot, 2005;
Rodrigues, Van der Mei, Teixeira ve Oliveira, 2004). Aarti ve digerleri (2018), yapmis
olduklar1 ¢alismada Lactobacillus pentosus LAPl susundan elde edilen kiiltiir
siipernatantlarmin  Candida sp. flzerinde antifungal ve antibiyofilm etkilerini
aragtirmiglardir. Deneylerden elde edilen sonuglar neticesinde, kiiltiir slipernatantlarinin
umut verici anti-Candida ve antibiyofilm 6zellikleri ile L. pentosus LAP1 susunu gii¢lii bir
probiyotik aday olarak tanimlamiglardir. Ayrica LAB tarafindan iiretilen asitler, hidrojen
peroksit, diasetil ve bakteriyosinler gibi cesitli biyoaktif bilesenlerin umut verici antifungal
ajanlar oldugu rapor edilmistir. Kaur ve digerleri (2018) yapmus olduklari ¢alismada saglikli
cocuklarin disk1 Orneklerinden izole ettikleri laktobasillerin hiicre icermeyen kiiltiir
slipernatantlarinin antimikrobiyal ve antibiyofilm etkilerini, giiglii biyofilm olusturan Vibrio
cholerae ve Vibrio parahaemolyticus tiirleri iizerinde incelemislerdir. Calismada kullanilan
7 laktobasil izolatlarinin tiimiiniin genis spektrumlu antimikrobiyal ve biyofilm inhibe edici
aktivitelere sahip oldugu ve enfeksiy6z hastaliklar1 inhibe etmek icin 1yi profilaktik

ozelliklere sahip olabilecegini rapor etmislerdir.

2.6. Probiyotiklerin Antimikrobiyal Aktivite Etkileri

Kanatli sektdriinde, patojenlerin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak i¢in antimikrobiyal
biliylime promotorlerinden 6zellikle antibiyotikler uzun yillar boyunca kanatli yemlerinde

saglhig koruyucu ve iyilestirici faktorler olarak kullanilmistir. Antibiyotiklerin stirekli
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kullanilmasina bagl olarak antibiyotiklere karsi mikroorganizma direnci olusmakta ve bu
da antibiyotikleri de bu konuda pasif hale getirmektedir (Pfaller, 2006; Kaiser ve digerleri,
2000). Artan antibiyotik direnci hayvan ve insan saglig1 agisindan tedirgin edici boyutlara
vardigindan, ¢ogu iilkede yem katki maddesi olarak kullanimi yasaklanmis ve alternatif
koruyucu yem katki maddelerinin gelistirilmesi ve kesfine yoOnelik arastirmalara ilgi

artmistir.

Laktobasillerin ve bifidobakterilerin antimikrobiyal aktivite mekanizmalarina iliskin birgok
fikir 6ne siiriilmiistiir. Laktobasil ve bifidobakterilerin, rekabetci dislama ile patojenlerin
epitelyal ve mukozal yapismasini engelleyerek, patojenlerin epitelyal istilasini inhibe ettigi
ve buna ek olarak, antimikrobiyal maddeler iiretmeleri ve/veya mukozal immiiniteyi
uyarmalar1 sonucunda antimikrobiyal aktivite gdsterdikleri rapor edilmistir (Servin, 2004).
Laktobasiller, organik asitler (laktik asit, asetik asit ve propiyonik asit), diasetil, bakteriyosin
ve hidrojen peroksit gibi antimikrobiyal metabolitleri serbest birakarak patojenik bakterilerle
savagmaya yarayan kommensal flora olarak kabul edilmektedir ve probiyotik olarak
secilmelerindeki en belirleyici unsurlardan biri de budur (Aarti ve digerleri, 2018; Suskovié
ve digerleri 2010; Servin, 2004). Organik asitlerin, 6zellikle asetat, butirat ve propiyonatin,
patojenik mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu ve biiyiime
sirasinda broyler tavuklarinin ¢gekumundaki patojen sayisindaki azalmadan sorumlu oldugu
yapilan ¢aligsmalarda bildirilmistir (Jahromi ve digerleri, 2016; van der Wielen ve digerleri,
2000; Neal-McKinney ve digerleri, 2012). Ozellikle laktik asit bakterilerinden elde edilen
bakteriyosinlerin kullanilma potansiyeli, antibiyotik direngli problemlerin de ortadan
kaldirilmasinda alternatif bir strateji sunmaktadir (Suskovi¢ ve digerleri, 2010). Yapilan
caligmalar, laktik asit salgilayarak bagirsak pH’sini diisiiren ve patojen kontrolii i¢in uygun
bir aday olan Lactobacillus suslarinin, Salmonella spp., E. coli, Enterococcus spp., C.
perfringens ve Campylobacter spp.'nin baskilanmasi veya dislanmasindaki etkinligini
gostermistir (Baldwin, Hughes, VVan, Moore ve Stanley, 2018; Gusils, Oppezzo, Pizarro ve
Gonzalez, 2003; Lee, Yu ve Heo, 2003).

Ahmed ve digerleri (2019) yapmis olduklar1 ¢alismada, tavuktan izole edilen Lactobacillus
suslarindan elde edilen kiiltiir filtratlarinin agar kuyu difiizyon yontemi ile S. aureus NCTC-
6571, S. Typhimurium ATCC-14028 ve E. coli ATCC-25922 bakterilerilerine karsi
antimikrobiyal aktivitelerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda, L. salivarius ZA67C,
ZA68C1 ve ZA74C1 suslarindan elde edilen kiiltiir filtratlarinin, S. aureus NCTC-6571
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susuna kars1 18-21 mm araliginda, S. Typhimurium ATCC-14028 susuna kars1 10-13 mm
araliginda, E. coli ATCC-25922 susuna kars1 ise 12-14 mm araliginda zon ¢ap1 olusumu ile
antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir. Khan ve digerlerinin (2019) yapmis olduklar1
calismada, pili¢ bagirsaginda C. jejuni kolonizasyonunu 6nleyebilecek probiyotik suslarin
izole edilmesi amaglanmistir. Calismada izole edilen Lactobacillus gallinarum PL53
susunun in vivo denemelerde birincil iiretim seviyesinde C. jejuni mikrobiyal yiikiinii 6nemli
Olciide diisiirdiigli, potansiyel gida kaynakli patojenlere karsi rekabetci dislama sergileyerek
cogalmalarmi onledigi ve genel bagirsak mikrobiyotasinin sagligini koruyan etkili bir
probiyotik oldugu sonucuna varilmistir. L. gallinarum PL 53 susu, birincil tiretim
seviyesinde C. jejuni kolonizasyonunu onlemistir. Dec ve digerlerinin (2016), tavuk
kaynakli bazi1 Lactobacillus izolatlarinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek igin yapmis
olduklar1 ¢calismada, tiim laktobasil izolatlari, Salmonella enterica, E. coli ve C. perfringens
tirlerine karsi antimikrobiyal aktivite taramasindan gegirilmistir. Arastirma sonuglari,
Lactobacillus izolatlarinin, kati ortam tizerinde aktif bilesikler iiretebildigini, hemen hemen
hepsinin H20O; tiretme kabiliyeti sergiledigini ve bu patojenlere kars1 antagonistik 6zelliklere
sahip oldugunu goéstermistir. Ozellikle Lactobacillus salivarius suslarinmn tiim indikator
bakterilere kars1 gili¢lii bir antimikrobiyal aktivite sergiledigi ortaya konulmustur. Calisma
sonunda Lactobacillus cinsine ait bakterilerin hayvan patojenlerine kars1 sergiledikleri bu
antimikrobiyal etkinin, iirettikleri antimikrobiyal maddelerin yapisina ve patojenin tipine

bagl olarak degisebildigi rapor edilmistir.

2.7. Quarum Sensing

Biyofilm olusumu, bakterilerin bir araya gelerek belirli bir yiizeye tutunduktan sonra
yapismasi ve o yiizeyde diger tiirlerle birlikte yasamaya devam etmesi seklinde gergeklesen
rastgele bir olay degildir. Bir biyofilm olusturmak i¢in bakteriler gen ekspresyonlarini
senkronize etmek zorundadir ve bazilar1 bunu elde etmek i¢in “quorum sensing (QS)” olarak
adlandirilan mekanizmay1 kullanir. QS ile bakteriler iirettikleri sinyal molekiillerinin
yogunlugunu Ol¢ebilmekte, c¢evrelerindeki diger mikroorganizmalarin  miktarini
hissedebilmekte ve bu verilerin de digerlerine iletilmesine olanak saglamaktadir (Giin ve
Ekinci, 2009; Camara, 2006, Lyon ve Muir, 2003). Bakteriyel popiilasyonlar,
“otoindiiktorler” olarak adlandirilan ¢esitli hiicre i¢i ve hiicreler arasi sinyaller {ireterek ve
bunlara cevap vererek gen ekspresyonlarmi koordine etmektedirler (Camilli ve Bassler,

2006). Bir yiizeye tutunan her bakteri, ortama resmen “ben buradayim” mesaj1 veren bir
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molekill salgilar ve bu sayede bakteriler QS mekanizmasi ile g¢evrelerindeki bakteriyel
popiilasyon yogunlugunu belirlemektedir. Yiizeye tutunan bakterilerin sayisi arttikca, bu
sinyalin lokal konsantrasyonlar1 artar ve bu artigla birlikte, biyofilm olusumuna yonelik bir
dizi islem baglatilmis olur. Kisacasi biyofilm igerisinde yer alan bakteriler, hiicreler arasi
diisiik molekiil agirliklarina sahip haberciler araciligiyla haberlesmektedir (Giin ve EKinci,
2009; Arnold ve Silvers, 2000). QS bu sayede biyoliiminesans, viriilans faktorlerinin
salgilanmasi, biyofilm olusumu, antibiyotik direnci gibi ¢esitli fizyolojik siiregleri kontrol

etmektedir (Rabin ve digerleri, 2015; Irie ve Parsek, 2008).

QS mekanizmasi, sinyal molekiillerinin sentezlenmesi, besi ortamina salgilanmasi ve diger
bakteriler tarafindan algilanmasi olmak iizere {i¢ asamadan olusmaktadir (de Kievit ve
Iglewski, 2000). Oncelikle her bakteri kendine 6zgii genlerini kullanarak eksponansiyel
fazin sonuna dogru giderek artan sekilde sinyal molekiillerini iiretir ve bu molekiiller
sitoplazmada modifiye edilerek, hiicre zarindan ortama salgilanir. Son asama olan sinyal
molekiillerinin algilanmasi ise sinyal molekiillerinin hiicre i¢ine alinmasi veya hiicre i¢ine
alinmadan hiicre zarinda bulunan bir reseptor ile etkilesimi sonucunda gergeklesir (Schauder
ve Bassler, 2001). Ornegin, acil-homoserin laktonlar1 (AHL'ler) Gram-negatif bakterilerde
QS'ye aracilik eder. Agil yan zincirinin uzunluguna ve islevselligine bagli olarak birkag AHL
tipi vardir. Kiigiik peptitler, Gram-pozitif bakterilerdeki QS aracili gen ekspresyonunu
diizenler ve AI-2, hem Gram-pozitif hem Gram-negatif bakterilerde QS'ye aracilik eder,
ancak hiicre sinyalindeki rolii hala tartigmalidir (Rabin ve digerleri, 2015; Rezzonico ve
Duffy, 2008). Diisiik hiicre yogunluklarinda, hiicre dis1 ortamda tespit edilemeyecek kadar
az miktarda otoindiikktor mevcuttur. Hiicre yogunlugu arttik¢a, oto indiikleyici
konsantrasyonu bir esige ulasir ve bu noktada oto indiikleyici/diizenleyici protein (reseptor)
kompleksi, hedef genlerin ekspresyonunu indiiklemek veya bastirmak igin etki eder (Rabin

ve digerleri, 2015; Miller ve Bassler, 2001).

Daha onceki konularda da bahsedildigi gibi laktik asit bakterilerinin patojen
mikroorganizmalar1 inhibe ederek konak¢inin saglhigi lizerinde olumlu etki gosterdigi pek
cok calismada belirtilmistir. Probiyotik mikroorganizmalar antimikrobiyal etkilerinin yani
sira, patojenlerin sinyal molekiillerinin olugmasin1 engelleyen diisiik molekiil agirlikli
biyoaktif bilesenleri de iiretmektedir. Bu biyoaktif bilesenler arasinda kisa zincirli yag
asitleri, hidrojen peroksit, bakteriyosin benzeri bilesikler, organik asitler, nitrik oksit ve

sinyal molekiilleri sayilabilmekte ve bu molekiiller patojenler tarafindan olusturulan
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toksinleri, zararli metabolitleri ve sinyal molekiillerini etkisiz hale getirerek veya
iiretimlerini baskilayarak patojenlerin aktivitelerini engellemektedir (Yilmaz-Yildiran,

Karahan ve Basyigit-Kilig, 2015; Shenderov, 2011).
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3. MATERYAL METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Caliymada kullanilan cihaz ve ekipmanlar

Calisma siiresince Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji
Laboratuvari’nda bulunan cihazlar kullanilmigtir. Bunlar: Hassas Terazi (0,1-10 Mg),
Manyetik Karistirici (Velp), Otoklav (Tomy-Sx 700E), Ceker Ocak (\Vortice), Santrifiij
(Niive), Sogutmali Santrifiij (Sigma 2-16KC), Mini Santrifiij (Selecta), Etiiv
(Raypa/Incuterm/Digit), CO2’li etiiv (Sanyo), Pasteur Firin1 (Niive Fn 055), Su Banyosu
(GFL), Vorteks (Dragonlab), pH Metre (Jenco 6173), Buzdolabi (Beko), -80 ve -30°C Derin
Dondurucu, Isik Mikroskobu (Leica), Spektrofotometre (Hitachi), Distile Su Cihazi
(Mes/MESO06), Otomatik Pipetler (Ependorf), McFarland Densitometre (Biosan Den-1),
Liyofilizator (Christ alpha 2-4 LD plus), Mikroplate Okuyucu (Epoch, BioTek), Laminer
Flow (Telstar), Inverted Mikroskop (Leica)’tur.

3.1.2. Calismada kullanilan bakteriler

Bu c¢alismada, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji
Laboratuvari’nin yiiriitmekte oldugu Tarimsal Arastirma ve Politikalar Genel Miidurligi
tarafindan desteklenen, TAGEM/15/AR-GE/40 kodlu proje kapsaminda serbest gezen koy
tavuklarinin bagirsaklarindan izole edilen ve proje kapsaminda fizyolojik testleri yapilmis
50 Lactobacillus cinsine ait izolat kullanilmistir. Bu tez kapsaminda Lactobacillus cinsine
ait 50 izolatin ekzopolisakkarit (EPS) iiretim kapasiteleri belirlenmis ve tez ¢alismasi igin en
yliksek EPS iiretim kapasitesine sahip, 11 izolat secilmistir. Yiiksek EPS iiretim kapasitesine
sahip bu 11 izolatin biyokimyasal testleri (APl 20A, 20E ve 50CH Kkitleri ile) ve 16S rDNA
dizilerine gore molekiiler tanimlamalart TAGEM/15/AR-GE/40 Projesi’nde baska bir
caligma kapsaminda yapildigindan dolay1 sonuglar tezde verilmemistir. Tez ¢aligmasinda
kullanilan Lactobacillus cinsine ait tiirler ve sus kodlari Cizelge 3.1°de sunulmustur.
Calismalarda kullanilan diger test bakterileri ise Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji

Boliimii Biyoteknoloji Ana Bilim Dali Kiiltiir Koleksiyonu’ndan alinmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.1. Calismalarda kullanilan, yiiksek EPS iiretim kapasitesine gore segilen
Lactobacillus cinsine ait tiirler

Tiir Ismi

Lactobacillus salivarius
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus reuteri
Lactobacillus saerimneri
Lactobacillus agilis

Lactobacillus agilis

Sus Kodu

ZDM2132

BIS312
B1S412
BIS713
BIS722
B1S820
BIS612
BIS731
BIS717
BIS721
BI1S911

Aciklama: izolat kaynag: tavuk bagirsagidir. Higbir tavukta antibiyotik kullanimi yoktur.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan diger mikroorganizma tiirleri

Tiir Ismi Sus Kodu Kullanildigi Caligmalar
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Biyofilm, Antibiyofilm ve
Antimikrobiyal Aktivite
Escherichia coli ATCC 11229 Biyofilm, Antibiyofilm ve
Antimikrobiyal Aktivite
Staphylococcus aureus EB-1 Biyofilm, Antibiyofilm ve
Antimikrobiyal Aktivite
Escherichia coli ATCC-35218 Biyofilm
Salmonella enteritidis ATCC 13076 Biyofilm
Streptococcus mutans CNCT 8177 Biyofilm
Listeria monocytogenes ATCC 7644 Biyofilm
Bacillus cereus RSKK 863 Biyofilm
Salmonella Typhimurium CCM 5445 Biyofilm
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Biyofilm
Staphylococcus aureus EB18 Biyofilm
Salmonella Typhimurium MU80 Biyofilm
Chromobacterium violaceum ATCC 12472 Anti-Quorum Sensing

Calismada kullanilan bakterilerin ¢alisma boyunca Gram boyama ile mikroskobik olarak ve

¢izgi ekim ile koloni morfolojilerine bakilarak saflik kontrolleri yapilmistir (Harrigan ve

McCance, 1976).


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&ved=0CEEQFjAC&url=http%3A%2F%2Fefaecalis.mlst.net%2F&ei=39HqUpWYIsWO7AbD1oC4DA&usg=AFQjCNELwE_2S12Mqyh8y0k2-XzBWtfPgw
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=GtLqUsaFOafF7AbIrYDICA&usg=AFQjCNEk0tBEB-65DyjsXDTpQnGDzZG2fQ
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&ei=MtLqUqzGIYuS7AbAxYFg&usg=AFQjCNG6_90KZHLyK8Dlm8Lljo-VEFNTmA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=GtLqUsaFOafF7AbIrYDICA&usg=AFQjCNEk0tBEB-65DyjsXDTpQnGDzZG2fQ
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Salmonella_typhimurium
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&ei=MtLqUqzGIYuS7AbAxYFg&usg=AFQjCNG6_90KZHLyK8Dlm8Lljo-VEFNTmA
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Salmonella_typhimurium
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3.1.3. Cahismada kullanilan hiicre hatti

Bu tez calismasinda segilen Lactobacillus susunun hiicreye adezyon kapasitesinin
belirlenmesinde, HT-29 kolorektal adenokarsinoma hiicre hatt1i (ATCC® HTB-38™)

kullanilmistir.

3.1.4. Calismada kullanilan besiyerleri ve ¢ozeltiler

Laktik asit bakteri kiiltiirlerinin gelistirilmesinde De Man, Rogosa and Sharpe (MRS)
besiyeri kullanilmigtir. Besiyeri igerigi Cizelge 3.3’te verilmistir. Cizelgedeki maddeler
belirtilen miktarlarda tartilip, bir miktar distile su ile manyetik karistirictda homojen hale
gelinceye kadar karigtirilmis ve son hacim 1000 mL olmak iizere pH 6,2 + 0,02’ye
ayarlanmistir. Besiyeri otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edilerek hazirlanmistir. MRS Agar
besiyeri hazirlamak i¢in ise pH ayar1 yapildiktan sonra 1000 mL besiyeri igerisinde 15 g
Agar (Merck) olacak sekilde tartilmis ve otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edilmistir. Oda
kosullarinda sicaklik yaklasik 50°C’ye diistiigiinde petri kaplarina aktarilmistir.

Cizelge 3.3. De Man Rogosa Sharpe (MRS) igerigi

Maddeler Miktar (g/L) Maddeler Miktar (g/L)
Pepton 10 Sodyum asetat 5
Yeast extract 5 Magnezyum siilfat 0,2
Beef extract 10 Amonyum sitrat 2
Glukoz 20 Mangenez siilfat 0,05
Dipotasyum fosfat 2 Tween 80 1,08 mL

Aragtirmada kullanilan patojen mikroorganizmalarin gelistirilmesinde Nutrient Broth (NB;
10 g pepton, 10 g et 6ziitii, 5 g NaCl, 1000 mL distile su, pH: 7 + 0,02) ve Nutrient Agar
(NA; 10 g pepton, 10 g et o6ziitii, 5 g NaCl, 15 g agar, 1000 mL distile su, pH; 7 £+ 0,02)
besiyerleri  kullanilmistir.  Chromobacterium violaceum ATCC 12472 susunun
gelistirilmesinde ise Luria-Bertani Broth (LB Broth; 10 g tripton, 5 g NaCl, 5 g yeast
ekstrakt, 1000 mL distile su, pH; 7,2 = 0,02) ve Luria-Bertani Agar (LB Agar; 10 g tripton,
10 g NaCl, 5 g yeast ekstrakt, 15 g agar, 1000 mL distile su, pH; 7,2 = 0,02) besiyerleri
kullanilmistir. Besiyerleri otoklavda 121°C’de 15 dk. steril edilmistir.
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Calismalarda kullanilan tuzlu fosfat tamponu (phosphate buffered saline, PBS), Cizelge
3.4’te verilen maddelerin belirtilen miktarlarda tartilip, bir miktar distile su ile manyetik
karistiricidda homojen hale gelinceye kadar karistirilmasi ve son hacmin 1000 mL olacak
sekilde pH’1n 7,2 + 0,02’ye ayarlanmasi ile elde edilmistir. pH ayar1 yapildiktan sonra PBS,
121°C’de 15 dk. steril edilmistir.

Cizelge 3.4. PBS tamponu igerigi

Maddeler Miktar (g/L)
Sodyum kloriir (NaCl) 8,0
Di potasyum hidrojen fosfat (K;HPO,) 5,2
Di sodyum hidrojen fosfat (Na;HPOyg) 7,1
Potasyum kloriir (KCI) 2,0

Calismalarda kullanilan serum fizyolojik (SF) ¢6zeltisi ise %0,875 oraninda sodyum klortir
(NaCl)’iin tartilarak saf su igerisinde ¢oziindiiriilmesi ve otoklavda 121°C’de 15 dk. steril

edilmesi ile elde edilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelisme ortamlar:

Lactobacillus cinsine ait bakterilerin gelistirilmesinde MRS Broth ve MRS Agar besi
ortamlar1 kullanilmigtir. MRS Broth igerisine %2 olacak sekilde bakteri ekimi yapilmis ve
37°C’de 16-18 saat gelistirilen kiiltiirler, en az iki kez aktiflestirildikten sonra ¢alismaya
alinmigtir. Antimikrobiyal aktivite, biyofilm ve antibiyofilm c¢alismalarinda kullanilan
patojen mikroorganizmalarin ise Nutrient Broth besiyeri i¢erisine %2 olacak sekilde bakteri
ekimleri yapilarak 37°C’de 24 saat gelistirilmistir. L-EPS’lerin viyolasin iiretimine etkisinin
belirlenmesi ¢alismasinda kullanilan C. violaceum ATCC 12472 susu, LB Broth iginde
35°C’de 120 rpm’de 24 saat inkiibe edilerek gelistirilmistir. Yapilan tiim ¢alismalarda iKi

kez aktiflestirilmis kiiltiirler kullanilmistir.

3.2.2. Bakterilerin muhafazasi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan bakterilerin kiiltiir stoklar1 gliserol i¢inde -80°C’de derin

dondurucuda, bakterilere ait ana stoklar ise liyofilize edilerek +4°C’de muhafaza edilmistir.



39

Bu iki muhafaza yontemine iliskin metotlar asagida verilmistir. iki yontemde de muhafazaya

alinacak bakteri kiiltiirleri uygun besi ortaminda iki kez aktiflestirilmistir.

Gliserol icerisinde muhafaza

1,2 mL’lik agz1 kapakli cryo tiiplere 400 uL gliserol konularak, otoklavda 121°C’de 15 dk.
steril edilmistir. Gliserol iceren steril cryo tiiplere aktiflestirilen kiiltiirlerden 400 pL ilave
edilerek, bakteri suslar1 -80°C’de derin dondurucuda muhafaza edilmistir. Muhafazaya

alinan stoklar {li¢ ayda bir yenilenmistir (Strasser, Neureiter, Geppl, Braun ve Danner, 2009).

Liyofilizasyon yontemi ile muhafaza

Bakterilerin liyofilizasyon yontemi ile muhafazasi literatiirdeki metotlar modifiye edilerek
uygulanmistir (de Valdez, de Giori, de Ruiz Holgado ve Oliver, 1985; Cody ve digerleri,
2008). Aktiflestirilen kiiltiirlerden kat1 besi ortamina ekim yapilmis ve petriler 37°C’de 24-
48 saat inkiibasyona birakilmistir. Olusan koloniler, icerisinde 750 pL steril serum fizyolojik
bulunan ependorflara aktarilarak (yaklasik 50-60 koloni), pipetle homojenize edilmistir.
Icinde 750 pL steril Skimmed Milk Broth (LAB) bulunan vialler igerisine, bakteri
siispansiyonundan 250 pL aktarilmistir. Vialler -80°C’ye alinarak, 1 gece bekletilmis ve
ertesi giin liyofilizatér cihazinda liyofilize islemine gegilmistir (Resim 3.1). Liyofilize

bakteri kiiltiirleri +4°C’de muhafaza edilmistir.

Resim 3.1. Liyofilizasyonda kullanilan liyofilizator cihazi (Christ alpha 2-4 LD plus) ve
liyofilizasyon sonrast liyofilize bakteri kiiltiirleri
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3.2.3. Bakterilerin saymmi

Bu tez kapsaminda yapilan ¢aligmalarin standart sekilde gergeklestirilebilmesi amaciyla,
calismada kullanilan bakterilerin 108 cfu/mL canlilik oranmi verdigi optik yogunluklar
belirlenmistir. Oncelikle bakteriler MCFarland densitometre cihazinda ya da
spektrofotometre cihazinda farkli optik yogunluklara ayarlanmig ve sonrasinda uygun kati
besiyerlerine alinarak canlilik sayimlar1 yapilmistir. Her bakteri icin 108 cfu/mL canlilik
oranini veren optik yogunluklar bu sekilde belirlenmis ve bu ¢alismada uygulanan yontem

de calismamizda belirlenen standart degerler lizerinden agiklanarak asagida sunulmustur.

Bakterilerin optik vogunluklarinin ayarlanmasi

Calismada kullanilan bakteri suslar1 5 ml besiyerinde 2 kez aktiflestirilmistir. Sonrasinda
3000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatant atilmis ve pellet 5 ml steril SF ile ¢oziilerek tekrar
santrifij edilmistir. Santriflij sonrasinda silipernatant atilmig ve bu sayede aktif bakteri
kiiltiiriiniin besiyerinden arindirilmas: saglanmistir. Bu sekilde SF ile yikama iglemi 2 kez
gerceklestirilmis ve bakteri pelleti elde edilmistir. Optik yogunlugun ayarlanmasinda
Lactobacillus cinsi bakteriler icin MCFarland densitometre cihazi kullanilmistir ve santrifiij
ile ¢coktiiriilmiis bakteri pelleti steril SF igine alinarak bakteri yogunlugu 7’ye ayarlanmistir.
Calismalarda kullanilan patojen bakterilerin ise optik yogunluklar1 spektrofotometrik olarak,
620 nm dalga boyunda yine steril SF kullanilarak 0,5’e ayarlanmistir. Bu sekilde optik
yogunluklar1 ayarlanan bakteriler canli hiicre sayiminin yapilabilmesi i¢in asagida detayl

olarak anlatildig1 gibi kat1 besi ortamlarina ekilmistir.

Canl1 hiicre sayimi1 ve hesaplamasi

Yukarida anlatildig1 sekilde optik yogunluklart ayarlanmis olan bakteriler, seri diliisyon
yontemiyle diliie edilmistir. Elde edilen 6 farkli diliisyonun her birinden 100 pL alinarak,
Boliim 3.1.4°te belirtilen uygun kati besi ortamlarina drigalski ile yayma ekim yapilmistir.
Calismalar 3 paralelli olacak sekilde yiiriitiilmiistir. 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilan petri kutularinda olusan koloniler sayilarak orneklerde canli mikroorganizma
sayilar1 belirlenmistir (Giirgiin ve Halkman, 1990: 7-20). Her bakteri i¢in 108 cfu/mL canl

yogunlugunu veren dalga boyu bu sekilde belirlenmis olup, tez siiresince yapilan
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caligmalarda Lactobacillus suslari MCFarland densitometre cihazinda 7’ye, patojen

bakteriler ise spektrofotometre cihazinda 620 nm dalga boyunda 0,5’e ayarlanmstir.

3.2.4. Laktik asit bakterilerinin kiiltiir ortaminda EPS iiretimlerinin belirlenmesi
EPS eldesi

EPS miktar tayini ¢alismasina iliskin metot, ilgili literatiirler derlenerek olusturulmus ve bu
calismada kullanilan modifiye edilmis metot asagida sunulmustur (Marshall ve Rawson
1999; Yi, Huang ve Ge, 2008).

Aktif kiiltiirlerin optik yogunluklar1 McFarland densitometre cihazinda 7’ye ayarlanarak,
MRS besi ortamina %2 oraninda asilanmistir. Asilanmus tiipler ve kontrol amagli bos
besiyeri igeren tiip 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda
kiiltiirlerden ve kontrol tliplinden 1’er mL ependorf tiiplerine alinarak 95°C’de sicak su
banyosunda benmari usulii 10 dk. isitilmistir. Ornekler oda sicakligina geldikten sonra
tizerlerine %85°lik trikloroasetik asit (TCA, Sigma) ¢ozeltisinden 1,7 uL eklenerek, yarim
saat bekletilmistir. Sonrasinda +4°C’de 13000 rpm’de 25 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonunda ependorflarin dibinde pellet olusturan protein kismi atilmis, siipernatant (siv1 kisim)
ise yeni ependorf tiiplerine alinmistir. Siipernatantlarin {izerine 1(slipernatant):3(alkol)
oraninda soguk saf %96’lik etanol eklenmistir. Ornekler +4°C°de 13000 rpm’de 25 dk.
santrifiij edilmis ve EPS’ nin presipite olmasi saglanmistir. Coken EPS’nin tizerindeki etanol
pipet yardimiyla uzaklastirilarak pelletin lizerine 1 mL %96°lik etanol eklenmis ve tekrar
+4°C’de 13000 rpm’de 25 dk. santrifiij edilmistir. Presipite olan 6rneklerin tizerindeki etanol
uzaklastirilmis ve pellet 1 mL distile suda ¢6ziildiikten sonra, fenol siilfiirik asit metoduna
gore 490 nm dalga boyunda okuma (OD okumayr mg/L) islemi ile EPS miktari

belirlenmistir.

EPS miktarinin fenol-sulfiirik asit metodu ile belirlenmesi

Fenol-siilfiirik asit metodu, ilgili literatiirlerden derlenerek uygulanmistir (Marshall ve
Rawson, 1999; DuBois, Gilles, Hamilton, Rebers ve Smith, 1956). 1 mL distile suda ¢oziilen
ornekler ve korv olarak kullanilacak olan 1 mL saf su, cam tiipler iceresine alinarak
tizerlerine ¢eker ocagin igerisinde 0,5 mL fenol (Sigma) ve 5 mL siilfiirik asit (Merck)

eklenmistir. Oda sicakliginda 10 dk. bekletildikten sonra, vorteks yardimiyla iyice
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karistirilmis ve 37°C’lik etiiv icerisinde 20 dK. bekletilmistir. Orneklerin optik yogunluklari

490 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir (Resim 3.2).

Resim 3.2. Suda ¢oziindiiriilen EPS’lerin tizerine fenol-siilfiirik asit muamelesi ve
spektrofotometrede okunmak icin hazir hale getirilen mikrokiivetler

Glukoz standardinin hazirlanmasi ve standarda g6re EPS miktarinin belirlenmesi

EPS miktarinin hesaplanabilmesi amaciyla glukoz standardi hazirlanmistir. Bu standardin
hazirlanmasinda 50-500 mg/L arasinda degisen oranlarda glukoz ¢ozeltileri kullanilmis ve
glukoz ¢ozeltilerinin bulundugu tiiplere de fenol-siilfiirik asit metodu uygulanmistir. Fenol-
stlfiirik asit muamelesi uygulanan tiipler oda sicakliginda 10 dk. bekletildikten sonra,
vorteks yardimiyla iyice karistirtlmis ve 37°C’lik etiiv igerisinde 20 dk. bekletilmistir.
Sonrasinda mikrokiivetlere alinarak spektrofotometrede 490 nm dalga boyunda absorbans
degerleri Ol¢iilmiis ve bu degerlere gore grafik olusturularak formiil elde edilmistir (Sekil
3.1). Elde edilen formiil (y = 0,0038x — 0,0534) kullanilarak Lactobacillus cinsine ait

bakteriler tarafindan iiretilen EPS miktarlart mg/L cinsinden hesaplanmustir.
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GLUKOZ STANDARDI
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Sekil 3.1. Glukoz standart egrisi

3.2.5. Besi ortamlarindaki farklh karbon kaynaklarmmin ve triptonun EPS iiretimi
iizerine etkisi

EPS miktar tayini yontemi sonucunda yiiksek EPS tiretimine sahip olan suslar belirlenmis
ve yine bunlarin arasinda da one ¢ikan L. salivarius tiiriniin 3 farkli susu (L. salivarius
BIS312, BIS722 ve ZDM2132) segilerek, bu ¢alismada kullanilmustir. L. salivarius BIS312,
BIS722 ve ZDM2132 suslarimin gelistirildikleri besi ortamlari igerisindeki karbon ¢esidinin
ve miktarin EPS iiretim kapasitelerine olan etkisini belirlemek amaciyla, Bolim 3.1.4°te
verilen MRS besi ortamindaki glukoz haricindeki biitiin bilesenler sabit tutularak, karbon
cesidi ve miktarlarinda degisiklik yapilmistir. Segilen karbon kaynaklari konusunda Bounaix
ve digerlerinin (2009) yaptig1 ¢alisma ile Kanmani ve digerlerinin (2011) yapmis oldugu
caligmalardan yararlanilmistir. Karbon kaynagi olarak glukozun yani sira laktoz ve siikroz
sekerlerinin farkli konsantrasyonlar1 denenmistir. Bu ¢aligmada kullanilan karbon kaynagi
parametreleri Cizelge 3.5’te gosterilmistir. Kontrol besi ortami olarak %2 glukoz igeren

MRS besiyeri kullanilmistir.
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Cizelge 3.5. Yiiksek EPS iireticisi suslarin gelistirildigi besiyeri igerisine eklenen karbon
kaynag cesitleri ve miktarlari

Tekli Seker Gruplart Seker Kombinasyonlari
%2 Glukoz* %2 Glukoz + %1 Laktoz
%3 Glukoz %2 Glukoz + %2 Laktoz
%2 Laktoz %1 Glukoz + %1 Laktoz

%2 Glukoz + %1 Siikroz
%2 Glukoz + %2 Sikroz
%1 Glukoz + %1 Sikroz

*Kontrol grubu olarak kullanilan besi ortami1 (MRS) igerisindeki karbon kaynagi.

Besi ortami i¢indeki karbon ¢esitlerinin ve miktarlarinin, se¢ilen L. salivarius suslarinin EPS
iiretim kapasitelerine olan etkisi belirlenmis ve karbon kaynagi olarak %2 laktoz i¢eren besi
ortamina azot kaynagi olarak %1 tripton ilave edilmis ve triptonun EPS iiretim kapasitesini
artiric etkisi olup olmadigi da bu sekilde tespit edilmistir. Yine bu ¢alismada da kontrol besi
ortami olarak %2 glukoz igeren MRS kullanilmistir. Ekzopolisakkarit tayini, Boliim 3.2.4°te

verilen metot uygulanarak gergeklestirilmis ve sonuglar spektrofotometrede 490 nm’de

Ol¢iilmiistiir.
3.2.6. Laktik asit bakterilerinden EPS izolasyonu ve L-EPS eldesi

Karbon ve azot miktara bagl olarak yapilan standardizasyon deneylerinden elde edilen
sonuglara gore, L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslar1 secilmis, besiyeri igeriginde yer
alacak karbon konsantrasyonlart belirlenmis ve segilen iki susun L-EPS’leri belirlenen
parametrelere gore elde edilmistir. L-EPS eldesinde kullanilan besiyeri igerikleri asagida
verilen Cizelge 3.6’ya gore hazirlanarak 4 farkli parametreye gore EPS izolasyonu

yapilmistir.

Cizelge 3.6. L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarinin L-EPS eldesinde kullanilan besiyeri

igerikleri
Bakteri Suslart Besiyeri Igerigi (C)
L. salivarius B1S312 Kontrol?
L. salivarius BIS312 Gluk-MRS, "
L. salivarius B1S722 Kontrol?
L. salivarius BIS722 Gluk-MRS, "

2 Kontrol: Igeriginde karbon kaynag1 olarak %2 glukoz bulunan MRS besi ortami.
b: Gluk-MRS: Glukozu ¢ikarilmis MRS besiyerine %2 laktoz eklenerek hazirlanan besi ortamu.
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EPS izolasyonu ile L-EPS elde edilmesine iliskin metot, ilgili literatiirler derlenerek
olusturulmus ve bu ¢alismada kullanilan modifiye edilmis metot asagida sunulmustur (Yi ve
digerleri, 2008; Kanmani, Yuvaraj, Paari, Pattukumar ve Arul, 2011; Bunkoed ve
Thaniyavarn, 2014).

Cizelge 3.6°da verilen igeriklere gore hazirlanan besiyerleri igerisinde 37°C’de 16-18 saat
gelistirilen kiiltiirler, en az iki kez aktiflestirildikten sonra ayni igerige sahip olan 800 mL
besi ortamina %2 oraninda asilanmistir. 37°C’lik etiivde 48 saat inkiibasyondan sonra, sicak
su banyosunda 95°C’de 10 dk. boyunca 1sitilmistir. Oda sicakligina kadar soguduktan sonra
%4 oraninda %80’ lik TCA eklenerek, 2 saat manyetik karistiricida karistirilmistir. Karigim,
+4°C’de 9000 rpm’de 15 dk. santriifiij edilmistir. Santriifiij sonrasinda elde edilen filtratlar
toplanmis ve toplanan filtratin lizerine hacmin Gi¢ kat1 kadar soguk %96’lik etanol eklenerek,
24 saat +4°C’de bekletilmistir. Sonrasinda 9000 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmis ve EPS’nin
presipite olmasi saglanmistir. Coken EPS’nin iizerindeki etanol uzaklastirilarak, elde edilen
EPS’ler 1 mL steril distile suda ¢oziindiikten sonra, liyofilizasyon tiiplerine (vial) alinip, bir
gece -80°C’de bekletilmistir. Saflastirilmis EPS’ler liyofilizatdr cihazinda, dondurulup

kurutularak toz haline getirilmis ve +4°C’de muhafazaya alinmistir (Resim 3.3).

Resim 3.3. Viallere alinarak liyofilize edilen EPS’ler

3.2.7. Kiiltiir ortamindan elde edilen EPS’ler ile L-EPS’lerin EPS miktarlarimin
karsilastirilmasi

Izole edilip, liyofilizasyon islemi ile toz haline getirilen EPS (L-EPS)’lerin miktarlarini
olgmek igin, her bir vialde bulunan L-EPS’ler 1 mg/mL oraninda distile su igerisinde
coziindiriilmiistiir. Yine aym sekilde kiiltiir ortamindan elde edilen EPS’ler de etiivde

kurutulup elde edildikten sonra 1 mg/mL oraninda distile su i¢inde ¢6ziindiiriilmiis ve bu iki
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sekilde hazirlanan ¢ozeltilerden 1’er mL, cam tiipler i¢ine alinmigtir. EPS miktar 6l¢timii
Boliim 3.2.4°te anlatildig gibi fenol-stilfiirik asit metodu uygulanarak gergeklestirilmis ve
bu sekilde kiiltiir ortamindan elde edilen EPS’ler ile L-EPS’lerin miktarlarinin kiyaslamasi

yapilmustir.

3.2.8. Liyofilize EPS’lerin karakterizasyonu

L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarinin MRS besiyerinde gelistirildikten sonra 3.2.6’da
verilen metoda gore izole edilen L-EPS’lerin sahip olduklari monomer profilinin prebiyotik
ozelliklerine etkisini ortaya koyabilmek amaciyla HPLC (yliksek performanslt sivi
kromotografisi) ve SEC (biiyiikliikge ayirma kromatografisi) analizleri hizmet alimi seklinde
yaptirilmisgtir. Bunlarin disinda en yiiksek EPS iretimine sahip L. salivarius BIS312
susundan elde edilen L-EPS’nin bag yapisinin ortaya konulabilmesi amaciyla, NMR

(niikleer manyetik rezonans) analizi hizmet alim1 seklinde yaptirilmistir.

HPLC ile EPS’lerin monomer kompozisyonunun arastirilmasi

L-EPS’lerin monomer kompozisyonu HPLC ile ODTU Merkez Laboratuvarina (analiz
edilen sekerler: glukoz, galaktoz, ramnoz, mannoz, arabinoz ve fruktoz) hizmet alimi
seklinde yaptirilmistir. L-EPS’ler analize gonderilmeden once asit ile hidroliz edilmistir.
Asit hidrolizi i¢in L-EPS’ler (10 mg/mL), 1 M H2SOj4 ile 90°C’de 3 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Daha sonra 1 M NaOH ile nétralizasyon islemi yapilmis ve mikrofiltrasyon
(Whatman 0,45 pm) yolu ile sterilize edilmistir (Ledezma ve digerleri, 2016). Bu sekilde
hazirlanan numuneler analize gonderilmistir. Analiz edilen monomerlerin tespiti, lizerinde
Refraktif Indeks Dedektor tasiyan AGILENT 1260 serisi HPLC cihazi kullanilarak
yapilmistir. Ayirim i¢in Metacarp 67C (300 mm x 6,5 mm) kolonu ve Microsorb-Mv-100-5
Amino kolonu kullanilmistir. Mobil faz olarak ACN: H2O kullanilmistir. Akis hiz1 0,5
mL/dk., enjeksiyon hacmi 25 pL olacak sekilde calisiimis ve sicaklik ise 90°C'ye

ayarlanmistir.

SEC ile EPS’lerin molekiil agirliklarinin arastirilmasi

L-EPS’lerin molekiil agirliginin belirlenmesi SEC analizi ile Bilkent Universitesi UNAM’a
hizmet alimi seklinde yaptirilmistir. SEC analizi i¢in numuneler L-EPS’lerin 1 mg/mL

olacak sekilde ultra distile saf su i¢cinde ¢ozdiiriilmesi ve mikrofiltrasyon (Whatman 0,45
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um) yolu ile sterilize edilmesi sonucunda hazirlanmistir. SEC analizinde PL aqua-OH

miksed (7,5 x 300 mm) kolonu ve mobil faz olarak da su kullanilmistir (Agilent Teknoloji).

NMR ile EPS’lerin bag vapilarinmin arastirilmasi

L. salivarius BIS312 susundan elde edilen L-EPS’nin molekiiler bag yapilarinin
belirlenmesi, *H-NMR, NOESY, COSY, HMQC ve 3C-APT NMR analizleri ile Cankir1
Karatekin Universitesi Arastirma Merkezi NMR Laboratuvari’na hizmet alimi seklinde
yaptirilmigtir. Analiz edilen monomerlerin bag yapilarinin tespitinde, Agilent marka 600
MHz’lik frekansta, 14.1 Tesla alan giiciine sahip Premium Compact NMR cihazi

kullanilmistir. 12 Autosampler’a sahiptir. Coziicii olarak D20 kullanilmigtir.

3.2.9. Baz1 patojen bakteri suslarimin biyofilm yapma oranlarmin belirlenmesi ve
yiiksek biyofilm yapma kapasitesine sahip suslarin secimi

Boliim 3.1.2°de verilen 12 patojen bakteri susunun biyofilm yapma yetenekleri 6nce Kongo
Red yontemi ile fenotipik olarak degerlendirilmistir. Bu yonteme gore biyofilm orani yiiksek
olarak belirlenen 3 patojen bakteri susunun mikroplak yontemine gore spektrofotometrik

Ol¢iim ile biyofilm yapma oranlari tespit edilmistir.

Kongo Red yontemi

Patojen bakterilerin biyofilm yapma yetenekleri fenotipik olarak Kongo Red yontemiyle
degerlendirilmistir. Bakterilerin ylizeye tutunmasimi saglayan, glikokaliks yapili yapiskan
tabaka “slime (biyofilm)” olarak adlandirilir (Demir, 2014). Bu yontemde, kullanilan Kongo
Red boyasi1 bu yapiskan tabaka ile dogrudan etkilesime girerek, renkli kompleksler olusturur.
Bu ¢alismada, 52 g Brain Heart Infusion Agar (Merck) besiyerine, 36 g sakkaroz ve 0,8 g
Kongo Red ilave edilmis ve hacim saf su ile 1000 mL’ye tamamlanarak, 121°C’de 15 dk.
steril edilmistir. Patojen bakterilerin aktif kiiltiirleriyle, Kongo Red Agar iizerine ¢izgi ekim
yapilmis ve petriler 37°C’de 24-48 saat aerobik ortamda inkiibasyona birakilmigtir.
Inkiibasyon sonunda, Kongo Red Agar iizerinde siyah koloni olusturan bakteriler giiclii
(+++), hem siyah hem de kirmizi koloni olusturan bakteriler orta (++), sadece kirmizi koloni
olusturan bakteriler ise zayif (+) derecede biyofilm olusturanlar olarak degerlendirilmistir

(Arciola ve digerleri 2002; Freeman, Falkiner ve Keane,1989).
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Mikroplak yontemi

Kongo Red yontemine goére biyofilm olusumlar1 fenotipik olarak degerlendirilen
bakterilerden en iyi biyofilm olusumu gosteren 3 bakteri (S. aureus EB-1, E. faecalis ATCC-
29212 ve E. coli ATCC-11229) segilmistir. Segilen bu bakterilerin biyofilm olusumlari
mikroplak yontemine gore spektrofotometrik 6l¢iim ile belirlenmistir. Mikroplak yontemine
iliskin metot, ilgili literatiirler derlenerek olusturulmus ve bu ¢alismada kullanilan modifiye
edilmis metot asagida sunulmustur (Jagani, Chelikani ve Kim, 2009; Stepanovi¢, Vukovi¢,

Dakié, Savi¢ ve Svabié-Vlahovi¢, 2000).

Patojen bakteri kiltiirlerinin optik yogunluklart spektrofotometrik olarak, 620 nm dalga
boyunda 0,5’e¢ ayarlanmistir. Kontrol grubu olarak steril bos Nutrient Broth (NB)
kullanilmustir. 96 kuyulu plaklarin kuyucuklari igerisine kontrol gruplart ve 200 uL bakteri
kiiltiirti aktarilarak, plaklar 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Biyofilm olusumunu
tespit edebilmek igin, inkiibasyon sonrasinda kuyucuklardaki sivi faz uzaklastirilmistir.
Kuyucuklarda kalan kiiltiir artiklarini temizlemek amaciyla kuyular steril serum fizyolojik
(SF) ile 3 kez yikanmigtir. Kuyular 200 pL %95‘lik metanol ile 15 dk. fikse edilmistir.
Sonrasinda metanol kuyulardan uzaklastirilmis ve plak oda sicakliginda 45 dk. siire ile
kurumaya birakilmistir. Plak kuruduktan sonra her bir kuyuya 200 pL %1°1ik kristal viyole
soliisyonu eklenmis ve 45 dk. boyunca boyanmasi saglanmistir. Boyama sonrasinda, boya
kuyulardan uzaklastirilmig ve kuyular hig¢ boya artig1 kalmayacak sekilde 5 kez distile su ile
yikanmigtir. Sonrasinda plak havada kurumaya birakilmistir. Plak kuruduktan sonra,
kuyularin boyay1 birakmasi i¢in, kuyulara 200 pL %33’lik glasiyal asetik asit eklenmis ve
kristal viyolenin ¢oziinmesi i¢in 15 dk. bekletilmistir. Bu siire sonunda, plaklar mikroplak
okuyucuda (Epoch, Biotek) 570 nm’de okutulmustur. Alti paralelli sekilde hazirlanan
orneklerin bulundugu kuyulara ait absorbans degerleri ile kontrol grubunun (yalnizca
besiyeri i¢eren) bulundugu kuyulara ait absorbans degerlerinin kendi i¢lerinde ortalamalari
alinmis ve bu iki deger birbirinden ¢ikartilarak biyofilm olusumu belirlenmistir. Bakterilerin
biyofilm yetenekleri kendi aralarinda kuvvetli ve zayif biyofilm olusturanlar olarak
gruplandirilmistir. Resim 3.4’te mikroplak okuyucuda okunmaya hazir bir mikro plak
gosterilmistir. Bu plakta, biyofilm olusumuna bagli olarak gozlenen renk degisimleri
gorliilmektedir. Sag alt boliimdeki kuyucuklarda koyu mavi tonlar1 ve sag ortada menekse
tonlar1 yiiksek ve orta diizeyde biyofilm olusumundan, iist kisimlardaki agik mavi-seffaf

renkler ise zayif biyofilm olusumundan kaynaklanmaktadir.
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Resim 3.4. Kristal viyole boyamasi sonrasi mikroplate okuyucu cihazinda okunmaya hazir
bir mikroplak

3.2.10. L. salivarius suslarindan elde edilen Kkiiltiir filtratlarimin, L-EPS’lerin ve L-
EPS’lerin Kkiiltiir filtratlar1 ile kombinasyonlarimin antibiyofilm etkilerinin
belirlenmesi

Antibiyofilm madde olarak en yiiksek EPS iiretimine sahip olan L. salivarius BIS312 ve
BIS722 suslarinin kiiltiir filtratlari, L-EPS‘leri ve bunlarin kombinasyonlar1 kullanilmistir.
Bunlarin diginda ticari bir prebiyotik olan iniilin (Sigma), pozitif kontrol olarak kullanilmig
ve sonuglar diger parametrelerle karsilastirilmistir. Patojen bakteri susu olarak, biyofilm
yapma oranlar1 belirlenen suslar i¢inde en iyi biyofilm yapma yetenegine sahip S. aureus
EB-1, E. faecalis ATCC-29212 ve E. coli ATCC-11229 suslar1 kullanilmistir. Bu ¢alismada
uygulanan modifiye edilmis metot asagida sunulmustur (Sandasi, Leonard ve Viljoen, 2010;
Chaieb, Kouidhi, Jrah, Mahdouani ve Bakhrouf, 2011).

Laktik asit bakterilerinden izole edilen L-EPS’ler steril distile suda ¢6ziindiiriildiikten sonra
0,45 um’lik disposible filtreden gegirilerek sterilize edilmis ve 96 kuyulu plaklara nihai
konsantrasyon 1 mg/mL ve 0,5 mg/mL oranlarinda olmak kosuluyla 20 pL aktarilmistir.
Bunlarin iizerlerine aktiflestirilmis olan patojen bakteri kiiltiirlerinin optik yogunluklar1 620
nm dalga boyunda 0,5’¢ ayarlanan patojen kiiltiirlerinden 180 pL aktarilmistir. Kontrol
gruplarinda 20 pl steril distile su kullanilmistir. Kiiltiir filtratlarint hazirlamak igin L.
salivarius (BIS312, BIS722) suslarinin aktif kiiltiirlerinin optik yogunluklar1 McFarland
densitometre cihazinda 7’ye ayarlanarak, MRS besi ortamina %2 oraninda asilanmustir.
Asilanmus tiipler 37°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda 5000 rpm’de 15 dk.
santrifiij edilmistir. Santriflij sonunda olusan berrak kisim (siipernatant) steril sartlar altinda

0,45 um’lik disposible filtreden gegirilerek steril hale getirilmis ve filtrat elde edilmistir. Bu
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sekilde hazirlanan laktik asit bakterilerinin kiiltiir filtratlar1 96 kuyulu plaklara 20 pl olacak
sekilde aktarilmistir. Bunlarin iizerlerine aktiflestirilmis olan patojen bakteri kiiltiirlerinin
optik yogunluklar1 620 nm dalga boyunda 0,5’e¢ ayarlanan kiiltiirlerinden 180 pL
aktarilmistir. Kontrol gruplarinda 20 pL steril MRS besiyeri kullanilmistir. Diger deney
grubunda kiiltiir filtratlar1 ile L-EPS’nin kombinasyonu kullanilmstir. L. salivarius BIS312
ve BIS722 suslarindan elde edilen kiiltiir filtratlar1 igine bu suslarin kendi L-EPS’leri
eklenmistir. 20 pL kiiltiir filtratlarinin i¢inde nihai konsantrasyonda 1 ve 0,5 mg/mL
oraninda L-EPS olacak sekilde iki ayr1 ¢ozelti hazirlanarak 96 kuyulu plaklara 20 pL
aktarilmistir. Yine bunlarin tizerlerine de aktiflestirilmis olan patojen bakteri kiiltiirlerinin
optik yogunluklart 620 nm dalga boyunda 0,5’e¢ ayarlanan kiiltiirlerinden 180 pL
aktartlmigtir. Kontrol gruplarinda 20 pL steril MRS besiyeri kullanilmistir. EPS ile
kiyaslamak amaciyla ¢alismada kullanilan iniilin de kuyucuklara EPS ile ayni oranlarda
(nihai konsantrasyon 1 mg/mL ve 0,5 mg/mL) 20 uL olacak sekilde aktarilmis ve tizerlerine
patojen bakteri kiiltiirlerinin optik yogunluklari 620 nm dalga boyunda 0,5’¢ ayarlanan
kiiltiirlerinden 180 pL ilave edilmistir. Kontrol gruplarinda 20 pL steril distile su
kullanilmistir. Yapilan tiim ¢alismalar 4 paralelli olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Bu sekilde
hazirlanan deney ve kontrol gruplari 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir ve Bolim
3.2.9°da anlatilan mikroplak yontemi uygulanarak 570 nm’de kuyucuklardaki absorbans
degerleri belirlenmistir. Biyofilm inhibisyonunun yiizde oranini hesaplamak i¢in asagidaki

formiil kullanilmistir.

% Biyofilm Inhibisyonu = [(ODkontrol — OD6mek)/ ODkontrot] X 100 (3.1)

3.2.11. L. salivarius suslarindan elde edilen Kkiiltiir filtratlarimin, L-EPS’lerin ve L-
EPS’lerin  Kkiiltiir filtratlarn1  ile kombinasyonlarimin  antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite deneylerinde en yiiksek EPS iiretimine sahip olan L. salivarius
BIS312 ve BIS722 suslarmn kiiltiir filtratlari, L-EPS‘leri ve bunlarin kombinasyonlari
kullanilmigtir. Bunlarin diginda ticari bir prebiyotik olan iniilin (Sigma) de bu ¢alismada
kullanilmis olup bu sekilde sonuglar diger parametreler ile karsilastirilmistir. Patojen bakteri
susu olarak, antibiyofilm ¢alismasinda kullanilan S. aureus EB-1, E. faecalis ATCC-29212
ve E. coli ATCC-11229 suslar1 kullanilmistir. Bu ¢alismada uygulanan modifiye edilmis
metot asagida sunulmustur (Reinheimer, Demkow ve Candioti, 1990).
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Aktif patojen bakteri kiiltlirlerinin optik yogunluklart 620 nm dalga boyunda 0,5’e
ayarlanmigtir. Hazirlanan bakteri siispansiyonundan steril 90x10 mm ebatlarindaki tek
kullanimlik plastik petriler igerisine 100 pL aktarilmistir. Daha 6ncesinde 121 °C’de 15 dk.
otoklavda steril edilmis ve yaklasik olarak 50 °C’ ye kadar sogutulmus olan Nutrient Agar
besiyerinden her petri kabina 20 mL ilave edilip, besi ortami ve petri kab1 zeminine inokiile
edilen test bakterilerinin homojen bir sekilde karigmasi saglanmistir. Katilasan besi
ortamlarina 7 mm ¢apinda steril gubukla kuyucuklar agilmistir. Kuyucuklarin igerisine LAB
kiiltiir filtratlar1, L-EPS’leri ve bunlarin kombinasyonlari ile iniilin pipet yardimiyla Cizelge

3.7°de belirtilen miktarlarda aktarilmistir.

Cizelge 3.7. Antimikrobiyal aktivite deneylerinde uygulama gruplar1 ve kuyucuklara
eklenen miktarlar1 (uL)

Uygulama Gruplari pL
Kiiltiir Filtratlar 200
L-EPS? 200
Kiiltiir Filtratlar ve L-EPS® 200
Iniilin® 200

4¢0,5 ve 1 mg/mL oranlarinda hazirlanarak farkli kuyucuklara belirtilen miktarlarda aktarilmistir.
b: 200 pL kiiltiir filtrat: i¢inde 0,5 ve 1 mg/mL oranlarinda L-EPS olacak sekilde iki ayr1 ¢dzelti hazirlanarak
farkli kuyucuklara belirtilen miktarlarda aktarilmistir.

Uygulama gruplarindan kiiltiir filtratlari, L-EPS ve iniilin ¢6zeltileri 3.2.10’da verilen metot
ile aym sekilde hazirlanmis ve Cizelge 3.7°de verilen oranlara gore petride agilan
kuyucuklara eklenmistir. Sonrasinda petriler 37°C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda kuyu ¢evresinde olusan zonlarin ¢apr kumpas ile dl¢iilmiis ve ¢ap
Olgtimleri milimetrik olarak kaydedilmistir. Calismalar 3 paralelli olacak sekilde

ylritilmistiir.

3.2.12. L. salivarius suslarindan elde edilen Kiiltiir filtratlarinin ve L-EPS’lerinin anti-
guarum sensing etkilerinin belirlenmesi

Bu ¢alismada da yiiksek EPS iiretimine sahip olan L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarinin
MRS besiyerinde gelistirilerek elde edilen L-EPS‘leri ve kiiltiir filtratlar1 kullanilmigtir. L-
EPS’lerin ve kiiltiir filtratlarinin anti-quarum sensing etkilerinin belirlenmesi amaciyla, C.
violaceum ATCC 12472 susunda viyolasin tiretimine etkisi kuyucuk difiizyon yontemi ve

spektrofotometrik yontem ile incelenmistir.
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Kuyucuk difiizyon yontemi

Kuyucuk difiizyon yontemi kullanilarak L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarindan elde
edilen L-EPS’lerin ve kiiltlir filtratlarmin C. violaceum ATCC 12472 susunda viyolasin
tretimine etkisinin belirlenmesinde kullanilan metot, modifiye edilerek uygulanmistir
(McClean ve digerleri, 1997). LB Agar hazirlanarak petrilere dokiilmiis ve katilagmasi
beklenmistir. Katilasan agar iizerine ikinci kat olarak %0,5 agar iceren LB Agar icine C.
violaceum kiiltiirinden 100 pL eklenerek dokiilmiis ve pastor pipetiyle kuyucuklar
acilmistir. Pastor pipeti ile agilan kuyucuklara 2 mg/mL, 1 mg/mL, 0,5 mg/mL ve 0,25
mg/mL olacak sekilde saf steril suda ¢oziilen ve 0,45 um’lik disposible filtreden gegirilerek
sterilize edilmis EPS o6rneklerinden ve ayrica 3.2.10°da anlatildig: sekilde hazirlanan kiiltiir
filtratlarindan 3 ayr1 derisimde (direkt, ’2 ve % seyreltme) olmak iizere 70 pL yliklenmigtir.
35°C’de 1 gece inkiibasyonun sonunda kuyucuk etrafindaki mor zemin {izerine beyaz zon
(mor pigment olmayan ve berrak olmayan) c¢ap1 Olgiilerek degerlendirilmistir.
Gergeklestirilen c¢alismada pozitif kontrol grubu olarak antibiyotik disk (Kanamisin 5
pg/Tobramisin 10 ug), negatif kontrol grubu olarak ise LB Broth kullanilmistir. Mor
pigment igermeyen beyaz zon olusumu viyolasin iiretiminin inhibisyonu olarak, seffaf zon

olusumu ise antibakteriyel etki olarak degerlendirilmistir.

Spektrofotometrik yontem

Spektrofotometrik yontem kullanilarak L-EPS’lerin ve kiiltiir filtratlariin C. violaceum
ATCC 12472 susunda viyolasin Uretimine etkisinin belirlenmesinde kullanilan metot,
modifiye edilerek uygulanmistir (Choo, Rukayadi ve Hwan, 2006). C. violaceum ATCC
12472 susu, 5 mL LB Broth igine inokiile edilerek, 35°C’de 120 rpm’de 24 saat inkiibe
edilmistir. 5 mL LB Broth igeren Scott siselere C. violaceum ATCC 12472 kiiltiiriinden
200’er pL eklenmis ve son derisimi 1, 2 ve 3 mg/mL olacak sekilde EPS 6rnekleri ilave
edilerek 120 rpm’de 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Yine ayni sekilde 5 mL LB Broth
iceren scott siselere C. violaceum ATCC 12472 kiiltiriinden 200’er pL eklenmis ve
3.2.10°da anlatildig1 sekilde hazirlanan L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarmin kiiltiir
filtratlarindan da 200'er uL. olmak tizere ti¢ derisim halinde (direkt, %2 ve %4 seyreltme) ilave
edilerek, 35°C’de 24 saat inkilbe edilmistir. Inkiibasyon sonunda &rneklerin
spektrofotometrede 600 nm’deki absorbans degerleri 6lgiilerek kaydedilmistir. Daha sonra

ornekler 14500 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek viyolasin ¢oktiiriilmiis ve {ist faz atilmistir.
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Alt kisimda kalan pellet tizerine 1 mL dimetil siilfoksit (DMSO) eklenmis ve tamamen
coOziilerek, absorbansi 585 nm de Olglilmiistiir. Sonuglar EPS eklenmemis orneklerin

viyolasin miktariyla karsilastirilarak, yiizde inhibisyon degerleri hesaplanmistir.

3.2.13. L. salivarius BIS312 susunun Kiiltiir filtrati ve L-EPS’lerinin adezyondaki
roliiniin belirlenmesi

Bu ¢alismada, L. salivarius BIS312 susu (probiyotik uygulama) ve bu sus ile bu sustan elde
edilen L-EPS ve kiiltiir filtratlarinin kombinasyonlart (sinbiyotik uygulama) kullanilarak,
HT-29 kolorektal adenokarsinoma hiicre hattinda adezyon yeteneklerinin belirlenmesi
amaglanmistir. Calismada kullanilan HT-29 hiicre hattinin laboratuvarda inverted

mikroskopta (Leica) ¢ekilen fotografi Resim 3.5’te verilmistir.

Resim 3.5. HT-29 kolorektal adenokarsinoma hiicre hattinin inverted mikroskop goriintiisii
(10X)

Bu calismaya iligkin metot modifiye edilerek uygulanmistir (Jacobsen ve digerleri 1999).
Hiicreler, DMEM (Invitrogen) igerisine %10 fetal bovin serumu, %1 L-Glutamin, %1 antibiyotik
(penisilin/streptomisin) ve %40 MCDB-201 katilarak hazirlanmis besi ortami igeren flasklarda,
37 °C’de %5 COz2igeren inkiibatorde gelistirilmistir. Hiicre besi ortami giin asir1 degistirilerek
gelisimi takip edilmistir. Flasklarda %80-90 yayilma gosteren hiicreler Tripsin/EDTA ile
kaldirilarak sayilmistir (Hadjiakhoondi ve digerleri, 2013). Bu sekilde belirtilen besi ortaminda
gelistirilen HT-29 hiicreleri, DMEM besiyeri ile birlikte 4 mL olmak iizere 1x10° hiicre/kuyu
olacak sekilde 6 kuyulu mikroplaklara aktarilmistir. Besiyeri giin asir1 degistirilmis ve

hiicreler %80 yogunluga ulastiginda caligmaya alinmistir. Adezyon deneyinden 24 saat dnce,
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kuyulardan hiicre besiyeri atilarak yerine, antibiyotik icermeyen 4 mL DMEM besiyeri
eklenmistir. 24 saat sonunda hiicreler 2 kez 3 mL soguk PBS (pH 7,4) ile yikanmuistir.
Sonrasinda hiicrelere serum ve antibiyotik icermeyen 2 mL DMEM besiyeri eklenerek
37°C’de 30 dk. inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasinda, McFarland cihazinda
optik yogunlugu 10’a ayarlanmis L. salivarius BIS312 susundan 1 mL (probiyotik
uygulama) alinmis ve serum ve antibiyotik icermeyen DMEM besiyeri (1 mL) ile birlikte
hiicrelere uygulanmistir. L-EPS’nin sinbiyotik uygulamasinda, McFarland cihazinda optik
yogunlugu 10’a ayarlanmus L. salivarius BIS312 susundan 1 mL alinarak, {izerine bu sustan
elde edilen L-EPS, son konsantrasyon 1 mg/mL olacak sekilde ¢oziilerek eklenmis ve serum
ve antibiyotik igermeyen DMEM besiyeri (1 mL) ile birlikte hiicrelere uygulanmigtir. Kiiltiir
filtratinin  sinbiyotik uygulamasinda ise McFarland cihazinda optik yogunlugu 10’a
ayarlanmig L. salivarius BIS312 susu ve bu sustan elde edilen kiiltiir filtratt Boliim 3.2.10°da
anlatildigr sekilde hazirlanarak kullanilmistir. Optik yogunlugu ayarlanan bakteri
stispansiyonundan 1 mL alinarak, 3000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda
slipernatant atilmis ve dibe ¢oken pellet tizerine 1 mL kiiltiir filtrat1 eklenerek pipetaj teknigi
ile karigmas1 saglanmistir. Bu sekilde hazirlanan bakteri ve kiiltiir filtrat1 karisimi (1 mL),
serum ve antibiyotik icermeyen DMEM besiyeri (1 mL) ile birlikte hiicrelere uygulanmistir.
Probiyotik ve sinbiyotik uygulamalar sonrasinda kuyucuklarda 3 mL DMEM besiyeri ve 1
mL hazirlanan siispansiyonlar olmak iizere toplam hacim 4 mL olacak sekilde ayarlanarak
37°C’de %5 CO’li etiivde 3 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra, soguk
PBS ile 3 kez yikama yapilmistir. Yikamadan sonra her bir kuyucuga 3 mL metanol
eklenerek oda sicakliginda 10 dk. inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi, metanol
uzaklastirilmig ve sabitlenen hiicreler iizerine 3 mL %40’lik Giemsa boyas1 eklenerek, oda
sicakliginda 20 dk. bekletilerek boyanmistir. Boyamadan sonra kuyular %96’lik etanol ile
yikanarak fazla boya uzaklastirilmis ve mikroskopta (Leica, Germany) incelenerek, bakteri
ve hiicrelerin sayimi yapilmistir. Deney sonucu, adezyon indeksi ve adezyon yiizdesi olarak

asagidaki formiiller kullanilarak belirlenmistir.

Adezyon Yiizdesi; (bakteri tutunmus epitel hiicre sayisi/toplam hiicre sayisi) x 100 (Otero

ve Nader-Macias 2007)

Adezyon indeksi (ADI); 100 hiicreye tutunan bakteri sayist olarak hesaplanmistir.
“ADI>2500 ise giiclii adezyon, ADI; 2500 ile 500 arasinda ise 1yi adezyon, ADI; 500 ile 100
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arasinda ise zayif adezyon ve ADI<I00 ise adezyon yok” seklinde degerlendirilmistir

(Santagati, Scillato, Patané, Aiello ve Stefani, 2012; Guglielmetti ve digerleri, 2010).

3.2.14. istatistiksel analizler

Tiim mikrobiyolojik ¢aligsmalar, her ¢alisma igin paralel sayisi degismekle birlikte genel
olarak {i¢ paralelli ve iki tekerriirlii olacak sekilde yapilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen

veriler bu tekrarlarin ortalamasi + standart sapma (SD) seklinde verilmistir.

Mikrobiyolojik c¢alismalarda kullanilan istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (16.0
Versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL) kullanilmigtir. Laktik asit bakterilerinin EPS {iretim
miktarlar1 arasindaki farkliligin anlamli olup olmadigi LSD ve Tukey (p<0,05) testleri ile
analiz edilmistir. L. salivarius BIS312, BIS722 ve ZDM2132 suslarinda farkli karbon ve
azot kaynaklarinin EPS diretimi itizerindeki etkilerinin belirlenmesinde, besi ortami ve
suslarin arasindaki EPS miktari farkliliginin anlamli olup olmadigi LSD ve Tukey (p<0,05)
testleri ile analiz edilmistir. L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarinin kiiltiir ortamindan
elde edilen EPS’lerinin ve L-EPS’lerinin miktarlari arasindaki farklar ile besi ortaminda
kullanilan karbon kaynaklarina (glukoz ve laktoz) gore EPS ve L-EPS miktarlar1 arasindaki
farklar t-Testi (p<0,05) ile analiz edilmistir. Antibiyofilm etkinin belirlenmesi deneylerinde
kontrol olarak kullanilan iniilinin, kiiltiir filtratlarinin, L-EPS’lerin ve L-EPS igeren kiiltiir
filtratlarinin olusturdugu biyofilm inhibisyonlari arasindaki farklar LSD ve Tukey (p<0,05)
testleri ile analiz edilmistir. Antimikrobiyal aktivite calismalarinda kiiltiir filtratlar1 ve L-
EPS iceren kiiltlir filtratlarinin patojenler iizerinde olusturdugu zon c¢aplar1 arasindaki
farkliligin ve patojen bakterilerin kendi iglerinde zon ¢aplari arasindaki farkliligin anlaml
olup olmadigi LSD ve Tukey (p<0,05) testleri ile analiz edilmistir. Anti-quarum sensing
caligmalarinda filtrat derigimlerinin ve filtrat c¢esitlerinin antibakteriyel zon g¢aplar
arasindaki farkliliklar1 ile L-EPS konsantrasyonlarinin ve L-EPS cesitlerinin viyolasin
inhibisyonu iizerindeki farkliliklarinin analizinde t-testi, LSD ve Tukey (p<0,05) testleri
kullanilmistir. Son olarak adezyon ¢aligmasinda ise probiyotik ve sinbiyotik uygulamasinin

arasindaki farkliligin anlamli olup olmadig: t-Testi (p<0,05) ile analiz edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Kiiltiirlerin Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi Kapasiteleri

TAGEM/15/AR-GE/40 projesi kapsaminda serbest gezen koy tavuklarinin bagirsaklarindan
izole edilen Lactobacillus cinsine ait izolatlarin (50 adet), 48 saat inkiibasyon sonunda kiiltiir
ortamindaki EPS iiretim miktarlari, Boliim 3.2.4’te anlatilan metoda gore belirlenmistir.

Izolatlarin EPS iiretim miktarlarma gére dagilim grafigi, Sekil 4.1°de verilmistir.

B0 - 150 mg1

% 51 —200 mg/L

1
11201 —250 mg'L

=251 -300 mg/L
301 —350 mg/L

351 —400 mgz/L

CHE

401 -450 mgL

301 =530 mzL

Sekil 4.1. Lactobacillus cinsine ait izolatlarin EPS iiretim miktarlarina gore sayica dagilimi

Yukaridaki grafiktede goriildiigii gibi, 50 izolatin ¢ogunlukla 201-250 mg/L (14 adet) ve
351-400 mg/L (12 adet) araliklarinda EPS {iretim kapasitesine sahip oldugu tespit edilmistir.
Tiim degerler karsilastirilarak yiiksek EPS iiretim kapasitesine sahip 11 izolat segilmistir
(532-358 mg/L). Segilen bu izolatlarin molekiiler tanimlamalar1t TAGEM/15/AR-GE/40
Projesi’nde baska bir ¢alisma kapsaminda yapildigindan dolay1 sonuglar tezde verilmemistir.
EPS iiretimi yiiksek 11 susun molekiiler tanimlamasina gore EPS {ireticisi dominant tiiriin
L. salivarius oldugu dikkat ¢cekmis ve diger yiiksek EPS {iireticisi tiirlerin ise, L. reuteri, L.
agilis ve L. saerimneri olarak siralandig1 goriilmiistiir. Calismada kullanilan farkl: tiirlere ait
bazi laktik asit bakterilerinin, Gram boyama yapildiktan sonra 151k mikroskobundan (Leica)

alan goriintiileri asagida sunulmustur (Resim 4.1).
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Resim 4.1. Calismada kullanilan bazi laktik asit bakteri tiirlerinin 151k mikroskobu
goriintiileri (100X). A: L. salivarius BIS312, B: L. agilis BIS721, C: L.
saerimneri BIS717.

EPS iiretimi agisindan 6ne ¢ikan 11 sus i¢inde, en yiiksek EPS iiretimi, L. salivarius’un
BI1S312 (532 = 5 mg/L), BIS722 (507 = 4 mg/L) ve ZDM2132 (502+8 mg/L) suslarinda
belirlenmistir. Se¢ilen 11 susun EPS iiretimine iliskin sonuglari, n: 3 ortalamasinin
hesaplanmasiyla + SD olarak Cizelge 4.1°de sunulmustur. Kiiltiir ortaminda en yiiksek EPS
iireten L. salivarius BIS312 susu ile diger suslar arasinda p<0,05 diizeyinde farklilik bulundugu,
L. salivarius BIS722 ve ZDM2132 suslarinin EPS iiretimleri arasindaki farkliligin ise anlaml
olmadig1 (p>0,05) tespit edilmistir. Yiiksek EPS iireticisi L. salivarius BIS312, BIS722 ve
ZDM2132 suslarinin, diger L. salivarius suslarina ve L. reuteri, L. agilis ve L. saerimneri
tirlerine gore EPS iretim miktarlar1 arasindaki farkliligin p<0,05 diizeyinde anlamli oldugu

belirlenmistir. Bundan sonraki ¢alisma bu ti¢ sus kullanilarak yapilmistir.

Cizelge 4.1. Yiiksek EPS iiretim kapasitesine sahip suslarin kodlari, molekiiler tanimlama
ile belirlenen tiir adlar1 ve kiiltiir ortaminda EPS tiretim miktarlari

Sus Kodlar Tiir Adi EPS Miktar1 (mg/L)
ZDM2132* Lactobacillus salivarius 502 +8
BIS312* Lactobacillus salivarius 53245
B1S412 Lactobacillus salivarius 368 £2
BIS713 Lactobacillus salivarius 411+ 4
BIS722* Lactobacillus salivarius 507 +4
B1S820 Lactobacillus salivarius 415+3
BI1S612 Lactobacillus reuteri 358+3
BIS731 Lactobacillus reuteri 433+2
BIS721 Lactobacillus agilis 368 +4
BIS911 Lactobacillus agilis 434 £3
BIS717 Lactobacillus saerimneri 361 +£5

*En yiiksek EPS iiretim kapasitesine sahip bakteri suslari
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Cizelge 4.1’de de gorildugi gibi ayn tiire ait farkli suslarin EPS iiretimleri farklilik
gosterebilmektedir. Dolayisiyla bu durum bizlere EPS iiretimi yiiksek olan bakterilere karar
verebilmek igin tiirlerin yani sira suslarin da degerlendirilmesinin 6nemli olabildigini ve
se¢imin de bu unsurlarin gozetilerek yapilmasi durumunda daha saglikli sonuglar elde

edilebilecegini gostermektedir.

4.2. Farkl Karbon Kaynaklarimin ve Triptonun EPS Uretimi Uzerine Etkisi

Bu calismada, farkli tavuk bagirsaklarindan izole edilmis ve EPS miktar tayini yontemi ile
en yiiksek EPS iiretim kapasitesine sahip oldugu belirlenmis, L. salivarius tiiriine ait BIS312,
BIS722 ve ZDM2132 suslari kullanilmistir. MRS besi ortamindaki glukoz ¢ikarilarak yerine
Bolim 3.2.5°te anlatildigi gibi karbon kaynaklarinin farkli miktarlarda eklenerek
olusturuldugu besi ortamlarinda, segilen suslarin EPS iiretim kapasiteleri belirlenmistir.
EPS’nin prebiyotik olarak kullanimi s6z konusu oldugundan en yiiksek verimde iiretimin
saglanacagi besi ortami igeriginin belirlenmesi amaglanmistir. Bu ¢alismada farkli karbon
kaynag1 ve oranlarindaki besi ortamlarinda gelistirilen L. salivarius tiiriine ait ii¢ susun
icinde, L. salivarius BIS312 susunun tiim farkli besi ortamlarinda da en iyi EPS {iretimini
gosterdigi belirlenmistir. Farkli seker kombinasyonlarinin eklenmesiyle olusturulan besi
ortaminda gelistirilen L. salivarius BIS312, BIS722 ve ZDM2132 suslarinin kontrol besi
ortamina (%2 glukoz igeren MRS ortami) gére en verimli EPS tiretimini, %2 glukoz ve %2
siikkroz iceren besi ortaminda gosterdigi ve bu EPS artis oraninin da her ii¢ sus icin ortalama
%33 oldugu tespit edilmistir. Bu degeri takip eden diger besi ortamindaki karbon igeriginin
ise %2 laktoz oldugu ve bu besi ortaminda gelistirilen ti¢ susun EPS {iretiminin ise ortalama
%27 artis gosterdigi belirlenmistir. Tiim denemelerde kiiltir ortaminin pH ve optik
yogunlugunun birbirine yakin degerlerde oldugu ve 6nemli bir farklilik gostermedigi dikkat
cekmistir. Calismaya ait sonuglar, n: 3 ortalamasinin hesaplanmasiyla = SD olarak, Cizelge
4.2’de sunulmustur. Karbon kaynagi olarak %2 laktoz ve %2 glukoz + %2 siikroz igeren
besi ortamlarinda gelistirilen suslarin iirettikleri EPS ile kontrol bilesiminde gelistirilen
suslarin trettigi EPS miktarlar1 kiyaslandiginda, p<0,05 diizeyinde farklilik bulundugu

tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. Yiiksek EPS iireticisi suslarin gelistirildigi besiyeri i¢eriklerindeki farkli karbon
kaynagi ve oranlarina bagli olarak kiiltiir ortaminda EPS iiretim kapasiteleri

Besi Ortami I¢indeki

Ezl;t:rrl' Karbon Kaynaklar1® ve pH Baktezggéignlugu EP(SmIZI/III_()t an
Kombinasyonlari®

Kontrol? 3,78 2,62 530+5
%3 G 3,73 2,64 51244
%2 L 3,75 2,42 685+6
L. %1 G+%1L 3,79 2,49 67549
salivarius %2 G+ %lL 3,77 2,69 493+9
BIS312 %2 G+ %2 L 3,78 2,49 660+5
%1 G+%1S 3,63 2,66 376 £ 1
%2G+%1S 3,68 2,61 540+ 2
%2 G+ %2S 3,67 2,57 696 + 6
Kontrol? 3,75 2,62 507+4
%3 G 3,70 2,70 507+7
%2 L 3,73 2,58 64243
L. %1G+%1L 3,76 2,58 61445
salivarius %2 G +%1L 3,74 2,67 49049
BIS722 %2 G+ %2 L 3,72 2,42 506+4
%1 G+ %1S 3,70 2,69 334+5
%2G+%1S 3,67 2,69 528 +1
%2 G+ %2S 3,66 2,69 675+4
Kontrol? 3,76 2,61 496+8
%3 G 3,72 2,57 42945
%2 L 3,75 2,38 659+7
L. %1G+%1L 3,78 2,48 50343
salivarius %2 G +%1L 3,75 2,58 45945
ZDM2132 %2 G+ %2 L 3,73 2,43 59746
%1 G+%lS 3,66 2,58 349+ 4
%2G+%1S 3,58 2,69 489 +4
%2G+%2S 3,59 2,65 672+3

2 Kontrol: Iceriginde karbon kaynag1 olarak %2 glukoz bulunan MRS besi ortami.

®: Glukozu cikarilmis MRS besiyerine, tabloda verilen oranlarda Glukoz (G) ve Laktoz (L) ilave edilerek
hazirlanan besi ortami.

€. Glukozu ¢ikarilmig MRS besiyerine tabloda verilen oranlarda Glukoz (G) + Laktoz (L) ve Glukoz (G) +
Siikroz (S) kombinasyonlarinin ilave edilmesi ile hazirlanan besi ortami.

Yukarida denenen karbon kaynagi parametrelerine gore tekli seker gruplarindan en yiiksek
EPS iiretim kapasitesine sahip olan besi ortamindaki karbon igerigi %2 laktozdur. Bolim
3.2.5’te de anlatildigi gibi MRS besiyerine ilave edilen %2 laktoz ve %1 tripton ile
zengilestirilen besi ortami ve MRS’den glukozun ¢ikarilarak yerine %2 laktoz ve %1
triptonun eklenmesiyle hazirlanan besi ortamlarinda, L. salivarius tiiriine ait {i¢ susun EPS
tiretim kapasiteleri kontrol besi ortamindan (MRS Broth) elde edilen degerler ile mukayese
edilmistir. Laktoz ve tripton ile zenginlestirilmis besi ortamlarinda kontrol MRS besi
ortamina gore her ii¢ susun da daha yiiksek miktarda EPS tirettigi ve bu {i¢ sus iginden L.
salivarius BIS312 susunun tim denemelerde EPS iiretim kapasitesi agisindan one ¢iktigi

dikkat ¢ekmistir. Tiim suslarda MRS besi ortamina laktoz ve tripton ilave edilmis besi
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ortaminda EPS iiretimi en iyi bulunmus, L. salivarius BIS312 susunda bu tiretimin 702 mg/L
oldugu belirlenmistir. MRS’den glukozun ¢ikarilarak laktoz ve tripton ilave edildigi besi
ortaminda tiim suslarda kontrol besiyerine gore EPS iiretiminde 6nemli oranda bir artis tespit
edilmemistir. Calismalara iliskin sonuglar, n: 3 ortalamasinin hesaplanmasiyla = SD olarak,
Cizelge 4.3’te verilmistir. Istatistiksel olarak %2 laktoz ve % tripton ile zenginlestirilmis
besi ortaminda gelistirilen suglarin tirettikleri EPS ile kontrol bilesiminde gelistirilen suslarin
iirettikleri EPS miktarlar1 kiyaslandiginda, p<0,05 diizeyinde anlamli farklilik bulundugu
tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. Yiksek EPS iireticisi suslarin gelistirildigi besiyeri igeriklerindeki farkl
oranlarda karbon ve azot kaynaklarina bagl olarak EPS iiretimleri

. S Bakteri Yogunlugu EPS Miktar1
Bakteri Suslar1 Besiyeri [gerigi pH (620 nm OD) (mg/L)
L salivari Kontrol? 3,63 2,39 418 +5

. Sallvarius

BIS312 Gluk-MRSt4.° 3,75 2,33 457 + 10
MRS+ ¢ 3,65 2,26 702 +8

L salivari Kontrol? 3,65 2,34 413 +£6
B'Ig";z"éar'us Gluk-MRSr+.? 3,74 2,40 416+ 10
MRSt ¢ 3,69 2,36 650 + 7

livari Kontrol? 3,66 2,38 385+8
;;& N GlUK-MRS4." 3,72 2,46 402 £ 11
MRS+ ¢ 3,68 2,32 497 +7

2 Kontrol: MRS besi ortami (Igeriginde azot kaynagi olarak %1 pepton, %0,5 yeast ekstrakt, %1 beef ekstrakt
bulunan, karbon kaynagi olarak ise %2 glukoz bulunan besi ortama).

b Gluk-MRSt.L: Glukozu ¢ikarilmis MRS besiyerine %1 Tripton ve %2 Laktoz eklenerek hazirlanan besi
ortami.

¢ MRSt MRS besiyerine %1 Tripton ve %2 Laktoz ilave edilerek zenginlestirilmis besi ortamu.

4.3. Kiiltir Ortamindan Elde Edilen EPS’ler ile L-EPS’lerin EPS Miktarlarimin
Karsilastiriimasi

L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarinin 48 saat inkiibasyon sonunda kiiltiir ortaminda
olusturdugu EPS ve ayni kosullarda gelistirildikten sonra liyofilizasyon cihazinda kismi
saflastirma ile elde edilen L-EPS’lerin miktarlar1 fenol-siilfiirik asit metoduna gore
belirlenmistir (bkz. Bolim 3.2.7). Suslardan elde edilen L-EPS miktarlariin, kiltiir
ortamindan elde edilen EPS miktarlarina gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica
her iki susun da glukozun ¢ikarilarak %2 laktozun ilave edilmesi ile hazirlanan MRS besi
ortaminda trettikleri EPS miktarlarinin daha yiiksek oldugu gorilmdistiir. L. salivarius
BIS312 susu kiiltiir ortaminda da L-EPS’lerde de en iyi EPS iireticisi olarak one ¢ikmistir.

Sonuglar, n: 3 ortalamasinin hesaplanmasiyla + SD olarak, Cizelge 4.4’te sunulmustur. Her
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iki sus i¢in de istatistiksel olarak kiiltlir ortamindan elde edilen EPS miktarlar ile L-EPS
miktarlart kiyaslandiginda, p<0,05 diizeyinde farklilik oldugu tespit edilmistir. Yine ayni
sekilde glukozun ¢ikarilarak %2 laktozun ilave edildigi besi ortamlarinda gelistirilen suslarin
iirettikleri EPS ile kontrol bilesiminde gelistirilen suslarin iirettigi EPS miktarlar1 arasindaki
farkin da anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Bu durum Boliim 4.2°deki sonuglart da
destekler niteliktedir.

Cizelge 4.4. Liyofilizasyon oOncesi ve sonrasinda L. salivarius’un BIS312 ve BIS722
suslarinin EPS miktarlar

Bakteri Suglari Besiyeri Igerigi (C) EPS! (mg/L) EPS? (mg/L)
L Kontrol? 386+7 402 +5

L. salivarius

BIS312 Gluk-MRS.® 498+3 516 + 7
L Kontrol? 35642 378+ 2

L. salivarius

BIS722 Gluk-MRS.® 39746 414 +3

3 Kontrol: Igeriginde karbon kaynagi olarak %2 glukoz bulunan MRS besi ortami.

b: Gluk-MRS: Glukozu ¢ikarilmis MRS besiyerine %2 laktoz eklenerek hazirlanan besi ortamu.
L: Kiiltiirlerin inkiibasyon sonras1 EPS iiretim miktari

2. L-EPS’nin miktar1

4.4. L. salivarius Suslarindan Elde Edilen Liyofilize EPS’lerin Karakterizasyonu

Bu ¢alismada, EPS {iretim kapasitesi agisindan 6ne ¢ikan L. salivarius BIS312 ve BIS722
suslarindan elde edilen L-EPS’lerin sahip olduklar1 monomer profilinin prebiyotik
ozelliklerine etkisini ortaya koyabilmek amaciyla, HPLC (yiliksek performansli sivi
kromotografisi) analizi ile monomer kompozisyonlar1 ve SEC (biiyiiklik¢e ayirma
kromatografisi) analizi ile molekiil agirliklart tespit edilmistir. Bunlarin disinda en yiiksek
EPS iretimine sahip L. salivarius BIS312 susundan elde edilen L-EPS’nin bag yapisi da

NMR (niikleer manyetik rezonans) analizi ile ortaya konulmustur.

4.4.1. L-EPS’lerin monomer kompozisyonlari

HPLC analizi ile her iki bakteri susunun L-EPS’lerinde glukoz, mannoz, ramnoz ve galaktoz
monomerleri tespit edilirken, fruktoz ve arabinoz monomerlerine rastlanmamigtir. L-
EPS’lerde glukozun ana monomer oldugu, oranlarinin ise %35,3 ve %34,5 olarak farklilik

gosterdigi  belirlenmistir. Sonug¢ olarak, her iki susun L-EPS’lerinin monomer
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kompozisyonlarinin benzerlik gosterdigi, ancak monomer oranlarinin sinirl bir farklilik

gosterdigi dikkat ¢ekmistir. Sonuglar, Cizelge 4.5’te sunulmustur.

Cizelge 4.5. L. salivarius’un BIS312 ve BIS722 suslarinin L-EPS’lerinin HPLC analizi ile
belirlenen monosakkarit kompozisyonlari ve yiizde oranlari

Monosakkarit Bilegimi (%)

L-EPS’ler Glukoz Fruktoz Arabinoz Mannoz Ramnoz Galaktoz
L-EPS3;, 34,5 t.e. t.e. 26,4 13,6 25,5
L-EPS7," 35,3 te. te. 27,6 11,3 25,8

2L, salivarius BIS312 susundan elde edilen L-EPS
b |, salivarius BIS722 susundan elde edilen L-EPS
t.e.: tespit edilmedi.

4.4.2. L- EPS’lerin molekiil agirhklar:

SEC analiziile L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarindan elde edilen L-EPS’lerin ortalama
mol kiitleleri (Mw) belirlenmistir. Her iki sus i¢in de L-EPS’lerin farkli molekiil agirliginda
dort anlamli fraksiyon olusturdugu tespit edilmistir. L. salivarius BIS312 susuna ait L-
EPS’lerin fraksiyonlarmin molekiiler agirligi 0,9 x 10*ila 6,8 x 10° Da arasinda degisirken,
L. salivarius BIS722 susuna ait L-EPS’lerin fraksiyonlarinin molekiiler agirligmin 1,3 x 10*
ila 6,9 x 10° Da arasinda degistigi belirlenmistir (Cizelge 4.6). Bu sonuglara gore her bir
fraksiyon molekiil agirligi bakimindan kiyaslandiginda L. salivarius BIS722 susunun daha

biiyiik fraksiyonlara sahip oldugu dikkat ¢ekmistir.

Cizelge 4.6. L. salivarius’un BIS312 ve BIS722 suslarinin L-EPS’lerinin SEC analizi ile
belirlenen molekiil agirliklar

Fraksiyonlar (Da)
L-EPS’ler

1 2 3 4
L-EPS312? 0,9 x 10* 2,8 x 10* 7,2x10° 6,8 x 10°
L-EPS7,," 1,3 x 10* 5,4 x 10 8,9 x 10° 6,9 x 106

2|, salivarius BIS312 susundan elde edilen L-EPS
b . salivarius BIS722 susundan elde edilen L-EPS

4.4.3. L. salivarius BIS312 susundan elde edilen L-EPS’nin bag yapisi

Bu calismada L. salivarius BIS312 susundan elde edilen L-EPS’nin bag yapilarini
belirleyebilmek amaciyla bir ve iki boyutlu NMR yéntemleri kullanilmistir. H-NMR,
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COSY, NOESY ve HMQC, ®C-APT NMR analizleri yapilmistir. Calisilan L-EPS’lerin
HPLC analizleri ile uyumlu olarak polisakkarit yapisinda bulunan glukoz, galaktoz, mannoz
ve ramnoz miktarlari 'H-NMR spektrumlarinda anlamli pikler verecek oranlarda
bulunmustur. *H-NMR spektrumunda, polisakkaritlerin yapisinda bulunan hidrojenlere ait

piklerin kimyasal kayma degerleri genellikle li¢ bolgeye ayrilmaktadir (Sekil 4.2).

Anomerik Bélge Halka Hidrojen Bilgesi Alkil Hidrojen Bolgesi
A
. . . S — IMS
6 5.5 5 4.5 4 313 2 1 Ppm

Sekil 4.2. 'H-NMR spektrumunda, polisakkaritlerin yapisinda bulunan hidrojenlere ait
piklerin kimyasal kayma degerlerine ait bolgeler

L. salivarius BIS312 susundan elde edilen L-EPS (L-EPSgis312)’nin yapisinda bulunan
monomerlerin hidrojenlerine ait piklerin kimyasal kayma degerleri, literatiirlerdeki kimyasal
kayma degerleriyle uyumludur ve monomerlerin kimyasal kayma degerleri Cizelge 4.7°de
gosterilmistir. Kimyasal kayma degerlerinden faydalanarak, L-EPS monomerlerinin

arasinda bulunan bag tipleri ve baglanmalarin stereokimyalar1 belirlenmistir.
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L-EPSgisaiz’nin *H-NMR spektrumunda, B-D-Glukopiranoz, o-D-Mannopiranoz, ao-D-
Glukopiranoz, a-D-Galaktopiranoz ve a-L-Ramnopiranoz monosakkaritlerinin anomerik Hx
protonlarina ait pikler sirasiyla 4,47; 4,92; 4,98; 5,17 ve 5,32 ppm civarinda goriilmektedir
(Cizelge 4.8). Tum polisakkarit 6rneklerinde benzer durum s6z konusudur. L-EPSgisz12’nin
!H-NMR analizinde, anomerik bolgede hidrojenlere ait 5 farkli kimyasal kayma degerlerine
sahip pik goriildiigl i¢in L-EPSgissi2’nin yapisinin genel olarak 5 farkli monomerden

olustugu belirlenmistir.

Cizelge 4.8. L-EPSpis3i2’nin yapisinda bulunan monosakkaritlerin Hi protonlarina ait
kimyasal kayma degerleri

Monomer Kimyasal kayma degerleri
(ppm)
3-D-Glukopiranoz 4,47
a-D-Mannopiranoz 4,92
a-D-Glukopiranoz 4,98
a-D-Galaktopiranoz 5,17
a-L-Ramnopiranoz 5,32

NOESY spektrumunda ayni uzayi paylasan (birbirinin elektron yogunlugunu etkileyen)
protonlara (H) ait cross pikler gozlenir. NOESY spektrumunda yer alan cross pikler
yardimiyla monomerlerin hangi sirayla baglandigi ve bu baglanmalarin stereokimyalar:
belirlenmistir. Bu kapsamda L-EPSgissi2’nin NOESY spektrumunda yer alan anlamli

etkilesimleri asagida sunulmustur.

a-D-Galaktopiranoz [H1-5,17 ppm] ile a-D-Glukopiranoz [H4-( 3,62 ppm)]: (1,4)
a-D-Glukopiranoz [H1-4,98 ppm] ile a-D-Mannopiranoz [H4-3,65 ppm]: (1,4)
a-D-Mannopiranoz [H1-4,92 ppm] Ile o-D-Galaktopiranoz [H2-3,97 ppm]: (1,2)
a-D-Galaktopiranoz [H4-3,87 ppm] ile B-D-Glukopiranoz [H3- 3,53 ppm]: (4,3)
3-D-Glukopiranoz [H1-4,47 ppm] ile a-D-Glukopiranoz [H3- 3,98 ppm]: (1,3)
a-D-Glukopiranoz [H1- 4,98 ppm] ile a-D-Mannopiranoz [H4-3,65 ppm]: (1,4)
a-D-Mannopiranoz [H1- 4,92 ppm] ile a-D-Galaktopiranoz [H2-3,97 ppm] : (1,2)
a-D-Mannopiranoz [H3- 3,80 ppm] ile : a-L-Ramnopiranoz [H4-3,80 ppm]: (3,4)

Yukaridaki bilgilere dayanarak monomerlerin agik formiilleri ve baglanma sekilleri asagida

sematize edilmistir (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).



a-D-Glukopiranoz a-D-Mannoz a-D-Galaktopiranoz p-D-Glukopiranoz o-D-Glukopiranoz o-D-Mannoz
B-1,3)

/\ con B9 oo *
? oM, |- ©

a-D-Galaktopiranoz

CH,OH CH,OH

a-L-Ramnopiranoz

Sekil 4.3. L-EPSgis312 monomerlerinin agik formiilleri ve bag tipleri

2)—a-D-Galaktopiranoz-(1,4)-o-D-Glukopiranoz-(1,4)-a-D-Mannoz-(1,2)-a-D-Galaktopiranoz-(4,3)-B-D-Glukopiranoz-(1,3)-a-D-Glukopiranoz-(1,4)-a-D-Mannoz-(1, I
1

l

2

a-L-Ramnopiranoz

Sekil 4.4. L-EPSgis312 monomerlerinin baglanma sekli

L9
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4.5. Baz1 Patojen Bakteri Suslarimin Biyofilm Yapma Oranlarimin Belirlenmesi ve
Yiiksek Biyofilm Yapma Kapasitesine Sahip Suslarin Secimi

Etkin biyofilm yapabilen patojen suslar1 secerek antibiyofilm c¢aligmasinda kullanabilmek
amaciyla, Bolim 3.2.9’da anlatildigr gibi 12 patojen bakteri susunun biyofilm yapma
oranlar1 6nce Kongo Red yontemi ile fenotipik olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada, Kongo
Red Agar lizerinde siyah koloni olusturan bakteriler gii¢lii (+++), hem siyah hem de kirmizi
koloni olusturan bakteriler orta (++), sadece kirmizi koloni olusturan bakteriler ise zayif (+)

derecede biyofilm olusturanlar olarak degerlendirilmistir. Resim 4.2°de Kongo Red ilave

edilmis, Brain Heart besi ortamindaki bazi patojenlere ait koloni morfolojileri gosterilmistir.

Resim 4.2. S. aureus EB-1 (A) ve E. coli ATCC 11229 (B) suslarinin Congo Red Agar’da
olusturduklar1 siyah koloni morfolojisi

S. aureus EB-1 susunda gii¢lii biyofilm olusumu, E. coli ATCC 11229 ve E. faecalis ATCC
29212 suglarinda orta diizeyde biyofilm olusumu goriilirken, E. coli ATCC 35218, L.
monocytogenes ATCC 7644, S. enteritidis ATCC 13076 ve Streptococcus mutans CNCT
8177 suslarinda ise zayif biyofilm olusumu tespit edilmistir (Cizelge 4.9). Bu calisma
sonucunda biyofilm orani yiiksek olan ii¢ sus secilmis ve bu suslarin mikroplak yontemine

gore spektrofotometrik 6l¢iim ile biyofilm yapma kapasiteleri belirlenmistir.
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Cizelge 4.9. Baz1 patojen bakterilerin Kongo Red yontemi ile tespit edilen biyofilm yapma

kapasiteleri

Suslar Biyofilm Sonug | Suslar Biyofilm Sonug

S. aureus EB-1 Giiglii +++ | L. monocytogenes ATCC Zayif +
7644

E. coli ATCC 11229 Orta ++ B. cereus RSKK 863 Zay1f +

E. faecalis ATCC Orta ++ | S. Typhimurium CCM Zayif ¥

29212 5445

E. coli ATCC-35218 Zay1f + S. aureus ATCC 25923 Zayif +

S. enteridis ATCC Zayif + | s.aureus EB18 Zayif +

13076

2‘1?;“&“5 CNCT Zayif + | S. Typhimurium MU80 Zayif +

Mikroplak yonteminin prensibi, spektrofotometrik olarak yogunlugun 6l¢iilmesine dayanir.
Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen verilerle bakterilere ait OD degerlerinden kontrol
grubunun OD degeri c¢ikartilarak, biyofilm olusumu belirlenmistir. Bakterilerin biyofilm
yetenekleri kendi aralarinda kuvvetli, orta diizeyde ve zayif biyofilm olusturanlar olarak
gruplandirilmistir. Mikroplak yonteminden elde edilen sonuglara gore, tiim suslarda ¢ok
yiikksek olmayan diizeyde biyofilm olusumu goézlemlenmistir. Calisilan 3 susun kendi
aralarinda biyofilm olusturma kapasiteleri kiyaslandiginda; E. faecalis ATCC 29212 > S.
aureus EB-1 > E. coli ATCC 11229 iliskisi elde edilmistir.

4.6. L. salivarius Suslarindan Elde Edilen Kiiltiir Filtratlarinin, L-EPS’lerin ve L-
EPS’lerin Kiiltiir Filtratlar ile Kombinasyonlarmin Antibiyofilm Etkileri

Antibiyofilm etkinin belirlenmesi ¢alismasinda B6liim 3.2.10’da anlatildig tizere mikroplak
yontemi esas alinmigtir. Bu ¢aligmada yiiksek ve orta diizeyde biyofilm kapasitesi gosteren
3 sus (S. aureus EB-1, E. fecalis ATCC-29212 ve E. coli ATCC-11229) test bakterisi olarak
kullanilmistir. Antibiyofilm madde olarak, EPS iiretim kapasitesi yiiksek olan 2 sustan (L.
salivarius BIS312 ve BIS722) elde edilen kiiltiir filtratlar1, bu kiiltiirlerden izole edilen L-
EPS’lerin 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlar1 (nihai konsantrasyon) ve L-EPS’lerin (0,5 ve
1 mg/mL nihai konsantrasyonlar1) kiiltiir filtratlar1 ile kombinasyonlar1 kullanilmigtir. Ayrica
muhtemel prebiyotik uygulamalar ile mukayese edebilmek amaciyla ticari bir prebiyotik
olan iniilin de galismada nihai konsantrasyon 0,5 ve 1 mg/mL olacak sekilde denenmistir.
Biyofilm inhibisyonu, Bolim 3.2.10°da verilen metotta anlatildigi gibi yiizde olarak
hesaplanmistir. Sonuglara gore biyofilm olusumunu, kiiltiir filtratlar1 %77-89, L-EPS’ler

%55-75, kiiltiir filtratlar1 ve L-EPS karigimlar1 ise %78-91 oranlar arasinda engellemistir.


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&ei=MtLqUqzGIYuS7AbAxYFg&usg=AFQjCNG6_90KZHLyK8Dlm8Lljo-VEFNTmA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=GtLqUsaFOafF7AbIrYDICA&usg=AFQjCNEk0tBEB-65DyjsXDTpQnGDzZG2fQ
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=3&cad=rja&ved=0CEEQFjAC&url=http%3A%2F%2Fefaecalis.mlst.net%2F&ei=39HqUpWYIsWO7AbD1oC4DA&usg=AFQjCNELwE_2S12Mqyh8y0k2-XzBWtfPgw
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Salmonella_typhimurium
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=GtLqUsaFOafF7AbIrYDICA&usg=AFQjCNEk0tBEB-65DyjsXDTpQnGDzZG2fQ
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&ei=MtLqUqzGIYuS7AbAxYFg&usg=AFQjCNG6_90KZHLyK8Dlm8Lljo-VEFNTmA
https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Salmonella_typhimurium
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&ei=MtLqUqzGIYuS7AbAxYFg&usg=AFQjCNG6_90KZHLyK8Dlm8Lljo-VEFNTmA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=GtLqUsaFOafF7AbIrYDICA&usg=AFQjCNEk0tBEB-65DyjsXDTpQnGDzZG2fQ
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Suslarin kiiltiir filtratlar1 ve L-EPS karigimlarinin, tek basina kiiltiir filtratlar1 ve L-EPS’lerin
kullanildig1 deney gruplarina gore daha yiiksek antibiyofilm etkisi gosterdigi belirlenmistir.
Ilave edilen L-EPS’ler, biyofilm inhibisyonunda 1 mg/mL konsantrasyonunda, 0,5 mg/mL
konsantrasyonuna gore daha etkili olmustur. Her iki susun L-EPS’lerinin ve kiiltiir
filtratlariin tim uygulamalarinda da antibiyofilm etkisi gozlenirken, L. salivarius BIS312
ve BIS722 suglarimin antibiyofilm etkileri mukayese edildiginde anlamli bir fark olmadigi
belirlenmistir (p>0,05). Bakteri suslarinin kiiltiir filtratlart ve L-EPS’leri, iniilin ile
mukayese edildiginde, hem kiiltiir filtratlarinin hem de L-EPS’lerin antibiyofilm etkilerinin
iniilinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu sonuglar, suslardan elde edilen L-EPS’lerin
ve EPS iceren kiiltiir filtratlarinin prebiyotik etki gosterebilecegini kanitlamistir. Kiiltiir
filtratlarinin, L-EPS’lerin, kiiltlir filtratlarinin L-EPS ile kombinasyonlarinin ve iniilinin
kullanilarak olusturuldugu deney gruplarina ait sonuglar, n: 3 ortalamasinin hesaplanmasiyla
+ SD olarak Cizelge 4.10’da verilmistir. S. aureus EB-1, E. fecalis ATCC-29212 ve E. coli
ATCC-11229 suslarinda yapilan denemelerde iniilin ile L-EPS’nin etkileri kiyaslandiginda
anlamli bir farklilik olmadigi (p>0,05), ancak iniilin ile filtrat ve L-EPS igeren filtrat
uygulamalarindaki farkin anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Tiim patojen suslarda filtrat
ve L-EPS (1 mg/mL) kombinasyonlari ile diger tiim parametrelerin etkileri degerlendirildiginde

p<0,05 diizeyinde farklilik oldugu tespit edilmistir.


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&ei=MtLqUqzGIYuS7AbAxYFg&usg=AFQjCNG6_90KZHLyK8Dlm8Lljo-VEFNTmA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=GtLqUsaFOafF7AbIrYDICA&usg=AFQjCNEk0tBEB-65DyjsXDTpQnGDzZG2fQ

KFa L-EPSP KF + L-EPS® Tniilind
Test Edilen BIS312 BIS722 BIS312 BIS722 0,5 1
Suslar BIS312 BIS722

0,5 1 0,5 1 0,5 1 0,5 1

E. faecalis 78+ 4 77+1 55+ 1 7042  57+3  71+4 79+1 85+2 785 835 5243 65+2
ATCC 29212
Ei ;‘233 ATCC 89+3 87+3 62+3 75+5 651 75+3 88+2 9145 87+1 89+2 56+2 72+1
S. aureus EB-1 83+4 80+ 6 58+3 7244 59+2  74+2 8442 89+6 821 841 54+ 1 69 +3

a o T o

: KF: Kiltiir filtrati

0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan L-EPS ¢ozeltileri
: 20 pL kdltiir filtrat1 i¢inde 0,5 ve 1 mg/mL oranlarinda L-EPS olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltiler
: 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan iniilin ¢6zeltileri
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4.7. L. salivarius Suslarindan Elde Edilen Kiiltiir Filtratlarinin, L-EPS’lerin ve L-
EPS’lerin Kiiltiir Filtratlarn ile Kombinasyonlarnin Antimikrobiyal
Aktiviteleri

Bu ¢alismada Bolim 3.2.11°de anlatildig1 tizere kuyu diflizyon metodu esas alinmustir.
Antibiyofilm ¢alismasinda kullanilan 3 sus (S. aureus EB-1, E. fecalis ATCC-29212 ve E.
coli ATCC-11229) test bakterisi olarak kullanilmistir. Antimikrobiyal madde olarak, EPS
iiretim kapasitesi yiiksek olan 2 sustan (L. salivarius BIS312 ve BIS722) elde edilen kiiltiir
filtratlari, bu kiiltiirlerden izole edilen L-EPS’lerin 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlar1 ve L-
EPS’lerin (0,5 ve 1 mg/ml konsantrasyonlar1) kiltiir filtratlar1 ile kombinasyonlar
kullanilmigtir.  Tim uygulamalar ticari prebiyotik olan inilin (0,5 ve 1 mg/ml
konsantrasyonlar1) ile mukayeseli olarak calisilmigtir. Yapilan ¢alismalar sonucunda agar

kuyu difiizyon metodu ile olusan zon c¢aplarmma ait bazi fotograflar Resim 4.3’te

gosterilmistir.

Resim 4.3. L. salivarius BIS312 susunun L-EPS’sinin E. coli ATCC 11229 susuna (A),
B1S312 susunun kiiltiir filtrat1 ve L-EPS (0,5 mg/mL) kombinasyonunun S.
aureus EB-1 susuna (B) ve BIS312 susunun kiiltiir filtratinin E. faecalis ATCC
29212 susuna (C) uygulanmasi ve zon olugumlari.

Calisma sonucunda, tek bagina iniilin ve L-EPS’nin kullanildigi deney gruplari zon
olusturmamis ve dolayisiyla antimikrobiyal etki gézlenmediginden sonuglar verilmemistir.
Test edilen kiiltiir filtratlarinin ise belirgin bir sekilde zon olusumu gosterdigi belirlenmistir.
L-EPS’nin tek basina antimikrobiyal etki olusturmadigir gbézlemlenmesine ragmen, kiiltiir
filtratlar1 ile birlikte kullanildiginda zon capimi artirdigt ve L-EPS’lerin 1 mg/mL
konsantrasyonda, 0,5 mg/mL konsantrasyonuna gore daha etkili oldugu tespit edilmistir.
Tim kiiltiir filtratlar1 ve L-EPS’lerin kiiltiir filtratlar1 ile kombinasyon uygulamalari
degerlendirildiginde, L. salivarius BIS312 susunun o6ne ¢iktigi goriilmektedir. Kiiltir
filtratlarinda en yiiksek inhibisyon etkisini 14 mm zon ¢ap1 olusturan L. salivarius BIS312
susunun kiiltir filtratinin, E. faecalis ATCC 29212 patojenine karsi gosterdigi belirlenmistir.


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&ei=MtLqUqzGIYuS7AbAxYFg&usg=AFQjCNG6_90KZHLyK8Dlm8Lljo-VEFNTmA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=GtLqUsaFOafF7AbIrYDICA&usg=AFQjCNEk0tBEB-65DyjsXDTpQnGDzZG2fQ
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=GtLqUsaFOafF7AbIrYDICA&usg=AFQjCNEk0tBEB-65DyjsXDTpQnGDzZG2fQ
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L-EPS’lerin kiiltiir filtratlar1 ile kombinasyonlarinda ise en yiiksek inhibisyon etkisini, 16 mm
zon ¢api1 olusturan L. salivarius BIS312 susuna ait 1 mg/mL L-EPS igeren kombinasyonun E.
faecalis ATCC 29212 patojenine karsi gosterdigi tespit edilmistir. Deney gruplarina ait
sonuclar, n: 3 ortalamasinin hesaplanmasiyla + SD olarak Cizelge 4.11°de sunulmustur. S.
aureus EB-1 ve E. fecalis ATCC-29212 suslarinda yapilan denemelerde kiiltiir filtratlar ile
L-EPS igeren kiiltlir filtrati uygulamalarindaki farkin anlamli oldugu (p<0,05), E. coli
ATCC-11229 susunun denemelerinde ise kiiltiir filtratlar1 ile L-EPS igeren kiiltiir filtrat:
uygulamalarinda anlamli bir fark olmadigi (p>0,05) belirlenmistir. Ayrica E. fecalis ATCC-
29212 susunda tiim parametrelerin antimikrobiyal etkileri, diger patojen suslar ile

kiyaslandiginda p<0,05 diizeyinde farkliligin oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.11. L. salivarius’un BIS312 ve BIS722 suslarindan elde edilen kiiltiir filtratlar: ve
kiiltiir filtratlari ile birlikte L-EPS’ lerin (0,5 ve 1 mg/mL) kombinasyonlarinin
patojen bakteriler iizerinde olusturdugu inhibisyon zonunun g¢ap degerleri

(mm)
. KF2 KF + L-EPSP
Test Edilen Suslar BIS312  BIS722 BIS312 BIS722
015 1 0,5 1

E. faecalis ATCC 140 1340 1420 16+0 1340 1440
29212

E. coli ATCC 11229 1140 10+0 110 1240 100 110
S. aureus EB-1 10£0 9+0 12+0 14+0 10+0 12+0

a: KF: Kiiltiir filtrat1
b: 200 pL kdltir filtrati iginde 0,5 ve 1 mg/mL oranlarinda L-EPS olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltiler

4.8. L. salivarius Suslarindan Elde Edilen Kiiltiir Filtratlarinin ve L-EPS’lerinin Anti-
Quarum Sensing Etkileri

Bu ¢alismada Boliim 3.2.12°de anlatildig lizere, L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarindan
elde edilen L-EPS’ler (1, 2 ve 3 mg/mL konsantrasyonlarda) ve kiiltiir filtratlar1 (direkt, %2
ve Y oraninda seyreltilmis kiiltiir) kullanilmistir. L-EPS’lerin ve kiiltiir filtratlariin anti-
quarum sensing etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla, test bakterisi olarak C. violaceum
ATCC 12472 susu kullanilmis ve bu sus iizerinde viyolasin tiretimine etkileri kuyucuk
difiizyon metodu ve spektrofotometrik yontem ile incelenmistir. {lk olarak kuyucuk difiizyon
metodunda, orneklerin viyolasin tretimine etkisi fenotipik olarak degerlendirilmistir.
Metotta agiklandig1 gibi mor pigment igermeyen beyaz zon olusumu viyolasin iiretiminin
inhibisyonu olarak, seffaf zon olusumu ise antibakteriyel etki olarak degerlendirilmistir.

Kuyucuk diflizyon metoduna gore yapilan ¢alisma sonucunda, L. salivarius BIS312 ve


https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&ei=MtLqUqzGIYuS7AbAxYFg&usg=AFQjCNG6_90KZHLyK8Dlm8Lljo-VEFNTmA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FStaphylococcus_aureus&ei=MtLqUqzGIYuS7AbAxYFg&usg=AFQjCNG6_90KZHLyK8Dlm8Lljo-VEFNTmA
https://www.google.com.tr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CCgQFjAA&url=http%3A%2F%2Ftr.wikipedia.org%2Fwiki%2FEscherichia_coli&ei=GtLqUsaFOafF7AbIrYDICA&usg=AFQjCNEk0tBEB-65DyjsXDTpQnGDzZG2fQ
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BIS722 suslarindan elde edilen L-EPS’lerin ve kiiltiir filtratlarinin test edilen derisimler igin
viyolasin iretiminde inhibitor etkisi gozlenmemistir. Ancak, L. salivarius BIS312 ve
BIS722 suslarinin sadece kiiltiir filtratlarinin C. violaceum ATCC 12472 susu igin
antibakteriyal etkisi oldugu belirlenmis ve inhibisyon zon ¢ap1 direkt uygulanan her iki
kiiltiir filtrati icin de 12 mm olarak Olgiilmiistiir. 2 ve Y oraninda seyreltilmis kiiltiir
filtratlariin antibakteriyel etkileri degerlendirildiginde, L. salivarius BIS722 susunun &ne
ciktig1 soylenebilir. L-EPS’lerin kullanildig1 deney gruplarinda antibakteriyel zon olusumu
da goézlenmediginden sonuglar verilmemistir. Kiiltiir filtratlarinin antibakteriyel zon
caplarmna iliskin sonuglari, n: 3 ortalamasinin hesaplanmasiyla = SD olarak, Cizelge 4.12°de
sunulmusg, zon caplarina iligkin bazi fotograflar ise Resim 4.4’te verilmistir. Kiiltiir
filtratlarinin belirtilen derisimlerde (direkt, 2 ve % seyreltme) uygulanmasi sonucunda
olusan zon ¢aplar1 kiyaslandiginda anlamli bir farkliligin oldugu belirlenmistir (p<0,05).
Ayrica, L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarindan elde edilen kiiltiir filtratlarinin
uygulamalar1 kendi iglerinde kiyaslandiginda da p<0,05 diizeyinde farkliligin oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 4.12. L. salivarius’un BIS312 ve BIS722 suslarinin kiiltiir filtratlarinin C. violaceum
ATCC 12472 bakterisi tizerinde olusturdugu inhibisyon zonunun ¢ap degerleri

Kiiltiir Filtrat1 Oranlarina Gore Zon Caplart (mm)

Kiiltiir Filtratlar: Test

Edilen Suslar Direkt Kiiltiir? Y Seyreltik Kiiltiir® Ya Seyreltik Kiilttir®
L. salivarius BIS312 12+1 6,7£0 -

L. salivarius BIS722 1240 73+0 6,3+0

Aciklama: Pozitif kontrol olarak kullanilan Kanamisin (5pg)’in olusturdugu zon ¢ap1 11 £ 0°dur.

. Hazirlanan kiiltiir filtrat1 seyreltilmeden 70 pL olarak direkt kuyucuga yiiklenmistir.

b: Hazirlanan kiiltiir filtrat: steril saf su ile % oraninda seyreltilerek 70 pL olarak kuyucuga yiiklenmistir.
¢. Hazirlanan kiiltiir filtrat: steril saf su ile 4 oraninda seyreltilerek 70 pL olarak kuyucuga yiiklenmistir.

0,25 mg/mL

Tobramisin

@
2 mg/mL

Resim 4.4. L. salivarius BIS722 susunun L-EPS’sinin (A) ve L. salivarius BIS722 ve
BIS312 suslarmin kiiltiir filtratlarinin (B) C. violaceum ATCC 12472 bakterisi
iizerinde olusturdugu inhibisyon zonlar1
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Fenotipik olarak degerlendirme sonrasinda, ayni oranlarda hazirlanan L-EPS ¢6zeltilerinin
ve kiiltiir filtratlarinin C. violaceum ATCC 12472 susunda viyolasin iiretimine etkisi
spektrofotometrik yontem ile degerlendirilmistir. Viyolasin inhibisyonu, Bolim 3.2.12°de
verilen metotta anlatildig: gibi yiizde olarak hesaplanmustir. L. salivarius BIS312 ve BIS722
suslarindan elde edilen kiiltiir filtratlarinin test edilen derisimler i¢in viyolasin {iretiminde
inhibitor etkisi gozlenmemis ve dolayisiyla sonuglar verilmemistir. L-EPS ¢ozeltilerinde ise,
konsantrasyonun 1 mg/mL’den 2 mg/mL’ye ¢ikarilmasiyla viyolasin inhibisyonunun
belirgin bir sekilde arttigr dikkat ¢ekmis, 2 mg/mL konsantrasyondan 3 mg/mL’ye
cikarildiginda ise ¢ok diisiik oranda bir artis meydana geldigi belirlenmistir. L. salivarius
BIS722 susundan elde edilen L-EPS’nin 1 mg/mL olarak hazirlanan konsantrasyonunun
viyolasin iiretimine inhibitdr etki gostermedigi belirlenirken, diger konsantrasyonlarinin
viyolasin iiretimini azaltma konusunda diger sustan daha etkili oldugu tespit edilmistir.
Sonuglar, n: 3 ortalamasmin hesaplanmasiyla = SD olarak, Cizelge 4.13’te verilmistir.
Sonuglara iligkin olusturulan grafik ise Sekil 4.5’te sunulmustur. L-EPS’lerin belirtilen
konsantrasyonlarda (1, 2 ve 3 mg/mL) uygulanmasi sonucunda olusan Viyolasin
inhibisyonlar1 kiyaslandiginda farkin anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,05). Ayrica, L.
salivarius BIS 312 ve BIS722 suslarinin L-EPS’lerinin uygulamalar1 sonucunda elde edilen

inhibisyon yiizdeleri kiyaslandiginda da p<0,05 diizeyinde farkliligin oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.13. L. salivarius’un BIS312 ve BIS722 suslarindan elde edilen L-EPS 6rneklerinin
C. violaceum ATCC 12472 sugunun viyolasin iiretimine etkisi

Uygulama Oranlar1 (mg/mL)

L-EPS’ler 1 2 3 _
oD % oD % oD %
(585 nm) inhibisyon (585 nm) inhibisyon (585 nm) inhibisyon
L-EPS3;,? 16,1 +0,3 275 11,1+04 52,3 10,8+ 0,6 53,3
L-EPS;,,° 22,85 - 109+04 52,9 9,6 +0,3 58,4

Aciklama: Kontrol grubunun OD degeri 23,2 olarak bulunmustur.
2. salivarius BIS312 susundan elde edilen L-EPS
b . salivarius BIS722 susundan elde edilen L-EPS
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Sekil 4.5. 1, 2 ve 3 mg/ml’lik derisimlerde hazirlanan L. salivariusun BIS312 ve BIS722
suslarinin L-EPS 6rneklerinin C. violaceum ATCC 12472 susunun viyolasin
iiretimine etkisi

4.9. L. salivarius BIS312 Susunun Kiiltiir Filtrat1 ve L-EPS’lerinin Adezyondaki Rolii

Calismada kullanilan ve yiiksek EPS iireticisi olan L. salivarius BIS312 susunun (probiyotik
uygulama) ve bu susun, L-EPS ve kiiltir filtrat1 ile kombinasyonlarinin (sinbiyotik
uygulamalar) HT-29 hiicre hattina adezyon yetenekleri, adezyon yiizdesi (%) ve adezyon
indeksi (ADI) olarak belirlenmistir. Boliim 3.2.13’te verildigi gibi, adezyon yiizdesi (%),
bakterilerin tutundugu hiicre sayisinin yiizdesi olarak, ADI ise 100 hiicreye tutunan bakteri

say1s1 olarak hesaplanmuistir.

Hiicrelere probiyotigin uygulanmasi ile adezyon yiizdesi %93 olarak hesaplanirken, ADI
degeri 1883 olarak, L-EPS igeren sinbiyotigin uygulamasinda adezyon yiizdesi %96 olarak
hesaplanirken, ADI degeri 2100 olarak, kiiltiir filtrat1 iceren sinbiyotigin uygulanmasinda ise
adezyon ylizdesi %97 olarak hesaplanirken, ADI degeri 2250 olarak hesaplanmistir. Bu
sonuglar neticesinde L. salivarius BIS312 susunun L-EPS ve kiiltir filtrati ile
kombinasyonlarinin, tek bagma L. salivarius BIS312 susuna gore daha yiiksek adezyon
yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Bu durum, adezyonun EPS ve kiiltiir filtrati ile iliskili
oldugunu desteklemektedir. Incelenen susun hiicrelere yiiksek oranda adezyon yetenegine
sahip oldugu, L-EPS ve kiiltiir filtratinin da bakterinin adezyon yetenegini 6nemli 6l¢iide
artirdig1 goriilmiistiir. Bu sonuglari Resim 4.5°te sunulan 151k mikroskobu (Leica) goriintiileri
de destekler niteliktedir. L. salivarius BIS312 susu, tek basina HT-29 hiicrelerine
uygulandiginda da yiiksek adezyon yetenegi gostermis ve bu durumun bakterinin yiiksek

EPS iireticisi olmasindan kaynakli olabilecegi diigiiniilmiistiir. Bu sonu¢ EPS’nin prebiyotik
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etkinligi acisindan dnemlidir. Bakteri tutunan hiicre sayisinin yiizdesi ve ADI degerleri 100
hiicrenin incelenmesi sonucunda elde edilen veriler ile belirlenmis ve sonuglar Cizelge
4.14°te verilmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda probiyotik ile sinbiyotik

uygulamalar: arasindaki farkliligin anlamli oldugu tespit edilmistir (p<0,05).

Cizelge 4.14. L. salivarius BIS312 susunun ve sinbiyotik uygulamasiin (susun, L-
EPS/kiiltiir filtrat1 ile kombinasyon uygulamasi) HT-29 hiicrelerine adezyon

yetenegi

Uygulamalar Adezyon (%)? ADIP
Probiyotik:

L. salivarius BIS312 93+ 1883
1. Sinbiyotik Uygulama:

L. salivarius BIS312 + L-EPS 96+3 2100
2. Sinbiyotik Uygulama:

L. salivarius BIS312 + Kiiltiir 97+2 2250

filtratt
a: Bakteri tutunan hiicre sayisinin yiizdesi
b: 100 hijcreye tutunan bakteri say1si

Resim 4.5. L. salivarius BIS312 susunun (A), bu susun L-EPS (B) ve kiiltiir filtrat1 (C) ile
kombinasyonlarinin, HT-29 hiicrelerine adezyon yeteneklerinin 151k mikroskobu
gorilntiileri (100X).
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5. TARTISMA

GIS, karmasik bir mikrobiyotadan olusmakta ve saglik performansi agisindan cok 6nemli
rol oynamaktadir. Bagirsak mikrobiyotasinin yapist beslenme, hastalik, ¢cevresel faktorler,
antibiyotik tedavisi gibi faktorlere bagl olarak degismektedir (Pourabedin ve Zhao, 2015;
Wei, Lilburn ve Yu, 2016). Saglikli bir mikrobiyota, bagirsak epitel hiicrelerinde
olusturduklar1 bariyer sayesinde organizmayu, tiiketilen besinler araciligi ile alinan patojen
bakterilerden ve antijenlerinden korumaktadir. Bunlarin yaninda vitamin sentezlemek,
kolesterolii diisiirmek ve gaz distansiyonunu diistirmek gibi yararh etkiler de gostermektedir.
GIS mikrobiyotasinin dengesi patojenler, antijenler, oksidatif stres, radyasyon vb. faktdrlerle
bozuldugu zaman, normal mikrobiyotanin olusturdugu bariyer ortadan kalkmakta ve
mikrobiyota dengesi patojen mikroorganizmalar lehine kaymaktadir. Bunun sonucu olarak,
bagirsak faaliyetlerinde bozulma, toksin olusumu ve bagirsak enfeksiyonlar1 gibi sorunlar
ortaya ¢ikabilmektedir. Patojen biyofilmlerin neden oldugu bagirsak hastaliklarinin
olusmasinda da viicuda alinan besinlere bagli olarak bagirsak biyota dengesinin
bozulmasiin énemli rolii oldugu diistiniilmektedir (Sheil, Shanahan ve O’Mahony, 2007,

Yegani ve Korver, 2008).

Hayvancilik sektoriinde patojenlerin olumsuz etkilerini ortadan kaldirarak hayvan sagligin
korumak, biiyiime ve yemden yararlanmay1 artirmak, toksinleri engellemek, olasi
hastaliklara kars1 koruyucu etki olusturmak gibi amaglarla uzun yillardan beri yem katk1
maddesi olarak kullanilan antibiyotiklerin, bircok {iilkede biiyiime artirict olarak
kullanilmasimin yasaklanmasiyla, alternatif yem katki maddelerine ihtiyag¢ hizla artmis ve
subklinik enfeksiyonlar1 6nlemeleri, biiylimeyi tesvik etmeleri ve saglik agisindan zararli
olmamalar1 gibi 0Ozellikleriyle probiyotikler, prebiyotikler, organik asitler, bitkisel
ekstraktlar ve esans yaglar antibiyotiklere alternatif yem katki maddeleri olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaya baslanmistir (Jazi ve digerleri, 2018; Peebles, 2018; Kutlu ve Sahin,
2017; Karademir ve Karademir, 2003). Kanatlilarda patojen mikroorganizmalar ve bunlarin
etkilerinin azaltilmasinda probiyotik kullaniminin etkilerinin arastirildigi ¢esitli calismalar
sonucunda, kanatl rasyonlarina probiyotik olarak Lactobacillus suslarinin ilave edilmesiyle
Salmonella, C. perfringens, E. coli, Campylobacter sp. gibi intestinal patojenlerin bagirsak
epiteline tutunmasinin dnlendigi ve bu bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin azaldigi
belirlenmistir (Dec ve digerleri, 2016; Abudabos ve digerleri, 2015). Bunlarin disinda

probiyotiklerin, kanatl yemlerinde biiylimenin tesvik edilmesi, bagirsak mikrobiyotasinin
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modiilasyonu ve patojen inhibisyonu, immiinomodiilasyon ve kanatli hayvan etinin
kalitesinin artirilmasi gibi etkileriyle beslenme araci olarak basariyla kullanilabilecegi rapor
edilmistir (Hassanein ve Soliman, 2010). Ancak tiim bu yararli etkilerine ragmen
probiyotiklerin yem katki maddesi olarak kullanilabilmesi oldukga dikkat gerektiren ve zor
bir islemdir. Yem endiistrisinde kullanilan ytiksek sicaklik, kurutma, dondurma, asidik veya
alkali ortam, yiiksek basing, gibi uygulamalar probiyotiklerin canliliklarini
stirdiirebilmelerinde engel teskil etmekte ve bu nedenle yeme probiyotik katilmasindaki
asamanin 1iyi degerlendirilmesi gerekmektedir. Aym1 zamanda konakg¢inin probiyotigi
tilketmesiyle, probiyotigin maruz kalacagi sindirim enzimleri, yiiksek asidik ortam ve safra
tuzlar1 gibi engeller ile probiyotigin zengin besi ortami gereksinimi, oksijen, sicaklik, pH,
rekabetci mikroorganizmalardan kaynaklanan stres kosullar1 gibi durumlar probiyotiklerin
canliliklarin1 korumalar1 agisindan ciddi risk olusturmaktadir (Unal ve Erginkaya, 2010).
Bunlarin diginda starter ve probiyotik 6zellikleri ile gida sanayinde biiyiik dneme sahip olan
laktik asit bakterilerinin, antibiyotik diren¢ genlerini barindirmalar1 s6z konusudur ve bu
genlerin patojenlere aktarilabildigi yapilan caligmalar ile gosterilmistir (Courvalin, 2006;
Gevers ve digerleri, 2003; Meral ve Korukluoglu, 2014). Tiim bu bahsedilen durumlar
degerlendirildiginde yem katki maddesi olarak probiyotiklerin yerine, canli olmayan,
ekstrem ¢evre kosullarina dayanikli ve probiyotiklerin gelisimini tesvik edecek alternatif

ariinler gelistirmek 6nemli bir ¢alisma konusu haline gelmistir.

Ust gastrointestinal sistemde hidrolize ve absorbe olmayan, konakgida luminal/sistemik
etkiler yaratarak mikrobiyotay: daha saglikli bir kompozisyona dogru degistirebilen gida
bilesenleri olan prebiyotikler, canli olmadiklarindan, canliliklarin1 siirdiirme gibi bir
zorunluluklar1 da yoktur ve gastroinstestinal sisteme adapte olmus yararli bakterilerin
gelisimini tegvik etmektedir. Bu gibi faktorler prebiyotikleri, probiyotiklerden daha avantajli
bir duruma getirmektedir (Kim ve digerleri, 2018; Ustiindag ve Ozdogan, 2017; Sugiharto,
2016; Jozefiak, Kaczmarek ve Rutkowski, 2008; Rastall ve digerleri, 2005). Prebiyotik
bilesenlerin, kanatli tiretkenligi iizerinde olumlu etkilere sahip oldugu ve saglikli bir bagirsak
sistemine katkida bulunarak antibiyotiklere iyi bir alternatif olabilecekleri bildirilmistir
(Zhang ve digerleri, 2005). Biyoteknolojide genis uygulama alanina sahip LAB EPS’lerinin
gastrointestinal sistemde, probiyotik mikroorganizmalarin gelisimini ve aktivitesini artirmak
konusunda dogrudan ya da dolayl olarak prebiyotik roliiniin oldugu rapor edilmistir
(Welman ve Maddox, 2003). Yapilan bazi in vitro c¢alismalarda, EPS’nin laktik asit

bakterilerinin gastrointestinal epitel tabakaya adezyon etkinligini artirabilecegi bildirilmistir
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(de Palencia ve digerleri, 2009). Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, EPS’lerin prebiyotik
ozellikleri ile ilgili calismalarin varligi belirlenmis ancak, LAB’lerinden elde edilen
EPS’lerin tavuklarda yem katkis1 olarak kullanilmasina iligskin ¢aligmalarin mevcut olmadigi
goriilmiistiir. Bu hususta yem katkisi1 olarak kullanilan ticari prebiyotiklerin kullanimindan
dogabilecek problemlerin, EPS’lerin prebiyotik olarak kullanilmasi ile elemine edilebilecegi

diistiiniilmektedir.

Yukarida verilen bilgiler dogrultusunda, bu tez kapsaminda laktik asit bakterilerinin ve
laktik asit bakterilerinden elde edilen ekzopolisakkaritlerin (EPS) prebiyotik 6zelliklerinin
belirlenebilmesi amaciyla, serbest gezen kdy tavugu bagirsagi kaynakli Lactobacillus
cinsine ait 50 izolatin kiiltiir ortaminda EPS iiretim kapasiteleri 121-532 mg/L araliginda
tespit edilmistir. Bu izolatlarin i¢inden yiliksek EPS {iretimi yetenegine gore segilen 11
izolatin, L. salivarius, L. reuteri, L. saerimneri ve L. agilis olmak tizere dort tiirii igerdigi
belirlenmis ve bunlarin i¢inde de L. salivarius tiiriine ait suslarin daha yiiksek EPS tirettikleri
tespit edilmigtir. Buna gore, 48 saat inkiibasyon sonunda en yiiksek EPS iiretiminin, L.
salivarius BIS312 (532 mg/L), BIS722 (507 mg/L) ve ZDM2132 (502 mg/L) suslari
tarafindan gergeklestirildigi ve tavuk bagirsaginda EPS iireticisi dominant tiirin de L.
salivarius oldugu dikkat ¢ekmistir (Cizelge 4.1). Yapilan literatiir taramalarina gore, gida
kaynakli Lactobacillus cinsine ait farkli tiirlerin fenol-siilfiirik asit metoduna gore, kiiltiir
ortaminda genel olarak 31-350 mg/L araliginda EPS irettigi belirlenmistir (Zotta, Piraino,
Parente, Salzano ve Ricciardi, 2008; Durlu-Ozkaya, Aslim ve Ozkaya, 2007; de Vuyst ve
Degeest, 1999). Yuksekdag ve digerleri (2014), tavuk bagirsaklarindan izole ettikleri farkli
Lactobacillus tiirlerine ait EPS miktarlarinin fenol-siilfiirik asit metoduna gore, 11-180 mg/L
araliginda oldugunu bildirmisler ve bunlar i¢inde L. salivarius tiirline ait 3 susun ise 53-151
mg/L araliginda EPS {irettiklerini ortaya koymuslardir. Mercan ve digerleri (2015), tavuk
diskisindan izole ettikleri L. salivarius tiiriine ait 4 susun EPS tiretim miktarlarinin 130-430
mg/L araliginda oldugunu tespit etmisler ve suslar arasindaki bu farklilig1 dekstransiikraz
geni ile iligkilendirmislerdir. Dolayisiyla bu tez kapsaminda kullanilan izolatlarin EPS
tiretim miktarlar1 genel olarak literatiirlerde belirtilen aralikta bulunmus olup, L. salivarius
BIS312, BIS722 ve ZDM2132 suslariin EPS iiretimlerinin ¢ogu literatiirde verilen farkl
Lactobacillus tiirlerine ve L. salivarius suslarina gore daha yiiksek EPS iiretim kapasitesine
sahip oldugu goriilmiistiir. Iyi karakterize edilmis bir bakteriyosin iireticisi olan L. salivarius,
tavuk bagirsak epitel hiicrelerinde baskin bir tiir olmakla birlikte, kulugkadan hemen sonra

bagirsak epitel hiicrelerine yerleserek mikrobiyotada yerini almaktadir ve yapilan
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caligmalarda bagirsak mikrobiyotasint modiile etme, sindirim ve absorbsiyonu
kolaylastirarak laktobasil ve bifidobakteriler gibi yararli bakterilerin sayilarini artirma,
antimikrobiyal maddeler {iretme, bagisiklik sistemini uyarma, yemden yararlanmay1
artirarak canli agirliginda artis saglama gibi yetenekleriyle kanatlilarda umut verici
probiyotik olarak 6ne ¢ikan bir tiir oldugu bildirilmistir (Chaves, Brashears ve Nightingale,
2017; Shokryazdan ve digerleri, 2017; Chen, Zhu ve Qiu, 2017; Messaoudi ve digerleri, 2013;
Neville ve O'Toole, 2010). Literatiir verilerine (Mercan ve digerleri, 2015; Durlu-Ozkaya ve
digerleri, 2007) ve bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalara gore, ayni tiire ait farkli suslarin
EPS iiretimlerinin farklilik gosterebildigi belirlenmistir. Dolayisiyla bu durum, EPS {iretimi
yiilksek olan Dbakterilere karar verebilmek ig¢in tiirlerin yani sira suglarin  da

degerlendirilmesinin 6nemli oldugunu kanitlamaktadir.

Laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen toplam EPS verimi, ortamin bilesimine ve
organizmalarin biiyiidiigli kosullara baglidir (Czaczyk ve Myszka, 2007). Karbon ve azot
kaynaklari, mikroorganizmalarin en iyi sekilde biiylimesini ve en yiiksek EPS veriminin
olugsmasini saglayan besin ortaminin ana bilesenleridir ve bu kaynaklarin gesitlerinin ve
farkli konsantrasyonlarinin EPS’nin kompozisyonunu, aktivitesini ve sentezini etkiledigi
yapilan ¢aligmalarda rapor edilmistir (Elisashvili, Kachlishvili ve Wasser, 2009; Kanmani
ve digerleri, 2011; Ismail ve Nampoothiri, 2010; Bounaix ve digerleri, 2009; Yuksekdag ve
Aslim, 2008). EPS’nin kanatl sektdriinde prebiyotik yem katki maddesi olarak kullanilma
potansiyeli bulundugundan, bu tez kapsaminda en yiiksek EPS iiretiminin saglanabilmesi
amaciyla farkli karbon kaynaklarinin ve azot kaynagi olarak triptonun EPS iiretimi {izerine
etkisi aragtirilmistir. Elde edilen sonuglar kontrol bilesimi (glukoz igeren MRS) ile mukayese
edildiginde, tekli seker gruplarinda en iyi EPS tiretimini, glukozun ¢ikarilarak %?2 laktozun
ilave edildigi MRS besi ortaminda, L. salivarius BIS312 susu gostermistir (685 mg/L). Bazi
literatiir galigmalarinda da denenen tekli seker gruplarinda en yiiksek EPS iiretiminin laktoz
ihtiva eden besi ortaminda gergeklestigi bildirilmistir (Khanh, Bich Thuy ve Thanh Thao,
2016; Kanmani ve digerleri, 2011; Ismail ve Nampoothiri, 2010; Liu, Hsu, Chou, Lo ve Yu,
2009). Birden fazla karbon kaynaginin farkli oranlarda kombinasyonlar1 ile denenen
parametrelerde en iyi EPS iiretimini, %2 siikroz ile zenginlestirilen MRS besi ortaminda yine
L. salivarius BIS312 susu gergeklestirmistir (696 mg/L). Azot kaynagi olarak triptonun
eklendigi deney gruplarinda ise en iyi sonug, MRS besiyerine %1 tripton ve %2 laktoz
ilavesiyle zenginlestirilen besi ortaminda L. salivarius BIS312 susunda bulunmustur ve ayni

zamanda tiim karbon ve azot kaynagi denemelerinde 6ne ¢ikan sonug¢ da bu olmustur (702
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mg/L). Bu tez kapsaminda denenen karbon kaynagi kombinasyonlarina iligkin literatiir
caligmalarina rastlanmamis olmakla birlikte, %2 siikroz ve %1 tripton + %2 laktozla
zenginlestirilen besi ortamlarindaki EPS {iretiminde meydana gelen artisin, kullanilan
bilesenlerin sinerjik bir etki yaratmasi sonucunda olustugu diisiiniilmektedir. Dolayisiyla en
iyi sonucun alindigir karbon ve azot kombinasyonunun kullanilmasi sonucunda, bakteri
faaliyetinin artarak daha yiiksek oranda EPS iiretiminin saglanmasi, iiretim maliyetini
azaltacagindan endiistriyel olgekli tiretimde EPS’lerin kullanilabilirligini artirabilecektir.
Yapilan bu ¢alismalarda L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslari daha 6ne ¢iktigindan
bundan sonraki ¢aligmalara, bu 2 sus ile devam edilmis ve bu suslarin EPS’leri saflagtirilip
liyofilizasyon cihazinda kurutma islemi ile toz haline getirilmistir. Hazirlanan liyofilize
EPS’lerin miktarlar1 fenol-siilfiirik asit metoduna goére degerlendirildiginde, en iyi L-EPS
miktar1 yine L. salivarius BIS312 susunda elde edilmistir ve L-EPS miktarlarinin kiiltiir
ortamindaki EPS miktarlarina gére daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.4). L-EPS,
yiikksek hacimde iiretildiginden ve kurutularak yogunlastirildigindan dolayi, L-EPS
miktarlariin kiiltiir ortaminda tespit edilen EPS miktarlarindan daha yiiksek olmasi

beklenen bir sonu¢ olmustur.

Farkli LAB suslari tarafindan firetilen EPS’lerin kompozisyonlari, {i¢ boyutlu yapilari,
sertlik, biyokimyasal ve biyofiziksel 6zellikleri, seker baglari, polimer uzunlugu, seker
icerikleri, polimer dallanmalari ve proteinlerle iliskileri birbirinden farklidir ve bu
ozelliklerine gore kategorize edilmektedir (Schurr, 2013; Kleerebezem ve Hugenholtz,
2003; Welman ve Maddox, 2003; Ruas-Madiedo, Hugenholtz ve Zoon, 2002). EPS’lerin
yararlt etkilerinin, yapisinda bulunan monosakkarit kompozisyonuna, baglarin tiiriine,
dallanma derecelerine ve molekiil agirligina bagh olarak degisiklik gosterebildigi rapor
edilmistir (Iliev ve digerleri, 2006). EPS molekiillerinin yapisal o6zellikleri, EPS’nin
biyolojik aktivitelerini ve teknolojik uygulamalarini belirlemekte en dnemli unsurlardan biri
oldugundan, yeni bir EPS’nin kimyasal bilesiminin ve yapisinin aydinlatilmasi, potansiyel
uygulamalarin 6ngoriilmesi agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir (Li ve digerleri, 2015). Bu
sebeplerle ¢caligmada kullanilan L-EPS’lerin yapisal 6zelliklerini ortaya koyabilmek i¢in L-
EPS’lerin monomer kompozisyonlari (HPLC analiziyle) ve molekiil agirliklar1 (SEC
analiziyle) belirlenmistir. Bunlarin disinda en yiiksek EPS iiretimine sahip L. salivarius

BIS312 susundan elde edilen L-EPS’nin bag yapisi da NMR analizi ile ortaya konulmustur.
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Calismada kullanilan L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarindan elde edilen L-EPS’lerin
monomer kompozisyonlar1 degerlendirildiginde, tespit edilen monomerlerin her iki susta da
ayni oldugu, ancak oranlarinin suslara gore farklilik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.5).
L-EPS’lerin yapisinda bulunan monomerler, glukoz, mannoz, ramnoz ve galaktoz olarak
belirlenirken, glukozun ana monomer oldugu ve L-EPS’lerin glukoz oranlarinin birbirine
yakin oldugu tespit edilmistir (%34,5-35,3). Her iki susta belirlenen monomer oranlarinda
farklilik olmakla birlikte bu farkliligin 6nemli olmadigi, sadece EPS iiretimi yiiksek olan L.
salivarius BIS312 susunun L-EPS monomer kompozisyonu incelendiginde ramnoz
monomerinin, L. salivarius BIS722 susunun L-EPS’sine gore biraz daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Ksiloz, ramnoz, arabinoz ve galaktoz monosakkaritleri ¢ogunlukla gida
endiistrisinde, mannoz ve yine galaktoz monosakkaritleri ise yaygin sekilde farmasotik
endiistride kullanilmaktadir (Saari, Heikkild ve Hurme, 2010). Yapilan calismalarda,
Lactobacillus cinsine ait suslardan elde edilen EPS’lerin farkli sekerleri farkli oranlarda
icerebildigi gorilmiis, nadir sekerler igeren EPS'lerin ise (ramnoz ve fukoz gibi), ortak
sekerler iceren EPS’lere kiyasla daha gelismis biyolojik ozelliklere sahip olabilecegi
bildirilmistir (Rani ve digerleri, 2018; Roca, Alves, Freitas ve Reis, 2015). L. salivarius
suslarindan elde edilen EPS’lerin monosakkarit kompozisyonlarinin ortaya konuldugu
literatiir ¢alismalarina rastlanmamis olmakla birlikte, Lactobacillus cinsine ait diger bazi
tirlere iliskin yapilan ¢alismalar 6zetlenmistir. Torino ve digerleri (2000), L. helveticus
ATCC 15807 susuna ait EPS’deki toplam karbonhidratlarin %63,2’sinin glukoz, %34,5’inin
galaktoz ve %6,95’inin ramnoz oldugunu tespit etmislerdir. L. plantarum EP56 susuna ait
EPS’nin major komponentinin glukoz ve galaktoz oldugu (Tallon, Bressollier ve Urdaci,
2003), Lactobacillus plantarum KF5 susunun iirettigi ekzopolisakkaritin mannoz, glukoz ve
galaktoz igerdigi (Wang ve digerleri, 2010), L. plantarum Y W32 tarafindan iiretilen EPS’nin
yapisinda, mannoz, fruktoz, galaktoz ve glukoz sekerlerinin bulundugu, L. plantarum
MTCC 9510°deki EPS’nin ise glukoz ve mannoz rezidiilerinden olusan heteropolisakkarit
yapida oldugu rapor edilmistir (Ismail ve Nampoothiri, 2010). Baska bir ¢alismada tavuktan
izole edilen L. gasseri FR4 susundan elde edilen EPS’nin yapisinda glukoz (%65,31),
mannoz (%16,51), galaktoz (%8,45), fukoz (%6,55) ve ramnoz (%3,18) bulundugu rapor
edilmistir (Rani ve digerleri, 2018). EPS’nin yapisinda bulunan seker igerikleri bakimindan
bizim calismamiza benzerlik gosteren, Zivkovic ve digerlerinin (2015) yapmis olduklari
calismada beyaz peynirden izole edilen Lactobacillus paraplantarum BGCG11 susunun
hem bagisikligin diizenlenmesinde etkili olan hem de viskoz yapinin olusumundan sorumlu

olan yiiksek molekiil agirlikli HePS iirettigi ve bu HePS’in yapisinda %86,6 glukoz, %6,2
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mannoz, %4,1 galaktoz ve %3,1 ramnoz bulundugu bildirilmistir. Ayni zamanda L.
paraplantarum BGCG11 susundan elde edilen bu EPS’lerin in vitro anti-enflamatuar veya
immiinosiipresif etkilerden sorumlu oldugu rapor edilmistir (Nikolic ve digerleri, 2012;
Zivkovic ve digerleri, 2015). Calismada kullandigimiz L. salivarius BIS312 ve BIS722
suslarindan izole edilen L-EPS’lerin glukoz ve galaktoz monomerlerini igermeleriyle ¢ogu
arastirmacilarin ¢alismalarina benzerlik gosterdigi belirlenmis, mannoz ve 6zellikle ramnoz
monomerlerinin ise yapilan her calismada goézlenmedigi tespit edilmistir. Dolayisiyla
calisilan EPS’lerin, yapisinda bu 4 monosakkariti birlikte barindirmasinin biyolojik
aktivitesinde olumlu etki saglayacagi ve ileride de bahsedilecek olan tez kapsaminda yapilan
in vitro c¢alismalarda One ¢ikan sonuglar alinmasinin bununla iliskili olabilecegi

diistinilmistiir.

Polisakkaritlerin molekiil agirligi da biyoaktivitesi lizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir.
Diisiik molekiiler agirlikli polisakkaritler, ¢oklu hiicre zari1 bariyerlerinden kolayca
gecebildiklerinden bu polisakkaritlerin daha iyi biyolojik aktivite sergileyebildikleri
belirtilmistir (Li ve digerleri, 2016). Bu tez ¢alismasi kapsaminda L. salivarius BIS312 ve
BIS722 suslarindan elde edilen L-EPS’lerin 0,9x10* ve 6,9x10° araliginda molekiil agirligina
sahip, dort anlamli fraksiyondan olustugu tespit edilmistir (Cizelge 4.6). L. salivarius
BIS722 susunun L-EPS’sinin molekil agirligi fraksiyonlarinin, diger susun L-EPS’sinin
fraksiyonlarina gore daha biiyiik oldugu dikkat cekmistir. Literatiir taramalar1 sonucunda L.
salivarius tiiriinden elde edilen EPS’lerin molekiiler agirliklarinin belirlenmesine iliskin bir
caligmaya rastlanmamistir. Bu nedenle diger Lactobacillus cinsine ait tiirlere iliskin benzer
calismalar G6zetlenmistir. Literatiir ¢calismalar1 incelendiginde farkli L. plantarum suslar
tarafindan iiretilen EPS’lerin farkli molekiiler agirliga sahip oldugu bildirilmis olsada,
genellikle laktobasillerin EPS’lerinin molekiil agirhgmin 10° ila 10° Da araliginin icinde
oldugu rapor edilmistir. EPS’lerin molekiiler agirliklarinin, EPS iireten suslarin farkliligina
ve biiylime kosullarina bagh olarak degistigi bildirilmektedir (Salazar ve digerleri, 2009;
Wang, Zhao, Tian, Yang ve Yang, 2015a). Tez calismasinda, L. salivarius BIS312 ve
BIS722 suslarindan elde edilen L-EPS’lerin de iki biiyiik fraksiyonuna ait molekiil
agirhiklarinin literatiirlerde belirtilen aralik iginde yer aldigi (10°-10° Da) tespit edilmistir.
Yapilan bir ¢alismada, L. rhamnosus E/N, glukoz veya maltoz iceren ortamda ayri ayri
gelistirildiklerinde sirasiyla 200 ve 500 kDa’luk tek molekiiler agirlikli fraksiyon olustugu
gosterilmistir. Ayrica, galaktoz, laktoz ve siikroz varliginda, 45 kDa’lik ilave bir diisiik

molekiil agirlikli fraksiyonda gozlenmistir. Farkli molekiiler agirlik fraksiyonlarinin
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heteropolisakkarit kompozisyonunun ayni oldugu ancak, farkli fizikokimyasal ve reolojik
ozellikler gosterdigi belirtilmistir (Polak-Berecka ve digerleri, 2015). Baz1 literatiirlerde,
diisiik molekiil agirlikli EPS’lerin yiiksek molekiiler agirlikli EPS’lere gore daha iyl immiin-
modiilator etkilere sahip olabilecegi rapor edilmistir (Tiikenmez ve Aslim, 2018; Sun, Wang
ve Zhou, 2012). Calismada kullanilan L. salivarius BIS312 susundan elde edilen L-EPS’nin
molekiil agirlig: fraksiyonlarinin diger susa gore diisiik olmasinin hiicre zarindan gegiste bir
avantaj sagladig1 ve ileride de detayli bahsedilecek bazi in vitro ¢alismalarimizda bu nedenle

daha 6ne ¢iktig1 diistintilmiistiir.

L-EPS’lerin monomer profilinin belirlenmesi ¢aligmalarinda yukarida bahsedilen analizlere
ek olarak, en yiiksek ekzopolisakkarit iireticisi olan L. salivarius BIS312 susunun L-EPS’nin
bag yapisinin belirlenmesi amaciyla bir ve iki boyutlu NMR yontemleri kullanilmustir. *H-
NMR, COSY, NOESY, HMQC ve'®C-APT analizleri yapilmistir. L-EPSgiss12’nin *H-NMR
spektrumunda,  (-D-Glukopiranoz, o-D-Mannopiranoz, a-D-Glukopiranoz, ao-D-
Galaktopiranoz ve a-L-Ramnopiranoz monosakkaritlerinin anomerik Hi protonlarina ait
pikler sirasiyla, 4,47; 4,92; 4,98; 5,17 ve 5,32 ppm civarinda goriilmektedir (Cizelge 4.7).
Bu durum calisilan L-EPS’lerin HPLC analizleri ile *H-NMR spektrumlarina ait piklerin
uyumlu oldugunu gostermektedir. Bag yapisinin belirlenmesine iliskin yapilan analizler
neticesinde L-EPSgis3i2’nin yapisinda a-1,4; a-1,2; B-4,3; B-1,3 ve 0-3,4 baglarmin
bulundugu tespit edilmistir (Sekil 4.3 ve 4.4). Literatiir taramalar1 sonucunda L. salivarius
tirtinden elde edilen EPS’lerin molekiiler bag yapilariin belirlenmesine iligkin bir
caligmaya rastlanmamistir. Genellikle B-(1,3), B-(1,4) veya B-(1,6) baglar ile dallanmis
zincirler igeren polisakkaritlerin biyoaktivite i¢in gerekli oldugu bildirilmistir. Anyonik
yapilar ve daha yiiksek molekiil agirlikli kompleks dallanmis zincirli polisakkaritlerin daha
1yl immiin-stimiile edici aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Tiikenmez ve Aslim, 2018;
Cleary, Kelly ve Husband, 1999). Dolayisiyla ¢alismamizda da L-EPSgis312’nin kompleks
dallanmis zincirler icermesi ve yapisinda [3-(1,3) baglarini barindirmasinin, biyoaktivitesini
olumlu yonde etkiledigi diistiniilmiistiir. Calismamizdan elde edilen sonuglara gore, L-
EPS’lerin biyoaktivitelerinde, monomer kompozisyonlarinin, bag yapilarinin ve molekiil
agirliklarinin etkili olabilecegi diistiniilmektedir ve literatiirlerde nasil etkili olabildigine dair
mekanizmalar tam olarak ortaya konmamis olsada, yapilan ¢aligmalar biyolojik aktiviteyi

etkiledigini destekler niteliktedir.
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Patojen mikroorganizmalarin meydana getirdigi biyofilmler kronik ve tekrarlayan
enfeksiyonlara neden oldugundan, canlinin sagligi tizerinde olduk¢a énemli etkileri vardir.
Viicuda alinan besinler, patojen biyofilmlerin olusmasina, sindirim ve besin emiliminin
etkilenmesiyle yem tiiketiminin zayif olmasina ve hastalia yatkinliga neden olabilmektedir
(Baldwin ve digerleri, 2018; Kim ve digerleri, 2009; Sheil ve digerleri, 2007). Biyofilmin
engellenmesi konusunda yapilan ¢ok sayida c¢alisma vardir. Bu konuda yapilan
arastirmalarda, quarum sensing molekiil blokdrleri, antimikrobiyal ajanlar ve biyositler
kullanilmis, ancak bu yontemlerde istenilen basar1 tam olarak elde edilememistir. Ozellikle
biyofilm yapisinin antibiyotik, biyosit ve mekanik strese karsi artan toleransi sebebiyle,
olgun biyofilmi yok etmek tamamen zorlasmistir (Onbash, Celik ve Okgesiz, 2017;
Schachter, 2003). Bu nedenle, alternatif uygulamalara ve dogal yontemlere olan ihtiyag hizla
artmigtir. Bu amaglarla tez ¢aligmasinda, biyofilm olusumunu engelleyici etken madde
olarak, L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarindan elde edilen kiiltiir filtratlar1, I-EPS’leri
ve bunlarin kombinasyonlar1 kullanilmistir. Bu parametrelerin = antibiyofilm ve
antimikrobiyal aktivitesi ile tavuklarn GIS mikrobiyotasindaki faydali probiyotik
kompozisyonunu artiraracak ve mikrobiyotanin dengede kalmasina yardimeci olacak
probiyotik kaynakli prebiyotik ajan elde edilmesi amaglanmistir. On ¢alisma ile biyofilm
konusunda en yetenekli patojen bakteriler (E. coli ATCC 11229, E. feacalis 29212 ve S.
aureus EB1), test bakterisi olarak se¢ilmis ve L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarindan
elde edilen kiiltiir filtratlari, L-EPS’leri (son konsantrasyon 0,5 ve 1 mg/mL olacak sekilde)
ve bunlarin kombinasyonlarinin, bu patojen test bakterileri lizerine antibiyofilm etkilerinin
olup olmadig1 arastirilmistir. Bunlarin disinda ticari bir prebiyotik olan iniilin de son
konsantrasyon 0,5 ve 1 mg/mL olacak sekilde hazirlanarak bu ¢alismada kullanilmis ve
sonuclar EPS ile karsilastirilmistir. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore, kiiltiir
filtratlar1 %77-89, L-EPS’ler %55-75, iniilin %52-72 oranlar1 arasinda, L-EPS ve kiltir
filtrati kombinasyonlar ise %78-91 oranlar1 araliginda biyofilm olusumunu engellemistir
(Cizelge 4.10). 1lave edilen L-EPS’ler, biyofilm inhibisyonunda 1 mg/mL
konsantrasyonunda, 0,5 mg/mL konsantrasyonuna gore daha etkili olmustur. Her iki susun
tim uygulamalarinda da antibiyofilm etkisi gozlenirken, L. salivarius BI1S312 ve BIS722
suslarinin antibiyofilm etkileri mukayese edildiginde anlamli bir fark goézlenmemistir.
Bakteri suslarinin kiiltiir filtratlar1 ve L-EPS’ler1, iniilin ile mukayese edildiginde, hem kiiltiir
filtratlarinin hem de L-EPS’lerin antibiyofilm etkilerinin iniilinden daha yiiksek oldugu
goriilmiis ve biyofilm olusturan bakterilerin biiyiimesinin oniine gegilebilmesi acisindan, L-

EPS’lerin ve kiiltiir filtratlariin antibiyofilm etkisi ile de prebiyotik olarak kullanilabilecegi
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diistiniilmiigtiir. Suslarin  kiiltir filtratt ve L-EPS karisimlarmin (%78-%91), kiiltiir
filtratlarina (%77-89) ve L-EPS’lere (%55-75) gore daha yiiksek antibiyofilm etkisi
gosterdigi belirlenmistir. Literatiir taramalar1 sonucunda EPS’nin antibiyofilm etkisinin
ortaya konuldugu bir ¢alismada, L. acidophilus A4 susundan elde edilen EPS’nin, 0,1, 1 ve
10 mg/mL konsantrasyonlari hazirlanarak, Enterohemorajik E. coli O157:H7 bakterisi
tizerinde biyofilm inhibisyon etkisi arastirilmistir. En iyi biyofilm inhibisyon etkisinin 1
mg/mL konsantrasyonda hazirlanan EPS’de meydana geldigi ve bu konsantrasyondaki
EPS’nin biyofilm olusumunu %87 oraninda diislirdiigii belirlenmis ve biyofilm
olusumundaki bu diislisiin, bakteriyel ylizey 6zelliklerinin kismen etkilenmesi sonucunda
(hiicre ylizeyi modifikasyonlarinin veya hiicre-hiicre yiizey etkilesimlerinin azaltilmasiyla)
hiicrelerin ilk baglanma ve otoagregasyonunun inhibe edilmesiyle ortaya ¢ikabilecegi one
striilmiistiir (Kim ve digerleri, 2009). Rani ve digerleri (2018) yapmis olduklar1 ¢aligmada,
L. gasseri FR4 susundan elde edilen saflastirilmis EPS’nin antibiyofilme olan etkisini
belirleyebilmek amaciyla, gida kaynakli E. coli MTCC 2622, L. monocytogenes MTCC 657,
S. aureus MTCC 3160 ve E. faecalis MTCC 439 patojenlerini kullanmiglardir. Bu ¢alisma
sonrasinda elde edilen veriler sonucunda, antibiyofilm aktivitesinin EPS konsantrasyonuna
bagli olarak degisebildigi belirlenmis ve maksimum inhibitér etki (%56), 4 mg/mL
konsantrasyonda hazirlanan EPS’nin, L. monocytogenes MTCC 657°de patojenine
uygulanmasi sonucunda elde edilmistir. Kiiltiir filtratlarinin antibiyofilm etkilerinin ortaya
konuldugu literatiir caligmalarinin arastirilmasi sonucunda, yapilan bir ¢alismada Bacillus
licheniformis SP1 ve SP3 suslarindan elde edilen kiiltiir filtratlarinin, Escherichia coli PHL-
628 tizerinde biyofilm olusumunu %50-65 oranlarinda engelledigi belirlenmistir (Sayem ve
digerleri, 2011). Koohestani ve digerleri (2018) tarafindan, L. acidophilus LA-5 ve L. caseli
431 suslarindan elde edilen kiiltiir siipernatantlarinin mikroplak yontemine gore, S. aureus
ATCC 25923 susu lizerinde biyofilm inhibisyon etkisi belirlenmistir.  Kiiltiir
slipernatantlarinin artan konsantrasyona bagl olarak biyofilm inhibisyon oranini artirdig: ve
L. acidophilus LA-5 ve L. casei 431 suglarinin %100 konsantrasyondaki siipernatantlarinin,
sirastyla %70,6 ve %65,3 oranlarinda biyofilm olusumunu engelledigi tespit edilmistir. Kaur
ve digerleri (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada, hiicre icermeyen 7 LAB izolatinin kiiltiir
slipernatantlarinin antimikrobiyal ve antibiyofilm etkileri, gii¢lii biyofilm olusturan Vibrio
cholerae ve Vibrio parahaemolyticus tiirleri {izerinde incelenmis ve tiim LAB izolatlarinin
genis spektrumlu antimikrobiyal ve biyofilm inhibe edici aktivitelere sahip oldugu ve
enfeksiydz hastaliklart inhibe etmek i¢in iyi profilaktik 6zelliklere sahip olabilecegi rapor

edilmistir. Yapilan c¢alisma sonucunda bu laktobasil izolatlarinin kiiltiir filtratlarinin V.
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cholerae susunda %90’mnin iizerinde, V. parahaemolyticus %47-82 araliginda biyofilm
inhibisyonu olusturdugu bildirilmistir. Yapilan literatiir taramalar1 ve bu tez ¢aligmasindan
elde edilen veriler, Lactobacillus cinsine ait bakterilerin kiiltiir filtratlarinin ve L-EPS’lerinin

patojen mikroorganizmalara kars1 antibiyofilm etkilerinin oldugunu kanitlar niteliktedir.

Laktik asit bakterileri, laktik asitle pH’nin disiiriilmesi, patojen bakterilerin bagirsak
duvarmma tutunmasmin Onlenmesi, besinlerin aliminda bakteriler arasinda rekabetin
olusmasi, antimikrobiyal madde iiretimi gibi etkilerle c¢esitli patojen bakterilere karsi
antibakteriyel etki olusturmaktadir (Aiba, Suzuki, Kabir, Takagi ve Koga, 1998; Yadav,
Singh ve Tiwari, 2018). Bu tez ¢alismasi kapsaminda L. salivarius BIS312 ve BIS722
suslarindan elde edilen kiltiir filtratlari, L-EPS’leri (0,5 ve 1 mg/mL) ve bunlarin
kombinasyonlarinin E. coli ATCC 11229, E. feacalis 29212 ve S. aureus EB1 patojen test
bakterileri ilizerine inhibisyon etkileri belirlenmistir. Bu ¢alisma sonucunda 0,5 ve 1
mg/mL’lik konsantrasyonlarda hazirlanan L-EPS ve iniilin ¢6zeltilerinin E. coli ATCC
11229, E. feacalis 29212 ve S. aureus EB1 test bakterilerine karsi herhangi bir
antimikrobiyal aktivite olusturmadigy, kiiltiir filtratlarinin ise 9-14 mm arasinda degisen zon
caplar ile antimikrobiyal etki gosterdikleri belirlenmistir (Cizelge 4.11). Kiiltiir filtratlarinda
en yiiksek inhibisyon etkisini 14 mm zon ¢ap1 olusturan L. salivarius BIS312 susunun kiiltiir
filtratinin E. faecalis ATCC 29212 patojenine kars1 gosterdigi tespit edilmistir. L-EPS ve
kiiltiir filtrat1 kombinasyonlarinin kullanildig:1 deney gruplarinda, L-EPS’nin eklenmesiyle
antimikrobiyal zon ¢apinda artis oldugu belirlenmis (10-16 mm), ancak bu artigin ¢ok biiyiik
olmadigi tespit edilmistir. Kiiltiir filtrat1 ve L-EPS kombinasyonlarinda en yiiksek inhibisyon
etkisini, 16 mm zon ¢ap1 olusturan L. salivarius BIS312 susunun kiiltiir filtrat1 ve L-EPS (1
mg/mL) kombinasyonunun E. faecalis ATCC 29212 patojenine karsi gosterdigi
belirlenmistir. Antibiyotiklere alternatif {irlinlerin gelistirilmesi agisindan bu konuda ¢ok
sayida yapilmis calisma bulunmaktadir. Yapilan bir calismada, tavuk diskisindan izole
edilen L. salivarius suslarinin, S. Typhimurium, E. coli, Y. enterocolitica ve S. aureus
patojenlerine kars1 antimikrobiyal etkilerinin olup olmadig1 arastirilmis ve 5-15 mm arasinda
degisen zon gaplari ile inhibisyon etkileri belirlenmistir (Mercan ve digerleri, 2015). Trabelsi
ve digerleri (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, Lactobacillus sp. Ca6 bakterisinden elde
edilen EPS'nin, Micrococcus luteus ve S. enterica'ya karsi antibakteriyel etki gosterdigi ve
inhibisyon zonunun sirasiyla 14 ve 10 mm civarinda oldugu bildirilmistir. Chaveerach ve
digerleri (2004), yaptiklar1 ¢alisma ile tavuk bagirsagindan izole edilen L. fermentum’un,
Campylobacter gelisimini inhibe ettigini bildirmislerdir. Dabés ve digerleri (2001), et
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iiriinlerinden izole edilen 288 laktik asit bakterisini kullanarak yaptiklari ¢alismada, sadece
59 susun L. monocytogenes ve S. aureus’a karst antimikrobiyal etki gosterdiklerini, diger
suslarin ise inhibisyon etkisi olusturmadiklarin1 belirtmislerdir. Aslim ve digerleri (2005)
tarafindan yapilan ¢alismada, Tiirk siit tirinlerinden izole edilen Lactobacillus cinsine ait
bakterilerin kiltiir filtratlar1 kullanilmis ve tiim filtratlarin S. aureus, E. coli ve Y.
enterocolitica bakterilerine kars1 8-30 mm arasinda degisen zon gaplari ile bu patojenlere
kars1 inhibisyon etkisi gosterdikleri rapor edilmistir. Yapilan literatlir taramalarindan ve bu
tez ¢alismasindan elde edilen sonuglar, Lactobacillus cinsine ait bakteri kiiltiir filtratlarinin
patojen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkilerinin oldugunu kanitlamaktadir.
Calismamizda L-EPS’lerin ise tek baglarina antimikrobiyal etki gostermedigi, ancak kiiltiir
filtrat1 ile birlikte uygulandiginda, kiiltiir filtratinin antimikrobiyal etkisini artirdig:
belirlenmistir. Bu ¢aligmaya gore, L. salivarius BIS312 susundan elde edilerek hazirlanan
kiiltiir filtrat1 ve L-EPS kombinasyonlarinin, L. salivarius BIS722 susundan elde edilenlere
gore daha yiiksek antimikrobiyal etki gostermesinde, L-EPSgis312’nin daha diisiik molekiil

agirligina sahip olmasinin da etkisinin olabilecegi diistiniilmiistiir.

L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarindan elde edilen kiiltiir filtratlarinin (direkt, ¥ ve Y
oraninda seyreltilmis) ve L-EPS (1, 2 ve 3 mg/mL konsantrasyonlarda)’lerinin, C. violaceum
ATCC 12472 susunun viyolasin {iretimine etkileri degerlendirilmis ve bu sekilde kiiltiir
filtratlarinin ve L-EPS’lerin anti-quarum sensing etkileri ortaya konulmustur. Kuyucuk
diflizyon yontemine gore, L-EPS ve kiiltiir filtratlarinin test edilen derisimlerde viyolasin
inhibisyonu olusturmadigi, ancak kiiltlir filtratlarinin 6,3-12 mm aralifinda seffaf zon
olusturarak, antibakteriyel etki yarattig1 tespit edilmistir (Cizelge 4.12). Spektrofotometrik
yonteme gore, test edilen derigimlerde kiiltiir filtratlarinin viyolasin iiretimine karsi inhibit6r
etki olusturmadig: tespit edilmis, L-EPS’lerin ise %10-58 araliginda olmak iizere belirgin
Ol¢iide viyolasin inhibisyonu olusturdugu gozlemlenmistir (Cizelge 4.13). L-EPS’lerin bu
etkisini en iyi 3 mg/mL konsantrasyonda uygulandiklarinda gosterdigi belirlenmis ancak, 2
mg/mL konsantrasyonda uygulanmasindan elde edilen sonuglarla aralarinda ciddi bir fark
olmadig tespit edilmistir. Viyolasin inhibisyonunda en iyi etki 3 mg/mL konsantrasyonda
hazirlanan L-EPSgis722’de tespit edilmistir (%58,4). LAB EPS’lerinin ve kiiltiir filtratlarinin,
viyolasin inhibisyonunun degerlendirilerek anti-quarum sensing etkilerinin belirlenmesine
iliskin yapilan bir literatiir ¢alismasi olmamakla birlikte, bu ¢alisma bu konuda

gerceklestirilen ilk ¢aligmadir. Bu ¢alismada L. salivarius BIS722 susunun L-EPS’sinin



91

diger susa gore 6ne ¢ikmasinda, yapisinda bulunan glukoz ve mannoz sekerlerinin oraninin

diger susa gore yliksek olmasinin etkili olabilecegi diistiniilmiistiir.

LAB tarafindan iretilen EPS, LAB’nin bagirsak mukozasma tutunma oOzelliklerini
iyilestirmekte ve bdylece konagin bagisikligini giiclendirebilmektedir (Rani ve digerleri,
2018; Gorska ve digerleri, 2010). Genel olarak probiyotiklerin saglik {izerindeki etkilerinin,
probiyotik suslarin bagirsak yiizeyini drten mukozal epitel hiicrelere tutunma kabiliyetleri
ile ilgili oldugu ve bu nedenle organizmalarin probiyotik olarak tanimlanabilmeleri igin
adezyon yeteneginin temel kriterlerden biri olarak kabul edilmesi gerektigi rapor edilmistir
(Dunne ve digerleri, 2001; Boonaert ve Rouxhet, 2000; Free ve digerleri, 2001). Ciinkii
adezyon etkisi kuvvetli olan probiyotikler, bagirsak mukozasinin kolonizasyonu, bagirsakta
kalicilik, patojenik mikroorganizmalarin rekabetci dislanmasi ve immiinomodiilasyon gibi
sagliga yararli etkileriyle bagirsakta daha etkin olabilmektedirler (Zivkovic ve digerleri,
2016; Munoz-Provencio ve digerleri, 2009; Beganovi¢ ve digerleri, 2011). Bu amagla,
yiiksek EPS direticisi olan L. salivarius BIS312 susunun (probiyotik uygulama) HT-29
hiicrelerine adezyon yetenekleri arastirilmistir. Bunun haricinde ortama L-EPS ve kiiltiir
filtrat1 ilave edilmesinin L. salivarius BIS312 susuna adezyon kabiliyeti konusunda bir
avantaj saglayip saglamayacagi da in vitro ¢alismalarla test edilmistir. Calisma sonucunda,
L. salivarius BIS312 susunun adezyon yiizdesi %93 olarak hesaplanirken, ADI degeri 1883
olarak tespit edilmistir. L. salivarius BIS312 susu ile bu sustan elde edilen L-EPS’nin
kombinasyonunun uygulandigi hiicrede adezyon yiizdesi %96 olarak hesaplanirken, ADI
degeri 2100 olarak; kiiltiir filtrat1 iceren sinbiyotigin uygulanmasinda ise adezyon yiizdesi
%397 olarak hesaplanirken, ADI degeri 2250 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.14). Bu durum,
adezyonun EPS ve kiiltiir filtrat1 ile iligkili oldugunu ve adezyon yetenegini 6nemli 6l¢iide
artirdigint  gostermektedir. L. salivarius BIS312 susu, tek basina HT-29 hiicrelerine
uygulandiginda da yiiksek adezyon yetenegi gostermis ve bu durumun bakterinin yiiksek
EPS fireticisi olmasindan kaynakli olabilecegi diisiinlilmiistiir. Probiyotik sus ile kiiltiir
filtrat1 kombinasyonunun kullanilarak yapilan sinbiyotik uygulama sonuglarinin diger
uygulamalara gore daha yiliksek sonu¢ vermesinin, kiiltiir filtratinin i¢inde yer alan bazi
proteinlerinden kaynakli oldugu diisiiniilmiistiir. Epitel hiicrelere yapigsmada rol oynayan bu
biiyiilk yiizey proteinleri ve mukus baglayici proteinler, bagirsakta oligosakkaritlere
tutunarak epitel hiicrelerde adezyon etkisini gosterebilmekte ve bagirsakta bu sekilde etkili
olabilmektedir (Van Tassell ve Miller, 2011). Bu sonu¢ EPS’nin ve kiiltiir filtratinin

prebiyotik etkinligi agisindan olduk¢a Onemlidir. Literatiir arastirmalari sonucunda bir
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calismada, Pediococcus pentosaceus LB-CC ve LB-WC suslarmin EPS irettikleri
belirlenmis ve mide musinine adezyonlarinin sirastyla %68,56 ve %49,62 oldugu ve
bagirsak epitel hiicrelerinin yiizeyine de kuvvetli bir sekilde yapisma yetenegi sergiledikleri
belirtilmistir (Gupta ve Sharma, 2015). Bu sonuglar, adezyon kabiliyetinin EPS ile yakindan
iliskili oldugunu desteklemektedir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar genel anlamda degerlendirildiginde, L-EPS’lerin patojen
bakterilere karsi tek baslarina antimikrobiyal aktivite sergilemedikleri, ancak kiiltiir filtrati
ile birlikte uygulandiklarinda kiiltiir filtratinin olusturdugu zon ¢apmi artirdig tespit
edilmistir. Yapilan ¢aligmalar neticesinde, kiiltiir filtratlarinin antimikrobiyal etki yaratarak,
genel olarak polisakkarit yapida olan L-EPS’lerin ise anti-quarum sensing mekanizmasini
kullanarak biyofilm inhibisyonunda etkin rol oynadiklar diisiiniilmektedir. Dolayisiyla L.
salivarius BIS312 ve BIS722 suslarindan elde edilen kiiltiir filtratlarinin ve L-EPS’lerinin,
dogal yollarla hicbir toksik etki yaratmadan antibiyofilm ajan olarak kullanilabilecekleri
Ongoriilmiistir. Ayn1 zamanda bu tez kapsaminda alinan verilerden ve literatiir
taramalarindan, Lactobacillus cinsi bakterilerin bu polisakkarit yapidaki EPS’yi fermente
etme yetenegi ile daha uzun siire canli kalabilmelerini sagladiklar1 ve adezyon kapasitesini
de buna bagl olarak artirdigi ¢ikarimi yapilabilmektedir. Kiiltiir filtratlar1 ise iginde
bakteriyosin gibi antimikrobiyal etki saglayan molekiilleri barindirdigindan antimikrobiyal
etkisinin giliclii oldugu ve antibiyofilm etkisini de bu sekilde gergeklestirdigi tahmin
edilmektedir. Ayrica antimikrobiyal etkide, kiiltiir filtratlarinda bulunan metabolitlerin yani
sira EPS iireticisi bakterilerin iirettigi EPS’nin de az da olsa etkin oldugu ve EPS yapisina
gore bu etkinin farklilik gosterdigi dikkat ¢ekmistir. Yiiksek EPS fireticisi bakterilerin
adezyonda daha etkili oldugu ve EPS ilavesiyle de bu etkinin arttig1 tespit edilmistir.
Dolayisiyla elde edilen bulgular, probiyotik olarak aktif olan L. salivarius suslarindan
(BIS312 ve BIS722) elde edilen kiiltiir filtratlarinin ve heteropolisakkarit yapida olan
EPS’lerinin, potansiyel olarak yem endiistrisinde prebiyotik bir bilesen olarak

kullanilabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hayvancilik sektoriinde, 6zellikle de kanatli endiistrisinde antibiyotiklerin yaygin sekilde
kullanilmas1 antibiyotik direngliligine, patojenlerle birlikte yararlt mikroorganizmalarin da
ortamdan elemine olmasina ve dokularda kalintitya neden oldugundan saglik acisindan ve
cevresel acidan bir¢ok problemi beraberinde getirmektedir. Bu nedenle dogal gidaya olan
ihtiyacin giderek artmasi ile hayvansal iiretimde besin takviyeleri olarak probiyotik ve
prebiyotiklerin kullanilmasi kapsaminda yapilan ¢aligmalar giderek artmaktadir. Yapilan
literatiir caligmalar1 sonucunda tavukgulukta yem katki maddesi olarak kullanilan probiyotik
ve prebiyotiklerin bagisiklik sistemini olumlu etkiledigi, yem kullanim etkinligini ve
yemden yararlanma oranini artirarak biiyiime performansini, yumurta agirligini ve boyutunu
artirdig1 goriilmektedir. Probiyotik olarak Lactobacillus cinsine ait bakterilerin kullanimi
yaygindir ancak, LAB’lerinden elde edilen EPS’lerin tavuk prebiyotigi olarak etki
mekanizmasinin in vitro deneylerle ortaya konuldugu ve prebiyotik olarak kullaniminin
ongoriildiigi herhangi bir galisma mevcut degildir. Ayrica, insan gastrointestinal sistemine
benzer bir modelin olusturularak yapildigi bazi in vitro caligmalarda ve siganlar iizerinde
yapilan bazi in vivo galismalarda, EPS’lerin GiS’e yiiksek oranda dayamklilik gosterdigi
bildirilmis ve ayni1 sekilde kanatlilarda da kullaniminin miimkiin olabilecegi diistintilmiistiir.
Bunlarin yan1 sira iniilin gibi ticari bitkisel prebiyotik kullanimi1 sonucunda ortaya ¢ikan
cesitli yan etkilerin, prebiyotik O6zellige sahip olabilecek EPS gibi karbonhidratlarin

kullanimin1 6ne ¢ikarabilecegi ongoriilmektedir.

Bu tez kapsamindaki c¢alismalarin sonuglarindan elde edilen veriler 1s1ginda yapilan

cikarimlar asagida 6zetlenmistir.

1. Serbest gezen koy tavuklarinin bagirsaklarinda en yiiksek EPS {ireticisi olarak dominant
L. salivarius tiirline ait suslar belirlenmistir.

2. Ayn tiire ait farkli suglarin EPS iiretimlerinin farklilik gosterdigi tespit edilmistir.

3. EPS’nin prebiyotik olarak kullanimi s6z konusu oldugundan yiiksek verimle iiretimi
icin %2 siikroz veya %2 laktoz ve %] tripton ile zenginlestirilen MRS besi ortamlarinin
kullanilabilecegi sonucu elde edilmistir.

4. Aym tiriin suslarindan elde edilen L-EPS’lerin monomer kompozisyonlar1 ayni

bulunmus, ancak oranlar1 farklilik gostermistir.
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10.

11.

Ayni tiire ait farkli suglarin L-EPS’lerinin molekiiler agirliklart 4 fraksiyon olarak
belirlenmistir. Ayn1 sayida fraksiyonlara sahip olmalarina ragmen molekiiler agirliklar
farklilik gostermistir. L. salivarius BIS312 susundan elde edilen L-EPS’nin, L.
salivarius BIS722 susundan elde edilen L-EPS’ye gore fraksiyonlarinin daha diisiik
oldugu tespit edilmistir.

Prebiyotik etkinliginin belirlenmesi konusunda yapilan ¢aligmalarda L. salivarius
BIS312 ve BIS722 suslarinin L-EPS’lerinden farkli sonuglar alinmasinda, L-EPS’lerin
karakteristik yapilarindaki farkliliklarin etkili oldugu diistiniilmiistiir.

Her iki sustan elde edilen kiiltiir filtratlari, L-EPS ve kiiltir filtratinin L-EPS ile
kombinasyonlarinin patojen bakterilerde antibiyofilm etkisi gosterdigi belirlenmis,
probiyotiklerin kiiltiir filtratlarinin ve EPS’lerinin bu yoniiyle patojenlere karsi
antibiyofilm ajan olarak prebiyotik etkinlikleri oldugu tespit edilmistir.

EPS’nin tek basina antimikrobiyal etkisinin olmadigi, kiiltiir filtratlarinin ise belirgin
oranda antimikrobiyal etki gosterdigi tespit edilmistir. EPS’nin kiiltir filtrat1 ile
kombinasyon uygulamasinda ise diisiik oranda da olsa antimikrobiyal etki gosterdigi
belirlenmistir.

Anti-quarum sensing calismasinda kiiltiir filtratlarinin antimikrobiyal etkisi ortaya
cikmig ve anti-quarum sensing etkisi tespit edilmemistir. EPS’lerin ise belirgin oranda
quarum sensing inhibisyonu olusturdugu belirlenmistir.

L-EPS’lerin  anti-quarum  sensing mekanizmasiyla, kiiltiir filtratlarinin  ise
antimikrobiyal etkiyle biyofilm inhibisyonu sagladigi sonucuna ulasilmistir.

Adezyon ¢alismasinda kullanilan HT-29 hiicrelerinde en iyi EPS iireticisi L. salivarius
BIS312 susunun (probiyotik uygulama) yiiksek adezyon yetenegi gosterdigi belirlenmis
ve bu susun L-EPS’sinin ve kiltir filtratinin da ortama ilavesiyle (sinbiyotik
uygulamalar) adezyon yeteneginin arttigi, bu artista da kiiltiir filtratinin, L-EPS’ye gére
one ¢iktigi tespit edilmistir. Dolayisiyla prebiyotik olarak kullanilma potansiyeline
sahip L-EPS wve Kkiiltir filtratinin hiicreye adezyon oranmi artirdigi ¢ikarimi

yapilabilmektedir.

Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismalarin sonuglar1 degerlendirildiginde asagidaki oneriler

elde edilmistir.

1.

EPS molekiillerinin yapisal 6zellikleri, biyolojik aktivitelerini etkiledigi gibi teknolojik

uygulama alanlarin1 da belirlemektedir. Bu nedenle, yeni bir EPS’nin kimyasal
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bilesiminin ve yapisinin aydinlatilmasi, potansiyel uygulamalarmin belirlenmesi
agisindan oldukca 6nemlidir. Yapilan literatiir taramalarinda EPS’nin yapisinda glukoz,
galaktoz, mannoz ve ramnoz monomerlerinin birlikte bulunmasinin, EPS’nin biyolojik
aktivitesini olumlu yonde etkiledigi belirlenmis ve bu tez calismasinda kullanilan
suglara ait EPS’lerin yapisinda da bu 4 monomerin birlikte bulunmasi bir avantaj olarak
goriilerek yem sanayisinde kullanilabilecegi diistiniilmiistiir.

Biyofilm enfeksiyonlar1 oldukg¢a tehlikeli sonuglara neden olabildiginden bir tedavi
bulmak ve antibiyofilm ajan gelistirmek son yillarda popiiler arastirma konulari
arasindadir. Tez ¢alismast kapsaminda elde edilen verilere goére, L. salivarius
suslarindan elde edilen kiiltir filtratlarinin antimikrobiyal ajan olarak kullanilma
potansiyelinin  bulundugu, EPS’lerin ise anti-quarum sensing ajan olarak
kullanilabilecegi goriilmiis ve bu etkilerle biyofilm inhibisyonu olusturabildikleri
belirlenmistir. Dolayisiyla L. salivarius suslarindan elde edilen kiiltiir filtratlarinin ve
EPS’lerin bu etkilerle antibiyofilm ajan olarak kullanilabilecegi 6ngoriilmiistiir.

Sonug olarak L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarindan elde edilen kiiltiir filtratlarinin
ve EPS’lerin yukarida bahsedilen etkilerle, tavuk endiistrisinde ticari prebiyotik olarak
kullanilan iniiline kiyasla daha iyi sonuc¢lar verdigi belirlenmistir. Bunun yaninda
EPS’lerin, hiicrelere adezyon kapasitesini artirdigi tez ¢aligmasinda belirlenmis ve
literatiirlerle de desteklenmistir. Bu sebeplerle tavuk endiistrisinde yem katki maddesi
olarak kullanilmasinin avantaj saglayacagi distiniilmektedir. Suslardan elde edilen
kiiltiir filtratlariin ve EPS’lerin tavuk beslenmesinde prebiyotik katki olarak
onerilebilmesi konusunda kesin bir yargiya varabilmek icin bu konuda daha fazla
caligma yapilmasi ve yapilan c¢alismalarin hayvan denemeleri ile desteklenmesi

gerekmektedir.
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EK-1. L-EPS’lerin HPLC analiz sonuglari

Sekil 1.2. L. salivarius BIS312 susundan izole edilen L-EPS’lerin HPLC analizine iligkin
kromatogramlari
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Sekil 1.3. L. salivarius BIS722 susundan

izole edilen L-EPS’lerin HPLC analizine iliskin
kromatogramlari
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EK-1. (devam) L-EPS’lerin HPLC analiz sonuglari

20000

Sekil 1.4. L. salivarius BIS312 susundan izole edilen L-EPS’lerin ve standart karisimin

HPLC analizine iliskin kromatogramlarinin  birlikte gosterimi  (yesil
kromatogram: ramnoz, glukoz, mannoz ve galaktoz; mavi ve kirmizi
kromatogramlar: BIS312 susunun L-EPS’si)

Sekil 1.5. L. salivarius BIS722 susundan izole edilen L-EPS’lerin ve standart karisimin

HPLC analizine iliskin  kromatogramlarinin birlikte gosterimi (kirmizi
kromatogram: ramnoz, glukoz, mannoz ve galaktoz; mavi kromatogram: B1S722
susunun L-EPS’sinin % seyreltilmis hali)
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EK-1. (devam) L-EPS’lerin HPLC analiz sonuglari

51 A. Rekaciive indes 5ignal [EXN1Z581EKN1 258 20180405 11

011613 ARABINGE 0]
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Sekil 1.6. 1 mg/mL oranlarinda hazirlanmig arabinoz (mavi) ve fruktoz (kirmizi) sekerlerinin
HPLC analizine iligskin kromatogramlar1 (Standart)

Sekil 1.7. L. salivarius BIS312 ve BIS722 suslarindan izole edilen L-EPS’lerin ve fruktoz
ile arabinoz sekerlerinin HPLC analizine iligkin kromatogramlarinin birlikte

gosterimi (mavi: arabinoz; kirmizi: fruktoz; yesil: BIS312 susunun L-EPS’si;
pembe: BIS722 susunun L-EPS’s1)

Fruktoz ve arabinoz numunelerde tespit edilmemistir.



EK-2. L-EPS’lerin SEC analiz sonuglari
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Sekil 2.2. L. salivarius BIS312 susundan izole edilen L-EPS’lerin SEC analizine iliskin
spektrumlari
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EK-2. (devam) L-EPS’lerin SEC analiz sonuglari
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Sekil 2.3. L. salivarius BIS722 susundan izole edilen L-EPS’lerin SEC analizine iliskin
spektrumlart
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EK-3. L. salivarius BIS312 susundan izole edilen L-EPS’lerin NMR analiz sonuglar1

EPS-312 @2)

5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 20 1.5 10 0.5
ppm

Sekil 3.1. L. salivarius BIS312 susundan izole edilen L-EPS’lerin tH-NMR spektrumlar1

F1 (ppm)
N
o
|

T T T T T T T T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

F2 @pm)

Sekil 3.2. L. salivarius BIS312 susundan izole edilen L-EPS’lerin NOESY spektrumlari
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EK-3. (devam) L. salivarius BIS312 susundan izole edilen L-EPS’lerin NMR analiz
sonugclari
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Sekil 3.3. L. salivarius BIS312 susundan izole edilen L-EPS’lerin COSY spektrumlari
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Sekil 3.4. L. salivarius BIS312 susundan izole edilen L-EPS’lerin HMQC spektrumlari
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EK-3. (devam) L. salivarius BIS312 susundan izole edilen L-EPS’lerin NMR analiz
sonugclari

Sekil 3.5. L. salivarius BIS312 susundan izole edilen L-EPS’lerin 3C-APT spektrumlari
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