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OZET

Probiyotiklerin Bazi Onemli Insan Patojenlerine Kars1 Antiviriilan
Etkinliklerinin Arastirilmasi

Probiyotik  mikroorganizmalar  konak direncinin  arttirrlmast ve  patojen
mikroorganizmalarla miicadelede 6zellikle son yillarda {izerinde 6nemle durulan konular
arasinda yer almaktadir. Dogal iirlinler saglikli hiicreler lizerinde diisiik toksik etkilerinden
dolayr son derece yogun calismalarin yapildig: {riinlerdir. Probiyotik mikroorganizmalarin
gerek enzim ve salgilariyla ve gerekse de patojenler i¢in olusturdugu bariyer gorevi sebebiyle
konak savunmasinda dnemli gérevleri bulunmaktadir. Insanlarda ciddi hastaliklara yola agan
bakteriler arasinda Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis,
Escherichia coli ilk akla gelenlerdendir. Bunun yaninda viral etkenlerden influenza viruslar da
hem kolay ve hizli yayilimi hem de ciddi morbidite ve mortalite etkenleri arasinda sayilmasi
acisindan son derece Onemli patojen mikroorganizmalardandir. Gerek bu bakteriyel
patojenlerin ve gerekse de influenza viruslarin tedavisinde hala 6nemli problemler mevcuttur.
flag direnci ve mevcut ilaglarm yetersizlikleri sebebiyle bu mikroorganizma etkenleriyle
miicadelede konak savunmasinin artirilmasi ya da yeni aktif molekiil arayislart yogun olarak
devam etmektedir. Biz bu c¢alismada Onemli probiyotik bakteriler arasinda yer alan
Lactobacillus casei, Lactobacillus bulgaricus, Enterococcus faecium ve Streptecoccus
thermophiles biyoaktif metabolitlerininin S. aureus, P. mirabilis, P. aeruginosa, E. coli ve
influenza virus (HIN1)’ ye kars1 antimikrobiyal etkisi ile bazi viriilans faktorleri tizerindeki
(slime ve hareketlilik) arastirmayir amagladik. Caligmada probiyotik mikroorganizmalarin
RPMI-1640 ortaminda hazirlanan kiiltiir filtratlar1 kullanildi. Probiyotik mikroorganizmalarin
biyoaktif metabolitlerinin saglikli hiicreler tizerinde non-toksik konsantrasyonlar1 belirlenerek,
aktivite ¢aligmalar1 bu konsantrasyonlar icerisinde gerceklestirildi. Bu amacla Vero hiicre hatti
kullanildi. Biyoaktif metabolitlerin sitotoksisite testleri MTT yontemi kulanilarak
gerceklestirildi. Calismada elde edilen veriler standart ilaglarla kiyaslamali olarak
degerlendirildi. Biyoaktif metabolitlerin influenza virusa karsi etkinlik g¢alismalari ICsg
degerleri hesaplanarak degerlendirildi. Calismalarda L. casei, L. bulgaricus, E. faecium ve S.
thermophilus biyoaktif metabolitlerinin S. aureus, E. coli, P. aeruginosa ve P. mirabilis
izolatlarina karsi antimikrobiyal etkinlikleri degerlendirildiginde en etkili probiyotik
mikroorganizmanin L. casei oldugu tespit edilmistir. Probiyotik mikroorganizma biyoaktif
metabolitlerinin Oseltamivir ile kiyaslandiginda Oseltamivir kadar giiclii etkinlik gostermese
de dikkate deger Olglide viral iiremeyi inhibe edici etkilerinin oldugu tespit edilmistir.
Ozellikle probiyotik mikroorganizmalar arasindan L. casei’ nin antimikrobiyal etkinliklerinde
oldugu gibi antiviral etkiliginin de olduke¢a gii¢lii oldugu tespit edilmistir. Deneylerde L. casei
biyoaktif metabolitleri ile muamelesi sonucunda % 41.7” sinde slime iiretiminin negatiflestigi
tespit edilmistir. Probiyotik mikroorganizmalarin patojen virulans faktorlerinden hareket
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tizerindeki etkinliklerin arastirildigi deneylerde de dort probiyotik mikroorganizmanin da
hareket tizerinde etkinliklerinin oldugu, en yiiksek etkinlige sahip probiyotigin ise L. casei
oldugu tespit edilmistir. L. casei kokenlerin % 25’ inin hareket yetenegini ortadan kaldirdigi
gortliirken, L. bulgaricus, E. faecium ve S. thermophilus’ un ise P. aeruginosa kdkenlerinin %
8.3’ {iniin hareket yetenegini ortadan kaldirdig1 tespit edilmistir. Onemli insan patojenleri olan
S. aureus, P. aeruginosa, P. mirabilis ve E. coli gibi insanlarda ciddi morbidite ve mortalite
sebebi  olan  mikroorganizmalarin  infeksiyonlarinin  tedavisinde = veya  patojen
mikroorganizmalarin virulanshiliginin azaltilmasinda ve patojen mikroorganizmalara karsi
konak savunmasinda probiyotik mikroorganzimalarin (L. casei, L. bulgaricus, E. faecium ve S.
thermophilus) insan sagliginin iyilestirilmesinde son derece faydali mikroorganizmalar oldugu
tespit edilmistir. Hem bu tiir mikroorganzimalarin olusturdugu infeksiyonlarin tedavisinde
yardimci preperatlar olarak, hem de konak immunitesinin giiclendirilmesinde bu probiyotik
mikroorganizmalari i¢eren besin takviyelerinin kullanilmalarini 6nermekteyiz.

Anahtar kelimeler: Probiyotik mikroorganizma, influenza virus, bakteri, biyoaktif metabolit,
direng.



ABSTRACT

Investigation of Antivirulant Activities of Probiotics Against Some
Important Human Pathogens

Probiotic microorganisms are among the issues that have been emphasized in increasing
host resistance and combating pathogenic microorganisms, especially in recent years. Natural
products are very intensive studies due to their low toxic effects on healthy cells. Probiotic
microorganisms have important roles in host defense, both by their enzymes and secretions,
and by their barrier function for pathogens. Among the bacteria that cause serious diseases in
humans, Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli are among the first microorganisms that come to mind. In addition, influenza viruses, one
of the viral agents, are among the most important pathogenic agents due to their easy and rapid
spread as well as serious mobidity and mortality factors. Currently, there are still significant
problems in the treatment of both these bacterial pathogens and influenza viruses. Due to drug
resistance and insufficiency of existing drugs, increasing host defense or searching for new
active molecules in the fight against these microorganism agents continues intensively. The
aim of this study was to investigate the bioactive metabolites of bacteria, which are among the
important probiotic bacteria, on some virulence factors against S. aureus, P. mirabilis, P.
aeruginosa, E. coli and influenza virus (HLN1) the presence of effects. In the study, culture
filtrates of probiotic microorganisms prepared in RPMI-1640 medium were used. Non-toxic
concentrations of bioactive metabolites of probiotic microorganisms on healthy cells were
determined. Activity studies were performed within these concentrations. For this purpose,
Vero cell line was used. Cytotoxicity tests of bioactive metabolites were performed using
MTT method. The data obtained from the study were evaluated in comparison with standard
drugs. The data obtained from the study were evaluated in comparison with standard drugs.
Efficacy studies of the bioactive metabolites against influenza virus were evaluated by
calculating ICso values. Antimicrobial activity of L. casei, L. bulgaricus, E. faecium and S.
thermophilus bioactive metabolites against S. aureus, E. coli, P. aeruginosa and P. mirabilis
isolates were evaluated in the studies. It was found that the most effective probiotic
microorganism was L. casei. Probiotic microorganism bioactive metabolites, compared with
Oseltamivir, showed significant viral inhibition effects, although not as potent as Oseltamivir.
Especially among probiotic microorganisms, it has been found that L. casei has a very strong
antiviral activity as well as antimicrobial activity. In the experiments, it was determined that
slime production decreased % 41.7 as a result of the treatment of S. aureus strains with L.
casei bioactive metabolites. In the experiments investigating the activity of probiotic
microorganisms on movement from pathogen virulence factors, it was determined that all four
probiotic microorganisms had activity on the motility of bacteria. It was found that the
probiotic having the highest activity was L. casei. The bioactive metabolites of L. casei
abolished the mobility of P. aeruginosa in % 25 of the strains. The bioactive metabolites of L.
bulgaricus, E. faecium and S. thermophilus eliminated the mobility of P. aeruginoa strains by



% 8.3. Probiotic microorganisms (L. casei, L. bulgaricus, E. faecium and S. thermophilus)
have been found to be extremely useful miroorganisms in improving human health for
treatment of infections of microorganisms that cause serious morbidity and mortality in
humans such as S. aureus, P. aeruginosa, P. mirabilis and E. coli, which are important human
pathogens, or reduction of virulence of pathogenic microorganisms and host defense against
pathogenic microorganisms. We recommend the use of nutritional supplements containing
these probiotic microorganisms, both as adjuvants in the treatment of infections caused by
such microorganisms, and in strengthening host immunity.

Key words: Probiotic microorganism, influenza virus, bacteria, bioactive metabolite,
resistance.

Xl



1. GIRIS

Insan gastrointestinal sistemi (GIS) yalnizca sindirim islevini saglamamakta, aym
zamanda barsak epitelyal homeostazisine, dogustan gelen bagisikliga da katkida bulunarak
karmasik bir mikroorganizma ekosistemi tarafindan kolonize edilmektedir (Markowiak ve
Slizewska 2017). Barsak mikroflorast konagi enfeksiyonlara karsi korudugu ve viicudun
homeostazisini saglamasi1 bakimindan olduk¢a dnemlidir (Parolin ve ark. 2015). Son yillarda
barsak mikroflorasinin degerinin kavranmasi, saglikli yasamayi tesvik ve siirdiirmek igin

probiyotik kullaniminin 6nemini arttirmaktadir (Upadhyay ve Moudgal 2012).

Probiyotiklerin kullanimi, diizenli bir diyetin pargasi olarak yogurt, peynir ve fermente
gidalar seklinde alimi ile binlerce yi1l Oncesine dayanmaktadir. Bununla birlikte,
probiyotiklerin saglik agisindan yarar1 ilk olarak Rus Nobel o6diillii Elie Metchnikoff
tarafindan kesfedilmistir. Canli mikroorganizmalarin enfeksiyonlarin tedavisi ve dnlenmesinde
kullanilmasinin bilimsel temelini olusturarak barsak sagliginin ve yasam siiresinin uzamasinin
laktik asit bakterileri (LAB) igeren eksi siit tiiketimi ile miimkiin olabilecegini ileri stirmiistiir
(Anukam ve Reid 2007).

Giliniimiizde sik kullanilan probiyotik bakteriler arasinda; Lactobacillus, Lactococcus,
Pediococcus, Bifidobakteriler ile patojen olmayan Enterokoklar, Streptokoklar, Bacillus ve
Saccharomyces boulardii gibi mayalar bulunmaktadir (Abatenh ve Gizaw 2018). GIS’ e
kolonize olan bu mikroorganizmalar, antimikrobiyal madde tretimi, barsak patojenlerinin
neden oldugu enfeksiyonlar1 6nlenmesi, normal bir immiinolojik yanitin modiile edilmesi ve
konagin metabolik aktivitelerini diizenleme gibi ¢ok sayida 6nemli islevlere sahiptir (Maria ve
ark. 2013, Markowiak ve Slizewska 2017). Etkileri doz ve uygulama yoluna bagli olarak
degismektedir. Probiyotikler ile yapilan mikrobiyolojik miidahalelerin belirli hedefleri,
viicuttaki mikrobiyal topluluk yapisini, kompozisyonunu ve islevini dengelemek veya

iyilestirmek, yeniden olusturmak olabilmektedir (Anandharaj ve Sivasankari 2014).



Probiyotik mikroorganizmalarin 6nemli biyoaktif metabolik iiriinler salgiladigi da
bilinmektedir. Defensinler gibi antimikrobiyal peptitlerin ekspresyonunu indiikleyerek
mukozal bariyer fonksiyonunu arttirabilmektedirler (Wehkamp ve ark. 2004). Patojenlerin
tiremesini, bakteriyosinler ve reuterin gibi baska bir antimikrobiyal peptitler sinifi salgilayarak

inhibe etmektedirler (De Vuyst ve ark. 2007, Spinler ve ark. 2008).

Giliniimilizde hastaliklarin ve metabolik bozukluklarin tedavisinde veya onlenmesinde
insan saglhigin iyilestirici, konak immun sistemini giiglendirici uygulamalar olarak biiyiik bir
potansiyele sahip probiyotik mikroorganizmalar arasinda Laktobasiller bulunmaktadir.
Lactobacillus tiirleri en Onemli probiyotiklerdir ve bu mikroorganizmalart igeren siit
tirtinlerinin tiikketimi bu agidan son derece biiyiik 6nem tasimaktadir (Nakayama 2014). LAB’i,
barsak mikrobiyotasinin bozulmasi ile iliskili hastaliklarda profilaktik veya terapotik olarak
kullanim potansiyeline sahiptirler (Divyashri ve ark. 2015). Bu etkiyi organik asit iiretimi
yoluyla asidik bir ortam olusturarak patojenlerin iiremesini inhibe ederek gostermektedirler
(Enrica ve Simona 2016). Ozellikle, Lactobacillus tiirlerinin influenza dahil ¢esitli bulasici

hastaliklara kars1 etkileri aktif olarak arastirilmistir (Youn ve ark. 2012).

LAB’ i igerisinde 200" den fazla Lactobacillus tiirii bulunmaktadir (Aryana ve Olson
2017). L. casei, L. paracasei, L. rhamnosus ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
gibi Lactobacillus igerisinde en yaygin arastirilan ve uygulanan probiyotik tiirleridir
(Divyashri ve ark. 2015). Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus, Gram pozitif bir
bakteridir. Laktik asit iireten, yogurda lezzetini ve dokusal ozelliklerini veren bir yogurt
baslangi¢ kiiltiiriidiir (Curry ve ark. 2003) S. thermophilus ise laktoz igeren besi ortamlarinda
tiremeye ve laktik asit olusturmaya son derece uyarlanmis termofilik laktik asit bakterisidir.
Bu iki tiiriin siite yiiksek diizeyde adaptasyonlar1 ve diisiik pH degerlerine direngleri nedeniyle,
yogurt primer yasam alanlarini olusturmaktadir (Delley ve Germont 2002). L. casei ise, barsak
mikrobiyotasin1 diizenlemesi, konak immun sistemi giiclendirmesi gibi probiyotik 6zellikleri
yaninda antitiimoral etkinlik, antiproliferatif ve pro-apoptotik 0Ozeliklere sahip olmasi
bakimindan en 6énemli probiyotik mikroorganizmalar arasinda bulunmaktadir (Tiptiri-Kourpeti

ve ark. 2016).



Enterokok cinsi i¢inde yer alan E. faecium ve E. faecalis, insan barsaginda bulunan iki
baskin probiyotik mikroorganizma tiirii olarak bildirilmektedir (Bhardwaj ve ark. 2009).
Peynir gibi gida triinlerinde “starter” kiiltiirler olarak yaygin kullanilmaktadir (Gaggia ve ark.
2010). Probiyotik Enterococcus tiirleri g¢esitli gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilmektedir. E. faecium' un oral yoldan verilmesi barsak mikroflorasini etkilemekte ve

bagisiklik fonksiyonlarini modiile etmektedir (Sun ve ark. 2010, Chen ve ark. 2014).

Son yillarda probiyotik mikroorganizmalarin ozellikle infeksiydoz hastalik
etkinliklerine karsi arastirildigi caligmalara sik rastlanmaktadir. Cogu infeksiyon etkenine
kars1 kullanilan antibiyotik ve antivirallere kars1 gelisen direng ve sinirli etkinlik dogal {iriinler
lizerinde yeni aktif bilesen arayislarin1 da beraberinde getirmektedir. Insanlarda bakteriyel
infeksiyonlarda diren¢ oldukca 6nemlidir. Ozellikle ciddi nozokomiyel etkenler arasinda
gosterilen P. aeruginosa, S. aureus, P. mirabilis ve E. coli mevcut antimikrobiyellere karsi
kolayca direngli hale gelebilmektedir. Bu sebeple bu tip mikroorganizmalarla antibiyotiksiz
miicadele yollarinin aranmasi veya bulunmasi biiyilk Onem tasimaktadir. Yine asist ve
antiviral ilag mevcudiyetine ragmen influenza viruslarda da diisiik as1 basaris1 ve ilag etkinligi
sebebiyle influenza virus infeksiyonlar1 oldukca ciddi bir halk saglig1 problemi olmaya devam

etmektedir.

Gram pozitif mikroorganizmalar arasinda bulunan 6nemli patojen bakterilerden biri
olan S. aureus insanlarda énemli infeksiyon etkenlerindendir. Insan niifusunun yaklasik %30°u
bu patojen ile kolonizedir. Ozellikle insanlarin burun deliklerinin &n kismina kolonizasyon
yapmalariyla karekteristiktirler (Wertheim ve ark. 2005). Basit yiizeyel infeksiyonlardan apse,
pnomoni ve sepsis dahil olmak {izere hayati tehdit eden ciddi enfeksiyonlara da sebep
olabilmektedirler (Tong ve ark. 2015). Son yillarda bu mikroorganizmaya karsi artan ilag
direnci ve slime iiretimi gibi mikroorganizmanin sahip oldugu viriilans faktorleri sebebiyle bu
patojenin insanlarda meydana getirdigi enfeksiyonlar 6nemli bir halk saglig1 problemi haline
gelmistir (DSO 2014). S. aureus' un bir konaga adaptasyonu konagin fizyolojik durumu ve
bagisiklik sistemiyle, bakterilerin maruz kaldigi cevresel faktorlerle dogrudan iligkilidir

(Herron-Olson ve ark. 2007).



Bir diger 6nemli insan patojeni Gram negatif basil olan P. mirabilis’ tir. Swarming
tarz1 hareketi, yliksek diizeyde iireaz enzimi {iiretimi ile dikkat ¢eken oldukga viriilan bir
mikroorganizmadir (Adeolu ve ark. 2016). Toprak, su kaynaklar1 ve kanalizasyon dahil olmak
tizere ¢ok cesitli ortamlarda bulunabilir, bunun yaninda, insan ve hayvanlarin GIS {iyesidir.
Yara, goz, GIS ve idrar yollar1 dahil olmak {izere, ¢ogunlukla kateter iligkili idrar yolu
enfeksiyonlarina (mesane ve bobrek tasi (lirolitiyazis)) yol agmaktadir (Armbruster ve Mobley
2012). Bu mikroorganizma komplike tiriner sistem enfeksiyonlar1 bakteriyemi ve sepsisin de

onemli etkenidir (Kim ve ark. 2003).

Non-fermentatif bir mikroorganizma olan P. aeruginosa en énemli hastane infeksiyon
etkenlerinden biri olup, son yillarda hastanelerden izole edilen kokenlerde yiiksek ila¢ direnci
bulunmaktadir. Insanlarda akut ve kronik enfeksiyonlara yol agmaktadir (Jacome ve ark.
2012). Mikrorganizmanin biyofilm basta olmak iizere konagin durumunu agirlagtiran g¢esitli
viriilans faktorleri bulunmaktadir. Viriilan suslarla olusan enfeksiyonlar ciddi morbidite ve
mortalite sebebidirler. Kronik ve kalic1 bir enfeksiyon kaynagi olan biyofilm ile, bagisiklik

sistemine ve antibiyotiklere karsi giiclii bir direng gostermektedirler (Wei ve Ma 2013).

Insan ve hayvan GIS iiyesi olan E. coli ise Enterobacteriaceae ailesinin iiyesi olan
Gram negatif bir bakteridir. E. coli viicutta 6zellikle alt barsakta kolonize olabilmekte ve fekal
oral yoldan bulasabilmektedir. Bakterinin patojen suslari idrar yolu enfeksiyonlarinin en
onemli sebebidir. Hem kadinlarda hem erkeklerde basta {iriner enfeksiyonlar olmak iizere yara
enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlari, osteomiyelit, menenjit gibi ¢esitli enfeksiyonlara
yol agmaktadir. En 6nemli nozokomiyal hastane infeksiyonlari1 arasinda gosterilen E.coli’ de

artan ilag direnci ciddi bir kiiresel sorundur (Croxen ve Finlay 2010).

Influenza viruslar ise orthomyxoviridae ailesinde yer alan endemi veya pandemilere
kadar degisen genis yelpazade solunum yolu enfeksiyon etkenleridir. influenza viruslar ciddi
morbidite ve mortalite sebebi viral patojenler arasinda yer almaktadir. Diinyada en 6nemli
Olim sebepleri arasinda gosterilen infulenza viruslari iilkemizde de her yil binlerce insanin

6liimiine sebep olmaktadir (Eyer ve Hruska 2013, Vemula ve ark. 2013).



Biz bu c¢aligmada 6nemli probiyotik mikroorganizmalardan L. bulgaricus, L. casel, E.
faecium ve S. thermophilus’ un biyoaktif metabolik {irlinlerinin insanlarda ciddi morbidite ve
mortalite etkenleri arasinda yer alan S. aureus, P.aeruginosa, P. mirabilis ve E. coli’ ye kars1
antimikrobiyal etkinlikleri ile bazi bakteriyel viriilans faktorleri (slime iiretim ve motilite)
tizerindeki etkinliklerinin  aragtirnlmasin1  amagladik. Calismada ayrica probiyotik
mikroorganizmalarin biyoaktif metabolitlerinin influenza A (HIN1)’ ya karsi antiviral

etkinliginin varliginin arastirilmasi da amaglanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Probiyotik Mikroorganizmalarin Tanimi ve Tarihcesi

Probiyotikler, insanlar ve hayvanlar i¢in faydali etkilesimlerle iligkili
mikroorganizmalarin isimlendirilmesinde kullanilan Yunancada “pro bios” kelimelerinden
koken alan “yasam i¢in” anlamina gelmektedir (Bagchi 2014). Probiyotiklerin tarihi, insanlik
tarihi ile baslamistir. Yunanlilar ve Romalilar peynir ve fermente siit tirtinleri gibi besinlerin
kullanimim1 6zellikle c¢ocuklar ve iyilesmekte olan hastalar icin tavsiye etmislerdir.
Probiyotikler yeterli miktarlarda alindiginda konak saghgma yarar saglayan, barsak
mikrobiyal dengesine katkida bulunan ve ayrica besinsel iistiinliiklere sahip zararsiz, canl

normal flora/mikroorganizmalari ifade etmektedir (Carlos ve ark. 2010).

Probiyotik terimi ilk olarak Lilly ve Stillwell (1965) tarafindan “bir digerinin
biiylimesini tesvik eden bir mikroorganizma tarafindan salgilanan maddeleri” tanimlamak icin
kullanilmistir. Bu tanim Parker tarafindan (1974) 'barsak mikrobiyal dengesine katkida
bulunan mikroorganizmalar ve maddeler' oldugunu 6ne siirerek gelistirilmistir. Charteris ve
ark. (1997) “alindiginda belirli bir patolojik durumun Snlenmesinde ve tedavisinde pozitif bir
etkiye sahip olabilecek mikroorganizmalar” olarak tanimlamiglardir. Salminen ve ark. (1998)
“sagliga yararli canli bakteri igeren yiyecekler” olarak tanimlarken, Marteau ve ark. (2001)
“saglik ve refah tlizerinde yararli bir etkiye sahip olan mikrobiyal hiicre preparatlar1 veya
mikrobiyal hiicrelerin bilesenleri” olarak tanimlamislardir. Baz1 modern tanimlar, daha kesin
olarak probiyotiklerin 6nleyici veya terapdtik etkilerinden bahsetmektedir. Son olarak, bazi
gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde probiyotiklerin etkili oldugu tespit edildiginden
probiyotiklerin terapdtik ajan olarak kabul edilebilecegi bildirilmistir. Yillar boyunca
“probiyotik” teriminin birtakim tamimlar1 kullanilmis ancak Diinya Saglk Orgiitii (DSO)
(2002) probiyotikleri “yeterli miktarda uygulandiginda konak sagligina yarar saglayan canli

mikroorganizmalar” seklinde tanimlamaktadir.



2.2.Probiyotik Mikroorganizmalar ve Ozellikleri

Probiyotikler, yeterli titrede alindiginda konagin mikrobiyotasini degistiren ve konakta
faydali etkileri sergileyen canli mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir (Shida ve Nanno
2008). Probiyotiklerin barsak saghigini diizeltmek amaciyla uzun yillardan beri kullanimi
onerilmektedir. Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ile DSO probiyotik suslar1 “gidalarin bir pargasi
olarak yeterli miktarda tliketildiginde, konaga saglik acisindan faydasi olan canli
mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadir. Probiyotik mikroorganizmalar non-patojenik ve

giivenli mikroorganizmalar olarak kabul edilmektedir (Servin ve Coconnier 2003).

Probiyotik mikroorganizmalar ¢ok sayida dogal substrattan izole edilebilmekte ve
karakterize edilebilmektedir. Son yillarda gii¢lii/etkili sus kaynaklar1 artmakta ve hala artmaya
devam etmektedir (Adel ve Sari 2017). Probiyotik mikroorganizmalar genellikle aktif canli
kiiltiirler igeren preparatlar olarak tiiketilmekte ve dogal yasamdan izole edilmis Lactobacillus,
Lactococcus veya Bifidobakteriler gibi bakterileri i¢ermektedirler ancak Enterobacter,
Streptococcus, Bacillus, Pediococcus, Leuconostoc ve bazi maya suslart da son zamanlarda
yapilan ¢alismalarda bu grup i¢inde siniflandirilan Onemli mikroorganizmalardandir

(Bongaerts ve Severijnen 2016).

Probiyotik mikroorganizmalar arasinda Laktik asit bakterileri (LAB), biiyiik bir
probiyotik bakteri grubu olarak kabul edilmektedir. LAB genellikle sitokromlardan yoksun ve
anaerobik kosullar tercih eden Gram-pozitif mikroorganizmalardir. Ancak ana iirlin olarak
laktik asit iireten aerotolerant, miiskiilpesent, aside direngli ve fermantif mikroorganizmalardir.
LAB iiyeleri genellikle karbonhidrat metabolizmalar1 temelinde iki gruba ayrilir. Lactococcus,
Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus ve bazi Laktobasillerden olusan homofermentatif
grup, karbon kaynagini esas olarak laktik aside doniistiirmek i¢in Embden-Meyerhof-Parnas
(glikolitik)  yolunu kullanmaktadirlar. Homofermentatiflerin aksine, heterofermentatif
bakteriler glikozdan fosfoketolaz yolundan esmolar miktarlarda laktat, CO2, etanol veya asetat
tiretmektedirler. Bu grubun iyeleri arasinda Leuconostoc, Weissella ve bazi Lactobacilli

cinsleri sayilailir (Vasiljevic ve Shah 2008).



Probiyotikler farkli ¢alisma sonuglarina gore, etkileyici potansiyel 6zelliklere sahiptir.
Probiyotik olarak bir tiiriin kullanilmasi ve se¢ilmesinde dikkate alinmasi gereken Kriterler
giivenlik, islevsel ve teknolojik dzellikleridir (Abatenh ve ark. 2018). DSO, FAO ve Avrupa
Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA)' nin Onerisine gore, se¢im siirecinde probiyotik tiirler
giivenlik, islevsellik ve ayn1 zamanda teknolojik faydalar ile ilgili kriterlerini karsilamalidir
(Markowiak and Slizewska 2017).

Bir susun giivenligi, kokeni, patojen kiiltiirlerle iligkiSinin olmamasi ve antibiyotik
direng profili ile tamimlanmaktadir. Islevsel yonlerini, GIS® de canli kalmalar1 ve
immiinomodiilatér etkileri tanimlamaktadir. Uretim teknolojisi ile ilgili gereklilikleri;
depolama ve dagitim siireglerinde 6zelliklerini siirdiirebilmeleri ve koruyabilmeleridir (Lee
2009). Bu ozelliklerine ek olarak, insan kaynakli olmali, patojen ve toksik olmamali, anti-
kanserojen ve anti-mutajenik aktiviteye sahip olmali, hastaliklara kars1 direnci artirarak konak
lizerinde yararli bir etki olusturabilmeli, diisik pH ve organik asitlere direng gibi barsak
kosullarinda canli kalabilmeli, barsak motilitesini arttirabilmeli, barsak mikroflorasini onarma
ve yenileme giicline ve patojen olmama durumunun dengelenmesi ile patojen bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivite gosterebilmeli, patojen adezyonu ve kolonizasyonunun onlenmesinin
yani sira patojenlerin rekabet¢i dislanmasi, basarili immiin modiilasyonu i¢in mukozal ve
epitel yiizeylere adezyon gibi 6nemli 6zelliklere sahip olmalidir (Manoj ve ark. 2012, Maria ve
ark. 2013, Anandharaj ve Sivasankari 2014, Divya 2016, Monica ve ark. 2016, Mohammad
Kazemve ark. 2017).

LAB suslari, barsak fonksiyonlarmin ve barsak epitel bariyerinin giliclendirilmesi,
alerjilerin azaltilmasi, patojenlere kars1 antagonizm, B vitaminleri (6zellikle folik asit) tiretimi,
bagisik yanit stimiilasyonu ve laktoz intoleransi semptomlarinin azalmasi gibi insan sagligina
yarar saglayabilen probiyotik Ozellikler sunmaktadirlar (Patel ve Lin 2010, Enujiugha ve
Badejo 2017). Ozellikle Lactobacillus cinsinin tiirleri yararli mikrobiyota &rnekleri olarak,
antimikrobiyal, antioksidan, bagisiklik modiile edici ve opioid/opioid antagonist peptitleri
tirettigi de gosterilmistir (LeBlanc ve LeBlanc 2014, Enrica ve Simona 2016). Etkileri susa

0zgli metabolik oOzelliklere, sunulan molekiillere ve salgilanan bilesenlere baglidir. Bu



ozelliklerin belirli bir probiyotik susunda kombinasyonu, spesifik probiyotik etkisini ve bunun
sonucunda, belirli bir hastaligin Onlenmesi ve/veya tedavisi i¢in etkili uygulamasini

belirlemektedir (Walsh ve ark. 2014).

2.2.1. Lactobacillus Cinsi Probiyotik Mikroorganizmalar

Lactobacillus, en yaygin probiyotik tiirdiir (Tandee 2013). Genel olarak; Gram pozitif,
sporsuz, anaerobik, glukozu fermente eden, dogada yaygin olarak bulunan insanlarda agiz
boslugunun ve sindirim kanalinin &nemli yerlesenleri arasinda bulunan gastrointestinal
mikrofloranin 6nemli bir pargasini olusturan mikroorganizmalardir (Hammes ve VVogel 1995,
Divyashri ve ark. 2015). Ayrica meyve ve sebzelerden gesitli dogal fermente lirlinlere kadar
gida iirlinlerinde bulunmaktadirlar (Owusu-Kwarteng ve ark. 2015). Fermente {irtinlerdeki
uzun kullanim gegmisi, Gida ve ilag¢ Kurumu (FDA) tarafindan GRAS (genel olarak giivenilir)
olarak taninmasimi ve EFSA (2016) tarafindan toplanan QPS (nitelikli giivenlik varsayim)

listesinde yer almasini saglamistir.

Laktoz fermantasyonu yapan Lactobacillus tiirleri gibi bakteriyel probiyotikler
fermentatiftirler. Glikoz, homofermentatif olayla laktik aside veya heterofermentatif olayla
esdeger miktarda laktik asit, CO2 ve etanole (ve/veya asetik asit) fermente edilmektedir. Bu
nedenle, bazi patojen organizmalarin yerlesmesi ve c¢ogalmasi i¢in ortam elverigsiz hale

gelmektedir (Macfarlane ve Cummings 2002).

L. bulgaricus, barsagin biyolojik bariyerini olusturmak igin barsak mukozasina sikica
baglanan ve barsak mikrofloras1 dengesini korumaya yardimci olan gastrointestinal sistemdeki
baskin probiyotik suslardan biridir (Conway ve ark. 1987). L. bulgaricus, ¢esitli saglik
yararlar1 ve endiistriyel uygulamalardaki rolii nedeniyle en 6nemli LAB' den biri olarak kabul
edilmektedir (Gouesbet ve ark. 2002). Metchnikoff' un {inlii eserinde bahsettigi bu bakteriler,
daha sonra Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus olarak bilinen ‘Bulgar Basillus’® dur
(Michaylova ve ark. 2007).


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/lactobacillus
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218303102#bib9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218303102#bib9
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030218303102#bib16

L. bulgaricus siit tirtinleri, bitkiler ve insan barsagi gibi cesitli ekolojik nislerde siklikla
bulunan patojenik olmayan, laktik asit iireten, Gram pozitif ¢cubuk seklinde bir bakteridir.
(Karami ve ark. 2017, Dawlal ve ark. 2019). Ozellikle yogurt ve bazi peynirler olmak iizere
fermente tirlinlerin, tiretiminde yillardir yaygin olarak kullanilmaktadir. Yogurt fermantasyonu
sirasinda L. bulgaricus ve S. thermophilus arasinda metabolit degisimiyle simbiyotik bir iligki
meydana gelmektedir (Sieuwerts ve ark. 2010). L. bulgaricus, S. thermophilus tarafindan
iretilen piriivik asit, formik asit, folik asit ve wuzun zincirli yag asitlerini kolayca
kullanabilirken, L. bulgaricus tarafindan tiretilen peptitler, serbest amino asitler ve putresin S.
thermophilus' un biiylimesini uyarmaktadir (Sieuwerts ve ark. 2008, Kaneko ve ark. 2014).
Cesitli calismalar, yogurt bakterilerinin az miktarda tliketimini kolorektal kanser, soguk

algiligi ve inflamatuar barsak hastalig: riskiyle iliskilendirmistir (Makino ve ark. 2010).

L. casei ise yaygin olarak kullanilan bir probiyotik tiirdiir (Tandee 2013). L.casei ilk
olarak 1971' de yeni bir tiir olarak onerilmistir (Hansen ve Lessel, 1971). Ancak bu tiir ilk
olarak 1996' da arastirilmistir (Dicks ve ark. 1996). L. casei, Gram pozitif, patojenik olmayan
bir laktik asit bakterisi ve insan mikroflorasinin dogal tiyesidir (Tiptiri-Kourpeti ve ark. 2016).
Karbonhidratlarin fermantasyon {iriinii olarak laktik asit tretir ve fermente gidalarin
hazirlanmasinda asit iireten bir baslangig¢ kiiltiirii olarak kullanilir (Kimoto-Nira ve ark. 2012)
L. casei, peynir, sarap, tursu gibi besinlerde, insan ve hayvanlarin iireme ve gastrointestinal

yollar1 gibi gesitli gevresel habitatlarda bulunmaktadir (Hill ve ark. 2018).

L. casei suslarinin barsaktaki mikrobiyotay1 degistirdigi ve konak immiin yanitini
etkiledigi gosterilmistir (Aktas 2015). Bir besin takviyesi olarak L. casei’ nin barsak
mikrobiyal dengesinde, artrit ve tip 1 diyabette iyilesmelere yol agtigi gosterilmistir (Sharma
ve Devi 2014, So ve ark. 2008, Teanpaisan ve ark. 2009). Ayrica 16semi ve karaciger
kanserinde, biiylime inhibisyonu ile anti-kanser etkilerinin oldugu gosterilmistir. (Katayama
1990, Han ve ark. 2013). Buna ek olarak, tiiketildiginde konaga yarar saglayabilen bir¢ok
biyoaktif metabolit iirettikleri bulunmustur (Dietrich ve ark. 2014).
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2.2.2. Diger Probiyotik Mikroorganizmalar

Probiyotik terimi, Lactobacillus ve Bifidobacterium gibi LAB ile daha fazla ilgili olsa
da arastirilmamis diger mikroorganizmalar da mevcuttur (Barbosa ve ark 2005). Yeni iiyeleri
tanimlamak i¢in probiyotik potansiyeli olan diger mikroorganizmalar probiyotik tiir olabilmesi

acisindan degerlendirilmektedir (Hanchi ve ark. 2018).

LAB arasinda S. thermophilus, siit endiistrisinde biiyiik ekonomik éneme sahip olan
geleneksel bir siit baslangig bakterisidir (Hu ve ark. 2018, Alexandraki ve ark. 2019).
Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus ile birlikte yogurt, kefir, peynir gibi (6rnegin
mozzarella, slizme peynir ve kasar) fermente siit iirlinlerinin {iretiminde yaygin olarak
kullanilan bir mikroorganizmadir. (Wu ve ark. 2014, Chandan ve ark. 2017, Li ve ark. 2018).
Esas olarak komensal ve patojenik tiirlerden olusan Streptococcus cinsinde FDA (2007)’ ya
gore GRAS statiisii ve EFSA (2007)' ya gore. QPS statiisii verilen tek tiirdiir. S. thermophilus,
Streptococcaceae familyasina ve Lactobacillales takimima ait, Gram pozitif, patojenik

olmayan, homofermentatif fakiiltatif bir anaerob bir bakteridir (Vitetta ve ark. 2019).

S. thermophilus, laktik asit tireterek siitiin pH' inin hizla azaltilmasinda énemli bir rol
oynamakta ve fermente gidalara lezzet vermektedir. Bazi1 S. thermophilus suslarinin fermente
stit tirtinlerinin dokusunu ve viskozitesini artirabilecek ekzopolisakkaritler (EPS) iirettigi de

bilinmektedir. (Zisu ve ark. 2003).

Siit fermantasyonundaki temel 6zelligi, hizli asitlenme ve diger mikroorganizmalarin
inhibisyonuna neden olan laktik asit iretimidir. S. termophilus tarafindan iiretilen asetaldehit
ve ekzopolisakkaritler gibi ikincil metabolitler. son iirlinlin lezzetini ve dokusunu gii¢lii bir
sekilde etkilediginden dolayr da Onemlidir. Ayrica, probiyotik olarak tanimlanan S.
thermophilus suslari, insanlar tarafindan tiiketildiginde c¢esitli saglhk yararlarina katkida
bulunmaktadir (Wasilewska ve ark. 2018, Evivie ve ark. 2019).
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Enterokoklar LAB' lerinin bir iiyesidir, Agiz, cilt ve GIS dahil olmak iizere insanla
iligkili mikrobiyotanin bir pargasini olusturmaktadirlar (Laukova ve ark. 2017). Gram pozitif,
spor olusturmayan, katalaz negatif, oksidaz negatif koklardir ve tek, ¢ift veya zincirler halinde

bulunmaktadirlar (Fisher ve Phillips 2009).

Patojen potansiyellerine ragmen kommensal Enterokoklar, insanlarda probiyotik olarak
onlarca yildir glivenle kullanildiklar1 kanitlandig1 gibi, genellikle diisiik seviyelerde viriilans
etki gostermektediler (Arias ve Murray 2012). Ancak molekiiler biyolojideki son gelismeler
ise, Enterokok gida suslarmin giivenli oldugunu, viriilans ve antimikrobiyal direng genleri

tasityan nozokomiyal suslardan ayirt edilebildigini gostermistir (Montealegre ve ark. 2016).

Enterococcus cinsi fermente gidalarda en yaygin tiir olan E. faecium ve Enterococcus
faecalis ile 20" den fazla tiir igermektedir (Lebreton ve ark. 2014). Enterokok suslarinin,
ozellikle E. faecium' un probiyotik 6zelliklerini degerlendirmek i¢in bir¢ok ¢alisma yapilmistir
(Hanchi ve ark. 2018).

E. faecium, Enterococcus tiirleri arasinda ticari probiyotiklerde en ¢ok kullanilan
Enterokok tiirtidiir (Maia ve ark. 2001). Enterokok probiyotikleri, irritabl barsak sendromu
semptomlarinin ve antibiyotik kaynakli ishalin hafifletilmesi ve farkli fonksiyonel ve kronik
barsak hastaliklarinin 6nlenmesi gibi bazi insan ve hayvan hastaliklarinin tedavisinde ve/veya
onlenmesinde kullanilabilmektedir (Bybee ve ark. 2011). Ayrica, baz1 Enterokoklar
antikanserojen, hipokolesterolemik ve bagisiklik diizenleyici etki gostermektedirler (Avram-
Hananel ve ark. 2010). Antimikrobiyal ve probiyotik rollerini destekleyen bir dizi patojene

kars1 aktiviteye sahip antimikrobiyal peptitler de tiretmektedirler (Ramiah ve ark. 2009).
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2.3.Probiyotik Mikroorganizmalarin Biyoaktif Metabolitleri (Postbiyotikler)

Canli mikroorganizmalarin yoklugunda bakteriyel {riinlerin, sinyal yollarinda ve
bariyer fonksiyonlarinda canli organizmalara benzer etkilere sahip olabilecegi son verilerde
gosterilmektedir. Bu bakteri iriinleri genellikle postbiyotikler olarak tanimlanmakta ve
konakta biyolojik aktiviteye sahip probiyotik mikroorganizmalar tarafindan cansiz bakteriyel
triinler ya da biyoaktif metabolik iirinler olarak tanimlanabilmektedir (Patel and Denning
2013).

Genellikle postbiyotikler; bakteriyosinler, organik asitler, etanol, diasetil, asetaldehitler
ve hidrojen peroksit gibi bakteriyel biyoaktif metabolik yan {irlinleri icermektedir. Belirli
sicaklikta canliligini kaybeden probiyotiklerin konakta biyolojik aktivite gosterebilen dnemli
bakteri yapilarini tutabildigi de bildirilmistir (Islam 2016). Bu biyoaktif metabolik iiriinler
patojen mikroorganizmalara karsi genis ¢apta inhibe edici 6zellige sahiptir ve bu nedenle
antibiyotiklere alternatif olarak kullanilabilmektedir. Postbiyotikler toksik ve patojen degildir,
cansiz bakteriyel tiriinler veya probiyotiklerin biyoaktif metabolik yan {iriinleri olarak memeli
enzimleri tarafindan hidrolize direnglidir (Ooi ve ark. 2015). Probiyotik metabolitler
probiyotik susuna bagli farkliliklarla ilk olarak barsak epitel hiicrelerinde ve sonrasinda
bagisiklik hiicrelerinde etkili olan anti-inflamatuar ve antioksidan aktiviteye sahiptir (De
Marco ve ark. 2018).

Bakteriyosinler, enterik patojenler dahil olmak iizere diger bakterilerin biiylimesini
inhibe edebilen 1s1ya dayanikli antibakteriyel peptitlerdir (Gareau ve ark. 2010, Do Carmo ve
ark. 2018). Az sayida bakteriyosin, dogal antibakteriyel ozellikleri ile birlikte anti-viral ve
anti-mantar ozellikleri de sergilemektedir. (Juturu ve Wu 2018). Hidrojen peroksit ise,
bakterisidal serbest radikallerin (siiperoksit ve hidroksil) iiretiminin Onciisii olabilir, bu da
DNA hasarina ve membran lipitlerinin membran gecirgenligini arttiran peroksidasyonuna yol
acmaktadir (Aminnezhad ve ark. 2015). Kisa zincirli yag asitleri, bir ¢ok bakteriyel enzimin
ifadesinde ve barsaktaki yabanci bilesimlerin ve kanserojenlerin metabolizmasinda zorunlu

olan kolon liimeninde uygun pH’ 1n siirdiiriilmesine yardimeidir (Kareem ve ark. 2014).
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2.4. Probiyotik Mikroorganizmalarin Etki Mekanizmasi

Son zamanlarda probiyotik kiiltiirlerin se¢imi, 6zellikleri, kullanim alanlar1 ve saglik
tizerindeki etkileri konusunda c¢ok ¢esitli ¢aligmalara rastlamak miimkiindiir. Caligmalarda
probiyotiklerin insanlar iizerinde ¢ok sayida onemli islevlerinin oldugu bildirilmistir. En
onemli islevinin, konagin normal fonksiyonu i¢in gerekli olan flora iiyeleri ile patojenler
arasinda dengeyi saglayarak konak mikrobiyotasinin gelisimi iizerindeki etkisi oldugu
bildirilmektedir. Probiyotik mikroorganizmalarin en Onemli islevleri arasinda konakta
antibiyotik tedavisinden sonra dogal mikrobiyotanin restorasyonu igin gerekli oldugudur.
Probiyotik mikroorganizmalarin bir diger onemli fonksiyonlarindan biri de kontamine gida
alimmma bagli ve ortamdan kaynaklanan patojenik barsak bakterilerine karst konagi
korumasidir. Probiyotik mikroorganizmalarin, 6nemli insan patojenleri arasinda sayilan
Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis, E.coli, gesitli Shigella
tirleri, Staphylococcus gibi patojenik bakterilerin tireme ve gelismeleri {izerinde inhibitor etki
gosterdikleri yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (Schachtsiek ve ark. 2004, JimmySaint-Cyr ve
ark. 2017, Carter ve ark. 2017, Chingwaru ve Vidmar 2017, Hussain ve ark. 2017).

Bazi ¢aligmalarda probiyotik mikroorganizmalarin konagin sindirim sistemi {izerinde
ve gida alerjilerinin tedavisinde etkili olup, fungal patojenlere karsi ve ayrica karyojenik
mikroorganizmalara karsi da koruyucu aktiviteye sahip olduklari bildirilmistir. Bunun
yaninda, probiyotik mikroorganizmlarin immiinolojik sistemin etkinligini, vitamin ve mineral
bilesiklerinin emilimini arttirdig1 ve organik asitler ve amino asitlerin olusumuna da katki
sagladiklar1 yapilan ¢aligmalar arasinda bulunmaktadir. Probiyotik mikroorganizmalarin konak
igin ¢esitli reaksiyonlarda rol alan esteraz, lipaz, ko-enzim A, NAD ve NADP gibi enzim
tretimini gerceklestirebildikleri de bildirilmistir. Bazi probiyotik mikroorganizmalarin
metabolik driinlerinin antimikrobiyel (asidofilin, bacitracin, laktacin), anti-kanserojen
etkilerinin oldugu da bildirilmistir (Pompei ve ark. 2007, Gu ve ark. 2015, Li ve Gu 2016).
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Yapilan calismalarda probiyotik mikroorganizmalarin asagidaki dort mekanizmay1

kullanarak aktivite gosterdikleri belirlenmistir.

(1) Antimikrobiyal maddelerin tiretimi yoluyla antagonizm,

(2) Epitelyuma adezyon i¢in patojenlerle rekabet,

(3) Konagin immiinomodiilasyonu,

(4) Bakteriyel toksin iiretiminin inhibisyonu (Isolauri ve ark. 2001, Vandenbergh ve
ark. 1993).

Probiyotik  mikroorganizmalarin  immiinolojik  stimiilasyonu; immiinoglobulin
liretiminin artmasi, makrofajlarin ve lenfositlerin aktivitesinin artmasi1 ve y-interferon
iiretiminin uyarilmasi ile kendini gostermektedir. Probiyotikler dogal ve kazanilmis immiinite
tizerinde konak reseptorlerini metabolik firiinler, hiicre duvart komponentleri ve DNA
yapilarini tantyarak gergeklestirmektedir. Yapilan ¢aligmalarda laktik asit bakterilerinin hiicre
duvarinin bilesenlerinin makrofajlarin aktivitesini tetikledigi bildirilmistir. Aktive olan
makrofajlar  serbest oksijen radikallerinin ve lizozomal enzimlerin iretimiyle
mikroorganizmalar1 hizla yok edebilmektedirler. Probiyotik bakteriler ayrica gastrointestinal
sistemin immiinokompetan hiicreleri tarafindan sitokin iiretimini uyarabilmektedir. Diger
yandan mayalarin immiinolojik aktivitesi, hiicre duvarlarinda glukanlarin varhig: ile iliskili
olup, bu bilesikler retikiiloendotelyal sistem cevabini uyarmaktadirlar (Marteau ve Shanahan
2003, Oelschlaeger 2010).

Probiyotik mikroorganizmalarin toksin aracili etkinlik gdsteren mikroorganizmalarin
toksin {retimini inaktive ederek veya toksin inaktivasyonuna madde salinimiyla etkili
olduklart bildirilmistir. Probiyoik mikroorganizmalarin bu etkileriyle konak detoksifikasyonu
yaptigi, adsorpsiyon ile bazi toksinleri hiicre duvarlarina baglayarak konakta toksinlerin
barsak emilimini azaltabildigi de gosterilmistir. Ayn1 zamanda mikotoksinlerin (aflatoksin
gibi) probiyotik mikroorganzimalar tarafindan metabolize edilebildikleri de bildirilmistir
(McCormick 2013, Nikbakht Nasrabadi ve ark. 2013).
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Bununla birlikte, tim probiyotik mikroorganizmalari detoksifiye edici 6zelliklere haiz
olmadig1 da bildirilmistir. Baz1 probiyotik mikroorganizmalarin diyarede etkinliginin konag1
toksinlerden koruma yetenekleri ile iliskili oldugu bildirilmistir. Ayrica, probiyotik
mikroorganizmalarin toksin {iretimine yol acan metabolik reaksiyonlar1 azaltmasiyla, ayni
zamanda dogal enzimler, vitaminler ve antimikrobiyal maddelerin {iretimine yol acan yollarin
uyarmast ile de iliskili olabilecegi bildirilmistir (Oelschlaeger 2010). Probiyotiklerin yararlt
etki gostermesi genellikle etki mekanizmalarina baghdir. Bu mekanizmalar, enfeksiyonlarin
profilaksisinde, tedavisinde ve konagin barsak mikrobiyotasinin dengesinin korunmasinda

onemlidir (Lebeer ve ark. 2008).

2.5.Probiyotiklerin Konak Saghg Uzerindeki Etkileri

2.5.1. Patojenlerle rekabet

Probiyotik mikroorganizmalar besin maddeleri i¢in bulunduklar1 alanda patojen
mikroorganizmalar ile bir rekabet igerisindedirler. Bu  Ozellikleriyle patojen
mikroorganizmalarin epitelyal ve mukozal ylizeylere adezyonuna engel olarak etkinlik
gostermektedirler.  Patojenlerin  epitelyal invazyonunun inhibisyonu, antimikrobiyal
maddelerin iiretimi ve/veya mukozal bagisikligin uyarilmasi dahil olmak iizere probiyotik
mikroorganizmalarin  konakta saglik agisindan Onemli mekanizmalar1 aktive ettigi

bilinmektedir (Servin ve Coconnier 2003).

Probiyotik suslarin, hareket mekanizmalarindan biri olarak co-agregasyon kabiliyeti,
patojen bakterilerin kolonilesmesini 6nleyen koruyucu bir bariyer olugsmasini saglabilmektedir
(Schachtsiek 2004). Probiyotik bakteriler, epitel hiicrelerine yapisabilmekte patojenleri bloke
edebilmektedir boylece konagin patojen mikroorganizmalara karsi korunmasinda ve konak

immunitesinin gliglendirilmesine katki saglamaktadirlar (Scott ve ark. 2015).
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Probiyotiklerin anti-patojenik aktivite uyguladigi bir diger mekanizma, hem uygun
besin maddeleri ve biiyliime i¢in hem de patojen baglama ve reseptor alanlari igin rekabet
etmektir (Figueroa-Gonzalez ve ark. 2011). Anti-patojenik aktvite, klasik antibiyotiklerin
aksine barsak mikrobiyotasinin karmasik popiilasyon bilesimindeki bozulmayr veya
degisikligi engelledigi igin probiyotiklerin en yararli etkilerinden biri olarak kabul
edilmektedir. Probiyotikler asetik, propiyonik, biitirik ve laktik asit gibi kisa zincirli yag
asitleri (SCFASs), bakteriyosinler, etanol, organik asitler, diasetil, asetaldehitler, hidrojen
peroksit (H202) ve peptitler gibi ¢ok c¢esitli anti-patojenik iiretmesiyle patojenleri inhibe
etmektedir (Tejero-Sarinena ve ark. 2013, Islam 2016). LAB’ ine ait ¢oklu probiyotik suslar
tarafindan heterofermentatif yollardan organik asitlerin iiretimi esas olarak Gram negatif

patojenlere kars1 antimikrobiyal aktiviteden sorumludur (Lukic ve ark. 2018).

2.5.2. pH’ y1 Diisiirme Kapasitesi

Probiyotik bakteriler, 6zellikle Lactobacilli suslari, lokal pH' 1 diisiiren asetik, laktik ve
propiyonik asit iiretmekte ve ¢ok gesitli Gram negatif patojenik bakterilerin iiremesi inhibe
etmektedir. Bununla birlikte, diger Lactobacilli suslarinin antibakteriyel etkileri, laktik asit ve
diger bilinmeyen Lactobacillus tiirevi bakterisidal maddelerin pH' a bagli mekanizma ile
kombinasyonunun bir sonucu olabilmektedir (\Vanderpool ve ark. 2008).

Laktobasilin antimikrobiyal etkisi 6ncelikle, laktik asit, asetik asit, propiyonik asit ve
bazen hidrojen peroksit, bakteriyosinler ve antimikrobiyal peptitlerin (AMP' ler) degisken bir
etki araligina sahip organik asitlerin iiretimiyle baglantilidir (Cortes Zavaleta ve ark. 2014,
Gemechu 2015). Bu asitler hiicre zar ile etkilesime girebilmekte ve hiicre i¢i asitlesmeye ve
protein denatiirasyonuna neden olabilmektedir. Laktik asidin antibakteriyel etkisi bakteriyel
sitoplazmik zarda indiiklenen fizyolojik ve morfolojik degisikliklerden kaynaklanmakta, bu da

sitoplazmik igeriklerin sizmasina neden olmaktadir (Wang ve ark. 2015).
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2.5.3. Bakteriyosin Uretimi

LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinler li¢c ana grupta incelenbilir; lantibiyotikler en
fazla belgelenmis ve endiistriyel olarak faydalanilan iirindiir. Gruplar, lantibiyotikler (Sinif I),
non-lantibiyotikler, diisiik 1s1ya dayanikli peptitler (Smif II) ve yiiksek 1s1ya duyarli proteindir
(Sinif III) (O’Sullivan 2002).

Calismalar, bu probiyotik sentezi antibakteriyel maddelerin, patojenlerin liremesini
inhibe etmek igin etkilerini tek basina veya sinerjik olarak sergilediklerini géstermektedir.
Lactococcus lactis gibi Gram pozitif bakteriler tarafindan tiretilen iki bilesenli lantibiyotikler
kiigiik antimikrobiyal peptitlerdir. Bu peptitlerin, bakteri hiicre duvarinin lipit II bilesenini
hedefleyerek patojenleri inhibe etmek i¢cin nanomolar konsantrasyonlarda aktif olduklar1 tespit
edilmistir. Lantibiyotikler ribozomal olarak sentezlendiklerinden ve bdlgeye yonelik
mutajenez igin uygun oldugundan, ileri antibakteriyel fonksiyonlara sahip yeni peptitlerin
iiretimi icin biyolojik sablonlar olarak hizmet etme potansiyeline sahiptirler. Lantiyonin
icermeyen diger bakteriyosinler, Lactobacilli tarafindan iiretilen kiigclik antimikrobiyal

peptitlerdir (Vanderpool ve ark. 2008).

LAB’ den tiiretilen bakteriyosinlerin mitoz sirasinda bakteriyel zar biitiinliiglinii ve
septum olusumunu hedefledigi de bilinmektedir (Cavera ve ark. 2015). Gram pozitif ve Gram
negatif patojen bakterilerinin inhibisyonu da dahil olmak iizere Laktobasilin yararli etkileri
bir¢cok arastirmaci tarafindan rapor edilmistir (Song ve ark. 2014, Zhu ve ark. 2014). P.
aeruginosa, S. aureus ve Salmonella tiirlerinin neden oldugu enfeksiyonlarin kontroliinde
Laktobasilin  terap6tik rolii  bildirilmistir (Aminnezhad ve ark. 2015). Enterokok
bakteriyosinleri, Gram negatif ve Gram pozitif gida kaynakli patojenler dahil olmak iizere
genis spektrumlu antimikrobiyal aktiviteleri ile taninmaktadirlar (Laukova ve ark. 2017).
Ayrica, bazi bakteriyosinler antifungal ve/veya antiviral aktiviteye sahiptir ve bazi durumlarda
endosporlar1 inhibe edebilmektedirler. Bu 6zellikler bakteriyosinojenik Enterococcus
suslarmin gida, insan ve hayvan sagligi uygulamalari i¢in 6nemli tiir olarak gosterilmesinin

nedenini olusturmaktadir (Grande Burgos ve ark. 2014).
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2.5.4. Hidrojen Peroksit Uretimi

Hidrojen peroksit (H202) tiretimi, LAB'in inhibe edici aktivitesini agiklamak igin
yaygin olarak kabul goren bir hipotezdir (Charlier ve ark. 2009). Bir ¢alismada hidrojen
peroksit iiretme kabiliyeti nedeniyle segilen bir Lactobacillus lactis susunu incelenmis, L.
casel Shirota veya L. acidophilus YIT 0070, E. coli 0157: H7' nin {iremesini inhibe ettigi

tespit edilmistir (Servin ve Coconnier 2003).

LAB tarafindan iiretilen hidrojen peroksitin patojen mikroorganizmalara kars1 giiglii bir
antogonizm olusturdugu bildirilmistir. Ayrica S. aureus inhibisyonundaki potansiyel roli de
gosterilmistir. (Vasiljevic ve Shah 2008).

2.5.5. Adezyon Bolgesinde Patojenlerle Rekabet

Probiyotik mikroorganizmalarin 6nemli faydali etkilerinden bir kismi, rekabetci
diglama adi verilen bir fenomen ile Salmonella gibi patojenik bakterilerin adezyonunu
engellemeye dayanmaktadir. Probiyotik bakteriler patojen-reseptor veya toksin-reseptor
etkilesimlerine miidahale ederek bu etkilesimi bozmaktadirlar. Gastrointestinal sistemdeki
probiyotikler hem patojenlerin hem de toksinlerinin barsak epiteline yapismasini azaltmaktadir
(Vanderpool 2008).

2.5.6. Bagisikhigin Uyarilmasi
Barsak mukoza zar1 potansiyel olarak zararli antijenlerin ve mikroorganizmalarin

dislanmas1 ve ortadan kaldirilmasinda énemli bir rol oynamakta ve ayni zamanda besinlerin

secici emilimini saglamaktadir (Herich ve Levkut 2002).
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Probiyotiklerin bir bagisiklik tepkisini uyarabileceginin kesfi, gozlemlenen probiyotik
etkilerin bazilar1 i¢in bilimsel bir temel saglamaktadir. L. casei uygulamasinin P. aeruginosa’
ya karst dolasan antikorlarin iiretiminde bir artisa neden oldugu gosterilmistir. Onceki
calismalar bazi Laktobasillerin immiino-gii¢lendirici olarak kullanilabilecegini gostermistir

(Perdigon ve ark. 2001).

Patojenleri dogrudan etkileyen antipatojenik biyoaktif bilesikler {iretmenin yani sira,
probiyotikler ayrica ince barsak ve barsak epitel hiicrelerinin kriptolarinda Paneth hiicrelerini
de iceren birkag hiicre tipinde iiretilen katyonik anti-mikrobiyal peptitler olan defesinlerin
tiretimiyle ilgili yolu uyarmak veya aktiflestirmek gibi konak antipatojenik savunma yollarini
uyarmaktadir (Figueroa-Gonzalez ve ark. 2011). Probiyotik bakterilerin epitel hiicreleri veya
M hiicreleri veya Dendritik hiicreler ile etkilesimi, bakterilerin veya bilesenlerinin
internalizasyona neden olur. Bu etkilesim, IL-6" nin epitel hiicreler tarafindan salinmasini ve
TNF-a ve IFN-y’ yi tiretmek i¢in makrofajlart ve dentrik hiicreleri uyarir. Mast hiicreleri ve
ayn1 zamanda IL-6 ve TGF-f ile birlikte B lenfositlerin yiizeyinde IgM’ den IgA’ ya T-
independent degisimini indiikleyen sitokin IL-4’ i {iretmek i¢in uyarilir, boylece IgA iiretimini
arttirirlar. IL-6, IgA ve B lenfositlerinin klonal genislemesini desteklemektedir. IgE’ nin
azalmis sekresyonu ve IgM, IgG gibi antikorlarin tiretiminde de iliskili bir artis vardir. Thl
hiicreleri, fagositozu ve mikrobiyal patojenlerin yikimini, viruslar1 ve tiimorleri 6ldiirmek i¢in
makrofajlart, dogal oldiiriicii hiicreleri ve sitotoksik T-lenfositleri uyaran IFN-y, TNF-o ve IL-
2 gibi pro-inflamatuar sitokinler tiretir (Galdeano ve ark. 2007). Bu etki bulasici hastaliklarin

onlenmesinde ve tedavisinde 6nemli bir rol oynar (Oelschlaeger 2010).

2.6.Probiyotik Gida Kaynaklari

Beslenme,  gastrointestinal  sistemde  mikroorganizmalarin  kolonizasyonunu
diizenlemede ana faktorlerden biri olarak kabul edilmektedir (Ranadheera ve ark. 2010).
Barsak florasinda faydali mikrop popiilasyonunun pozitif dengesini olusturmak i¢in probiyotik

mikroorganizmalar i¢eren diizenli gida tiikketimi Onerilmektedir (Lloyd-Price ve ark. 2016).
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Konakta bakteriyel bir infeksiyon durumunda antibiyotiklerin kullanilmasiyla florada azalan,
yok edilen veya flora dengesinin bozuldugu durumlarda probiyotik mikroorganizmalar1 i¢eren

besin maddelerinin tiiketiminin arttirilmasi oldukga biiyiik onem tasimaktadir (Pamer 2016).

Probiyotik mikroorganizmalar siit iiriinlerinde bol miktarda bulunabildigi gibi baz1 gida
tirtinlerinin tiiketimiyle de alinabilmektedir (Anandharaj ve Sivasankari 2014). Giiniimiizde
probiyotik mikroorganizmalarin en kolay alindigi en ¢ok tiiketilen siit iirlinlerinden biri
yogurttur. Yogurt diinya genelinde ve binlerce yillik tarihi ile yaygin olarak tiiketilen fermente
bir siit iirliintiidiir. Yogurt, probiyotiklerin alinmasi i¢in ideal bir tasiyici olarak karakterize
edilmistir (Prasanna ve ark. 2018, Sidira ve ark. 2014, Sidira ve ark. 2017, Aryana ve Olson
2017).

Probiyotikler uzun silire canli kalabilen ve c¢ok yonlii 06zelliklerinden dolay1
fermantasyon isleminin bir bileseni olarak uygun asamada gidalar, baharatlar ve igecekler
icerisine katilmaktadir (Ravinder ve ark. 2012). Probiyotik hiicrelerin gida tirtinleri araciligiyla
tilkketilmesi aslinda en popiiler yaklasimdir. Probiyotik mikroorganizmalar genellikle yiyecek
kaliplarina eklenerek kurutulmus veya derin dondurulmus formda kiiltiir konsantresi olarak
bulunmaktadir (Moro ve ark. 2013, Stefania ve Marco 2017). Yas grubu araligina gore
uygulanan farkli mekanizma yollar1 vardir. Kapsiil veya probiyotik gida seklinde agizdan
alinabilmektedirler. Siit bazli {irlinler olmasina ragmen diger siit {iriinii olmayan iriinlerin

probiyotiklerin tasinmasinda temel tastyici oldugu one siiriilmektedir (Ravinder ve ark. 2012).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1.Arag ve Gerecler

= Etiv

= Karbondioksitli inkiibator (Heal Force HF90, Cin)

= Santrifiij (NF 048; Niive, Tiirkiye)

= Otomatik pipetler (Discovery, Transferpette, Almanya)
» Benmari (Gesellschaft Fiir Labortechnik, Almanya)

= Hassas terazi (Ohous Corp., NJ USA)

» Bidistile su cihaz1 (Elix Essential 10 UV,Almanya)

= Inverted mikroskop (Soif, Cin)

» Klas II giivenlik kabini (Heal Force , Cin)

*  Sogutmali santrifiij (NF 048; Niive, Tiirkiye)

= Derin dondurucu (-20 °C) (Hotpoint Ariston, Ingiltire-italya)
= Derin dondurucu (Niive, Almanya)

* Buzdolab1 (Indesit TN 5 FNF-Italya)

= Otoklav (Nuve OT 90L, Almanya)

» Pastor firm1 (Therma Elaction Led GmbH, Almanya)

» Isik mikroskobu (Soif, Cin)

= Thoma lam (Isolab, Almanya)

* Diiz tabanl mikropleytler (12, 24, 48 ve 96’ lik) (TPP, Europe/Switzerland)
» Kiiltiir kaplari (Greiner Bio-One GmbH, Germany)

» Falkon santrifiij tiipleri (Firatmed, Tiirkiye)

» Isitici/karigtirict (Dathan Scientific, Kore)

= Mc farland cihaz1 (italya)
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3.2.Kimyasal Maddeler ve Besiyerleri

= MRS Agar

= Kanl agar

= EMB Agar

= Mueller-Hinton Agar

= Triptik Soy Broth

=  Sivi Buyyon

=  RPMI-1640 besiyeri (Sigma, ABD)

» Fetal bovin serum (Capricorn Scientific, Gliney Amerika)
= Tripsin enzimi (Biological Industries, Israil)

* Dimetil siilfoksit (Merck KGaA, Almanya)

= Fosfat tuz soliisyonu (PBS)

= Etil Alkol (Merck, Almanya)

» Tripan mavisi (Sigma, ABD)

= Potasyum dihidrojen fosfat, KH2PO4 (Sigma, ABD)
» Proteinaz K (Sigma, ABD)

» Potasyum kloriir, KCI (Sigma, ABD)

= Sodyum hidrojen fosfat, Na2HPO4 (Sigma, ABD)

*  Sodyum kloriir, NaCl (Sigma, ABD)

= Sodyum Bikarbonat, NaHCO3(Sigma, ABD)

= Titriplex lll (Versen, Merck, Almanya)

= Disodyum hidrojen fosfat dodecahydrate, Na2HPO4 12 H.O (Merck, Almanya)
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3.2.1. MRS Agar

Ticari olarak toz halde temin edilen MRS (de Man Rogosa Sharpe) agardan 68.2 gr
tartilarak bidistile su ile 1000 ml’ ye tamamlandi. Otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize

edildikten sonra 9 cm ¢apinda steril petri plaklarina dokiildii.

3.2.2. Kanh Agar

Ticari olarak toz halinde temin edilen kanli agardan (biEOMrieux, Fransa) 40 gr
tartilarak bidistile su ile 1000 ml’ye tamamlandi. Sterilizasyon isleminden sonra 45-50°C' ye
kadar sogutuldu. igerisine % 5.0 (v/v) oraninda, steril sartlarda alinmis koyun kan ilave edilip

karistirildiktan sonra petri kutularina dagitildu.

3.2.3. Eosin Metilen-Blue Agar

Ticari olarak toz halde temin edilen EMB (Eosin Metilen-Blue) agardan 36 gr tartilarak
bidistile su ile 1000 ml’ ye tamamlandi. Otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildikten
sonra 9 cm ¢apinda steril petri plaklarina dokiildii.
3.2.4. Miieller Hinton Agar

Ticari olarak toz halde temin edilen Miiller Hinton agardan 34 gr tartilarak bidistile su

ile 1000 ml’ye tamamlandi. Otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize edildikten sonra 9 cm
capinda steril petri plaklarina dokiildii.
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3.2.5. Triptik Soy Broth (Saklama Besiyeri)

Ticari olarak temin edilen TSB besiyeri (Tryptic Soy Broth, Merck Almanya)’den 3 gr
tartilarak bidistile su ile 100 ml’ ye tamamlandi. Otoklavda 121°C de 15 dakika sterilize
edildi. Sterilazyondan sonra oda 1sisinda 30 dk bekletilen besiyerine 25 ml gliserol eklendi.
Daha sonra 1’ er ml olarak eppendorf tiiplere porsiyonlanarak bakteri izolatlarinin derin

dondurucuda saklanmasi i¢in kullanildi.

3.2.6. Fosfat Buffer Tamponu (PBS)

- 8.0 gr NaCl

-0.2 gr KCI

- 1.15 gr Na2HPOq4
- 0.2 gr KH2PO4

tartilarak distile su ile 1000 ml’ ye tamamlandi. pH’ 1 7.2 olacak sekilde ayarlandiktan
sonra +4°C’ de kaldirilarak kullanima hazir halde muhafaza edildi.

3.3.Calismada Kullamlan Mikroorganzimalar

Probiyotik Mikroorganizmalar

L. bulgaricus,
L. caseli,
E. faecium,

S. thermophiles
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Bakteriyel Patojenler

P.aeruginosa,
S. aureus,
P. mirabilis,

E. coli

Viral Patojen

H1N1 (influenza A viral susu)

3.3.1. Probiyotik Mikroorganizmalar

Calismada L. casei, L. bulgaricus, E. faceum ve S. thermophilus suslar1 Ankara Refik
Saydam Hifzisthha Merkezinden temin edildi. Liyofilize halde laboratuvara getirilen suslar,
Triptik Soy Broth besiyeri i¢inde ¢oziilerek % 5 karbondioksitli inkiibatorde 48 saat siireyle
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda bakteri suslar1 100’ er ul aliarak MRS ve Miieller Hinton
agara pasajlandi. Pasaji takiben inkiibasyonun 24. saatinde kolonilerden Gram boyama ve

biyokimyasal testler yardimiyla bakteri sus verifikasyonu yapildi.

Ayrica bu mikroorganizmalarin tiir tayinlerinin dogrulanmasi biyokimyasal testler ve

otomatize kiiltiir sistemi (Vitek-2) yardimiyla da yapildu.
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Sekil 3.1. Probiyotik Mikroorganizmalar

A: Lactobasillus casei liyofilize susunun hemen ve 4 saat sonrasinda MRS agara ekimi sonucu 24
saatlik inkiibasyon sonras1 koloni morfolojisi.

B: Streptococcus thermophilus liyofilize susunun hemen ve 4 saat sonrasinda Miieller Hinton agara
ekimi sonucu 24 saatlik inkiibasyon sonrast koloni morfolojisi.

3.3.2. Biyoaktif Metabolitlerin Eldesi

Her bir mikroorganizma 500 ml TSB besiyeri igine saf kiiltiir 6rneginden bir 6ze
yardimiyla alinarak inokiile edildi. Kapagi sikica kapatilmayan kiltiir kabt % 5 CO2’ li
inkiibatorde 72 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 50 ml’ lik cam santrifiij
tiiplerine alinan 6rnekler 4000 rpm’ de 20 dakika santrifiij edilerek siipernatantlar toplandi.

Bu islem sonunda 0.22 nm’ lik por ¢apli nitroseliiloz membranlardan siiziilerek filtre

edilen numuneler biyoaktif metabolit olarak galismalarda kullanildi.
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3.3.3. Patojen Mikroorganizmalar

Test edilecek insan patojenleri klinik Ornekelerden izole edilmistir. Calismada
biyoaktif metabolitlerin her bir mikroorganizma ile 1., 2., 3. ve 4. saat muameleleri yapilarak,

bakteri koloni sayimlar1 (cfu/ml) yapildi.

Bunun yaninda, biyoaktif metabolitlerin S. aureus kokenleri iizerinde slime tiretimi
tizerindeki etkisi ile P. mirabilis, P. aeruginosa ve E .coli kokenlerinde motilite tizerindeki

etkinlikleri degerlendirildi.

3.3.4. Patojen Orneklerin Toplanmas ve Kiiltivasyon

Mikrobiyoloji laboratuvarina gelen ornekler % 5 koyun kanli agar, EMB ve Miieller
Hinton besiyerlerine inokiile edilerek 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi. Izole edilen
mikroorganizmalarin identifikasyonu, Gram boyama, katalaz testi, plazma koagiilaz testi,
oksidaz ayiract ve biyokimyasal reaksiyonlar temeline dayanan otomatize Vitek-2 sistemi ile
identifiye edildi. Gram pozitif bakterilerin tiplendirilmesinde Gram boyamay1 takiben katalaz
ve plazma koagiilaz testleri kullanilirken, Gram negatif bakterilerin identifikasyonu otomatize
sistem yardimiyla yapildi. Tiplendirilen izolatlar istenilen ornek sayisina ulasilincaya kadar

igerisinde % 20 oraninda gliserol bulunan buyyonda -70 °C’ de muhafaza edild.i.
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Sekil 3.2. Patojen Mikroorganizmalar

A Staphylococcus aureus patojen susunun Miieller Hinton agara ekimi sonucu 24 saatlik
inkiibasyon sonrasi koloni morfolojisi.

B: Proteus mirabilis patojen susunun Miieller Hinton agara ekimi sonucu 24 saatlik
inkiibasyon sonras1 koloni morfolojisi

C: Escherichia coli patojen susunun Miieller Hinton agara ekimi sonucu 24 saatlik inkiibasyon
sonrast koloni morfolojisi

D: Pseudomonas aeruginosa patojen susunun Miieller Hinton agara ekimi sonucu 24 saatlik
inkiibasyon sonras1 koloni morfolojisi
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3.4 Hiicre Kiiltiir Calismalar:

3.4.1. RPMI-1640 Besiyeri

Ticari olarak satin alinan toz haldeki besiyerinden 1 It hazirlamak i¢in 22 gr besiyerine
2 gr sodyum bikarbonat (NaHCOg) tartildi. Erlenmayer igine konulan tartilan maddelerin
tizerine bidistile su konularak total hacim 1 litreye tamamlandi. Erlenmayerin agzi kapatilarak
1sitict karistiricida 30 dk karistirildi. Sterilizasyon islemi 0.22 um por ¢aplt membran filtreler
filtre sistemine yerlestirilerek otoklavize edildi. Sonra sterilize edilen filtrelerden hazirlanan

¢oOzelti filtre edilerek steril edildi.

3.4.2. Versen-Tripsin Hazirlanmasi

Bu amagla 8 gr NaCl, 0.2 gr KCI, 2.37 gr Na;HPO4 12 H>0, 0.2 gr KH2POg4, 1 gr
titriplex 111 (Versen) ve 1.25 gr tripsin hassas terazi ile tartilarak erlenmayere konuldu, bidistile
su ile 1 It’ye tamamlanarak karistiricidda 30 dk kimyasal maddelerin ¢oziilmeleri saglandi.
Sterilizasyon islemi 0.22 pm por capli membran filtreler filtre sistemine yerlestirilerek

otoklavize edildi. Sonra sterilize edilen filtrelerden hazirlanan ¢ozelti filtre edilerek steril
edildi.

3.4.3. PBS hazirlanmasi

Bu amagla 8 gr NaCl, 0.2 gr KCI, 2.37 gr Na2HPO4 12 H>0 ve 0.2 gr KH2PO4 hassas
terazi ile tartildi ve distile ile 1 litreye tamamlandi. Hazirlanan ¢6zelti 30 dk karistirildi. Sonra
sterilizasyon islemi 0.22 pum por capli membran filtreler filtre sistemine yerlestirilerek
otoklavize edildi. Sonra sterilize edilen filtrelerden hazirlanan ¢ozelti filtre edilerek steril
edildi.
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3.4.4. Tripan Mavisi ile Hiicre Canhihi@ Tayini

Hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in tripan Mavisi ile boyama yontemi kullanildi.
Canliliklar tespit edilmesi istenilen hiicreler tripan mavisi boyasi ile muamele edildiklerinde
boyanin 6lii hiicrelerin membran biitiinliiklerinin bozulmasi nedeniyle hiicreleri boyamasi
esasina dayanmaktadir. Hiicre kiiltiirleri pasajlar1 ve hiicre sayimlari sirasinda tripan mavisi ile
muamele edilen hiicrelerin mikroskobik incelemesinde mavi renkte boyanan hiicreler olii
olarak, boyanmamis hiicreler canli olarak hesaplandi. Tripan mavisi boyasi PBS i¢inde son
konsantrasyonda % 1 boya olacak sekilde hazirlandi. Tripsinizasyon ¢ozeltisi ile ile kiiltiir
kab1 ylizeyinden kaldirilan hiicreler boya ile hiicre soliisyonun 1:1 olacak sekilde siispanse
edilerek oda 1sisinda 15 dakika inkiibasyonu takiben 1s1tk mikroskobu ile incelenerek hiicre

canlilig: tayini yapildi.

3.4.5. Hiicre Sayim

Gerek sitotoksisite ve gerekse de antiviral aktivite testleri sirasinda hiicre kiiltiiri
caligmalarinda canli hiicre hesabr Thoma lami yardimiyla gergeklestirildi. Thoma cami lameli
hiicre sayimi yapilmadan once lamel destek kanallarina yapistirildi. Thoma laminda lam lamel
arasindaki 6rnek cukuruna hiicre siispansiyonu kanal boslugundan verilerek (yaklasik 10 pl)

hiicre canlilik sayimlar1 gergeklestirildi.

3.4.6. Hiicre Kiiltiirii
Probiyotik mikroorganizmalarin biyoaktif metabolitlerinin non-toksik

konsantrasyonalariin tespiti i¢in saglikli hiicre hatt1 (Vero hiicre hatti) kullanildi. Vero hiicre

hatti Hatay Mustafa Kemal Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali
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Hiicre Kiiltiiri Laboratuvart kiiltiir koleksiyonundan mevcuttu. Stok kiiltiirler kriobanktan
alinarak 37 C’ ye dnceden getirilmis su banyosunda tutularak ¢oziildii. Daha sonra hiicreler
icerisinde % 10 fetal dana serumu ve antibiyotikli hiicre kiiltiir besiyerinde % 5 CO2’ li

inkiibatorde 37 °C’ de, 100, 250 ve 500 ml’ lik tek kullanimlik kiiltiir kaplarinda kiiltive edildi.

3.4.7. Hiicre Pasajlan

Kiiltive edilen hiicreleri degerlendirmeleri giinliikk olarak inverted mikroskopla
yapilarak, hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyinin % 70-80 nispetinde kaplamasini takiben hiicreler
kiiltiir kab1 yilizetyinden tripsinizasyon soliisyonu ile kaldirilarak farkli kiiltiir kaplarina pasaj
islemleri gergeklestirildi. Bu amag igin kiiltiir kaplarindaki besiyeri bosaltilarak tripsinizasyon
soliisyonu eklenmeden &ce hiicreler PBS (fostat tampon soliisyonu) ile iki kez yikandi.
Takiben PBS de Kkiiltiir kaplarindan uzaklastirilarak hiicrelerin yapistiklar1 ylizeyden
kaldirtlmast i¢in kiiltiir kabina kabin % 1’ i nispetinde tripsinizasyon ¢ozeltisi (Tripsin-EDTA)
konularak, enzim aktivasyonunu yiikseltmek igin tripsinizasyon soliisyonu igeren kiiltiir
kaplar1 37 C’de 10 dk. inkiibasyona birakildi. Kiiltiir kab1 yiizeyinden hiicrelerin kaldirilmasini
takiben santrifiij tiiplerine aktarilarak 1500 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilerek hiicreler
toplandi.

Santrifiigasyon islemi sogutmali santrifiijde ayni siire ve devirde yapilarak hiicreler
tizerindeki tripsinizasyon soliisyonu uzaklastirildi. Sonrasinda santrifiij tliplindeki hiicreler
PBS ile resiispanse edilerek eser miktarda hiicrelerde kalabilecek tripsin rezidiileri de
ortamdan uzaklastirildi. Sonra hiicre pelleti lizerine bir miktar besiyeri konarak hiicreler
stispanse edilerek Thoma laminda sayimlar1 gergeklestirildi. Deneylerde hiicre yogunlugu
1x10° hiicre olacak sekilde iiretme besiyerleri igine inokiile edilerek pasajlama islemleri
tamamlandi.  Pasajlanan  hiicrelerin  inkiibasyonu yukarida aciklandigi  sartlarda

gergeklestirilmistir.
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3.4.8. Dondurma Soliisyonlarinin Hazirlanmasi ve Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicre kiiltiiri calismalarinda pasajlanarak c¢ogaltilan hiicreler kontaminasyon riskene
kars1 siirekli stoklanarak calisilmistir. Pasaj islemini miiteakip tripsinizasyon ¢ozeltisi ile
toplanan hiicreler 1500 rpm’ de 10 dakika santrifiij edildikten sonra, hiicreler PBS ile
resiispanse edilerek tekrar ayni sartlarda santrifiij edilerek yikandi. Sonra hiicreler Thoma
laminda sayilarak ml’ de 1x10° hiicre olacak sekilde igerisinde % 10 fetal dana serumu, % 10
DMSO bulunan RPMI-1640 besiyeri 1’er ml olacak sekilde porsiyonlanarak, kademeli
dondurma islemi gergeklestirildi (Duran ve ark. 2000).

3.4.9. Biyoaktif Metabolit Dozunun Belirlenmesi

Probiyotik mikroorganizmalardan elde edilen biyoaktif metabolitlerin uygun dozlarinin
belirlenebilmesi igin diiz tabanli 96 kuyucuklu mikropleytler kullanildi. Mikroplaklarda hiicre
kontrol ve besiyeri kontrol kuyucuklari ayrildiktan sonra biyoaktif metabolitlerin farkli
konsantrasyonlarinin (0.975, 1.95, 3.9, 7.8, 15.6, 31.2, 62.4, 124.8, 250 ul/ml) etkinliklerini
degerlendirebilmek amaciyla bu konsantrasyonlardaki biyoaktif komponentler Vero
hiicrelerinin iiretildikleri besiyerlerine katilarak hiicre kiiliirlerinin inkiibasyonlar1 yukarida

belirtilen kosullarda gegeklestirildi.

Hiicreler 24 saatlik inkiibasyon siirelerinin sonunda MTT (3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-yl)-

2,5-difeniltetrazolium bromid) analiz yontemi ile sitotoksisite durumu tespiti yapildi.
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3.4.10. MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] Yontemi

Calismada  biyoaktif —metabolitlerin  saglikli  hiicreler {izerinde sitotoksik
konsantrasyonlari bir kalorimetrik ve kantitatif yontem olan MTT yo6ntemi ile belirlendi. MTT
analizi, hiicrelerde enzimatik aktivitenin degerlendirildigi enzimatik aktivitenin kolorimetrik

6l¢timiine dayanan bir yontemdir (McGahon ve ark. 1995, Mosmann ve ark. 1983).

Bu yontemde etkinligi arastirilacak olan herhangi bir etken madde ya da bilesigin
hiicreler ~ {izerindeki  sitotoksik ya  da  proliferatif  etkilerilerinin  varlhig
degerlendirilebilmektedir. Calismamizda L. bulgaricus, L. casei, E. faceum ve S.
thermophilus’ un metabolik tirtinlerinin Vero hiicreleri lizerinde sitotoksik etkilerinin varlig
degerlendirildi. MTT boyasi ile degisen konsantrasyonlarda inkiibe edilen Vero hiicrelerinde
meydana gelen renk degisiminin kolorimetrik olarak belirlenmesi ile toksisite caligmalar
gerceklestirilmistir. Yontemde meydana gelen renk degisimi sar1 ile renklendirilmis formazon
tuzlarinin aktif hiicre mitokondrilerinde tetrazolyum tuzunun azalmasi sonucunda ortaya
cikmaktadir. Olusan renk degisikligi spekrofotometrik olarak Olglilerek kantitasyon
yapilmustir. Biyoaktif metabolitlerin spektrofotometrede okunan absorbans degeri metabolik

olarak aktivitelerinin belirlenebilmesi ile orantili olarak elde edilmistir.

MTT calismasi igin diiztabanli 96’ lik pleytlere 1x10° hiicre/ml olacak sekilde
icerisinde % 1 fetal dana serumu bulunan RPMI-1640 besiyerinde hazirlanarak herbir
kuyucuga inokiile edildi. Mikroplaklarin pleyt tabanlarini adezyonu igin 6 saat inkiibe edildi
(37 °C ve % 5 CO2’ li ortamda). Bu yolla inkiibe edilen hiicrelerde metabolik aktivitenin {ist

diizeylere erisimi saglandi.

Bu siire igerisinde biyolojik aktif komponentlerin seri diliisyonlar1 hazirlanarak (250
ul/ml” den 0.975 pl/ml konsantrasyona kadar) adezyon yapan hiicrelerin {izerine bu hazirlanan
herbir diliisyondan 4 kuyucuga olmak iizere eklendi.

Deneylerde en az dorder kuyucuk olmak iizere hiicre kontrol ve besiyeri kontrol

gruplar1 da standartlar acisindan aynmi anda calisilmistir. Biyoaktif metabolitlerin hiicreler
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tizerindeki etkisini gorebilmek amaciyla 1 gece 37 °C’de % 5 karbondioksitli inkiibatorde
inkiibasyona birakild1. Inkiibasyon sonunda her kuyucuga 10 pul MTT eklenerek pleytler 4 saat
icin ayni sartlarda inkiibe edildi. Absorbans Ol¢limleri spektrofotometre 570 nm’de
gerceklestirildi. Proliferasyon biyoaktif metabolitlerle muamele edilen kuyucuklardaki
hiicrelerin kontrol grubu hiicrelerine orani olarak ifade edildi. ICso degerleri SPSS programi

(SPSS. Inc, Chicago) kullanilarak hesaplandi.

3.5.Biyofilm Testleri

Calismada biyofilm olusumu tespiti i¢in kongo red agar yontemi kullanilmistir. Bu
testler Freeman ve arkadaslarinin tarif ettii yonteme gore calisiimistir (1989). Kongo
kirmizili besiyeri litrede 50 gr sakkaroz, 37 gr BHI (Brain Heart Infusion) Agar ve 0.8 gr
Kongo kirmizist igerecek sekilde hazirlanmistir. Bakteri suslart kongo kirmizili agara ekim
yapildiktan 24 saat siire ile inkiibe edildikten sonra degerlendirilmistir. Inkiibasyon sonucunda,
siyah koloni olusturan suslarin slime tiretimi pozitif olarak kabul edilirken kirmizimtrak veya
pembemsi renkli koloni olusturan suslar ise slime negatif olarak degerlendirilmistir (Duran ve

ark. 2010).

3.6.Virus ve Hiicre Hatt1

Calisma influenza A virusun HIN1 susu kullanildi. Virus suslari Hatay Mustafa Kemal
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Kiiltiir koleksiyonunda daha &nceki
caligmalarimizdan kullanilan ve sonrasinda stoklanan suslar arasindan se¢ildi. Virus kokeni
-80 °C’den ¢oziildiikten sonra gogaltilmasi icin MDCK (Madin-Darby canine kidney) hiicre
hattinda ¢ogaltildi. Hiicre hatti igerisinde %10 nispetinde dana serumu bulunan RPMI-1640
besiyeri kullanilarak pasajlandi. Inkiibasyon 1s1s1 ve kosullar hiicre iiretilmesi alt bashginda

anlatildig1 gibi gerceklestirildi.
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Hiicre kiiltiirleri % 80 nispetinde kiiltiir kab1 ylizeyini kapladiginda, kiiltiir kaplarindan
besiyeri alinarak hiicre yiizeyi PBS ile yikanarak H1N1 virus susu ile infekte edildi. Viral
absorbsiyon i¢in 37 °C’ de 1 saat bekletildikten sonra, kiiltiir kab1 ig¢erisine serum igermeyen

besiyeri (sadece RPMI-1640) ile inkiibasyona birakildi.

Giinliik olarak inverted mikroskopta incelenerek viral iiremenin varlig1 sitopatolojik

degisimler takip edilerek gerceklestirildi.

Deneylerde virus kokenlerinin 1, 10, ve 100xTCIDso (Tissue Culture of Infectious
Dose) infektif dozdaki virus kokenleri kullanildi. Viral kiiltiir pleytleri 37° C’ de % 5
karbondioksitli inkiibatorde gergeklestirildi.

3.6.1. Standard ilaclar

Calismada standart ila¢ olarak Osetalmivir (Roche) kullanildi. Osetalmivir DMSO
(dimetil siilfoksit) ile ¢oziilerek (0.1, 0.5, 1, 5 ve 10 nM) kullanildu.

3.6.2. Aktivite Calismalari

Calismada oOncelikle, L. bulgaricus, L. casei, E. faceum ve S. thermophilus’ un
biyoaktif metabolitlerinin toksik olmayan konsantrasyonlart Vero hiicre hattinda belirlendi.
Antiviral aktivite calismalar1 bu Onceden belirlenmis toksik olmayan konsantrasyonlarla
gerceklestirildi.  Sitotoksik etkiyi belirlemeye yonelik ¢alismalar MTT metodu ile
gerceklestirildi. Biyoaktif metabolitlerin influenza virus (H1IN1)’ ye karsi antiviral etkisini
arastirmak igin, hiicre kiiltiirleri, ml basmna 1x10° hiicre icerecek sekilde hazirlandi. Hiicre

adezyonu i¢in 6 saatlik inkiibasyonun ardindan, farkli konsantrasyonlarda probiyotik
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bakterilerin biyoaktif metabolitleri farkli konsantrasyonlarda (0.975, 1.95, 3.9, 7.8, 15.6, 31.2,
62.4, 124.8, 250 pl/ml) kiiltiir ortamlarina eklendi. Kontrol grubu olarak igerisinde biyoaktif
metabolit bulunmayan kiiltiirler deney grubu ile aym1 zamanda inkiibasyona birakildi.
Biyoaktif metabolit icermeyen kiiltlirler negatif kontrol olarak, osetalmivir ise (0.1, 0.5, 1, 5 ve
10 nM) pozitif kontrol olarak secildi. Biitiin deneyler 3 kopya halinde 2 kez yapildi.
Inkiibasyondan sonra, hiicreler % 0.25 tripsinizasyon soliisyonu ile kiiltiir kaplarindan
kaldirilarak santrifiij tiiplerine alind1. Hiicreler, sogutmali santrifiijde (+4 °C’ de) 1500 rpm' de
10 dakika santrifiij ile toplandi ve hiicre canliliginin tespiti yapildi.

3.6.3. Virus Titrasyonu

MDCK hiicrelerinde g¢ogaltilan virus susu re-aktive edildikten sonra virus titrasyon
calismalar1 yapildi. Bu amagla hiicreler 1x10° hiicre/ml olacak yogunlukta hazirlanarak 96
kuyucuklu kiiltiir plaklarina inokiile edildi. Daha sonra 24 saat siireyle % 5 CO igeren
nemlendirilmis bir atmosferde 37 °C’de inkiibe edildi. Virus stoklarmin seri diliisyonlari
hazirland1 ve hiicreler bu dillisyonlara gore enfekte edildi. Bu kosullarda en az 72 saat siireyle
inkiibe edildi. Viral lireme sitopatolojik etki varligina gore degerlendirildi. Yiizde elli doku
kiltirt enfektif dozu (TCIDso) daha 6nce Reed ve Miinch (1938) tarafindan tarif edildigi gibi
hesaplandi.

3.7 istatistiksel Analiz

Tiim datalarin istatistiksel analizlerinde chi-square testi kullanild:. Istatistiksel analizler
SPSS program kullanilarak gergeklestirildi (Statistical Package for Social Sciences for
Windows software, Chicago, ABD).
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4. BULGULAR

Calismada oncelikle probiyotik mikroorganizmalarin (L. casei, L. bulgaricus, E.
faecium ve S. thermophilus) 6nemli bakteriyel insan patojenleri (S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa ve P. mirabilis) ile influenza virus (HIN1)’ a kars1 antibakteriyel ve antiviral

etkinlikleri aragtirilmigtir.

Bunun yaninda, probiyotik mikroorganizma biyoaktif metabolitlerinin slime {ireten S.
aureus kokenleri ilizerinde slime iiretimi lizerinde etkisi ile P. aeruginasa, E. coli ve P.
mirabilis kokenleri tizerinde de hareket (swarming hareketi) tizerindeki etkilerinin varligi

arastirilmistir.
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Sekil 4.1. L. casei' nin biyoaktif metabolitlerinin S. aureus iiremesi {izerindeki etkisi.

L. casei’ nin biyoaktif metabolitlerinin S. aureus izolatlarina karsi antimikrobiyal
etkinlikleri ~ Sekil 4.1 de goriilmektedir. Sekilde S. aureus’ un, probiyotik
mikroorganizmalardan L. casei sekonder biyoaktif metabolitleriyle muamele edilmesinin
birinci, ikinci, tiglincli ve dordiincii saatlerinde mikroorganizmanin iiremesi lizerindeki etkileri
verilmistir. Probiyotik mikroorganizmlardan L. casei metabolitlerini birinci saatten itibaren S.
aureus kokenlerinin iiremesini istatistiksel olarak anlamli derecede inhibe ettidi tespit

edilmistir.

L. casei metabolitleriyle muamele edilen S. aureus kokenleri ile, metabolitlere maruz
birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) S. aureus kokenlerinin istatiksel olarak
kiyaslamasi zamana gore asagida verilmistir.

1.saatte;
L. casei&Kontrol grubu: P<0.001
2.saatte;
L. casei&Kontrol grubu: P<0.001
3.saatte;
L. casei&Kontrol grubu: P<0.001
4.saatte;
L. casei&Kontrol grubu: P<0.000
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Sekil 4.2. L. bulgaricus' un biyoaktif metabolitlerinin S. aureus iiremesi tizerindeki etkisi.

Sekil 4.2 de L. bulgaricus’ un biyoaktif metabolitlerinin S. aureus izolatlarina karsi
antimikrobiyal etkinlikleri goriilmektedir. Sekilde sekonder biyoaktif metabolitlerle muamele
edilen S.aureus’ un birinci, ikinci, tg¢iinci ve dordiincii saatlerinde mikroorganizmanin
tiremesi {izerindeki etkileri verilmistir. Probiyotik mikroorganizmalardan L. bulgaricus’ un
metabolitlerinin birinci saatten itibaren S. aureus kokenlerinin iiremesini istatistiksel olarak
anlamli derecede inhibe ettigi tespit edilmistir.

L. bulgaricus metabolitleriyle muamele edilen S. aureus kokenleri ile metabolitlere
maruz birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) S. aureus kokenlerinin istatiksel olarak
kiyaslamasi zamana gore agagida verilmistir.

1.saatte;

L. bulgaricus&Kontrol grubu: P<0.05
2.saatte;

L. bulgaricus&Kontrol grubu: P<0.001
3.saatte;

L. bulgaricus&Kontrol grubu: P<0.001
4 saatte;

L. bulgaricus&Kontrol grubu: P>0.000
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Sekl 4.3. E. faecium' un biyoaktif metabolitlerinin S. aureus tiremesi tizerindeki etkisi.

Sekil 4.3° de E. faecium' un biyoaktif metabolitlerinin S. aureus izolatlarina karsi
antimikrobiyal etkinlikleri goriilmektedir. Calismada E. faecium suslarinin sekonder biyoaktif
metabolitlerle muamele edilmesinin birinci, ikinci, tgiincii ve dordiincii saatlerinde
mikroorganizmanin  iliremesi  iizerindeki  etkileri  degerlendirilmistir.  Probiyotik
mikroorganizmlardan E. faecium metabolitlerinin birinci saatten itibaren S. aureus
kokenlerinin {iremesini istatistiksel olarak anlamli derecede inhibe ettigi tespit edilmistir.
Caligmada biyoaktif metabolitlerin inhibitor etkisinin siire ile dogrudan iligkili olarak arttig

tespit edilmistir.

E. faecium' un metabolitleriyle muamele edilen S. aureus kokenleri ile, metabolitlere
maruz birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) S. aureus kokenlerinin istatiksel olarak
kiyaslamas1 zamana gore asagida verilmistir.

1.saatte;

E. faecium&Kontrol grubu: P<0.05

2.saatte;

E. faecium&Kontrol grubu: P<0.001
3.saatte;

E. faecium&Kontrol grubu: P<0.001
4 saatte;

E. faecium&Kontrol grubu: P>0.000
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Sekil 4.4. S. thermophilus' un biyoaktif metabolitlerinin S. aureus tiremesi {izerindeki etkisi.

Sekil 4.4’ de ise probiyotik mikroorganizmalardan sonuncusu olan S. thermophilus' un
biyoaktif metabolitlerinin S. thermophilus izolatlarina karsi antimikrobiyal etkinlikleri
goriilmektedir. Sekonder biyoaktif metabolitlerle muamele edilen S. thermophilus kokenleri
inkiibasyonun birinci, ikinci, liclincli ve dordiincii saatlerinde bakteri liremesi lizerindeki
etkisinin giderek arttig1, yani zaman iligkili bir inhibisyon varlig1 goézlenmistir. Calismada
S.thermophilus metabolitlerinin birinci saatten itibaren S. aureus kokenlerinin iiremesini
istatistiksel olarak anlamli derecede inhibe ettigi tespit edilmistir.

S. thermophilus’ un metabolitleriyle muamele edilen S. aureus kokenleri ile,
metabolitlere maruz birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) S. aureus kokenlerinin
istatiksel olarak kiyaslamasi zamana gore asagida verilmistir.

1.saatte;

S. thermophilus&Kontrol grubu: P<0.05
2.saatte;

S. thermophilus&Kontrol grubu: P<0.001
3.saatte;

S. thermophilus&Kontrol grubu: P<0.000
4.saatte;

S. thermophilus&Kontrol grubu: P>0.000
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Sekil 4.5. L. casei' nin biyoaktif metabolitlerinin E. coli iiremesi {izerindeki etkisi.

Sekil 4.5’ de goriildiigii gibi bu grup deneylerde probiyotik mikroorganizma
metabolitlerinin E. coli kokenleri iizerindeki etkinlikleri degerlendirilmistir. L. casei' nin
biyoaktif metabolitlerinin E. coli izolatlarina karsi antimikrobiyal etkinliginin arastirildigi
deneylerde E. coli kokenlerinin biyoaktif metabolitlerle muamele edilmesinin birinci, ikinci,
ticiincili ve dordiincii saatlerinde mikroorganizmanin iiremesi tizerindeki etkileri goriilmektedir.
Probiyotik mikroorganizmlardan L. casei' nin metabolitlerinin birinci saatten itibaren E. coli
kokenlerinin tiremesini istatistiksel olarak anlamli derecede inhibe ettigi tespit edilmistir. Bu
anlamli etkinin 4 saat muamele ile oldukca anlamli olarak tespit edildigi goriilmektedir.

L. casei' nin metabolitleriyle muamele edilen E. coli kdkenleri ile, metabolitlere maruz
birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) E. coli kokenlerinin istatiksel olarak kiyaslamasi

zamana gore asagida verilmistir.

1.saatte;

L. casei&Kontrol grubu: P<0.05
2.saatte;

L. casei&Kontrol grubu: P<0.001
3.saatte;

L. casei&Kontrol grubu: P<0.000
4.saatte;

L. casei&Kontrol grubu: P>0.000
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Sekil 4.6. L . bulgaricus' un biyoaktif metabolitlerinin E. coli tiremesi tizerindeki etkisi.

Sekil 4.6°da ise L. bulgaricus' un biyoaktif metabolitlerinin E. coli izolatlarina karsi
antimikrobiyal etkinlikleri goriilmektedir. Sekilden de anlasilacagi gibi E. coli kdkenlerinin
sekonder biyoaktif metabolitlerle muamele edilmesinin birinci, ikinci, tiglincii ve dordiincii
saatlerinde mikroorganizmanin iiremesi iizerindeki etkileri verilmistir. Probiyotik
mikroorganizmlardan L. bulgaricus metabolitleri ile muamele edilen E. coli kokenlerinin
sayisinda birinci, ikinci ve liglincli saat sonunda istatiksel agidan anlamli bir farklilik tespit
edilmezken, dordiincii saat sonunda metabolitlerin E. coli kokenlerinin tiremesini istatistiksel
olarak anlamli derecede inhibe ettigi tespit edilmistir.

L. bulgaricus’ un metabolitleriyle muamele edilen E. coli kdokenleri ile, metabolitlere
maruz birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) E. coli kokenlerinin istatiksel olarak
kiyaslamas1 zamana gore agagida verilmistir.

1.saatte;
L. bulgaricus&Kontrol grubu: P>0.05
2.saatte;
L. bulgaricus&Kontrol grubu: P>0.05
3.saatte;
L. bulgaricus&Kontrol grubu: P>0.05
4.saatte;
L. bulgaricus&Kontrol grubu: P<0.05

44



2,50E+08 4,50E+06

4,00E+06

2,00E+08

3,50E+06

3,00E+06
1,50E+08

2,50E+06

2,00E+06
1,00E+08

1,50E+06
5,00E+07 1,00E+06

5,00E+05
0,00E+00 0,00E+00

1.saat 2.saat 3.saat 4.saat

M Kontrol Grubu M E.faecium

Sekil 4.7. E. faecium' un biyoaktif metabolitlerinin E. coli iiremesi iizerindeki etkisi.

Sekil 4.7° de E. faecium' un biyoaktif metabolitlerinin E. coli izolatlarina karsi
antimikrobiyal etkinlikleri goriilmektedir. Sekilden de anlasilacagi gibi sekonder biyoaktif
metabolitlerle muamele edilen E.coli kokenlerinin inkiibasyonun 1.saati sonunda bakteri
tiremesi lizerinden anlamli derecede inhibitor etki gostermezken, 2. ve 3.saat sonunda anlamli
hiicre tiremesi iizerinden istatiksel acidan anlamli bir azalma meydana geldigi, bu azalmanin
4.saat sonunda ise daha da belirginlestigi tespit edilmistir.

E. faecium' un metabolitleriyle muamele edilen E. coli kdkenleri ile, metabolitlere
maruz birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) E. coli kdkenlerinin istatiksel olarak

kiyaslamasi zamana gore agagida verilmistir.

1.saatte;
E. faecium&Kontrol grubu: P>0.05
2.saatte;
E. faecium&Kontrol grubu: P<0.05
3.saatte;
E. faecium&Kontrol grubu: P<0.05
4 saatte;
E. faecium&Kontrol grubu: P<0.01
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Sekil 4.8. S. thermophilus' un biyoaktif metabolitlerinin E. coli iiremesi tizerindeki etkisi.

Sekil 4.8” de S. thermophilus' un biyoaktif metabolitlerinin E. coli izolatlarina kars1
antimikrobiyal etkinlikleri goriilmektedir. Sekilde de goriildiigii gibi metabolitlerle muamele
edilen hiicrelerin sayisinda 1.ve 2. saat sonunda istatiksel agidan anlamli bir azalama meydana
gelmez iken, 3. ve 4. saat sonunda metabolitlerin baktri hiicreler lizerinde inhibitor etkisinin

anlamli diizeyde meydana geldigi tespit edilmistir.

S. thermophilus' un metabolitleriyle muamele edilen E. coli kokenleri ile, metabolitlere
maruz birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) E. coli kokenlerinin istatiksel olarak
kiyaslamas1 zamana gore agagida verilmistir.

1.saatte;
S. thermophilus&Kontrol grubu: P>0.05
2.saatte;
S. thermophilus&Kontrol grubu: P>0.05
3.saatte;
S. thermophilus&Kontrol grubu: P<0.05
4 saatte;
S. thermophilus&Kontrol grubu: P<0.05

46



1,40E+08 1,00E+06

9,00E+05

1,20E+08

8,00E+05
1,00E+08 7,00E+05

6,00E+05
8,00E+07

5,00E+05
6,00E+07

4,00E+05
4,00E+07 3,00E+05

2,00E+05
2,00E+07

1,00E+05
0,00E+00 0,00E+00

1.saat 2.saat 3.saat 4.saat

B Kontrol Grubu M L.casei

Sekil 4.9. L. casei' nin biyoaktif metabolitlerinin P. aeruginosa tiremesi tizerindeki etkisi.

Sekil 4.9’ de L. casei' nin biyoaktif metabolitlerinin P. aeruginosa izolatlarina kars1
antimikrobiyal etkinlikleri goriilmektedir. Sekilde sekonder biyoaktif metabolitlerle muamele
edilmesinin birinci, ikinci, tiglinci ve dordiincli saatlerinde mikroorganizmanin {iremesi
tizerindeki etkileri verilmistir. Probiyotik mikroorganizmlardan L. casei' nin metabolitlerinin
birinci saatten itibaren P. aeruginosa kokenlerinin i{iremesini istatistiksel olarak anlamli
derecede inhibe ettigi tespit edilmistir.

L. casei' nin metabolitleriyle muamele edilen P. aeruginosa kokenleri ile, metabolitlere
maruz birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) P. aeruginosa kokenlerinin istatiksel olarak
kiyaslamas1 zamana gore agagida verilmistir.

1.saatte;

L. casei&Kontrol grubu: P<0.05
2.saatte;

L. casei&Kontrol grubu: P<0.001
3.saatte;

L. casei&Kontrol grubu: P<0.0001
4.saatte;

L. casei&Kontrol grubu: P<0.000
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Sekil 4.10. L. bulgaricus' un biyoaktif metabolitlerinin P. aeruginosa iiremesi iizerindeki etkisi.

Sekil 4.10°de L. bulgaricus' un biyoaktif metabolitlerinin P. aeruginosa izolatlarina
kars1 antimikrobiyal etkinlikleri goriilmektedir. Sekilde sekonder biyoaktif metabolitlerle
muamele edilmesinin birinci, ikinci, ticlinci ve dordiincii saatlerinde mikroorganizmanin
tiremesi iizerindeki etkileri verilmistir. Probiyotik mikroorganizmlardan L.bulgaricus' un
metabolitleri birinci, ikinci ve Uglincli saatte P. aeruginosa kokenleri {izerinde anlamli bir
inhibitor etki gostermezken, biyoaktif metabolitlerle 4 saat muamele edildikten sonra hiicre
saymmi yapildiginda P. aeruginosa sayisinda anlamli bir azalmanin meydana geldigi tespit
edilmistir.

L. bulgaricus’ un metabolitleriyle muamele edilen P. aeruginosa kokenleri ile,
metabolitlere maruz birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) P. aeruginosa kokenlerinin

istatiksel olarak kiyaslamasi zamana gore asagida verilmistir.

1.saatte;
L. bulgaricus&Kontrol grubu: P>0.05
2.saatte;
L. bulgaricus&Kontrol grubu: P>0.05
3.saatte;
L. bulgaricus&Kontrol grubu: P>0.05
4.saatte;
L. bulgaricus&Kontrol grubu: P<0.05
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Sekil 4.11. E. faecium' un biyoaktif metabolitlerinin P. aeruginosa iiremesi iizerindeki etkisi.

E. faecium' un biyolojik aktif metabolitlerinin P. aeruginosa iizerindeki etkisi L.
bulgaricus ile elde edilen bulgulara benzer olarak, metabolitlerin dordiincii saaatinden sonra
hiicre sayisinda anlamli azalma meydana getirmistir (Sekil 4.11).

E. faecium' un metabolitleriyle muamele edilen P. aeruginosa kokenleri ile,
metabolitlere maruz birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) P. aeruginosa kdkenlerinin

istatiksel olarak kiyaslamasi zamana gore asagida verilmistir.

1.saatte;
E. faecium&Kontrol grubu: P>0.05
2.saatte;
E. faecium&Kontrol grubu: P>0.05
3.saatte;
E. faecium&Kontrol grubu: P>0.05
4 saatte;
E. faecium&Kontrol grubu: P<0.05
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Sekil 4.12. S. thermophilus' un biyoaktif metabolitlerinin P. aeruginosa iiremesi tizerindeki etkisi.

Probiyotik mikroorganizmalardan S. thermophilus ile yapilan ¢alismalarda S.
thermophilus' un biyoaktif metabolitlerinin P. aeruginosa izolatlarina karsi her dosrt saat
inkiibasyonlarda da istatiksel olarak anlamli bir etkinin gozlenmedigi tespit edilmistir (Sekil
4.12).

S. thermophilus’ un metabolitleriyle muamele edilen P. aeruginosa kokenleri ile,
metabolitlere maruz birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) P. aeruginosa kokenlerinin
istatiksel olarak kiyaslamasi zamana gore asagida verilmistir.

1.saatte;
S. thermophilus&Kontrol grubu: P>0.05
2.saatte;
S. thermophilus&Kontrol grubu: P>0.05
3.saatte;
S. thermophilus&Kontrol grubu: P>0.05
4 saatte;
S. thermophilus&Kontrol grubu: P>0.05
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Sekil 4.13. L. casei' nin biyoaktif metabolitlerinin P. mirabilis iiremesi {izerindeki etkisi.

Sekil 4.13” de L. casei' nin biyoaktif metabolitlerinin P. mirabilis izolatlarmna karsi
antimikrobiyal etkinlikleri goriilmektedir. Sekilde sekonder biyoaktif metabolitlerle muamele
edilmesinin birinci, ikinci, liclinci ve dordiincli saatlerinde mikroorganizmanin {iremesi
tizerindeki etkileri verilmistir. Probiyotik mikroorganizmlardan L. casei' nin metabolitlerinin
birinci saatten itibaren P. mirabilis kokenlerinin iremesini istatistiksel olarak anlamli derecede
inhibe ettigi tespit edilmistir. Bakteri hiicre sayisinda bu anlamli azalmasmin inkiibasyon
stiresiyle dogru orantili olarak arttig1 saptanmaigtir.

L. casei' nin metabolitleriyle muamele edilen P. mirabilis kokenleri ile, metabolitlere
maruz birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) P. mirabilis kokenlerinin istatiksel olarak
kiyaslamas1 zamana gore agagida verilmistir.

1.saatte;

L.casei&Kontrol grubu: P<0.01
2.saatte;

L.casei&Kontrol grubu: P<0.001
3.saatte;

L.casei&Kontrol grubu: P<0.001
4.saatte;

L.casei&Kontrol grubu: P>0.000
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Sekil 4.14. L. bulgaricus' un biyoaktif metabolitlerinin P. mirabilis tiremesi tizerindeki etkisi.

L. bulgaricus’ un biyoaktif metabolitlerinin ise P. mirabilis izolatlarina karsi
antimikrobiyal etkinliklerinin arastirildigi deneylerde, metabolitlerin birinci, ikinci ve {iglincii
saatler sonunda P. mirabilis sayisinda anlamli bir azalma meydana getirmezken, dordiincii saat
inkiibasyon sonucunda bakteri hiicre sayisinda istatiksel olarak anlamli diizeyde bir azalma

meydana getirdigi tespit edilmistir (Sekil 4.14).

P. mirabilis metabolitleriyle muamele edilen P. mirabilis kdkenleri ile, metabolitlere
maruz birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) P. mirabilis kokenlerinin istatiksel olarak
kiyaslamas1 zamana gore agagida verilmistir.

1.saatte;
L. bulgaricus&Kontrol grubu: P>0.05
2.saatte;
L. bulgaricus&Kontrol grubu: P>0.05
3.saatte;
L. bulgaricus&Kontrol grubu: P>0.05
4 saatte;
L. bulgaricus&Kontrol grubu: P<0.05
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Sekil 4.15. E. faecium' un biyoaktif metabolitlerinin P. mirabilis iiremesi iizerindeki etkisi.

Sekil 4.15°de de goriildiigii gibi probiyotik mikroorganizmalardan E. faecium' un
biyoaktif metabolitlerinin P. mirabilis izolatlarina karst control grubuyla kiyaslandiginda
inkiibasyonun dort farkli zamanlarinda da herhangibi antimikrobiyal etkinlik gostermedikleri
tespit edilmistir (Sekil 4.15). E. faecium' un metabolitleriyle muamele edilen P. mirabilis
kokenleri ile, metabolitlere maruz birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) P. mirabilis
kokenlerinin istatiksel olarak kiyaslamasi zamana gore asagida verilmistir.

1.saatte;
E. faecium&Kontrol grubu: P>0.05
2.saatte;
E. faecium&Kontrol grubu: P>0.05
3.saatte;
E. faecium&Kontrol grubu: P>0.05
4.saatte;
E. faecium&Kontrol grubu: P>0.05
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Sekil 4.16. S. thermophilus' un biyoaktif metabolitlerinin P. mirabilis iiremesi tizerindeki etkisi.

P. mirabilis’ e kars1 S. thermophilus’ un biyoaktif metabolitlerinin etkinliginin
arstirilldigi deneylerde ise biyoaktif metabolitlerin birinci, ikinci ve tglincli saatlerde bakteri
hiicreleri lizerinde herhangibir inhibitor etkilerinin olmadig: tespit edilirken, inkiibasyonun
dordiincii saati sonunda ise control grubuyla kiyaslandiginda P.mirabilis kokenleritizerinden
anlaml1 bir azalama meydana getirdigi tespit edilmistir (Sekil 4.16).

S. thermophilus’ un metabolitleriyle muamele edilen P. mirabilis kokenleri ile,
metabolitlere maruz birakilmadan inkiibe edilen (kontrol grubu) P. mirabilis kdkenlerinin
istatiksel olarak kiyaslamasi zamana gore asagida verilmistir.

1.saatte;
S. thermophilus&Kontrol grubu: P>0.05
2.saatte;
S. thermophilus&Kontrol grubu: P>0.05
3.saatte;
S. thermophilus&Kontrol grubu: P>0.05
4.saatte;
S. thermophilus&Kontrol grubu: P<0.05
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Sekil 4.17. L. casei' nin Vero hiicre hatt {izerinde non-toksik konsantrasyonunun belirlenmesi.

Calismada probiyotik mikroorganizmlarin saglikli insan hiicreleri {izerinde non-
sitotoksik konsantrasyonlarinin belirlenebilmesi amaciyla Vero hiicre hatti sec¢ildi. Vero
hiicreleri iizerinde probiyotik mikroorganizmalarin farkli konsantrasyonarini ihtiva eden
miktarlar hiicre liretme besiyerine konularak hiicreler i¢in toksik olmayan konsantrasyonlari
belirlendi.

Caligmada sitotoksisitesi en diisiik olan probiyotik mikroorganizmanin L. casei
biyoaktif metabolitleri oldugu tespit edildi. L. casei’ nin 31.25 pg/ml konsantrasyona kadar
hiicreler lizerinde toksik etkili olmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.18. L. bulgaricus' un Vero hiicre hatti iizerinde non-toksik konsantrasyonunun belirlenmesi.

L. bulgaricus’ un ise Vero hiicreleri iizerinde toksik olmayan konsantrasyonunun L.
casei’ ye kiyasla daha diisiik oldugu, yani L. bulgaricus biyoaktif metabolitlerinin saglikli

hiicreler iizerinde daha yiiksek toksik etki gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.19. E. faecium' un Vero hiicre hatti {izerinde non-toksik konsantrasyonunun belirlenmesi.
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Sekil 4.20. S. thermophilus' un Vero hiicre hatt1 izerinde non-toksik konsantrasyonunun belirlenmesi.

Calismada E. faecium ve S. thermophilus' un vero hiicreleri iizerinde toksik
konsantrasyonlarinin sirasiyla 7.9 pg/ml ve 3.9 pg/ml oldugu tespit edilmistir (Sekil 19 ve 20).
Probiyotik mikroorganizmalar arasinda hiicre toksisitesi en yiiksek mikroorganizma L.

casei olarak tespit edilirken, bunu S. thermophilus ve E. faecium’ un takip ettigi saptanmuistir.
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Sekil 4.21. Probiyotik mikroorganizmalarin HIN1' in {i¢ farkli enfektif dozuna karsi antiviral etkinliginin
Osetelmavir ile kiyaslanmasi.

Calismalarda insan sagligi acgisindan son derece onemli viral etkenlerden biri olan
influenza viruslardan HIN1’e karsi probiyotik mikroorganizmalarin antiviral etkinligi de
arastirilmastir.

Probiyotik mikroorganizmlarin antiviral etkinlik ¢alismalarindan dnce virus susunun
TCIDso dozu hesaplanarak, antiviral etkinlik ¢alismalar1 standart ilag olan Osetalmivir ile
kiyaslamal1 olaral 1TCIDsp, 10TCIDsp ve 100 TCIDso dozlar iizerinde arastirildi. Probiyotik
mikroorganizma biyoaktif metabolitlerinin Oseltamivir ile kiyaslandiginda Osetelmivir kadar
giiclii etkinlik gostermese de dikkate deger dlciide viral {iremeyi inhibe edici etkilerinin oldugu

tespit edilmistir.
Ozellikle Probiyotik mikroorganizmalar arasindan L. casei’ nin antimikrobiyal

etkinliklerinde oldugu gibi antiviral etkibliginin de oldukga giiclii oldugu tespit edilmistir
(Sekil 4.21).
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Sekil 4.22. Probiyotik mikroorganizmalarin S. aureus kdkenleri lizerinde slime olusumu iizerine inhibitor etkisi.

Calismada probiyotik mikroorganizmalarin biyoaktif metabolitlerinin
mikoorganizmalar iizerindeki bazi virulans faktorleri (slime {iretimi ve hareketlilik) tizerindeki

etkilerini metabolitlerle muamele edilen patojen {izerinde degerlendirdik.

Sekil 4.22° de de goriildiigli gibi slime iiretimi pozitif olan S. aureus kokenlerinin L.
casei biyoaktif metabolitleri ile muamelesi sonucunda % 41.7° sinde slime iiretiminin
negatiflestigi tespit edilmistir. Slime iiretimi iizerinde diger probiyotik mikroorganizma

kokenlerinin de L. casei metabolitleri kadar olmasa da etkili olduklari tespit edilmistir.
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Sekil 4.23. Probiyotik mikroorganizmalarin P. aeruginosa kokenleri {izerinde hareket tizerine inhibitor etkisi.

Probiyotik mikroorganizmalarin patojen virulans faktorlerinden hareket {izerindeki
etkinliklerin arastirildig1 deneylerde de dort probiyotik mikroorganzmanin da hareket iizerinde
etkinliklerinin oldugu, en yiiksek etkinlige sahip probiyotigin ise L. casei oldugu tespit
edilmistir. L. casei kokenlerin % 25’ inin hareket yetenegini ortadan kaldirdig1 goriiliirken, L.
bulgaricus, E. faecium ve S. thermophilus’un ise P. aeruginoa kokenlerinin % 8.3 {iniin

hareket yetenegini ortadan kaldirdig: tespit edilmistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.24. Probiyotik mikroorganizmalarin E.coli kokenleri {izerinde hareket tizerine inhibitor etkisi.

Benzer olarak Probiyotik mikroorganizmalardan L. casei, L. bulgaricus ve E. faecium’
un E. coli kokenlerinin hareketliligini P. aeruginosa’da oldugu oranlarda (sirasiyla; % 25, %
8.3 ve % 8.3) inhibe ettigi tesgit edilirken, S. thermophilus biyooaktif metabolitlerinin E. coli
hareketliligi iizerinden herhangibir etkisinin olmadig1 saptanmustir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.25. Probiyotik mikroorganizmalarin P.mirabilis kokenleri {izerinde hareket tizerine inhibitér etkisi.

Calismada calisan patojen bakteriler arasinda P. mirabilis’ e karst probiyotik
mikroorganizma metabolitlerinin bakterinin hareketliligi tizerinde en yiiksek etkiye sahip
olduklar tespit edilmistir. Deneylerde L. casei ve L. bulgaricus biyoaktif metabolitlerinin P.
mirabilis hareketliligini % 30 oraninda inhibe ettigi tespit edilirken, E. faecium biyoaktif
metabolitlerinin % 25 ve S. thermophilus metabolitlerinin ise bakteri hareketliligini % 16.7

oraninda inhibe ettigi tespit edilmistir (Sekil 4.25).
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5. TARTISMA

Insan gastrointestinal sistemi oldukca genis, aktif ve karmasik bir mikrobiyota
topluluguna sahiptir. Barsaklar oldukca sofistike bir organ olup hem =zararli hem de
kommensal olarak yiizlerce farkli mikroorganizma tiiriini barindirmaktadir. Insan
mikrobiyotast metabolik aktivitenin ve besin emiliminin arttirilmasi, biyoaktif bilesiklerin
sentezi, barsak bariyer fonksiyonunun iyilestirilmesi, motilite, patojenlere karsi direng veya
bagisiklik sisteminin modiilasyonu gibi fizyolojik regiilasyon yoluyla konak bagisiklik

mekanizmasinda énemli bir role sahiptir (Kelly ve ark. 2005).

Mikrobiyotanin herhangi bir sebeple degismesi sonucunda konakta infeksiyoz
hastaliklar, kronik infamasyon ve metabolik bozukluklar gibi dogrudan veya dolayli olarak
ciddi sindirim patolojisi meydana gelebilmektedir. Calismalarda saglikli bir barsak
mikrobiyotasinin 6zellikle konagin mukozal ve sistemik bagisikliginin giiglendirilmesinde

oldukga 6nemli oldugu bildirilmektedir (Cani ve Delzenne 2009).

Barsak mikrobiyotas1 beslenme degisiklikleri ile gecici olarak degisebilmektedir.
Ozellikle pro veya prebiyotik tiiketimi barsak ekosistemini eski haline getirebilmekte ya da
koruyabilmektedir. Probiyotik yeterli miktarlarda alindiginda konaga fayda saglayan canh
mikroorganizmalar olarak bilinmektedir. Probiyotik se¢imi i¢in probiyotigin giivenli olmasi,
gastrointestinal kosullara dayanikli olmasi, gastrointestinal mukozaya adezyon yapabilmesi ve
patojenlerle rekabet iginde olarak patojenleri dislayabilmesi Onemli kriterlerlerdir.
Probiyotiklerin  barsak mukozasimna adezyon yapabilmesi insan barsak sistemine
kolonizasyonuyla sonuglanmakta ve 6zellikle bagisiklik sistemini modiile etme yetenegi ile
iliskilidir. Bu kriterleri karsilayan probiyotikler arasinda genellikle LAB’ 1 en yaygin olarak
Lactobacillus ve Bifidobacterium tiirleri, Streptococcus ve Enterococcus tiirleri sayilabilir
(Collado ve ark. 2005, Borchers ve ark. 2009).
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Glinilimiizde probiyotik gidalarin toplam fonksiyonel gida pazarinda olduk¢a onemli
bir yeri vardir. Bu pazarin yaklasik % 60-70" ini olusturdugu bildirilmektedir. (Tripathi ve Giri
2014). Probiyotik bakteriler, kolayca sindirilebilen fonksiyonel gidalarda besin takviyesi
olarak kullanilmaktadir. LAB’ 1 bu amagla en sik kullanilan mikroorganizmalar arasinda yer
almaktadir. Gida fermentasyonu ile iligkili olarak bu mikroorganizmalar arasinda
Lactobacillus ve Bifidobakteri cinsleri iiyeleri agirlikli olarak bulunmaktadirlar (Plessas ve
ark. 2017, Giri ve ark. 2018). LAB’ i ve diger “starter” kiiltiirleri substratlarin biyokimyasal ve
organoleptik 6zelliklerini doniistiirmekte cesitli metabolitler tiretmektedirler. Boylece gidalari
mineral, vitamin, amino asit ve sindirim enzimleri gibi maddeler agisindan
zenginlestirmektedirler. Probiyotik LAB’ inin konak saghgmi iyilestirici 6zellikleri, barsak
mikrobiyotasi lizerindeki pozitif etkileri, barsak fonksiyonlari, patojenik mikroorganizmalarin
iiremelerinin inhibisyonu, bagisiklik yanit stimiilasyonu ve laktoz intolerans semptomlarinin

azalmasi ile iliskili oldugu bildirilmektedir (Ray ve ark. 2016).

Calismamizda en Onemli probiyotik mikroorganizmalar arasinda gosterilen dort
probiyotik mikroorganizmanin biyoaktif metabolik {irinleri 6nemli insan patojenlerine karsi
antimikrobiyel etkinlikleri 1ile influenza virusa karsi antiviral etkinlikleri agisindan
degerlendirilmistir. Patojenlerin konak hasarinin en ¢ok mikroorganizma viriilanshig ile iliski
oldugu bildirilmektedir. Calismamizda ayrica probiyotik mikroorganizma biyoaktif
metabolitleri ile muamele edilen insan patojenlerinin slime iiretimi ve motilite gibi dnemli

virulans faktorler tizerindeki etkileri lizerindeki etkileri de arastirilmistir.

Probiyotik mikroorganizmalar arasinda LAB’ 1 saglikli bir insanin mikrobiyotik
ortaminda bulunan olduk¢a O©nemli mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir. Bu
mikroorganzmalar {izerinde yapilan son donemlerdeki c¢aligmalar insan sagligi agisindan
yararli o6zellikleri nedeniyle laktik asit bakterilerinin kayda deger nitelikte olduklar
bildirilmistir (Walsh ve ark. 2014).
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Probiyotiklerin barsagi kolonize etmekte, mukoza dokusu iizerinde olumlu etkileri géz
Online alindiginda barsak bozukluklar1 patolojisinde iyilestirici etkilerinn oldugu
bildirilmektedir. Aslinda, gastrointestinal sistemdeki mikrobiyotanin disbiyozunun, bazi
gastrointestinal hastaliklarin ve malignitelerin gelisiminde katkida bulunan faktorlerden biri

oldugu diisiiniilmektedir (Serban 2014).

Probiyotikler, barsak mikroflorasinin aktivitelerini farkli mekanizmalar yoluyla
modiile edebilmektedirler. Bu mekanizmalar arasinda; patojen mikroorganizmalara yapisarak
etki gosterme, dogal bagisiklin giiglendirilmesi, patojen mikroorganizmalarin sebep oldugu
inflamasyonun hafifletilmesi, barsak homeostazinin tesvik edilmesi ve barsak epitel
hiicrelerinin canliligina katki sayilabilir (Zhu ve ark. 2011). Bu konak i¢in faydali olan
etkilerin bazilar1 probiyotik mikroorganizmalarca salgilan ¢esitli maddelerle iliskili olup bu

maddeler "postbiyotik" aracilar olarak bilinmektedir.

LAB’ i ve ozellikle Lactobacillus cinsi tiirlerin konakta imminomodiilator,
antiinflamatuar ve anti-kanserojen aktiviteler sergiledikleri gesitli ¢alismalarda gosterilmistir
(Zzhong ve ark. 2014, Marco ve ark. 2006, LeBlanc ve LeBlanc 2014). Bu
mikroorganizmalarinin etkilerinin susa 6zgii, metabolik 6zelliklere, salgilanan molekiillere ve

bilesenlere bagli oldugu bildirilmistir (Oelschlaeger 2010).

Bir ¢alismada gidalarla L.casei probiyotikleri alimmin spinal kord hastalarinda
antibiyotik kullanimina bagli diyare gelisimini azalttigi bildirilmistir (Wong ve ark. 2014).
Ayrica L .casei probiyotigi ihtiva eden igeceklerin alinmasinin 1-5 yas arasi ¢ocuklarda
cocuklarda akut diyare geliminde oldukc¢a yararli oldugu bildirilmistir (Sur ve ark. 2011). L.
casei probiyotik mikroorganizma alimmin konakta diyareyi Onledigi gibi, kronik
konsipitasyon hastalarinin tedavisinde de oldukc¢a yararli oldugu bildirilmistir. Bir ¢aligmada
L. casei igeren bir probiyotik i¢ecegin giinliik alimi ile, STC (slow-transit constipation)
hastalarinda kolon gegis siiresini 6nemli dl¢iide azalttigi bildirilmistir (Krammer ve ark. 2011).
Yine benzer bir ¢alismada da L.casei ihtiva eden igeceklerin diizenli alimi neticesinde kronik

konstipasyon hastalarinda gastrointestinal semptomlarin hizla diizeldigi gosterilmistir
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(Koebnick ve ark. 2003). H. pylori kolonize hastalarda L. casei igeren siit tiikketiminin H.
pylori tizerindeki etkilerinin arastirildigi bir c¢alismada L.casei metabolitlerinin in-vitro
kosullarda bakteri iiremesini inhibe ettigi tespit edilirken, hastalarda kontrol grubuyla

kiyaslandiginda anlamli olmasa da H. pylori kolonizasyonunda bir azalma meydana getirdigi

bildirilmistir (Cats ve ark. 2003).

Bizim c¢alismamizda da L. casei’ nin biyoaktif metabolitlerinin birer saat arayla
muamele edilen bakteriler iizerinde inkiibasyonun birinci saatinden itibaren bakteri koloni
sayilarinda istatiksel acidan anlamli bir azalma meydana getirdigi tespit edilmistir.
Calismamizda L. casei’ nin biyolojik metabolitlerinin hem Gram pozitif bakterilere (S.
aureus), hem de Gram negatif bakterilere kars1 (P. aeruginosa, P. mirabilis ve E. coli) olduk¢a
dikkate deger antimikrobiyal etkinlik gdsterdigi tespit edilmistir. Benzer sekilde HINI1
influenza virus susuna karsi da her ti¢ viral titrede (1 TCIDso, 10 TCIDso ve 100 TCIDso) L.
casel metabolitlerinin etkinliginin oldukg¢a yiiksek oldugu tespit edilmistir.

L. casei’ nin immun sistem tizerinde diizenleyici ve giinlendirici etkilerinin varligini
aragtirmak i¢in yapilan bir ¢aligmada ise, L. casei probiyoik mikroorganizmalar1 igeren
icecekler verilen yash goniillilerde, L. casei igeren probiyotik tiiketiminin NK hiicre
aktivitesinin ve anti-inflamatuar sitokin profili tiretimini arttirdig1 tespit edilmistir (Dong ve
ark. 2013). Bagka bir c¢alismada ise atletler arasinda L. casei probiyotik takviyesinin st
solunum yolu enfeksiyonu {lizerindeki etkileri arastirilmis, yapilan calismada diizenli
probiyotik takviyesi alan atleterde iist solunum yolu infeksiyonu insidansinda Onemli

oranlarda azalmalar oldugu bildirilmistir (Gleeson ve ark. 2011).

L. casei’ nin 6nemli insan patojenlerine karst antimikrobiyal etkinliginin arastirildigi
bizim ¢alismamiza benzer yapilan bir ¢alismada farkli kaynaklardaan izole edilen L. casei
probiyotik mikroorganizma kokenlerinin potansiyel antimikrobiyel etkinlige sahip oldugu, bu
konuda ileri ¢caligmalarin yapilmasina ihtiya¢ duyuldugu da bildirilmistir (Shokryazdan ve ark.
2014).
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Calismalar probiyotik bakterilerin insanlarin sagligini iyilestirmede ve bagisiklig
modiile etmede hayati bir rol oynadigim gostermektedir. Onemli probiyotik
mikroorganizmalardan bir digeri olan Enterokoklar insanlar dahil olmak {izere memelilerin
barsaklarini kolonize eden bir laktik asit bakterisi cinsidir. Enterokoklar dogumdan sonraki ilk
bakteri kolonizorleri arasinda yer almakta olup hem kalin ince hem de kalin barsakta
cogalabilmektedirler. E. faecium ve E. faecalis, insan digkisinda bulunan en yaygin Enterokok
tiirleridir (Klein 2003).

Enterokoklarla yapilan gesitli ¢aligmalarda, probiyotik Enterokok suslarininin kronik
gastrit, mide tlseri, irritabl barsak sendromu, pankreatit ve kronik hepatit gibi gastrointestinal
hastaliklarin tedavisinde kullanildig: klinik ¢alismalarda gosterilmistir. Bunun yaninda, anti-
kanserojen etkilerinin oldugu ve kan kolesterol seviyesinin diisiiriicii etkinlige de sahip

olduklar bildirilmistir (Radchenko 2004, Starostin 2004).

E. faecium’ un probiyotik olarak kullanilan susu, insanlarda bazi durumlarda ciddi
enfeksiyonlara yol agabilen Enterokok tiiriidiir. Potansiyel patojenler olarak bilinen
Enterokoklar diinya ¢apinda 6nemli patojenler arasinda yer almakta olup, E. faecium suslar
enfeksiyonlara neden olma yetenekleri agisindan 6nemli olgiide farklilik gostermektedirler.
Enterokoklarin genomik igerigi barindirdigr ilag direng genleri ve ¢esitli virtilans faktorlerini
bulundurmasi bakimindan farkliliklar gostermektedir. Calismalarda Enterokok izolatlarinin
yaklagik iicte birinin vankomisine direncli oldugu ve bu kdkenlerin 6nemli mortalite sebebi
olduklar bildirilmektedir. Probiyotik Enterokok suslari, bilinen viriilans faktor genlerinin yani
sira vankomisin diren¢ genlerini barimdirmamasiyla potansiyel viriilan veya tehlikeli

Enterokok tiirlerinden farkliliklar gostermektedirler (Benamu ve Deresinski 2018).

Cesitli ¢alismalarda Enterokok cinsi i¢inde yer alan E. faecium, E. faecalis tiirlerinin
mezofilik ve termofilik laktik asid bakterileriyle kombine kullanimlarinin teknolojik
islevselligini  degerlendirilmistir ~ (Sarantinopoulos ve ark. 2002). Enterokokkal
mikroorganizmalarin gidalarda tat, aroma, renk, yap1 gibi 6zellikleri iizerinde olumlu etkileri

bildirilmistir. Enterokoklarin siit irtinleri tizerindeki olumlu etkisinin lipolitik aktiviteleri,
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sitrat kullanim1 ve aromatik ugucu bilesiklerin iiretiminden kaynaklandigi diistiniilmektedir.
Ayrica Enterokoklarin yiksek pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonlarinda cevresel faktorlere
direnglerinin yiiksek oldugu da bildirilmektedir. Enterokoklarin peynir iiretiminde starter
kiltiir olarak kullanilabilecegi, bu mikroorganizmalarin hizli siit asitlestirmesine ve cesitli
lezzet ve doku bilesiklerinin {iretimine katkida bulunan yiiksek miktarda laktik asit tiretimini

gerceklestirebildikleri bildirilmistir (Silva ve ark. 2015).

E. faecium’ un probiyotik bir mikroorganizma olarak antioksidan, anti-inflamatuar ve
noromodiilator potansiyeli iizerindeki rollerinin arastirildigi bir ¢alismada, E. faecium’ un
disiik (pH 1.5, 2 ve 3) asit stresine dayanabildigi, gastrointestinal stres kosullarina karsi
oldukca gii¢lii direng sergiledigi gosterilmistir. Ayrica mikroorganizma % 0.45 safra tuzu
konsantrasyonunda yasayabilmis ve pepsin ile tripsin enzimlerine kars1 iyi tolerans gosterdigi
tespit edilmistir. Ayrica E. faecium’ un major metabolik tiriinleri arasinda laktik asit ve biitirik
asit oldugu bildirilmistir. Calismada E. faecium' un liyofilize hiicresiz siipernataninin askorbat
oto-oksidasyonu, oksijen radikal absorbansina karsi 6nemli Sl¢iide antioksidan aktiviteye

sahip oldugu da bildirilmistir (Divyashri ve ark. 2015).

Bunun yaninda, E. faecium, Lactobacillus rhamnosus ve liyofilize hiicresiz
ektraktlarinin TNF-alfa iiretimini negatif olarak modiile ederek ve LPS ile uyarilan makrofaj
hiicre hatlarinda IL-10 seviyelerini pozitif yonde regiile ederek onemli bir anti-inflamatuvar
etki gosterdigi de bildirilmistir. Ayrica, ¢alismada in-vivo fare modelinde probiyotik
takviyelerin beyin bolgesi endojen oksidatif markdrleri ve redoks durumunu modiile etme
egilimi degerlendirililmis, E. faecium ve L. rhamnosus' un oral yoldan takviye olarak verilen
farelerde (28 giin boyunca giinliik), beyinde azalmis oksidatif markirlar ve c-aminobutirik asit
ve dopamin seviyelerinde es zamanli bir artisla antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirdigi
saptanmistir. Sonug olarak bu calismada probiyotiklerin in-vivo olarak oksidatif hasar aracili
norodejeneratif kosullara karst noroprotektif bir avantaj saglayabildikleri bildirilmistir

(Divyashri ve ark. 2015).
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Yapilan calismalarda Enterokoklarin genellikle enterosin olarak adlandirilan ve
riinlerin raf Omriinii ve giivenligini artirabilen antibakteriyel peptitler (bakteriyosinler)
tiretebildikleri bildirilmektedir (Schirru ve ark. 2012, Todorov ve ark. 2014, Favaro ve ark.
2014). E. faecium ve E. faecalis suslarinin da insanlar ve ¢iftlik hayvanlari i¢in probiyotik
olarak kullanilmaktadir (Semedo ve ark. 2003).

Bizim c¢alismamizda da E. faecium probiyotik mikroorganizmasinin biyoaktif
metabolitlerinin antibakteriyel ve diisiik diizeyde de olsa influenza virusa (HIN1) karsi
antiviral etkinligi saptanmistir. Calismamizda Enterokokkal metabolitlerin S. aureus
izolatlarma karsi antimikrobiyal etkinliklerinin 1.saat inkiibasyonu sonucunda etkinliginin
diisiik diizeyde de olsa anlaml1 farklilik goriilse de, biyoaktif metabolitlerle muamele siiresinin
artmasinin etkinligi de arttirdigim gostermistir. E. faecium' un biyoaktif metabolitlerinin E.
coli izolatlarina kargi antimikrobiyal etkinligi birinci saat sonunda anlamli bulunmazken,
zaman iligkili olarak E.coli suslari tizerinde etkinligin zamanla dogru orantili olarak arttigida
goriilmistiir. E. faecium' un biyolojik aktif metabolitlerinin P. aeruginosa itizerindeki etkisi
ancak metabolitlerin dordiincii saaatinden sonra tespit edilmistir. Calismamizda E. faecium' un
biyoaktif metabolitlerinin P. mirabilis izolatlarina kars1 ise diger patojenlerden farkli olarak

herhangi bir antimikrobiyel etkinlik sergilemedigi saptanmistir.

Probiyotikler, yeterli miktarda alindiginda konak saglhigi agisindan faydali canli
mikroorganizmalar olarak tanimlanir. Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul
edilebilmesi i¢in, susun sadece giivenli olmasi yeterli olmayip, ayn1 zamanda insan
gastrointestinal sisteminde hayatta kalabilmesi ve konaga fayda saglamasi1 da gerekmektedir.
S. thermophilus, siit fermantasyonlarinda yogurt ve peynir {retimi igin yaygin olarak
kullanilan bir Gram pozitif bakteridir. Diger LAB’ inin aksine, S. thermophilus' un probiyotik

durumu hala tartismalidir.

Caligmalarda bir probiyotik tiir olarak tanmnacak kritik kriterler arasinda

gastrointestinal kosullarinda hayatta kalma, patojenik olmama, saglik agisindan kanitlanmis
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faydali etkilerinin olmasi ve endiistriyel siirece direng en dnemliler arasinda gosterilmektedir

(Miquel ve ark. 2015, Nagpal ve ark. 2012, Vasiljevic ve Shah 2008).

S. thermophilus suslarinin ¢ogu asit pH ve safra tuzlarma duyarli gibi goriinse bile,
insan ¢aligmalarinda gastrointestinal kanaldan gegiste hayatta kalma ve yutuldugunda gecici
olarak kolonize olabildikleri gosterilmistir. Ayrica, baz1 S. thermophilus suslarinin probiyotik
sus secimi i¢in Onemli bir kriter olan barsak epitel hiicrelerine yapisabilme 6zelligine sahip
oldugu da bildirilmistir. Konak ile etkilesimi destekleyen bu biyolojik mekanizma barsak
korumasina yol ac¢makta ve kolonizasyonu arttirmaktadir. Giivenlik agisindan
degerlendirildiginde ise S. thermophilus FDA tarafindan giivenli olarak kabul edilmektedir.
Insan veya hayvan modellerinde yapilan ¢ok sayida in-vivo calisma, S. thermophilus igin
laktoz intoleransinin hafifletilmesi, gastritin 6nlenmesi ve infeksiydz ishalin 6nlenmesi gibi
saglik tizerine faydalarinin da oldugu bildirilmektedir. Yapilan ¢alismalarda S.
thermophilus'un antimikrobiyal bilesik (termofilinler gibi) sentezi, antioksidan ve anti-
inflamatuar Gzelliklerinin oldugu da gosterilmistir. Ayrica, S. thermophilus' un endiistriyel
isleme direncinin 6zellikle siit iirlinlerinde oldukga yiiksek oldugu da bildirilmektedir (Batista

ve ark. 2015).

S. thermophilus biyoaktif metabolitlerinin dort onemli insan patojenine karsi
antibakteriyel etkinliklerinin degerlendirildigi ¢alismamizda, S.thermophilus'un biyoaktif
metabolitlerinin S. aureus izolatlarina karsi giiglii antibakteriyel etkinlikleri saptanirken, E.
coli’ ye kars1 birinci saat sonunda hiicre sayis1 acisindan anlamli diizeyde etkinin goriilmedigi,
ikinci saat sonundan itibaren ise hiicre sayisinda kontrol grubuyla kiyaslandiginda metabolik
tirlinlerin bakteri tiremesini anlamli derecede inhibe etigi tespit edilmistir. S. thermophilus
metabolitlerinin P. mirabilis ve P. aeruginosa’ ya karsi etkinligin diisiik diizeyde oldugu tespit
edilmistir. Bu iki mikroorganizmaya karsi metabolik iiriinlerle muamelesinin ancak dordiincii

saatinden sonra bakteri hiicre sayisinda anlaml diizeyde azalmanin oldugu tespit edilmistir.
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LAB’ i arasinda yer alan bir diger probiyotik mikroorganizma S. thermophilus ile
birlikte L. bulgaricus fermente siit {iriinii olan yogurtta bol miktarda bulunmaktadir. Bu iki

mikroorganizma fermente siit iriinlerinde bulunan yaygin “starter” kiiltiirlerdir.

Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus diinya ¢apinda yogurt iiretiminde kullanilan
heterojen LAB’ i grubunun en 6nemlilerinden biridir. Yogurt uzun zamandir saglikli bir
diyetin besleyici, dogal ve giivenli bir bileseni olarak kabul edilmekte olup probiyotik
kavraminin da temelini olusturmaktadir. L. bulgaricus ve S. thermophilus iceren yogurt
tiketiminin saglik agisindan en Onemli faydasi laktoz intoleransinin azaltilmasidir. Bunun
yaninda, hem L. bulgaricus hem de S. thermophilus’ un bagisiklik modiilasyonu ve diyare

hafifletici etkilerinin oldugu da bildirilmistir (Adolfsson ve ark. 2004, Perdigon ve ark. 2002).

Calismamizda L. bulgaricus’ un biyoaktif metabolitlerinin P. aeruginosa ve P.
mirabilis kokenleri ile dort saat muamele sonunda kontrol grubuyla kiyaslandiginda hiicre
sayisinda anlamli diizeyde inhibitor etki yaptigi tepit edilirken, E. coli’ ye kars1 antibakteriyel
etkinligin ikinci saat sonunda anlamli diizeyde goriildiigii tespit edilmistir. L. bulgaricus’ un
biyoaktif metabolitlerinin en giliglii antibakteriyel etkiligi ise S. aureus’ a karsi segiledigi tespit
edilmistir. Biyoaktif metabolitlerle muamele edilen S. aureus kokenlerinde birinci Saatten
itibaren hiicre sayisinda istatiksel olarak anlaml diizeyde azalmanin oldugu tespit edilmistir.
Bu etkinin zamana bagli olarak daha da arttig1 saptanmistir. Calismamizda bu sonuglar bize L.
casei, L. bulgaricus, S. thermophilus ve E. faecium’ un metabolik {iriinleri igerisinde Gram
pozitif ~mikroorganizmalara kars1 yiiksek etkinlikte bakteriyosinler ihtiva ettigi

distindiirmiistiir.

Probiyotiklerin virus enfeksiyonlarindaki iizerinde yapilan sinirl sayida ¢aligmalarda
akut rotaviriis gastroenteritinin siiresini ve siddetini hafiflettigi bildirilmistir. Ayrica,
probiyotiklerin ¢ocuklarda solunum yolu enfeksiyonu riskini azalttigi da yapilan ¢aligmalarda
bildirilmistir (DSO/FAO 2002, Guarino 2009, Hojsak ve ark. 2010b, Taipale ve ark. 2011,
Hatakka ve ark. 2007).
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Bununla birlikte, bu yararli etkilerin arkasindaki mekanizmalar biiylik o6l¢iide
bilinmemektedir. ~ Probiyotiklerin, lokal = mikrobiyotay1r  dengeleyerek,  patojenik
mikroorganizmalarin iiremesini inhibe ederek ve lokal ve sistemik bagisiklik yanit1 arttirarak
bu etkiyi gosterdigi diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, solunum yolu enfeksiyonlarina karsi
Ozellikle de influenza viruslara kars1 probiyotiklerin etkinligi konusunda yapilan ¢aligma sayisi

oldukg¢a azdir (Bodera ve Chcialowski 2009, Madden 2005).

Genellikle “grip” olarak adlandirilan influenza, grip viriislerinin neden oldugu bulasici
bir solunum hastaligidir. ABD' de her yil 220.000' den fazla hastaneye yatis ve yaklagik
36.000 yillik 6limle sonuglanan ciddi bir enfeksiyondur. Mevcut asilama programinin sinirl
etkinligi ve antiviral ilaglarin sinirli kullanimi diisiiniildiiglinde, influenza viriisiine karst yeni

koruyucu 6nlemler ya da ilaclarin gelistirilmesi elzemdir.

Ayrica, antiviral ajanlara karsi direng gelisimi ciddi bir halk sagligi problemi olup
onemli bir tehdit unsurudur. Mevcut kullanimdaki ilaglarin etkin bir sekilde yerini alabilen
yeni antiviral ajanlarin gelistirilmesi igin artan bir talep vardir (Nomura ve ark. 2006, Youn ve
ark. 2012).

Probiyotik mikroorganizma biyoaktif metabolitlerinin influenza A virusu HIN1 e kars1
etkinliginin de arastirildigi ¢alismamizda hem Gram Pozitif hem de Gram negatif bakterilere
kars1 yliksek etkinlige sahip olan L. casei’ nin influenza virusa karst da en giiglii antiviral
etkinlige sahip oldugu tespit edilmistir. L. casei disinda, L. bulgaricus, S. thermophilus ve E.
faecium biyoaktif metabolitlerinin influenza virusa karsi gostermis olduklar1 antiviral
etkinlikler arasinda istatiksel olarak anlamli bir farkin olmadigi, bu probiyotik
mikroorganizma metabolitlerinin ogiiglii antiviral etkinlikleri oldugu tespit edilirken, L. casei’
nin Kontrol grubu ilaci olarak ¢alismamizda kullanilan Osetalmivir ile kiyaslandiginda oldukga

potent oldugu tespit edilmistir.

Patojen mikroorganizmalarin konak hasarmin boyutu tasidigi viriilans faktorlerinin

mevcudiyetine baglidir. S. aureus en 6nemli slime {ireten bakteriler arsinda olup, slime iiretimi
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pozitif olan suglarda tedavi bagsarisi da azalmaktadir. Calismamizda probiyotik
mikroorganizmalarin metabolik iiriinleri ile muamele edilen S. aureus kokenlerinin slime
tiretmi tizerindeki etkileri incelendiginde slime iiretiminin probiyotik mikroorganizmalarca
farkl1 oranlarda inhibe edildigi saptanmistir. Slime {retimini inhibe eden en potent
probiyotigin L. casei oldugu tespit edilirken, bunu L. bulgaricus, E. faecium ve S.

thermophilus’ un takip ettigi tespit edilmistir.

Bunun yaninda, mikroorganizmalarin motilite iizerindeki etkilerinin de arastirildigi
calismamizda probiyotik mikroorganizmalarin bakteri hareketleri iizerinde ciddi anlamda
inhibitor etki olusturduklari tespit edilmistir. L. casei, E. coli ve P. aeruginosa kokenlerinde
motiliteye karsi en giiglii etkinlik gosterirken, P. mirabilis’ in swarming hareketine karsi L.

bulgaricus’ un L. casei kadar etkili oldugu saptanmustir.
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6. SONUC

6.1.Sonuclar

Gliniimiizde organizmanin biiyiimesi ve gelismesi i¢in gerekli olan besin maddelerinin
temininden ibaret olan beslenmenin temel roliiniin yan1 sira, sagligin korunmasi ve hastaliklara
karst miicadeleyi igceren konular her gecen giin daha 6nemli hale gelmektedir. Tiiketilen
gidalarin  6zellikle mikrobiyata agisindan besleyici ve flora iiyesi mikroorganizmalarin
varligint ve cogalmalarmi tetikleyici Ozellikte olmasi son derece biiylik oneme sahiptir.
Islenmis iiriinlerin tiiketildigi gida diinyasinda, gidalarin kompozisyonu biiyiik dneme sahiptir.
Gidalar kalite, mikrobiyata iligkisi konak savunmasi ve immunite agisindan énemlidir. Saglam
bir immunitenin zengin mikrobiyota ile iliskili oldugu, bu durumun da obezite, alerji,
kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve ciddi insan patojenleri ile miicadelede ve korunmada

olduk¢a 6nemli oldugu bildirilmektedir.

Gastrointestinal bozukluklarin-hastaliklarin tedavisinde modern tipta probiyotiklerin
kullanimi, bu ajanlarin yararh etkilerinin kesfedilmesiyle daha da artmaktadir. Probiyotik
mikroorganzimalarin barsak mikroorganizmalar1 {izerindeki etkilerini arastirmak ve bu
etkilerin neler oldugunun bilinmesi olduk¢a 6nem arz etmektedir. Patojen mikroorganizmalara
karst konak savunmasinda, ilag direncinine karsi énemli etkinlikleri veya kanser gibi ciddi
morbidite ve mortalite etkeni olan hastaliklarin gerek tedavisinde ve gerekse de prognozunun

diizeltilmesinde probiyotik mikroorganizmalarin olduk¢a 6nemli bir yeri bulunmaktadir.

e (Calismamizda; L. casei, L. bulgaricus, E. faceum ve S. thermophilus probiyotik
mikroorganizmalarin biyoaktif metabolitlerinin Gram pozitif etkenlerden S. aureus’ a,
Gram negatif etkenlerden P. aeruginosa, E. coli ve P. mirabilis ’e, viral etkenlerden

influenza virus HIN1’ e kars1 antibakteriyel ve antiviral etkinlikleri arastirilmistir.
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e Apyrica, biyoaktif metabolitlerin S. aureus kokenleri iizerinde slime iiretimine karsi
etkinligi ile, Gram negatif bakterilerde (P. aeruginosa, E. coli ve P. mirabilis) motilite
tizerindeki etkilerinin varlig1 arastirilmistir.

e L. casei hem Gram pozitif, hem Gram negatif bakterilere karsi etkinligi en yiiksek
probiyotik mikroorganizma olarak tespit edilmistir.

e Antiviral etkinlik acisindan da benzer sekilde L. casei’ nin etkinligi diger probiyotik
mikroorganizmlardan anlamli derecede yiiksek olarak tespit edilmistir.

e Caligmada S. aureus kokenleri tizerinde slime iiretimi inhibisyonu en yiiksek oranda L.
casei biyoaktif metabolitleri ile elde edilmistir.

e Gram negatif bakterilerde hareketlilik tizerinde ise P. aeruginosa kokenlerine karsi en
yiiksek etkinlik L. casei probiyotik mikroorganizma metabolitleriyle elde edilirken, L.
bulgaricus, E. faecium ve S. thermophilus’un P. aeruginosa hareketi {izerinde
etkinliklerinin ayni oldugu saptanmistir.

e E. coli’ ye kars1 motilite calismalarinda benzer olarak L. casei’ in en etkili probiyotik
mikroorganizma oldugu goriiliirken, S. thermophilus’® un E. coli {izerinde motilite
tizerinde herhangibir etkinligi tespit edilememistir.

e P. mirabilis kokenlerinin swarming tarzinda hareketliligine karsi ise hem L. casei hem
de L. bulgaricus ayn1 oranda etkinlik gosterirken, E. faecium ve S. thermophilus’un da
P. mirabilis hareketliligi {izerinde oldukga etkili probiyotik mikroorganizmalar oldugu

tespit edilmistir.

Calismamizda, gerek patojen mikroorganizmalara karsi konak savunmasinda ve
gerekse de onemli insan patojenleri olan S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, P. mirabilis, HIN1
gibi insanlarda ciddi morbidite ve mortalite sebebi olan mikroorganizma ve virus
infeksiyonlariin tedavisinde ve ilag direngli kokenlerin viriilansinin  kirilmasi  veya
azaltilmasinda L. bulgaricus, L. casei, E. faceum ve S. thermophilus mikroorganzimalarinin
insan sagliginin iyilestirilmesinde son derece faydali mikroorganizmalar oldugu tespit

edilmistir.
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6.2.Oneriler

Probiyotik mikroorganizmalarin ticari olarak kullanimi, gidalarda iyi tanimlanmis
probiyotiklerin tiikketilmesiyle ilgili hi¢bir risk bulunmadig1 ve birgok faydasi olmasi sebebiyle
kullanimi1 6nerilmektedir. Giiniimiizde probiyotik mikroorganizmalarin belki de en giiclii, ikna
edici kaniti, anti-diyare etkileri olmast ve laktoz intoleransi olan kisilerde laktozun
sindiriminin iyilestirilmesi alanlaridir. Ciinkii bu bulgularin dogrulugu insan ¢alismalariyla

kanitlanmustir.

Gerek bu tiir mikroorganizmalarin olusturdugu infeksiyonlarin tedavisinde yardimci
preperatlar olarak, gerekse de konak immunitesinin gli¢lendirilmesinde bu probiyotik

mikroorganizmalari i¢eren besin takviyelerinin kullanilmalarini 6nermekteyiz.
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