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OZET

Bu calismada, anne siitii ve anne siitii ile beslenen bebeklerin diskisindan
mupirosin ilave edilerek degistirilen BSM kat1 besiyeri kullamlarak 59 adet
bifidobakteri izole edilmistir. Izolatlar fruktoz—6-fosfat fosfoketolaz enzimi ile
cins diizeyinde tammlanmis ve 31 adet bifidobakteri belirlenmistir.
Identifikasyon sonuclari B. breve (15 sus)’ nin predominant oldugu gostermistir.
Tim suslarin  asit direnci, safra toleransi, ekzopolisakkarit iiretimi,
antimikrobiyal aktiviteleri ve hemagliitinasyon kabiliyetleri gibi probiyotik
kullanim acgisindan énemli olan bazi1 6zellikleri arastirilmistir. Suslarin asit
direnci, safra toleransi ve EPS iiretimi spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Bifidobakterilerin EPS iiretimi ile asit direnci (p<0,05) ve safra toleransi
(p<0,05) arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. Aym zamanda,
bifidobakterilerin énemli bir bagirsak patojeni olarak bilinen E. coli ATCC
11229 iizerinde zon cap1 0- 9+1 mm arasinda degisen oranlarda inhibisyon etkisi
gosterdigi tespit edilmistir. Epitel yiizeye tutunma calismasindan once epitel
yiizeye tutunmada onemli rol oynadig1 diisiiniilen suslarin hemagliitinasyon
kabiliyetleri arastirnlmistir. Suslarin 10 adedinde orta (+, ++) ve yiiksek (+++)
dereceli hemagliitinasyon kabiliyeti saptanmustir. Epitel yiizeye tutunma
calismasinda ise asit direnci (pH 3,5- ODgo; 0,98+0,01), safra toleransi (% 0,40-
ODgoo; 1,43+0,01), EPS iiretim kapasitesi (97,64+0,01 mg/L), E. coli ATCC

11229 iizerindeki inhibisyon etkisi (9+1 mm), hemagliitinasyon kabiliyeti (+++)



yiiksek olan B. breve A28 susu ve tiim bu 6zellikler bakimindan zayif olan B.
bifidum A10 susu kullamlmstir. B. breve A28 susunun epitele tutunma indeksi
300< bakteri/hiicre olarak belirlenirken, B. bifidum A10 susunun epitele
tutunma indeksi 19 bakteri/hiicre olarak bulunmustur. Tiim tutunma sonuclari
taramali elektron mikroskobu ile de dogrulanmistir. Prebiyotik uygulamasinda,
yiiksek EPS iiretimine sahip A28 susunun inulinsiz ortamdaki canhhgi 7,1x10°
cfu/ml iken, inulinli ortamda 7,4x10"' cfu/ml olarak belirlenmistir. E. coli ATCC
11229’ nin canhhginda inulinli ortamda dikkate deger bir degisiklik
gozlenmemistir. A28 susu tasidig1 biitiin bu o6zelliklerinden dolayr sindirim
sisteminde uzun siire canh kalabilecektir. Bu nedenle, calismada probiyotik

bakteri olarak B. breve A28 susunun kullanim 6nerilmektedir.
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ABSTRACT

In this study, fifty nine (59) strains of bifidobacteria isolated from breast milk
and breastfed infants feces were isolated using BSM agar modified by the
addition of mupirocin (200 u/L). The isolates were identified in the genus level
by the detection of fructose-6-phosphate phosphoketolase enzyme activity. Thus
thirty one (31) Bifidobacterium spp were determined. Identidication results
showed that B. breve was the predominant species (15 strains). In this study,
some important properties in terms of probiotic use such as resistance to acid,
tolerance to bile, exopolysaccharide production, antimicrobial activities, and
hemagglutination abilities of all strains has been examined. Resistance to acid,
tolerance to bile and EPS production of all strains were determined by
spectrophometrically. Positive correlations has been obtained between
production of exopolysaccharide and tolerance to bile salts (p<0.05) or
resistance to low pH (p<0.05). Also, it was also found that Bifidobacterium spp.
had 0-9 mm zone radius inhibition effect on E. coli, which is known as an
important intestinal pathogen. The hemagglutination abilities of the strains
which are thought to have an important role on the adhesion to epithelial cells
were investigated before adhesion studies to epithelial cells. The ten (10) strains
showed moderate (+, ++) and high (+++) degree hemagglutination ability was

detected. B. breve A28 strain which has the high acid resistance (pH 3.5), bile



vii

tolerance (0.40 %), EPS production capacity (97.64 +0,01 mg/L), inhibition
effect on E. coli ATCC 11229 (941 mm), and hemagglutination ability (+++) and
B. bifidum A10 strain has the lowest properties were used in adhesion to
epithelial surface studies. Caco-2 cells were used adhesion to epithelial studies.
Epithelial adhesion index of B. breve A28 strain was found as 300< bacteria/cell,
while epithelial adhesion index of B. bifidum A10 strain was found as 19
bacteria/cell. All these results confirmed by scanning electron microscopy
observations. While the viability of A28 strain, which high EPS production, in
the normal growth media was 7.1x10° CFU/ml, and its viability in media with
inulin was found 7.4x10"' CFU/ml in prebiotic application. However, no
significant change was observed in the viability of E. coli ATCC 11229 in inulin
added media. Because of having all of these properties, A28 strain can survive in
the gastrointestinal system for a long time. Hence, this study can suggested the

use of B. breve A28 strain as a probiotic bacterium.
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Key words : Bifidobacterium, Probiotic, EPS production, Hemagglutination,
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1. GIRIiS

Mikroorganizmalarin hayatta kalmasi i¢in uygun sartlara sahip olan her bolgede,
farkli grup ve tiirlere ait ¢ok sayida bakterinin yer aldigi bir mikroflora vardir [1].
Bu mikroorganizmalar temelde faydali ve =zararli olmak {izere iki gruba
ayrilmaktadir. Saglikli bir konak¢ida bu iki grup, dinamik bir denge halinde olup
faydali mikroorganizmalar baskin mikroflorayr olusturmaktadir. Bu faydah
mikroorganizmalar genelde “probiyotik mikroorganizmalar” olarak

adlandirilmaktadir [2].

Probiyotik mikroorganizmalar iirettikleri maddeler yardimiyla gidalarin sindirimine,
vitamin {retimine ve zararli mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin
onlenmesine yardimci olarak dogal floranin dengesini korumaktadir [3]. En ¢ok
kullanilan probiyotik mikroorganizmalar bagirsaklarda canliligini siirdiirebilen
laktobasiller ve bifidobakteriilerdir. Bu gruba ait laktobasillerin insan sagligi
tizerindeki olumlu etkileri konusunda kapsamli ¢alismalarin yapildig bildirilmistir
[4]. Ancak, bifidobakteriilerde yapilan caligmalarin laktobasiller kadar olmadigi
dikkat cekmektedir.

Bifidobakteriiler dogumdan sonraki ilk giinlerde bagirsak yiizeyine kolonize
olmakla birlikte, insan ve hayvanlarin bagirsak florasinda yer almaktadir [5]. Bu
bakteriler anne siitiiyle beslenen bebeklerin bagirsak florasinda predominant olarak
bulunmaktadir [6]. Bifidobakteriilerin, normal bagirsak florasimin uygun dengede
olmas1 i¢in yararli ve ©Onemli bir rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Yapilan
caligmalarda, bagirsak bolgesinde bifidobakteriilerin yiiksek sayiya ulagsmasiyla dig
kaynakl1 patojenlerin iiremesine engel oldugu bildirilmistir [7, 8]. Ayrica, asetik asit
ve laktik asit gibi asitlerin iiretimleri ile bagirsak pH’ sim1 da kontrol altinda tutarak
patojenlerin kolonizasyonunu engellenmektedir [6, 9]. Bu nedenle, bifidobakterilerin
probiyotik olarak bu alanda kullanimi konusunda yapilan arastirmalara ilgi giin
gectikce artmaktadir. Bununla birlikte, son zamanlarda yapilan c¢aligmalarda
prebiyotiklerin probiyotikler iizerine etkisi vurgulanmaktadir. Prebiyotikler, bagirsak

florasinda bulunan bir tiir veya simirli sayidaki birka¢ tiir mikroorganizmanin



cogalmasim ve/veya aktivitesini secici olarak aktive ederek, konagin sagligim
olumlu yonde etkileyebilen sindirilemeyen besin bilesenleri olarak tanimlanmaktadir
[10]. Prebiyotiklerin bifidobakterilerin gelisimini tesvik etmesi, bu bakterilerin

prebiyotiklerle birlikte kullanilarak daha iyi sonuglarin alinmas1 saglanmaktadir.
Aragtirmamizin amaci,

1. Anne siiti ve anne siitii ile beslenen bebeklerin diski 6rneklerinden

bifidobakterilerin izole edilmesi,

2. Mikroorganizmalarin probiyotik olarak kullanilabilmeleri i¢cin baz1 6zellikler
tagimalar1 gerekmektedir. Bu ozelliklerden en Onemlileri arasinda midenin asidik
ortamina ve safraya olan direnclilikleri de yer almaktadir. Bu ¢alismada, izole edilen
bifidobakterilerin midenin asidik ortamina direngliligi ve safraya toleranslarinin

belirlenmesi,

3. Izole edilen bifidobakteriler tarafindan, bakterinin yiizey tutunmasinda énemli bir
etkiye sahip olan ve bakterinin bulundugu ortama tutunarak biyofilm olusturmasinda
etkili olan ekzopolisakkarit (EPS) iiretimlerinin belirlenmesi amag¢lanmaktadir. Bu
durum, EPS iireten bakteriye bulundugu ortamda stabil olarak kalabilme ve
dominant olarak kolonize olma ozelligi saglamaktir. Bu nedenle izolatlarin EPS
tiretimlerinin belirlenerek, EPS {iretim kapasitelerinin safra toleranst ve asit

direncliligi ile iliskilendirilmesi,

4. Ayrica, mide asidine direngli ve safraya tolerans gosterebilen suslarin bagirsak
mukozasina tutunabilme o©zelligi ve tutunmada etkili olabilecegi diisiiniilen

hemagliitinasyon yeteneklerinin belirlenmesi,

5. Probiyotik olarak kullanilan bakterilerin bagirsaklarda faaliyetlerini en iyi sekilde
yerine getirebilmesi i¢in belirli bir yogunlukta olmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle
calismamizda kullanilan bakteriler, prebiyotik olarak kullanilan inulin ile

desteklenerek, bakterilerin yogunluklarinin uygun seviyede olmasi,



Boylece iistiin nitelikli olarak secilen suslar, prebiyotiklerle desteklenerek,
probiyotik amacli kullamm esnasinda daha iyi bir verim elde edilmesi

amaclanmaktadir.

Yukarida yapilmast planlanan calismalar sonucunda, probiyotik uygulamalarda
onemli olarak goriilen insan kaynakli bifidobakteriler, probiyotik 6zellikler
bakimindan taranarak, bu ozellikler acisindan {iistiin Ozelliklere sahip bakteriler
secilmis olacaktir. Tiirkiye’ de bu diizeyde yapilmis ilk ¢alisgma olmas1 nedeni ile
bulunan sonuclarin bundan sonra bu alanda ¢alisacaklara kaynak olusturmasi
diisiniilmektedir. Ayrica, daha sonraki caligsmalarda secilen bu suslarin vitamin
tiretimi ve kolesterol giderimi gibi tibbi olarak insanlar i¢in yarar saglayacak
ozellikleri de arastirilarak, gerek gida sektoriinde gerekse tibbi alandaki probiyotik

uygulamalarda kullanilabileceklerdir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. insan Mikrobiyal Ekosistemi

Bagirsak sisteminde, deride, iirogenital sistemde, agiz ve burun bosluklarinda,
kisacast insan viicudunun dig ortamin etkisi altindaki ve bakterilerin hayatta kalmasi
icin uygun sartlara sahip olan her bolgede farkli grup ve tiirlere ait ¢ok sayida

mikroorganizmadan meydana gelen bir mikroflora vardir. Bu mikroflora iiyelerinin

sayisinin 1013—1014 CFU/ml gibi rakamlara ulastig1 tahmin edilmektedir ki, bu rakam
toplam insan viicut hiicrelerinin sayisindan fazladir. Saglikli bir insanin sindirim
kanal1 ¢cok fazla sayida ve ¢esitteki mikroorganizmadan meydana gelen kompleks bir

ekosisteme sahiptir [11, 12].
2.1.1. Mide- bagirsak sistemindeki mikroorganizmalar

Dogum Oncesindeki donemde steril olan mide-bagirsak sisteminin liimeni,

dogumdan sonra kisa bir siire igerisinde (3-10 saat) mikroorganizmalarla tanisir ve
annenin fekal florasindan gelen bakteriler kolonize olarak, 1-2 giin igerisinde 109—

1010 CFU/ml bakteri sayisina ulasir. ik giinlerde, E. coli, Streptococcus spp. gibi
fakiiltatif —anaeroplar baskin iken, zamanla anaerobik flora gelisir ve
Bifidobacterium, Bacteroides gibi zorunlu anaerob bakteriler floraya hakim olur.
Anne siitii ile beslenme kesilince, artik erigkin florasindan s6z edilir. Erigkin mide-
bagirsak sisteminde, Bacteroides, Bifidobacterium, Peptostreptococcus ve
Fusobacterium tiirleri baskin olmak iizere 500’ iin iizerinde bakteri tiirli yer alir.
Insan ve hayvanlarin bagirsak florasindaki 6nemli cinsler, toplam anaerob bakteri
sayisinin sirasiyla % 30 ve % 20’ sini olusturan, Bacteroides ve Bifidobacteria’ dir
[1]. Mide-bagirsak sisteminin iceriginde yer alan trilyonlarca mikroorganizma

yaklasik 1,5 kg gibi bir kitle degerindedir. Bir bagka ifade ile kolonda 1 g diskida 1

xlO12 CFU (coloni forming unit) bakteri bulunmaktadir. S6z konusu flora iiyeleri,

bagirsak savunma mekanizmasinda dnemli rol oynarlar [13, 14].



Bagirsak florasindaki bakteriler bagwsak mukozasi ile stabil bir ekosistem
olusturmaktadir. Bu denge, disariddan gelen mikroorganizmalarin eliminasyonunu
saglayan kolonizasyon direncini saglar [1]. Insanlarin bagirsak yerlesik florasinin en
onemli {iyeleri Lactobacillus ve Bifidobacterium cinsine ait tiirlerdir [2]. Mide-
bagirsak sisteminde yaygin olarak bulunan mikroorganizmalar Sekil 2.1° de

verilmistir [3].

Mide- duedenum
(10 1- 10 3 CFU/ml)
Laktobasil
Streptekok

Maya

Jejenum ve ileum
(10 4-10 8 CFU/ml)
Laktobasil
Koliform bakteri
Streptekok
Bakteriodes
Bifidobakteri
Fusabakteri

Kolon

(10 10- 10 12 CFU/ml)
Bakteriodes
Bifidobakteri
Sterptekok
Fusabakteri
Koliform bakteri
Klostridia
Laktobasil
Proteus
Stafilokok
Pseudomonas
Maya

Sekil 2.1. Mide-bagirsak sisteminde yaygin olarak bulunan mikroorganizmalar [3].

Mide-bagirsak sistemi viicudun ici ile dis1 arasinda kopriidiir. Son zamanlardaki
arastirmalar bagirsak mikroflorast ile konak arasinda karsilikli bir etkilesim
oldugunu gostermistir. Ozellikle bagirsak bariyerini saglamlastirmada ve epitelyal
degisimde bakterilerin 6nemli rolii oldugu anlagilmistir. Bagirsak mikroflorasinin
konaker icin faydalari, K vitamini sentezi, absorbe edilmeyen yiyeceklerden kisa

zincirli yag asidi iireterek enerji saglamasi, patojenlerin iiremesine engel olmasi,



bagirsaklardaki bariyer biitiinliigiine destek olmasi ve mukozal immiin dengeyi

saglamasi olarak siralanabilir [15].

2.1.2. Bagirsak sisteminde bifidobakteriler

Insanlarda bifidobakteriler dogumdan sonra 3.- 4. giin i¢inde goriinmeye baslamakta
ve 5. gilinde bagirsak mikroflorasinda baskin bir duruma gegmektedir.
Bifidobakteriler, Ozellikle kalin bagirsakta fazla bulunmaktadir. Bebek ve
yetiskinlerin bagirsak mikroflorasinda bifidobakterilerin baskin duruma ge¢mesi

onlarin saglikli oldugunu gostermektedir [16, 17].

Bagirsaklarin saglikli olarak fonksiyon gosterebilmesi i¢in bagirsak ekosisteminin
dengesinin korunmasi gerekmektedir [18]. Saglikli bagirsak mikroflorast oldukg¢a
stabildir. Fakat insan fizyolojisi, gida, antibiyotik veya ilag, hastalik, stres,
yaslanma, iklim kosullarinda meydana gelen degismeler ve cevresel toksik maddeler
gibi faktorlerle birlikte bu stabilite degismektedir [19]. Bagirsak sisteminin
dengesinde meydana gelen bu dengesizlikler “disbiosis” olarak adlandirilmaktadir.
Disbiosisin tersi bir durum olarak, bagirsak sisteminde bulunan faydah
mikroorganizmalarin  sistemin fizyolojik dengesine olumlu ydnde katkida
bulunmasina “probiosis”, bu mikroorganizmalara da “probiyotik

mikroorganizmalar” denilmektedir [20].
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Sekil 2.2. Bir bebegin dogumundan itibaren ilk 7 giinde bagirsak florasindaki
degisimler [19].

Bu durumlarda etkilenen bakteri gruplart Bifidobacteria, Enterobacteriaceae,
Streptococcus, Clostridium ve Lactobacillus’ dur. Hastalikli ve yasli insanlarin

bagirsak sisteminde bifidobakterilerin sayis1 oldukca azdir [21, 22].
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Sekil 2.3. Bagirsak florasim etkileyen faktorler [21].

Insan ve hayvanlarin bagirsak bolgelerinde bulunan bifidobakteriler, bircok bakteri
ile bir arada bulunmaktadir. Bu mikrobiyota, bolgede cesitli alanlarda farklilik
gostermektedir. Bifidobakteriler farkli habitatlarda, insanda bulundugu bdlgeye
adapte olmustur. Ornegin, bebek diskisi, yetiskin diskis, vajina ve dis ¢iiriikleri gibi
farkl1 bolgelerde farkl tiirleri goriilmektedir. B. bifidum, B. catenulatum, B. longum
ve B. pseudocatenulatum yetiskinlerde ve yeni doganlarda bulunurken, B. breve ve
B. infantis anne siitii ya da ek gidayla beslenen bebeklerde tipiktir. B. adolescentis
yalniz yetigkinlerden izole edilmistir. Vajinada B. adolescentis, B. bifidum B. breve
ve B. longum bulunmaktadir. B. denticolens, B. dentium and B. inopinatum ise

siklikla dis ciiriiklerinde bulunur [19].
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Sekil 2.4. Dogumdan yaslanma donemine kadar bagirsak mikroflorasindaki
degisimler [19].

2.2. Bifidobacterium Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Bifidobakteriler insanlarin ve hayvanlarin mide-bagirsak sistemlerinin biiyiik bir
kismini kapsamaktadir [4]. Ik kez 1899 yilinda Pastor Enstitiisii’ nde Freshman
Tissier tarafindan anne siitiiyle beslenen saglikli bebeklerin digkisindan izole edilmis
ve Bacillus bifidus comminus olarak adlandirimistir [5, 6]. 1920 yilinda Castellani
ve Chalmers tarafindan yapilan arastirmalarda bu bakteri Bacterium bifidus olarak
adlandirilmigtir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda ismi Lactobacillus bifidus olarak
belirlenmistir [7]. 1967° de De Vries ve Stouthamer, fruktoz-6-fosfat fosfoketolaz
enzimi bifidobakterilerde belirlenirken, aldolaz ve glikoz-6-fosfat dehidrojenaz
enzimlerinin bifidobakterilerde bulunmadigini, ancak bu enzimleri laktobasillerin
icerdigini bildirmislerdir [8]. 1974° de ‘‘Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology’” nin 8. baskisinda 11 tiir iceren Bifidobacterium cins olarak
gosterilmistir. Bugiin ise Actinomycetaceae familyasina ait olan bu cins ekolojik
orijinlerine gore gruplanmig 29 tiir icermektedir [9]. Tiirler ve izole edildikleri

bolgeler Cizelge 2.1’ de verilmistir [23].
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Bifidobacterium cinsinin tanimlanmasinda kullanilan 6zellikler;

® Morfolojisi
¢ Fizyolojisi
¢ Biyokimyasal 6zellikleri

e Hiicre duvarmin bilesimi ve fosfolipid kompozisyonu [24].

2.2.1. Morfolojisi

Bifidobakteriler karakteristik bir morfolojiye sahiptirler. Gram pozitif, hareketsiz,
spor olusturmayan, genellikle egri cubuklar seklinde ve siklikla dallanmis olarak
bulunan anaerobik mikroorganizmalardir. Taze izole edilen suslar mikroskopta
diizensiz dallanan, Y ve V seklinde ¢ubuklar halinde goriiniirler. Bununla birlikte,
normal habitatlarinda siklikla ¢ubuklar halinde olmalarina karsin, besiyeri sartlart
pleomorfizm gostermelerine sebep olmaktadir [23, 24]. Plak yiizeyinde ise mukoid

kremsi veya menekse renginde goriiniime sahiptirler [23].

Resim 2.1. Bifidobakterilerin elektron mikroskobu goriintiileri [25].
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Cizelge 2.1. Bifidobacterium cinsine ait tiirler ve izolasyon bolgeleri [23].

Tiirler

B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B
B

. adolescentis

. angulatum

. catenulatum

. gallicum

. longum

. bifidum

. breve

. infantis
pseudocatenulatum
dentium
merycicum
ruminantium

globosum

. boum
. thermophilum
. pseudolongum
. animalis

. gallinarum

. pullorum

. asteroides

. indicum

. coryneforme

. choerinum

. SULs

. cuniculi

. magnum

. saeculare

. minimum

. subtile

[zolasyon bolgeleri

Yetiskin insan digkisi

Yetiskin insan digkisi, pis su

Yetiskin insan ve bebek diskisi

Yetiskin insan digkisi

Yetiskin insan ve bebek diskisi, vajina
Yetiskin insan ve bebek diskisi, dana diskis1
Yetiskin insan digkisi, vajina, dana digkisi
Yetiskin insan digkis1

Yetiskin insan ve bebek diskisi, dana diskis1
Insan diskis1, vajina, cesitli apse ve yaralar
S1g1r rumeni

S1g1r rumeni

Si1gir rumeni, hayvan ve erkek digkisi
S1g1r rumeni, domuz digkisi

Si1g1r rumeni, domuz ve dana digkisi

S1g1r rumeni, domuz digkisi

Tavuk, rat ve tavsan digkis1

Tavuk diskis1

Tavuk digkisi

Ari bagirsagi

Ari bagirsagi

Ari bagirsagi

Domuz diskis1

Domuz diskis1

Tavsan digkis1

Tavsan digkis1

Tavsan digkis1

Pis su

Pis su
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Resim 2.2. Bifidobakterilerin 151k mikroskobu goriintiileri [26].

2.2.2. Fizyolojisi

Bifidobakteriler anaerobik mikroorganizmalardir, genellikle % 10 CO;’ li ortamda

12

geligirler. Fakat baz tiirleri oksijeni tolere edebilmektedir. Siiperoksit dismutaz ve

katalaz gibi enzimler, siiperoksit ve hidrojen peroksitin toksik etkilerine karsi

organizmalarin korunmasina yardimci olur. Bu enzimler B. infantis, B. breve, B.

longum ve B. adolescentis’ de ¢ok diisiik olup siiperoksit dismutaz aktivitesi suglar

arasinda degismektedir. NADH oksidaz ve NADH peroksidaz oksijen kullaniminda

gereken Onemli enzimlerdir [19, 23]. Cogunlukla bifidobakterilerin insanlarda

optimal gelisim sicakligi 36-38 °C iken hayvanlarda oldukga yiiksek olup 41-43 °C

arasindadir [23]. Gelisim icin optimum pH aralig1 6,5-7 arasinda olup, pH 5’ ten az

ve 8’ den yiiksek pH’ da gelisim goriilmemektedir [19].

Perolksidaz pan

NADH 2 HZO

Siiperoksit dismutaz

- - + =
O, + 0, +2H -—02+H202

Katalaz
H20,

Sekil 2.5. Hiicre i¢ine alinan oksijenin enzimler araciligiyla kullanimi [27].

2H,0 + 02
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2.2.3. Biyokimyasal ozellikleri

Bifidobakteriler metabolik aktivitelerinde kullandiklar1 karbonhidratlardan dolay1
laktobasillerden farklilik gostermektedirler. Bifidobakteriler heksoz
metabolizmasinda fruktoz—6-fosfat yolunu kullanirken, laktobasiller glikoz-6-fosfat
yolunu kullanmaktadirlar (Bkz. Sekil 2.6). Bu yolun sonunda olusan Onemli
tiriinleri; asetik asit ve L (+) laktik asittir (3:2). Yiiksek asit olugturmazlar, glikozdan
CO, meydana getirmezler, katalaz, nitrat rediiksiyonu, indol olusumu ve jelatin

hidrolizi negatiftir [24].

2 Glikoz

Fruktoz 6-fosfat
F6PPK P,

Asetil fosfat Eritroz 4 fosfat

/\' Fruktoz 6-fosfat
GAP

Sepdoheptulaz 7-fosfat
Riboz 5 fosfat
Ribuloz 5 fosfat

2 Ksiloz
X5PPK

fosfat
' 2P,

T Asetat € 2 Asetil fosfat 2GA — 2Piruvat

2 Laktat
Sekil 2.6. Bifidobakterilerde hekzos metabolizmasi [28].
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2.2.4. Hiicre duvarmin bilesimi ve fosfolipid kompozisyonu

Bifidobakteri tiirlerinin belirlenmesinde, peptid baglariyla meydana gelen amino asit
zincirlerinden olusan murein hiicre duvari kullanilmaktadir. Bifidobakterilerin hiicre
duvart muranik asit, alanin, glikozamin, glutamik asit ve ornitin veya lisin ile
birlikte treonin, aspartik asit, serin, glisin aminoasitlerinden biri veya ikisinden
olusan peptidoglikandan meydana gelir. Hiicre duvarindaki polisakkaritlerin
bilesiminde glikoz, galaktoz ve ramnoz bulunmaktadir. Tiirler arasinda

peptidoglikanlarin aminoasit dizilimi farklilik gostermektedir [24, 29].

Cizelge 2.2. Bazi bifidobakteri tiirlerinin hiicre duvar1 kompozisyonu [29].

Polisakkarit bilesimi
Tiirler Izolasyon kaynag1 || Peptidoglikan tipi Glikoz Galaktoz  Ramnoz
B. bifidum | Yetiskin diskis Orn.-Ser.-Asp.-Ala. + + +
B. infantis || Cocuk diskis1 Lis.-Gli. + + +
B. breve Cocuk digkist Lis.-Gli. + + +
B. longum | Yetiskin diskis Orn.-Ser.- Ala.-Thr. + + +

Bifidobakterilerde palmitik asit, palmitoleik asit, stearik asit, oleik asit ve miristik
asit gibi yag asitleri bulunmaktadir. Ayrica, difosfotidilgliserol ve fosfotidilgliserol
iceren laktobasil ve bifidobakteri tiirleri olmasina ragmen yalnizca bifidobakteriler

poligliserolfosfolipitleri ve onlarin lizo-tiirevlerini liretirler [29].

2.3. Probiyotikler

Probiyotik kelimesi Yunanca kokenli olup “yasam i¢in” anlamina gelen ve uzun
yillardan beri cesitli sekillerde kullanilan bir kelimedir [30]. ‘Probiyotik’ terimi ilk
olarak 1954 yilinda Ferdinand Vergin tarafindan antibiyotik ve flora iizerinde etkili
diger antimikrobiyal maddelerin patojen olmayan bakterilerin yararli (‘Probiotika’)
etkileriyle iligkisinin anlatildig1 ‘Anti-und Probiotika’ isimli makalede kullanilmigtir
[31]. 1965 yilinda, Lilly ve Stillwell adh arastiricilar tarafindan, diger

mikroorganizmalarin  gelisimini  destekleyen maddeleri tanimlamak icin
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kullanilmistir [32]. Yine ilk olarak hayvan biiyiimesini destekleyici yem katkisi
olarak 1970’li yillarda kullanilmis ve ‘hayvanlarin bagirsak mikrobiyal dengesini
gelistirerek onlara yararli olan canli mikrobiyal yem katkilar1® olarak
tammmlanmiglardir [33]. Probiyotiklerin en ¢ok kabul goren tanimlar1 Roy Fuller
tarafindan 1989 yilinda 'tiiketici sagligina, bireylerin bagirsak mikrobiyal dengesini
koruyarak veya gelistirerek yararli olan canli mikrobiyal gida katkilaridir’ seklinde
yaptlmistir [34]. Bu tanim 1998 yilinda Salminen ve ark. tarafindan ‘insan ve
hayvanlarin sagligin1 gelistirmek icin tasarlanan gida, yem ya da besinsel

katkilardaki canli mikrobiyal preparatlar’ olarak degistirilmistir [35].

2.3.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Genel olarak probiyotik kapsamina giren mikroorganizmalar, bakteriler ve maya
hiicreleri olarak iki gruba ayrilir. Bu mikroorganizmalar Cizelge 2.3’ de
gosterilmigtir [36]. Farkli cinslere ait bircok mikroorganizma probiyotik olarak
kullanilmaktadir [37]. Probiyotik olarak en siklikla kullanilanlar; laktik asit
bakterileri  (Lactobacillus,  Bifidobacterium,  Streptococcus,  Enterococcus,

Leuconostoc, Pediococcus) ve Saccharomyces boulardii’ dir. [38-40]

2.3.2. Probiyotik mikroorganizmalarin insan saghgi iizerine etkisi ve etki

mekanizmalar

Probiyotiklerin bagirsak fizyolojisi iizerine dolayli veya dogrudan etkide bulunarak
immiin sistemi uyardigi, bu ¢ercevede konak¢inin agiz ve sindirim sistemi dahil, iist
solunum yolu ve iirogenital sistem mukozal yiizeyini etkileyerek iyi hal ve sagligi

gelistirici, hastalik riskini azaltic1 potansiyel etkiye sahip oldugu bilinmektedir [36].

Probiyotiklerin etki mekanizmasma yonelik calismalar, bagrsak florasinin
diizensizligiyle ortaya c¢ikan mide-bagirsak sistemindeki bozukluklara dayanarak
yapilmaya baglanmistir [41]. Patojen mikroorganizmalar iizerine direkt antagonistik
etki yaparlar: Probiyotik bakteriler, patojen bakterilerin {iremesini engelleyen
inhibitdr antimikrobiyal peptid (mikrosin, bakteriyosin) iiretir. Yapilan ¢calismalarda,

S. boulardii’ nin Candida albicans, Salmonella typhi, Shigella, E. coli iiremesini
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baskiladig1 gosterilmistir. Patojenlerin adezyonunu onlerler; Probiyotik bakteriler,
say1 ve hacim avantajlar1 ile barsak ve iirogenital sistem epitel hiicrelerinde,
patojenlerin girmesini zorlastirirlar. Epitelyal bariyeri giiclendirerek, patojenlerin
translokasyonunu onlerler. Patojenlerin iiremek i¢in gereksinim duyduklari besin
maddelerini tiiketerek, tiremelerini inhibe ederler; S. boulardii, Clostridium difficile’
nin gereksinim duydugu monosakkaridleri tiiketerek C. difficile tiremesini Onler [41,

42].

Barsak enzim aktivitesine etki ederler: Probiyotik bakteriler, laktaz, maltaz, siikraz
aktivitesini arttirirlar. S. boulardii poliaminleri, aminopeptidazlarin olgunlasmasini

saglar [42].

Toksin ve toksin reseptorlerine etki ederler: S. boulardii 54 kDa proteini proteaz
aktivitesinde olup, C. difficile toksin A tizerine direkt olarak veya toksinin reseptore
baglanmasini onleyerek etki eder. Hayvan modellerinde, 120 kDa proteinin etkisi ile
cAMP, adenilat siklaz aktivitesi azalarak, su-sodyum hipersekresyonunun azaldigi

gosterilmistir [41].

Immiin sistem {izerine etki ederler: Antibiyotik verilen Lactobacillus casei,
Lactobacillus  bulgaricus ile beslenen farelerde lamina propriada lenfosit
proliferasyonu saptanmis, plazma hiicrelerinin sayis1 artmastir. Bifidobacterium
breve ile yapilan hayvan deneyinde, peyer plaklarinda antikor {iretiminin arttig
saptanmistir. L. casei shirota susu verildiginde, T-helper sayisinda artma, IgE
diizeyinde azalma goriilmistiir. Probiyotikler, proinflamatuvar ve antiinflamatuvar

sitokinlerin salinimini aktive ederek immiin sisteme diizenleyici etki gosterirler [41].

Probiyotiklerin, hayvan modellerinde, diskida karsinojenleri aktive eden bakteriyel
enzimleri inhibe ederek; karsinojenlerin yapisini bozarak anti-karsinojen etkilerinin

oldugu gosterilmistir [42].
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Cizelge 2.3. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar [36].

Bifidobacterium tiirleri Lactobacillus tiirleri ~ Digerleri
B. bifidum L. acidophilus Bacillus cereus
B. longum L. lactis Bacillus subtilis
B. breve L. rhamnosus Escherichia coli
B. infantis L. reuteri Saccharomyces cerevisiae
B. lactis L. bulgaricus Saccharomyces bulardii
B. adolescentis L. plantarum Enterococcus faecalis
L. johnsonii Enterococcus faecium
L. fermentum Streptococcus thermophilus
L. casei Propionibacterium freudenreichii

L. paracasei
L. crispatus
L. salivarius

L.gasseri

2.3.3. Probiyotik mikroorganizmalarin karakteristikleri

Probiyotik preparatlarinda bulunan mikroorganizmalar, biiyiik bir grup olan bagirsak
sistemi florasi ile rekabet etmek zorundadir. Bu sistemde bulunan mikrobiyal flora
tizerine bir etki yapabilmesi i¢in de herhangi bir probiyotik preparatinda bulunan
mikroorganizmalarin bazi1 karakteristik Ozelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir
[35]. Bircok arastirmaci tarafindan  yapilan c¢aligmalarda  probiyotik
mikroorganizmalarin tagimalar1 gereken Ozellikler belirlenmistir [35, 43, 44].

Giivenilir olmasi i¢in tasimasi gereken ozellikler;

1. Insanlar icin kullanilacak olan suslarin tercihen insan kaynakli olmasi

gerekmektedir. Saglikli insanin mide-bagirsak sisteminden izole edilmelidir.
2. Patojenik olmamalidir.

3. Mide-bagirsak bozukluklar1 gibi etkilere sebep olacak bir 6zellik tasgtmamalidir.

4. Giivenilir bir probiyotik secimindeki onemli kriterlerden biri de, antibiyotik



18

direng¢ genlerini tagiyip aktarabilen suslardan se¢ilmemesidir [45].

Probiyotik olarak tercih edilecek suslarin tagimalar1 gereken fonksiyonel 6zellikler;

1. Mide asidine direngli ve safraya toleransh olmali

2. Bagirsaklarda epitel yiizeye tutunmali ve canlilifin1 devam ettirebilmeli

3. Antimutajenik ve antikarsinojenik 6zelliklere sahip olmali

4. Proinflamatuvar etki olusturmadan bagisiklik sistemini uyarmasit ve immiin

sistem elemanlarina (makrofaj, fagositoz, v.b.) dayanikli olmal1

5. Helicobacter pylori, Salmonella spp., Listeria monocytogenes ve Clostridium

difficile gibi patojenlere kars1 antagonistik aktivite gdstermeli [45].

Sindirim kanalinda| Asit ve Safra
canl kalabilme tolerensi

Klinik olarak
kanitlanmis

"'nydﬁ!'“ i Toksik ve Patojen
saglik etkilerine

sahip olma Probiyotik clmama

l sus

Patojen bakterilerin ozellikleri Antimikrobiyal
tutunma ve madde
kolonizasyonunu iiretebilme

engelleme /' dada Epitel

ve Klinik hiicrelere
kullanimda yapisma

givenilirlik

Sekil 2.7. Probiyotik mikroorganizmalarin se¢im kriterleri [45].

Probiyotiklerin yukarida verilen 6Ozelliklerinin yan1 sira canliligini  devam

ettirebilmesi de cok dnemlidir. Bu nedenle de, asitlik ve safra tuzlarina olan direnci
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cok onemlidir. Ozellikle agiz yoluyla alman probiyotikler bagirsaklara ulasmadan
once midenin pH’ s1 1,5-3,0 olan asitli ortamindan canli olarak ge¢mesi
gerekmektedir. Bu nedenle probiyotik seciminde ilk aranmasi gereken ozellik
suglarin asit direncliligidir. Yapilan arastirmalarda probiyotik olarak kiiltiirler
arasinda asit direncliligi en zayif olan bifidobakteriler olarak bilinmektedir [46].
Mide asitligini gecen bakteriler daha sonra safra ile karsilagsmaktadirlar. Safra
organik (safra tuzlari, kolesterol, fosfolipitler) ve inorganik (su, elektrolitler)
bilesiklerin sulu bir karistmindan olusur. Safra, ya dogrudan safra kanali yoluyla
karacigerden onikiparmak bagirsagina geger ya da sindirim i¢cin hemen gereksinim
yoksa safra kesesinde depolanabilir. Karacigerde sentezlenen safra asitleri
karacigerden ayrilmadan Once bir molekiil glisin ya da taurin amino asitleri ile
konjuge edilir. Konjugasyon, safra asidinin karboksil grubu ile, eklenen bilesigin
amino grubu arasinda olusan amid bagi tarafindan saglanir. Olusan bu yeni bilesik
safra tuzlar1 olarak adlandirilirlar. Bunlar, glikokolik asit, glikokenodeoksikolik asit,
taurokolik asit ve taurokenodeoksikolik asit’ tir [47]. Safra asitlerinin konjuge olan
ve olmayan formlar1 Ozellikle mikroorganizmalar {izerinde antimikrobiyal etkiye

sahiptir. Ancak bu etki gram pozitiflerde daha belirgin olarak goriilmektedir [48].

Probiyotiklerin bagirsak yiizeyine kolonize olup canliligim1 devam ettirebilmesinin
saglayan diger bir Ozellik ise polisakkarit iiretimleridir. Laktobasiller ve
bifidobakteriler de diger bircok bakteri gibi farkli 6zelliklerde polisakkarit tiretme
yetenegine  sahiplerdir. Bu  polisakkaritler  hiicresel konumlarma gore
siiflandirilirlar. Hiicre duvarmin digina salgilanan polisakkaritlere ekzopolisakkarit
ya da kisaca “EPS” adi1 verilir [49]. Hiicresel lokasyonlari, kimyasal ve fiziksel yap1
ozellikleri ile fonksiyonlar1 esas alinarak mikrobiyal ekzopolisakkaritleri ii¢ ana
grup altinda toplamak miimkiindiir. Bunlar; hiicre yiizeyine kovalent baglarla bagh
olan kapsiiler polisakkaritler (CPS), hiicre duvarinin bir bileseni olan polisakkaritler
(LPS) ve dis cevreye salman ya da hiicre yiizeyi ile kovalent olmayan, gevsek
baglarla iligkilenmis polisakkaritlerdir (LAM) [50, 51]. CPS ve LPS genellikle
tiretici bakterilerin patojenitesini belirleyen yapilar oldugundan, tibbi acidan biiyiik
onem tasimaktadir. LAM’ nin ise gida endiistrisinde genis bir kullanim alam

bulunmaktadir. Ancak laktik asit bakterileri gibi genel olarak giivenli “Generally
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recognized as safe” (GRAS) seklinde tamimlanan mikroorganizmalarda CPS ve
LAM, iiretiminde rol alarak, gidalara arzu edilen 6zellikleri kazandirmaktadir [52-

54].

Bakterilerin olusturduklar1 EPS, epitel doku ile bakteriler arasinda (bagrsak
florasinda bulunan) gercek bir bag meydana getirir ve boylece EPS {iretimine sahip
suslarin epitele yiiksek kapasitede yapigsma 6zelligine sahip olacag: bildirilmektedir
[55-57]. EPS’ ler ayrica cesitli ekosistemlerde kolonizasyonu kolaylastiran
biyofilmlerin olusturulmasinda da rol oynar. Hiicre yiizey polisakkaritleri
bakterilerin biiyiik cogunlugu tarafindan iiretilmektedir. Bakteriyel EPS’ ler iiretici
mikroorganizma tarafindan enerji kaynagi olarak kullanilmazlar.
Mikroorganizmalarin cevrelerine salgiladiklar1t EPS molekiillerinin, fagositoz ve faj
ataklarina, organizmadan sitokinin salgilanmasina, antibiyotiklere ve toksik
maddelere (toksik metal iyonlari, siilfiir dioksit, etanol gibi), ozmotik strese karsi,
mikrobiyal hiicreleri koruyucu gorevi vardir. Organizmay1 zararlt ortamdan korur
[58, 59]. EPS bu ozellikleri ile probiyotik olarak kullanilacak bakteriye florada daha
fazla avantaj saglayacaktir. EPS iireten laktik asit bakterileri yogurt, peynir, tereyag,
kefir ve geleneksel fermente siit iiriinlerinin iiretiminde starter kiiltiir suglar1 olarak
kullanilmaktadirlar [56]. Starter kiiltiirlerin EPS olusturma yetenekleri, {iretimde
kullandiklar1 fermente siit iriinlerinin yapisal, aromatik ve reolojik o6zellikleri
tizerinde belirgin bir sekilde etki etmektedir [57]. Bu polimerlerin bir diger dikkate
deger Ozelligi gida sanayinde kivam arttirict olmalaridir [60]. EPS’ ler cesitli

fermente siit tirlinlerinin iiretiminde de teknolojik 6neme sahiplerdir [61, 62].

2.4. Bifidobakterilerin Probiyotik Onemi

Bir bakterinin probiyotik olarak etki gostermesi i¢cin gerekli ozellikler yukarida
probiyotik  mikroorganizmalarin  karakteristikleri bashikli konu igeriginde
anlatilmigtir. Tiim bu 6zellikler g6z Oniine alindiginda bifidobakterilerin probiyotik
acidan 6nemi su sekilde ozetlenebilir;

- Protein metabolizmasinin iyilesmesi: Bifidobakteriler fosfoprotein fosfotaz

aktivitesine sahip olduklarindan insan siitiinde bulunan a-kazeini pargalayabilmekte
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ve boylece siit proteinlerinin absorbsiyonuna katkida bulunmaktadir [63].

- Antimikrobiyal etkileri: Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizma gelisimini
engelleyen, biyolojik kokenli, ikincil metabolitlerdir. Bunlar, mikroorganizmanin
cogalmasim engelleyici “bakteriyostatik” veya “fungustatik” olabildikleri gibi;
mikroorganizmanin 6liimiine sebep olan “bakterisit” ve “fungisit” gibi maddeler de
olabilirler. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen, diisitk molekiiler agirlikli, organik
dogal iirlinlerdir [63- 65]. Bifidobakteriler tarafindan {iretilen bakteriyosinler
antimikrobiyal maddeler arasindadir. Bifidin ve bifidosin olarak adlandirilan
bakteriyosinlerin sirasiyla B. bifidum 1452 NCDO ve B. bifidum 1454 NCFB suslar1
tarafindan {iretildigi ve bunlarin Micrococcus, Listeria, Staphylacoccus, Bacillus,
Leuconostoc, Lactobacillus, Enterecoccus gibi bazi bakterilere karsi antimikrobiyal

etki gosterdikleri belirlenmistir [66].

- Ishal ve kabizlig1 onlenmesi: Bifidobakteriler tarafindan iiretilen organik asitlerin
bagirsagin peristaltik hareketini tegvik ettigi ve normal bagirsak hareketine yardimci
oldugu samlmaktadir. Kabizlik ¢eken hastalarin, bifidobakteri igeren siit ve
iriinlerini tiiketmeleri durumunda bagirsak hareketinde bir iyilesme oldugu ve
diskida su miktarinin arttigt gozlenmistir  [63]. Bununla birlikte, antibiyotik
kullanimi esnasinda bagirsaklarda Clostridium’ larin  artmasiyla Clostridium
toksinine bagli olarak ishal goriilebilir. Yapilan arastirmalarda bifidobakterilerin
Clostridium’ lar1 ve toksinini inhibe edebildigi gézlenmistir. Ayrica, endiistrilesmis
toplumlarda rotavirus baghica akut ishal nedenidir. Akut viral ishallerde
probiyotiklerin bozulan bagirsak florasimin iyilestirilmesi yoniindeki etkinligi
bildirilmistir. Etkinligi saptanan suslar arasinda L. rhamnosus GG, Lactobacillus

reuteri, Lactobacillus casei ve Bifidobacterium lactis saylabilir [67].

- Bobrek rahatsizliklarini  giderme: Bifidobakterilerin bobrek rahatsizliklarini
iyilestirme ve kan amonyak diizeyini azaltma nedenleri sunlardir; (i) bifidobakteriler
tarafindan amonyagin bir nitrojen kaynagi olarak kullanilmasi, (ii) amonyak ve amin
ireten bakterilerin gelisiminin 6nlenmesi, (iii) bifidobakteriler tarafindan iiretilen

organik asitlerle bagirsak pH’ smin diismesiyle iyonik kosullarin olusmasi ve
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amonyak diizeyinin azalmasi, (iv) bifidobakterilerin alifatik aminler, hidrojen siilfit

veya nitritler olusturamamasidir [66].

- Bagisiklik sistemini aktiflestirme etkileri: Bifidobakterilerin degisik immunolojik
fonksiyonlarinin (i) mitojenik, (ii) makrofaj ve antikor iiretimini tegvik etme ve (iii)

antitimor etkilerinin oldugu bildirilmistir [68].

- Laktoz kullanimin iyilesmesi: Laktoz intoleransi insanlarin ince bagirsaginda -
galaktozidaz veya laktaz enzimi yeterli miktarda bulunmadigindan laktoz hidrolize
olmamakta ve sonucta karmm agrisi, kramp ve ishale neden olmaktadir.
Bifidobakteriler B-galaktozidaz enzimini salgiladiklarindan laktozun sindirilmesini

tyilestirmektedir [29].

- Antikanserojenik (antikanser) aktivite: Bir¢ok in vitro ve hayvanlar iizerinde
yapilan arastirmalar bifidobakterilerin antimutajenik ve antikanserojenik etkiye
sahip olduklar1 ortaya konmustur. B. longum kolon, bobrek ve gogiis kanserini
tesvik eden ‘‘2-amino-3-metil-imidazol quinoline’” (IQ)’ yu inhibe etmekte veya
azaltmaktadir. Ayrica B. longum, kolonda glukuronit konjugelerin hidrolizinden
cogunlukla sorumlu olan B-glukuronidaz aktivitesini azaltarak toksik ve

kanserojenik maddelerin olusmasini dnlemektedir [69].

- Serum kolesterol diizeyinin azaltilmasi: Kan lipidlerinin diisiiriilmesi ve kalp
hastalig1 riskinin azaltilmasinda rol oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Laktobasiller ve
bifidobakteriler ile yapilan cesitli deneyler, bu bakterilerin belirli suslarinin, safra
tuzlar1 varhi@inda, kolesterolii asimile edebilme yetenegine sahip oldugunu

kanitlamastir [70].

- Vitamin metabolizmasinin iyilestirilmesi: Yasa bagl olarak saglikli insanlarin
bagirsak sisteminde baskin olarak bulunan bifidobakteriler, B1, B2, B6, B12

vitaminleri ve ayrica nikotinik asit ve folik asit iiretmektedirler [71].
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2.5. Bifidobakterilerin Epitel Yiizeye Tutunmasi

2.5.1. Hemagliitinasyon (HA) kabiliyeti

Hemagliitinasyon, bakterilerin epitel yiizeye tutunmasinda etkili olabilecegi
diisiiniilen in vitro olarak hemen sonug almabilen bir yontemdir. Insan ve cesitli
hayvanlarin eritrositleri, baz1 bakteri veya viruslarla birlikte bulunduklar1 zaman bir
kiimelesme gosterirler ki, bu olaya kamin agliitinasyonu anlamina gelen
hemagliitinasyon (HA) adi verilmektedir. Yapilan arastirmalarda memeli epitel
hiicre reseptorleri ile eritrosit membran reseptorleri arasinda benzerlik bulunmustur
[72]. Bu nedenle bakterilerin epitel yiizeye tutundurulmasi ¢aligmalari i¢in 6n
denemelerin hemagliitinasyon calismalari ile gergeklestirilebilecegi diisiiniilmektedir

[73].

Bakterilerce meydana getirilen HA’ da, mikroorganizmalarin etrafinda bulunan
piluslarin (fimbria) 6nemli rolleri vardir. Bu striiktiirler, ayn1 zamanda, bakterilerin
cesitli hiicrelere tutunmasinda ve baglanmasinda da etkin gorev yaptigindan,
mikroorganizmalarin kolonizasyonunda ve hastalik olusturmalarinda fonksiyonlari
vardir [73]. Bakterilerde fimbriya olusumu, fimbriyal ve nonfimbriyal
hemagliitinasyon 0zellikleri, hemagliitinasyon tipleri, eritrosit profilleri gibi
ozelliklerin aragtirilmasinda, bir yandan bilimsel bir merak, bir yandan da bakterilere
ait epidemiyolojik bilgilerin genisletilmesiyle saglik sorunlariyla ilgili pratik
yaklagimlara olanak saglanmasi gibi amaglardan soz edilebilir. Bakteri fimbriyalari,
farkl hiicre tipleri arasinda eritrositlere de tutunabilme ve boylelikle aglutine etme
(HA) yetenekleriyle bakteri hemagliitininleri (fimbriyal hemagliitininler) arasinda
yer almaktadirlar [74]. Bu baglamda, fimbriyalarin varliklarin1 ve yapismada
oynadiklar1 rolii géstermeye yonelik in vitro aragtirmalarda kullanilan yontemlerden

biri de bakterilerin HA yeteneklerinin gosterilmesine dayanmaktadir [74, 75].

Bircok enteropatojenik bakterinin, bagirsak bolgelerindeki kolonizasyonu, fimbrial
yapigsmayla gerceklesmekte ve cogunlukta fimbrial yapisma, lektin aktivitesi gibi

davranarak epitel hiicrelerindeki gliko-baglama reseptorlerine baglanmaktadir. Bu



24

gibi calismalarin ¢ogunda bakterilerin eritrositleri aglutine etme yetenegi model

alinarak bakterilerin kendi konaklari ile olan etkilesimleri incelenmektedir [76].

2.5.2. Epitel yiizeye tutunmanin 6nemi

Bagirsak mukozasmma tutunma kolonizasyon icin Onemlidir ve probiyotik
mikroorganizmalarin se¢iminde gerekli olan kriterlerden biridir [77]. Probiyotik
bakterilerin tutunmasi onlarin bagirsak sisteminde uzun siire kalabilmesi ve
tagidiklar1 yararh ozellikleri gosterebilmeleri i¢in gereklidir [78]. Probiyotik
mikroorganizmalarin tutunmasi ile patojenlerin kolonizasyonunun azaltildigs,
immiin sistemin modiile edildigi ve zarar géren mukozanin iyilesmesinde artig
goriildiigii bilinmektedir [79, 80]. Probiyotik kiiltiirlerin bagirsaga ulagmasi halinde,
peristaltik hareketler ile bagirsaktan kayip gitmemesi i¢in bagirsak liimenini Orten
mukus tabakasina ve epitel hiicrelerine yapigsmas1 gerekmektedir. Bu durum,

enteropatojenlere kars1 antogonistik etki gostermesi icin gereklidir [81- 83].

2.5.3. Tutunma mekanizmasi

Son yillarda arastirmacilar tarafindan, bazi Lactobacillus ve Bifidobacterium
bakterilerinin epitel yilizeye tutunma mekanizmasi arastirilmistir. Aragtirmacilar ilk
olarak, Bifidobacterium bifidum subsp. pennsylvanicum’ un lipoteikoik asitinin insan
kolon epiteline kolayca baglanip ayrilabilecegini kesfetmislerdir [84]. Ancak,
yapilan arastirmalar sonucunda Lactobacillus ve Bifidobacterium bakterilerinin
epitel yiizeye tutunmasinin mekanizmasi tam olarak aciklanamamistir. Buna karsin,
bircok infeksiyon hastalik ve virulanslarla iliskisi olan patojen mikroorganizmalarin
epitel ylizeye tutunmasi ile ilgili cok fazla arastirma bulunmaktadir. Patojen
mikroorganizmalarin fimbrial adezinleri siklikla lektin benzeri aktiviteye ve
epitelyum glukokonjugat reseptorlerine baglanabilme ozelligine sahiptir [84, 85].
Patojenik bakterilerle ilgili olarak son zamanlarda yapilan ¢alismalarda bu tutunma
mekanizmasindan baska bir tip daha kesfedilmistir. Cogu patojenik bakteriler
fibronektin, proteoglikanlar, laminin, kollojenler ve ekstraselliiler matriks
molekiillerine benzer yiizey bilesenlerine sahiptir. Bu bilesenler sayesinde epitel

yiizeye ve mukozaya tutunabilmektedirler [84-87].
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Probiyotik bakterilerin epitel ylizeye yapisma caligmalarinda bircok arastirmacinin
odak noktas1 bakteriyel adezinler ve reseptorler olmustur. Bununla birlikte,
arastirmacilar gostermislerdir ki, tutunma bakterilerin yiizey ile etkilesimleri sonucu
gerceklesmektedir [88]. Yapilan arastirmalar sonucunda tutunmayi gerceklestiren
yiizey yapilar1 belirlenmistir. Bu yapilar hiicre duvar1 yiizeyinde yer alan asidik
mukopolisakkaritler [89], karbonhidrat kapsiil polimerleri, glikoproteinler ve

karbonhidratlar, karbonhidrat kombinasyonlar1 ve ‘‘proteinaceous’’ faktordiir [90].

Bifidobakterilerin epitel ylizeylere yapismasinda ‘‘proteinaceous’’  olarak
adlandirilan bir protein bilesigin aracilik ettigi bulunmustur. Bu nedenle
bifidobakterilerin epitel yiizeylere yapisma mekanizmasi laktobasillerdan farklilik
gostermektedir. Bifidobakterilerin yapiskan-benzeri proteinlerinin tiire 6zgii oldugu
gosterilmistir [88]. Genellikle, bifidobakterilerin bagirsak bdolgesinde hiicreye
tutunmasi bakterilerin kolonizasyonu ve proliferasyonu i¢in 6n kosuldur [81].
Bifidobakteri suslarinin kolon yiizeyine tutunmasi, epitelin altina tutunarak veya
mukusa baglanarak gerceklesmektedir. Hiicre adezyonu yiizey ile hiicre arasinda
gerceklesen ¢ok adimli bir siirectir. Bu siireci hiicre membraninin yapisi ve bilesimi

ile ylizey etkilesimi belirlemektedir [88].

2.5.4. Tutunmada kullamlan doku kiiltiirleri

Probiyotiklerin bagirsak bolgesine tutunmasi ve kolonizasyonu ile ilgili yapilan
calismalarda in vivo deneylerde karsilagilan zorluklar nedeniyle genellikle in vitro
denemeler yapilmistir. Bu deneylerde genellikle in vitro kosullarda iiretilebilen
Caco—2, HT-29 ve HT29-MTX hiicreleri kullanilmaktadir. Bu hiicre modellerinin
avantaji, in vitro ortamda morfolojik ve islevsel farklilasma gostermeleridir. Ayrica
bu hiicre tabakalari, polarizasyon, fonksiyonel firca kenar ve bagirsak hidrolazlarini

iceren olgun enterosit karakterlerini de gosterirler [79].

Ozellikle insanda, in vivo olarak bakteriyel yapisma calismalar1 sirasinda

karsilagilabilecek zorluklar nedeniyle, insan bagirsak hiicrelerine bakteriyel yapisma
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icin in vitro model sistemi gelistirilmistir. Arastiricilar tarafindan, insan bagirsak
epitelinde bulunan cesitli tipteki hiicrelerin Ozelliklerine sahip, insan adeno
carcinoma (Caco-2) hiicrelerini izole edilmistir. Bakteriyel ¢aligsmalarin bir¢ogunda
bu hiicreler kullamilmaktadir. Caco-2 hiicreleri normal ince bagirsak villus
hiicrelerinin 6zelliklerine sahip oldugu icin, Salmonella typhimurium, Listeria
monocytogenes, enteropatojenik ve enterotoksijenik E. coli ve Vibrio cholerae ile
yapilan yapismaya yonelik calismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Caco-2
hiicreleri yalmizca normal mikroorganizmalarin yapisma mekanizmasiyla ilgili
calismalarda degil ayn1 zamanda bu bakterilerin patojenler ile ayni ekosistem igin

nasil rekabete girebildiklerini gosteren calismalarda da kullanilmaktadir [80-82].

2.6. Prebiyotikler

Probiyotik olarak isimlendirilen bakterilerin selektif olarak biiylime ve gelismesini
saglayan, aktivitelerini arttiran sindirilemeyen karbonhidrat bileslenlerine prebiyotik
ad1 verilmektedir. Bir disakkarit olan laktuloz, inulin, oligosakkaritler (maltoz, soya,
ksiloz), oligofruktoz ve galaktoz iceren galaktooligosakkaritler (kurubaklagiller)
prebiyotikler sinifina girmektedirler [91]. Prebiyotikler baslica oligosakkaridler olup
bagirsak sisteminde bir veya siirli sayidaki bakterilerin gelisimini veya aktivitesini
tesvik ederek, insan ve hayvan sagligin1 olumlu yonde etkileyen gida bilesenleridir.
Bir gida bileseninin prebiyotik olarak adlandirilmasi i¢in bagirsak sisteminin iist
kisminda hidrolize ve absorbe olmamali, bagirsakta bulunan yararli bakterilerden
tarafindan  kullanilabilmeli, sagligi 1iyilestirici yonde bagirsak  florasim
degistirebilmeli, insan ve hayvan saghigim olumlu yonde etkilemelidir [92].
Bagirsak sisteminde bifidobakterilerin gelisiminin artirilmasi, ¢ok spesifik
karbonhidratlarla saglanabilmektedir [29]. Prebiyotikler inulin, frukto- ve
galaktosakkarit gibi kisa zincirli karbonhidratlardir ve kolon bakterileri i¢in substrat
gorevi goriirler. In vitro olarak yapilan ¢alismalarda prebiyotikler olarak kullanilan
oligofruktoz ve inulin, kolondaki yararli mikroflora (Lactobacillus, Bifidobacterium
gibi) tarafindan selektif olarak kullanilirken, toksin iireten Clostridium’ lar,
proteolitik Bacteriodes’ ler ve toksijenik E. coli gibi potansiyel patojen

mikroorganizmalarin ¢cogalmasin engellemektedir [93, 94].
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Prebiyotikler iizerine yapilan ¢alismalarda genellikle inulin kullanilmaktadir. Inulin
dogada yaygin olarak bitkilerin depo karbonhidrati formunda bulunan ve fruktoz
polimerlerinin heterojen karisimina verilen isimdir. Inulinin polimerizasyon derecesi
oldukga yiiksektir. Polimerizasyon derecesi diisiik olanlara ise fruktooligosakkarit ya
da oligofruktoz adi verilmektedir [92]. Bifidobakteriler tarafindan fermente edilen
frukto-oligosakkaritler, E. coli ve C. perfringens tarafindan fermente
edilememektedir [94]. Bu nedenle, bir¢ok ozelliginden yararlanilmak istenen
bifidobakterilerin kullaniminin yami sira prebiyotikler ile birlikte kullanilmasi
onerilmektedir. Bu sekilde, probiyotiklerin ve prebiyotiklerin birlikte kullanilmasina
sinbiyotik adi verilmektedir. Giiniimiizde c¢ogu siit ve siit iiriinleri sinbiyotik

bilesimleri icermektedir [95].

2.6.1. Prebiyotik uygulamalari

Son yillarda yapilan arastirmalarda bifidobakterilerin gelisimini tesvik eden inulin
ve oligofruktozun bagirsak hastaliklar1  ve bozukluklar1 iizerine etkileri
arastinlmistir. Bircok c¢alismada prebiyotikler bagirsak florasinin  metabolik
fonksiyonlarmm ~ gelistirmek icin kullamlmistir. Ornegin, in vivo olarak
gerceklestirilen calismalarda iniilinin Ca absorbsiyonunu gelistirmesiyle ilgili bir¢ok
veri toplanmistir. Bununla birlikte hayvan denemelerinde oligofruktozun
fermentasyonu ile karaciger metabolizmasinda iyilesmenin meydana geldigi ve
metabolik fonksiyonlarla ilgili disfonksiyonlarin 6nlenebilecegi sonucuna varilmistir
[97]. Rowland ve ark. tarafindan (1997) ratlar iizerinde yapilan bir calismada B.
longum ve inulin kullanilarak kolon yaralarinda iyilesme tespit edilmistir [69].
Ayrica, Osman ve ark. tarafindan (2006) yapilan bir calismada ©nceden kolit
olusturulan deney hayvanlar1, 7 giin siireyle iki bifidobakteri tiirii ve bunlarla birlikte
belirli oranlarda hazirlanmis olan inulin ve oligofruktoz, gesitli kombinasyonlar
olusturularak beslenmistir. 7 giin sonrasinda deney hayvanlarinin kolit olusturulan
bolgesinden almman Orneklerde yara iyilesmesine etki eden bazi fizyolojik
parametreler incelenmistir. Elde edilen verilere gore kolit olusturulan bolgede

onemli bir oranda iyilesme gbzlenmistir [98].
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Materyal ornekleri

Arastirmada kullanilan digki ve anne siitii 6rnekleri yeni dogum yapmis anne ve yeni
dogan bebeklerinden olmak {iizere toplam 2 anne ve 2 erkek bebekten temin
edilmistir. Dogumdan sonra 1. giinden itibaren 6. aya kadar gecen siiregte belirli

araliklarla alinan 6rneklerden bakteri izolasyonlart yapilmistir.

3.1.2. Arastirmada kullanmilan besiyerleri

Bebek diskisindan ve anne siitiinden bakteri izolasyonlarinda Bifidobacterium segici
besiyeri (BSM-Bifidobacterium Selective Medium, Fluka) ve mupirosin (Oxoid)
adli antibiyotik kullanilmigtir. BSM besiyeri igerisinde kiiflerin, enterokoklarin ve
gram negatif bakterilerin gelisimini inhibe edici tuzlar bulunmaktadir. Ayni
zamanda icerisindeki diger bilesiklerle mantar ve streptokoklarda bulunan
gliseraldehit—3-fosfat dehidrojenaz enzimi baskilanarak glikoziz inhibisyonu
saglanmaktadir. BSM besiyeri ayn1 zamanda BSM supplementi ile birlikte de
kullanilabilmektedir. Bu suplement igerisinde bulunan ii¢ antibiyotik Pseudomonas,
Enterobactericea ve Bacilli gibi birlikte bulunan bakteriyal florayr inhibe
etmektedir. Ayrica, kullanilan mupirosin de genis spektrumlu olup, metisiline
direncli suslar da dahil olmak tizere Staphylococcus aureus ve diger stafilokoklar ile

streptokoklara kars1 etkindir [99].

Arastirmada kullanilan Bifidobacterium selective medium (BSM) sivi besiyeri

iceriginde yer alan maddeler Cizelge 3.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Bifidobacterium selective medium (BSM) s1v1 besiyeri

Maddeler g/L Maddeler g/L
Pepton 10,00 Lityum klorit 2,00
Meet Ekstrakt 10,00 Sodyum propiyonat 3,00
Yeast Ekstrakt 3,00 Sodyum Kklorit 5,00
Glikoz 5,00 Sistein hidroklorit 0,50
Sodyum asetat 3,00 Starch 1,00

Maddeler tartilip distile su ile 1000 ml tamamlanip, pH s1 6,8 £ 0,2° ye
ayarlanmigtir. Daha sonra 121 °C” de 15 dk. otoklavda steril edilmistir. Kati besiyeri
elde etmek icin siv1 besiyerine % 1,5 g agar ilave edilmistir. Antibiyotik, besiyeri

sicakligi 45-50 °C’ ye kadar sogutulduktan sonra, 200 u/L oraninda ilave edilmistir.

Arastirmada kullamlan Man Rogosa ve Sharp (MRS) s1v1 besiyeri iceriginde yer

alan maddeler Cizelge 3.2’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Man Rogosa ve Sharpe (MRS) s1v1 besiyeri

Maddeler g/L Maddeler g/LL
Pepton 10,00 Tri Amonyum Sitrat 2,00
Beef Ekstrakt 10,00 MgSO, . TH,O 0,20
Yeast Ekstrakt 5,00 MnSO; . 4H,0 0,05
Glikoz 20,00 Na,HPO, 2,00
Na-Asetat . 3H,O 5,00 Tween 80 1 ml

Maddeler tartilip distile su ile 1000 mI’ ye tamamlanmistir. pH’ s1 6,8 + 0,2 ye
ayarlanmistir. Kat1 besiyeri hazirlamak i¢in besiyerine % 1,5 oraninda agar ilave

edilmistir. Besiyeri 121°C’ de 15 dk. otoklavda steril edilmistir.

Arastirmada kullanilan Sisteinli-MRS s1v1 besiyerinin hazirlanmasinda Cizelge 3.1.
de verilen MRS besiyeri hazirlandiktan sonra 2,00 g/L olacak sekilde L-sistein ilave
edilmis ve 1000 m!’ ye distile su ile tamamlanmistir (pH 6,8 +0,2).
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Arastirmada E. coli ATCC 11229 susu ile yapilan ¢aligmalarda kullanilan nutrient

s1v1 besiyeri igeriginde yer alan maddeler Cizelge 3.3 de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Nutrient s1v1 besiyeri

Maddeler g/L
Pepton 5,0
Yeast Ekstrakt 2,0
Sodyum klorid 5,0

Maddeler tartilip distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanmistir (pH 6,8 + 0,2). Kat1
besiyeri hazirlamak icin besiyerine % 1,5 oraninda agar ilave edilmistir. Besiyeri

121 °C’ de 15 dk. otoklavda steril edilmistir.

Arastirmada kullanilan PBS Tamponu igeriginde yer alan maddeler Cizelge 3.4’ de

gosterilmistir.

Cizelge 3.4. Phosphate Buffered Saline (PBS) tamponu

Maddeler g/L
NaCl 8,00
K>HPO,4 1,21
KH; PO4 0,34

Maddeler tartilip distile su ile 1000 ml’ ye tamamlanir. pH 6,2 £ 0,2” ye 0,01 N HCI
ve 0,01 N NaOH ile ayarlanmistir, 121 °C” de 15 dk. otoklavda steril edilmistir.

Epitel yiizeye tutunma ¢aligmasinda kullanilan mide suyunun igerigi Cizelge 3.5° de
verilmistir. Bagirsak sivisinin hazirlanmasinda ise 0,15 g safra 100 ml’ lik distile
suda ¢oziiliir ve pH’ s15 N NaOH ile 7,0 ve 8,0’ e ayarlanir. Bagirsak sivis1 filtreden

gecirilerek steril edilmistir.
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Cizelge 3.5. Mide suyu icerigi

Maddeler Miktar
NaCl 125 mM
KCl 7 mM

NaCOs 45 mM
Pepsin 3 mg/ml

Tiim maddeler tartilip toplam hacim 1000 ml olacak sekilde sulandirildiktan sonra
pH’ lar1 180 mM HCI ile 3,0; 4,0; 5,0 ve 7,0’ ye ayarlanarak, 121 °C’ de 15 dk.

otoklavda steril edilmistir.

3.1.3. Bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelisme ortamlari

Bifidobakterilerin gelistirilmesi ve aktiflestirilmesinde ~Sisteinli-MRS besiyeri
kullanilmigtir. Ayrica tiim deneysel c¢alismalar, anaerobik jar (Oxoid, Anaerojar)
icerisinde 37 £ 1°C’ de 24-72 saat, ortama % 10 CO, salimimini saglayan anaerobik
kit kullamlarak (Oxoid, Anaerobic generating kit), gelistirilmis ve tiim ¢aligmalarda
iki kere aktiflestirilmis kiiltiirler kullanilmistir [100].

3.1.4. Arastirmada kullamlan test bakterileri

Aragtirmada antimikrobiyal aktivite ve epitel yiizeye tutunma calismalarinda test
bakterisi olarak kullamilan Escherichia coli ATCC 11229 susu Refik Saydam
Hifzisthha Merkez Baskanligi Kiiltiir Koleksiyonu’ dan temin edilmistir. Bakteri

nutrient sivi besiyerinde 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir.

Arastirmada Fruktoz—6-fosfat fosfoketolaz enzim (FO6FFK) testi icin test bakterisi
olarak Lactobacillus delbruckii spp. bulgaricus ATCC 11842 (ATCC, USA) susu
kullanilmigtir. Diger tiim calismalarda Bifidobacterium breve DSMZ 20213,
Bifidobacterium bifidum DSMZ 20456, B. pseudocatenulatum DSMZ 20438, B.
longum DSMZ 20088 (DSMZ, German) suslar1 kullanilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Bakterilerin izolasyonu

Yeni dogan bebeklerden ve annelerinden, saglik durumlarina gore belirli
periyodlarla digki ve siit 6rnekleri temin edilmistir. Anne siitii 6rneklerinin alinacagi
bolge Onceden dezenfektanlarla silinerek disaridan herhangi bir bulas olmasi
engellenmistir. Siit ve diski ornekleri onceden steril edilmis efendorf tiiplerine
alinmig ve en kisa siirede laboratuvara ulastirilmistir. Daha sonra, Orneklerin
seyreltilme islemi steril fosfat tamponu (PBS) ile 10" den 10 ya kadar yapilmistir.
Seyreltilerden bifidobakterilerin izolasyonu i¢in 0,1 ml alinarak BSM agara inokiile
edilip, steril sartlarda drigalski spatiilii ile homojen bir sekilde yayilmistir.
Mikroorganizmalarin gelismesi icin 37 £ 1 °C' de 72 saat % 10 CO, iceren ortamda
inkiibasyona birakilmigtir [100, 101].

Inkiibasyon sonunda BSM agarda iireyen bakterilerin koloni morfolojileri
incelenmistir. Incelemeler besiyerinde 2 farkli koloni tespit edilmistir. Morfolojisi
farkli olan kolonilerden ©Ornek alinarak sisteinli-MRS  besiortamlarinda
aktiflestirilmistir. Aktiflestirilen izolatlarin tanimlamalariin yapilmasinda ve

calismalarda kullanilmak iizere stoklar1 hazirlanmigtir.

3.2.2. Bakterilerin muhafaza edilmesi

Ependorf tiiplerine 0,3 ml gliserol (Merck) konularak, 121 °C’ de 15 dk otoklavda
steril edilmistir. Bakteriler uygun siv1 besiyerinde iki kez ard arda aktiflestirilmistir.
Aktiflestirilen kiiltiirlerden 0,6 ml gliserol iceren steril ependorflara ilave edilerek, -
85 °C’ de muhafaza edilmistir. Muhafazaya alinan stoklar iki ayda bir yenilenmistir

[102].

3.2.3. Disk1 ve anne siitii orneklerinden izole edilen bakterilerin tanimlanmasi

Digki ve anne siitii 6rneklerinden izole edilen, stoklar1 hazirlanmis olan bakterilerin

BSM besiyerine ¢izgi ekimleri yapilarak 37 °C’ de 72 saat siireyle inkiibasyona
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brrakilmistir.  Inkiibasyon sonucunda izolatlar tarafindan olusturulan koloni
morfolojileri incelenmistir (Bkz. Resim 4.1). Ayrica, izolatlarin gram boyamalari
yapilmis ve biitiin izolatlarin gram (+) olduklar1 goriilmiistiir. izole edilen
bakterilerin besiyerindeki koloni morfolojilerinin ve gram boyama sonuclarimn,
Bifidobacterium cinsine ait tiirlere benzer sekilde oldugu goriilmiistir [9].
Bifidobacterium cinsine ait oldugu diisiiniilen izolatlar daha sonra bifidobakterilerin
belirlenmesinde kullanilan fruktoz—6-fosfat fosfoketolaz enzim testi yapilarak,
fruktoz—6-fosfat fosfoketolaz enzim varligi acisindan pozitif olup olmadiklar:

degerlendirilmistir.

Fruktoz-6-fosfat fosfoketolaz (F6FFK) enzimi aktivitesi

Bibiloni (2000) tarafindan kullanilan metot baz1 degisikler yapilarak kullanilmistir
[101]. izolatlarin aktif kiiltiirlerinin optikal yogunluk (OD) degerleri 600 nm dalga
boyundaki spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) 0,600’a ayarlanmistir
(OD6OOnm =~0,600) 1 ml’ lik aktif kiiltiir 4000 rpm’ de 4 dk. santrifiij edilmistir. %

0,05 sistein hidroklorid (pH 6,5) iceren 1 ml fosfat tamponu (0,05 M KH,PO,) ile
yikanip, 200 pl % 0,05 sistein hidroklorid (pH 6,5) ve % 0,25 Triton X-100 iceren 1
ml fosfat tamponu siispanse edilmistir. Daha sonra 6 mg/ml sodyum florid ve 10
mg/ml sodyum iyodasetat karisimindan ve 80 mg/ml fruktoz—6-fosfattan eklenerek
60 dk. inkiibe edilmistir. 13,9 g/100 ml hidroksilamin hidrokloritten 300 pl
eklenerek 10 dk. oda sicaklifinda bekletilmistir. % 15 trikloroasetik asit, 4 M
hidroklorik asit ve % 5 FeCls. 6 H,O’ dan eklenerek renk degisimi gozlenmistir.
Eger izolatlar, standart bifidobakteri suslarinda oldugu gibi menekse renginde
gozlenirse test pozitif, laktobasil susunda oldugu gibi sar1 renkli gbzlenirse test

negatif olarak degerlendirilmistir (Bkz. Resim 4.2).

Bifidobacterium cinsine ait oldugu disiiniilen izolatlarin tiir diizeyinde
tammmlamalar1 i¢in ¢esitli fizyolojik ve biyokimyasal testlerden yaralanilmistir.
Bakterilerin morfolojileri (sekil ve formlanig), hareket durumlari, spor olusturma
durumlar1 ve gram boyamaya karsi reaksiyonlar1 incelenmistir. Bunlara ilave olarak,

bakterilerin siv1 besiyerindeki iireme durumu, kati besiyerindeki koloni sekli ve
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yapilar1 da incelenmistir. izolatlarin katalaz reaksiyonlari, glikozdan gaz olusturma
durumlari, indol reaksiyonlari, jelatin ve arjinin hidrolizi reaksiyonlar1 da

incelenmistir [103].

Seker testleri

Izolatlarin riboz, laktoz, salisin, melibiyoz, melizitoz, ksiloz, rafinoz, sellobiyoz,
maltoz, mannitol, sorbitol, glikoz, galaktoz, arabinoz, mannoz, trehaloz, siikroz gibi

sekerleri iceren besiyerlerinde seker kullanimlar1 test edilmistir.

Seker testleri i¢in, sivi MRS’ den karbonhidrat kaynagi olarak dekstroz ¢ikarilmis ve
% 0,04 g bromkresol purpur indikatorii ilave edilerek stok besiyeri hazirlanmistir.
Hangi sekerin testi yapilacaksa o sekerden % 2 oraninda hazirlanmig ve 0,2 pm' lik
filtre kagid1 kullanilarak, mikrofiltrasyon yolu ile steril edilmistir. Stok sekerlerden
% 1 oranminda besiyerine ilave edilmistir. Yogunlugu esit olarak ayalanmig (ODggo
nm =~0,600) olan aktif kiiltiirlerden sekerli besiyerlerine % 1 oraninda inokiile
edilerek 37 £ 1 °C' de 48 saat % 10 CO, iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda sekeri fermente etme durumlarma gore (+/-) sonuclar

degerlendirilmistir [104, 105].
Ayrica, suslarin seker testlerine dayali Analitik Profil Indeks (API, Biomérieux,
Fransa) analizi yapilmistir. Analizleri, API 20 A(Biomérieux, France) kiti

kullanilarak yapilmistir.

Fizyolojik ve biyokimyasal testler

Katalaz testi

Katalaz enziminin ortamdaki hidrojen peroksiti, su ve oksijene ayrigtirdigi
bilindiginden bakteriler iki kez ard arda 5 ml lik steril sisteinli-MRS sivi
besiyerinde uygun kosullarda aktiflestirilmistir. Inkiibasyon sonrasinda aktif
kiiltiirlerden 1 ml alinarak tiip icerisine konulmustur ve {izerine de % 30’ luk H,O,

ilave edilmistir. Sonuglar kabarcik olusumuna gore degerlendirilmistir. Bu test icin
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Staphylococcus aureus pozitif kontrol olarak kullanilmistir [106].

Arjinin hidrolizi

Maddeler tartilip hacim distile edilmis su ile 1000 ml’ ye tamamlanmistir. Kati
besiyeri hazirlamak i¢in besiyerine % 1,5 oraninda agar ilave edilmistir. Besiyeri
121 °C’ de 15 dk. otoklavda steril edilmistir. iki kez aktiflestirilen kiiltiirlerden igne
Oze ile ekim yapilarak, 37 + 1 °C' de 48 saat % 10 CO; iceren ortamda inkiibasyona
birakilmistir.  Sonuclar  inkiibasyon  sonunda renk  degisimine  gbre

degerlendirilmistir. Pseudomonas aeruginosa pozitif test bakterisi olarak

kullanilmustir.

Maddeler g/l
Pepton 1
NaCl 5
K>HPO, 0,3
Fenol Red 0,01
Arjinin 10

Jelatin hidrolizi

% 10 oraninda jelatin iceren sisteinli-MRS besiyeri hazirlanip, 121 °C* de 15 dk.
otoklavda steril edilmistir. Her bir tiipe aktif bakteri kiiltiirlerinden ekim yapilarak
3741 °C' de 48 saat % 10 CO, igeren ortamda inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon
sonunda besiyerinin sivilasma durumuna gore sonuglar pozitif veya negatif olarak
degerlendirilmistir. Pseudomonas aeruginosa pozitif test bakterisi olarak

kullanilmustir.

Indol reaksiyonu

Maddeler o/mL

Pepton veya pankreatik kazein 1
NaCl 5; pH; 7.2
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Yukaridaki maddeler ile hazirlanan besiyeri 121 °C’ de 15 dk. otoklavda steril
edilmigtir. Her bir tiipe aktif bakteri kiiltiirlerinden ekim yapilarak 37 £ 1 °C' de 48
saat % 10 CO, iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda her
bir tiipiin ilizerine 1-2 damla kovaks ayiract damlatilarak renkli halka olusumuna
gore sonuglar pozitif veya negatif olarak degerlendirilmistir. indol olusumunda

pozitif test bakterisi olarak E. coli kullamlmistir.

Glikozdan gaz cikisi

Bu test icin, hazirlanan sisteinli-MRS sivi besiyeri, durhaym tiipii igeren test
tiiplerine 5 ml olarak dagitilmistir ve 121 °C’ de 15 dk. otoklavda steril edilmistir.
Daha onceden aktiflestirilmis olan kiiltiirlerden % 1 oraninda besiyerine inokiile
edilerek, 371 °C' de 48 saat % 10 CO, iceren ortamda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda deney tiipleri incelenmis ve olusturmus olabilecekleri gazlar

(H, ve CO,) durhaym tiiplerinde incelenmistir.

3.2.4. Bifidobakterilerin asit direncliliginin belirlenmesi

Bifidobakterilerin asit direncliliklerinin belirlenmesinde Chung ve ark. (1999), Succi
ve ark. (2005) ve Jiang ve ark. (2007) tarafindan bildirilen yontemler modifiye
edilerek kullamlmistir [107-109]. Probiyotiklerin midenin yiiksek asitli ortamindan
gecerek bagirsaklara ulasabilme yetenegini belirlemek icin mide sivisi kosullarina
benzer bir ortam olusturulmaya calisilmistir. Bu amagla sisteinli-MRS besiyerinin
pH’ s1 sterilizasyondan 6nce 1 N HCI kullamlarak 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 ve 6,2° ye
(kontrol) ayarlanmus, sterilizasyondan sonra 0,45 um’ lik filtre ile siiziilerek sterilize
edilmis pepsin (Sigma) ¢Ozeltisi son konsantrasyon 1000 U/ml olacak sekilde
besiyerine katilmistir. izolatlarin aktif kiiltiirlerinin optikal yogunluk (OD) degerleri
600 nm dalga boyundaki spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) 0,600° a
ayarlanip (ODgpp nm=~0,600), pH’ lar1 belirli olan besiortamlarina % 1 oraninda
ekilerek, 37 + 1 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. 1nkiibasy0n sonunda hiicre

konsantrasyonu spektrofotometrede 600 nm’ de Sl¢iilmiistiir.
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3.2.5. Bifidobakterilerin safraya toleransinin belirlenmesi

Bifidobakterilerin safra toleransinin belirlenmesinde de asitlik direncinin
belirlenmesine benzer olarak gerceklestirilmis olup, burada kullanilan sisteinli-MRS
besiyeri steril edildikten sonra safra konsantrasyonu % 0,15; % 0,2; % 0,3 ve % 0,40
olacak sekilde filtreden gegirilerek safra (Sigma) ilave edilmistir [107-109]. Suslarin
aktif kiiltiirlerinin optikal yogunluk (OD) degerleri 600 nm dalga boyundaki
spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) 0,600’ a ayarlanip (ODgyp nm =
~0,600), safra konsantrasyonlar1 belirlenmis olan sisteinli-MRS besiyerine ekilerek
37 + 1 °C’ de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda hiicre konsantrasyonu

spektrofotometrede 600 nm’ de dl¢iilmiistiir.

3.2.6. Bifidobakterilerin ekzopolisakkarit (EPS) iiretiminin belirlenmesi

Bifidobakterilerin EPS iiretim miktarlarinin belirlenmesinde Valerie ve ark. (1999)°
nin metodu kullanilmistir [110]. Izolatlarin ODgyy nm =~0,600 olan aktif
kiiltiirlerinden sisteinli-MRS siv1 besiyerine % 2 oraninda inokiile edilerek, 37 + 1
°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda érneklerden 1 ml’ lik
miktarlar ependorf tiiplerine alinarak, 96 °C ’de 10-15 dk. kaynatildiktan sonra oda
sicakligina gelinceye kadar sogutulmustur. 1 ml 6rnek tizerine % 85’ lik TCA ilave
edilerek, 13,000 rpm’ de 25 dk. santrifiij edilmistir. Siipernatant kisminin iizerine
esit hacimde etanol eklenmis ve tekrar santrifiijlenerek pelletler elde edilmistir.
Pelletlerin iizerine ikinci kez etanol eklenmis ve ¢oziilmesi saglanmistir. Etanol
icerisindeki Ornekler santrifiijlenerek presipite edilmistir. Presipite olan 6rnekler 1
ml distile suda coziilmiistiir. Calismanin devaminda, EPS iiretim miktarlarinin
belirlenmesi icin Dubois ve ark. (1956)° nin Fenol-Siilfiirik asit metodu

uygulanmigtir [111].

Fenol- Siilfurik asit metodu;

Orneklerin iizerine 0,5 ml fenol (Sigma) ve 5 ml saf siilfiirik asit eklenerek, 10 dk.

oda sicakliginda bekletildikten sonra iyice karistirilmistir. Karigtirilan drnekler 30
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°C’ de 15-20 dk. bekletildikten sonra, optik yogunluklart 490 nm’ de
spektrofotometrik (Digilab Hitachi U-1800) olarak ol¢tilmiistiir.

EPS iiretim miktarlarin1 belirlemek i¢in 5-100 mg/L. arasinda degisen oranlarda
glikoz kullamilarak standart bir egri ¢ikarilmistir. Bu standarda gore 6rneklerin EPS

miktarlar1 mg/L olarak belirlenmistir.

3.2.7. Bifidobakterilerin Escherichia coli iizerindeki inhibisyon etkisi

Iki kere ard arda aktiflestirilen kiiltiirler optikal yogunluk (OD) degerleri 600 nm
dalga boyundaki spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) 0,600 a
ayarlandiktan sonra steril besiyerine aktarihp, 37 + 1 °C’ de 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiirler 5000 rpm’ de 15 dk. santrifiij edilmistir.
Siipernatant steril sartlar altinda 0,45 um’ lik disposible filtre ile mikrofiltrasyon

yolu ile steril edilmistir.

Inhibisyon zonunun tespiti igin test bakterisi olarak E. coli ATCC 11229 susu
kullanmilmigtir. Test bakterisini nutrient sivi besiyerinde aktiflestirilmistir. Test
bakterisi uygun inkiibasyon sicakliklarinda gelistirilmis 24 saatlik aktif kiiltiirlerden
steril plaklara 50 pl aktarilmistir. Bu islemden sonra daha dnceden hazirlanip, 121
°C’ de 15 dk otoklavda steril edilmis olan ve yaklasik olarak 50 "C’ ye kadar
sogutulmus olan nutrient kat1 besiyerinden 20 ml ilave edilmistir. Daha sonra kat1
besiyeri lizerinde acilan kuyulara bifidobakteri suslarinin siipernatantindan ilave
edilmis ve uygun inkiibasyon sicakliklarinda 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda kuyu gevresinde olusan zonlarin ¢ap1 kumpas ile dlgiilmiistiir

[112].

3.2.8. Bifidobakterilerin tutunma testleri

Hemagliitinasyon (HA) testi

Aktif kiiltiirlerin hiicre yogunluklari, PBS tamponu ile iki kere yikandiktan sonra
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ayn1 tampon icerisinde resiispanse edilerek, Mac Farland standardinda yer alan Mc

Farland 10 (1x 10° CFU/ml)’ a esdeger yogunluga getirilmistir.

Bifidobacterium cinsine ait tiirlerin hemagliitinasyon (HA) yetenekleri Jel yontemi
ile belirlenmistir (Diamed AG 1785 Cressier s/Morat, Switzerland) [113]. Bu
yontemde Mac Farland 10 standardina gére yogunlugu ayarlanan suslar, icerisinde
jel bulunan kuyulara 125 ul eklenmistir. Ustiine 25 ul O (sifir) grubu insan
eritrositinin % 0,08’ lik siispansiyonu (DiaMed A G) konulmustur. Daha sonra bu
kuyularin bulundugu kartlar 1000 rpm’ de 10 dk. santrifiij edildikten sonra
hemagliitinasyon siddeti gorsel olarak degerlendirilmistir (Bkz. Sekil 3.1).

+H+ +H + - -

Sekil 3.1. Hemagliitinasyon sonuclarinin degerlendirilmesi

Bifidobakterilerin Caco—2 hiicrelerine tutunmasi

Doku Kkiiltiirii calismasinda epitel hiicrelere bir model olarak kullanilan Caco-2

hiicreleri SAP enstitiisii doku kiiltiirii bankasindan elde edilmistir.

Caco-2 hiicreleri, % 10 fetal calf serumu, 2mM L- glutamin (Sigma), 100 IU/ml
penisilin (Flow) ve 100 pug/ml streptomisin (Flow) iceren DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’ s Medium, Flow) besiyerinde 25 cm?® lik yiizeye sahip hiicre
kiiltiirii sigselerinde gelistirilmistir. Hiicreler gelistirdikten sonra 6X24° liik pleytlere
dagitilmis ve hiicreler iizerine 1,5 ml’ lik vasat (DMEM) konularak 37 °C % 10 CO,
+ % 90 hava bulunan etiivde tiim yiizeyi kaplayincaya kadar (her kuyuda 1X10°
olacak sekilde, 24 saat) inkiibe edilmistir. Hiicrelerin yiizeyi kaplayip kaplamadigi
invert mikroskop ile kontrol edilmistir. Hiicreler tiim yiizeyi kapladiktan sonra

calismalar baglatilmigtir.
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Bu caligmada, asit direnci, safra toleransi, EPS {iretim kapasitesi ve
hemagliitinasyon yetenegi yiiksek B. breve A28 ve tiim bu 6zellikleri zayif olan B.
bifidum A10 suslart kullanilmistir. Ayrica, siklikla caligmalarda karsilagilan,
inhibisyon c¢aligmasinda da kullandigimiz, 6nemli bir bagirsak patojeni olarak
bilinen E. coli ATCC 11229 susu da bu calismaya dahil edilmistir. Suslarin epitel
yiizeye tutunma calismalar1 bazi modifikasyonlarla Zarate (2002)° ye gore
yapilmistir [114]. Bakterilerin aktif kiiltiirlerinin optik yogunluklar1 600 nm’ de
0,600’ e ayarlandiktan sonra PBS tamponu ile iki kere yikanmis, elde edilen
stispansiyonun 100 pl’ si ve 1 ml DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’ s Medium,
Flow) besiyeri igerisindeki Caco-2 hiicrelerine eklenerek, 37 = 1 °C’ de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda mikropleytlerde yer alan bakteri
ve Caco—2 hiicreleri PBS tamponu ile yikanarak hem kullanilan besiyeri hem de
hiicre yiizeyine tutunmayan bakteriler uzaklastirilmistir. Tutunan bakterilerin tespiti
icin hazirlanan preperatlar gram boyama yontemi ile boyanarak 151k mikroskobunda
incelenmis ve sayimlar1 yapilmistir. Bu saymmlar i¢in 50 farkli alanda 100 hiicre
izerindeki bakteriler sayilip, hiicre basina diisen bakteri sayis1 ortalama olarak

hesaplanmistir.

B. breve A28, B. bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229 suslarinin epitel viizeve

tutunmada rekabetinin belirlenmesi

Yukarida anlatildigr gibi Caco-2 hiicreleri pleytler igerisinde gelistirilendikten
sonra, B. breve A28 ve E. coli ATCC 11229, B. bifidum A10 ve E. coli ATCC
11229 suglar1 birlikte Caco-2 hiicrelerinin bulundugu kuyulara eklenmis ve inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda hiicreler lama alinip, gram boyama yontemi ile
boyanarak, 151k mikroskobunda sayimlar1 yapimis ve rekabet sonucunda

bakterilerin yiizeye tutunma indeksleri yukarida anlatildig: gibi hesaplanmistir.

Bifidobakterilerin Caco—2 hiicrelerine tutunmasinda mide suyu ve mide suyu ile

birlikte bagirsak sivisinin etkisi

Genellikle probiyotiklerin gidalarla birlikte veya ila¢ preparatlar1 seklinde kullanimi
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onerildiginden, bu bakterilerin bagirsaklara ulagsana kadar izledigi yolda mide suyu
ve bagirsak sivisina maruz kalmalar1 s6z konusudur. Bu nedenle calismamizda mide
suyu ve bagirsak sivisinin, probiyotik uygulamalarda kullanilmas1 amaglanan {iistiin
nitelikli B. breve A28 susu ile birlikte probiyotik kullanim agisindan zayif oldugu
diisiiniilen B. bifidum A10 ve bagirsak patojeni olan E. coli ATCC 11229 suslarinin
canliligi iizerindeki etkisi belirlenmistir. Bu amacla, kiiltirler iki kere
aktiflestirildikten sonra optikal yogunluk (OD) degerleri 600 nm dalga boyundaki
spektrofotometrede (Digilab Hitachi U-1800) 0,600’ ya ayarlanmigtir (ODgp9p nm
=~0,600). Yogunlugu ayarlanmis bakteri siispansiyonundan 4 farkli test tiipiine
almarak, 5000 rpm’ de 5 dk. santrifiij edilerek siipernatant fazi atilmistir. Pelletin
tizerine PH’ s1 3,0; 4,0; 5,0 ve 7,0 (kontrol)’ a ayarlanmis mide suyundan 2’ ser ml
eklenerek, iyice vortekslendikten sonra 37 + 1 °C’ de 60 dk. inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonunda mide sular1 atilip, pelletler PBS tamponu ile 2 kez
yikanarak, ayn1 tamponda resiispanse edilmistir. Stispansiyonun 100 pl’ sinden seri
dilisyonlarla sisteinli-MRS kat1 besiyerine ekim yapilarak, mide suyunun
bakterilerin canliliklar1 etkinsindeki etkisi CFU/ml olarak belirlenmistir [108, 112].
Geri kalan bakteri siispansiyonunun 100 pL’ si ve 1 ml DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’ s Medium, Flow) besiyeri icerisindeki Caco-2 hiicrelerine
eklenerek, daha Once anlatilan tutunma metodu uygulanmis ve mide suyundan

etkilenen bakterilerin Caco-2 hiicrelerine tutunmasi tespit edilmistir.

Mide suyu ile birlikte bagirsak sivisinin bakteriler iizerindeki etkisinde ise yukarida
anlatilan metoda ilave olarak mide suyu uzaklastirildiktan sonra yerine pH’ s1 7,0
olan bagirsak sivisindan 2” ser ml eklenip, iyice karigtirilmig ve 37 £ 1 °C” de 60 dk.
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda santrifiijlenerek bagirsak sivilari atilip,
pelletler PBS tamponu ile 2 kez yikanmig ve ayni tamponda resiispanse edilmistir.
Siispansiyondan seri diliisyonlar ile sisteinli-MRS kat1 besiyerine ekim yapilarak
CFU/ml olarak mide suyu ve bagirsak sivisindan etkilenen bakterilerin canliliklar
saptanirken, ayn1 zamanda Caco-2 hiicrelerine tutundurulma islemleri de yukarida
anlatildig1 gibi gerceklestirilmis ve mide suyu ile bagirsak sivisindan etkilenen

bakterilerin Caco—2 hiicrelerine tutunmasi belirlenmistir [114].
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Taramali elektron mikroskobu goriintiileri

B. breve A28 ve B. bifidum A10 suslarimin Caco-2 hiicrelerine tutunma caligmalari
sonucunda, hiicre ylizeyine tutunan bakterilerin elektron mikroskobunda
goriintiilenmesi icin pleytlerdeki hiicrelerin bir kismi ise % 3’ liikk glutaraldehid
iceren 0,1 M PBS tamponu i¢ine alinarak elektron mikroskobunda goriintiilenmek
lizere hazirlanmistir. Glutaraldehid igerisinde 4 °C” de 24 saat bekletilen hiicreler,
PBS tamponu ile iki kere yikandiktan sonra % 70-80-90 ve 100’ liik etonolde
bekletilerek ortamdaki su uzaklastirilmis ve altinla kaplanmig CO,’ 1i kurutucularda
(Polaron, CDP 7501, Polaron SC 502 sputter coater) kurutulmustur. Bu 6rnekler Jeol

JSM 6060 taramali elektron mikroskobunda incelenmistir.

3.2.9. Prebiyotik uygulamalari

Probiyotik uygulamalarindan daha verimli sonuglarin elde edilmesi amaciyla,
probiyotik  mikroorganizmalar  prebiyotiklerle  desteklenmektedir.  Ozellikle
bifidobakterilerin prebiyotik varliginda gelisimlerinin stimiile oldugu, bazi
patojenlerde ise, buna bagmmli inhibisyonlar gozlendigi bilinmektedir [115].
Calismalarda siklikla prebiyotik olarak inulin kullanilmaktadir. Prebiyotik olarak
kullanilan inulinin bifidobakteriler iizerindeki etkisinin belirlenmesi igin, steril
sisteinli-MRS s1v1 besiyerine % 5 inulin ve % 2 oraninda optikal yogunlugu (ODsgoo
nm =~0,600) ayarlanmis olan B. breve A28, S4 ve B. bifidum A10 suslarinin aktif
kiiltiirlerinden inokiile edilerek, 37 °C’ de % 10 CO, iceren ortamda inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiirlerden, seri diliisyonlarla sisteinli-MRS
kat1i besiyerine ekim yapilarak inulinin bifidobakterilerin canliliklarma etkisi
belirlenmistir.  Inulinsiz ~ sisteinli-MRS  besiyerine ekilen bifidobakterilerin
canliliklarindan kontrol grubu olusturulmustur. Ayni calisma modeli E. coli ATCC
11229 susu ile de olusturularak prebiyotigin patojen bir bakteri tizerindeki etkisi de
arastinlmistir. EPS {iretim kapasitesi, hemagliitinasyon kabiliyeti ve inhibisyon
calismasi sonuglarina bakilarak, bu 6zellikler bakimindan iyi verim elde edilen B.
breve A28 susu ve bu Ozellikleri zayif olarak belirlenen B. bifidum A10 susu ayri
ayrt1 E. coli ATCC 11229 ile aym ortamda gelistirilerek, inulinli ortamda
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bifidobakterilerin E. coli ATCC 11229 iizerindeki etkisi arastirilmistir. B. breve A28
ve E. coli ATCC 11229, B. bifidum Al10 ve E. coli ATCC 11229 suslar1 ayn1 inulinli
siv1 besiyerine ekilerek, 37 °C’ de % 10 CO; igeren ortamda 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kiiltiirlerden, seri diliisyonlarla nutrient kati
besiyerine ekim yapilarak inulin ve bifidobakterilerin E. coli ATCC 11229
izerindeki etkisi belirlenmistir [116].

3.2.11. istatistiksel analizler

Istatistiksel analizlerde SPSS Inc. Software (13.0 versiyonu; SPSS Inc., Chicago, IL)
kullanilmistir. Pearson’ un korelasyonuna gore, suslarin EPS iiretimi- asit
direncliligi, EPS iiretimi- safra toleransi, EPS iiretimi- hemagliitinasyon yetenegi ve
EPS iiretimi-epitel ylizeye tutunma oranlar1 arasinda korelasyon olup olmadigi

incelenmistir.



44

4. DENEYSEL BULGULARI

4.1. Bifidobakterilerin izolasyonu ve Tammlanmalar:

Bu calismada, yeni dogum yapmis iki anne ve yeni dogan 2 erkek bebekten 0—6
aylik siire¢ igerisinde temin edilen siit ve diski drneklerinden toplam 59 adet bakteri
izole edilmistir. ik izolasyonlar Bifidobacterium cinsine ait bakteriler icin secici
olan Bifidobacterium Selective Medium (BSM) besiyerinde, bakterilerin gelisme
durumuna bakilarak yapilmistir. Ayrica izolatlarin koloni morfolojileri, gram
boyamalar1 ve hiicre morfolojileri incelenerek ilk segimleri gergeklestirilmistir.
Resim 4.1’ de bakterilerin 151k ve elektron mikroskobu ile koloni morfolojilerinin

goriintiilenen resimleri verilmistir.

Tim izolatlarin Bifidobacterium cinsine ait olup olmadiginin belirlenmesi icin
Fruktoz—6-fosfat fosfoketolaz (FO6FFK) enzimi aktivite testi yapilmistir. Bu testin
sonuclarina gore Bifidobacterium olarak tamimlananlar izolatlarin pembe-menekse
renk olusturdugu, Bifidobacterium cinsi olmayan izolatlarin ise, negatif kontrol
olarak kullamilan Lactobacillus bulgaricus ATCC 11842 gibi sar1 renk meydana
getirdigi gozlenmistir (Bkz. Resim 4.2). Bu 6n eleme sonucunda toplam 59 izolattan
F6FFK enzim aktivite testine gore, 31 tanesinin Bifidobacterium cinsine ait oldugu
belirlenmis ve bundan sonraki ¢aligmalarda sadece bu bakteriler degerlendirmeye

alinmustur.
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e

b ™

Resim 4.1. Bifidobakterilerin koloni yapisi (a), 151k mikroskobu (b, X1000) ve
Taramal1 elektron mikroskobu (¢, X5000 um, Prof. Dr. Zekiye Suludere)
goruntiisu

Resim 4.2. Fruktoz—6-fosfat fosfoketolaz (FO6FFK) enzimi aktivitesi, (+) B. breve
DSMZ 20213; (-) L. delbruckii ssp. bulgaricus ATCC 11842; (+)* pozitif
sonug veren test izolatlari
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4.1.1. Klasik identifikasyon sonu¢larimn numerik taksonomi programinda

degerlendirilmesi

Anne siitiinden ve anne siitii ile beslenen yeni dogan bebek diskisindan izole edilen
31 adet Bifidobacterium spp. izolati, 4 referans ve 4’ ii dublike kiiltiirler olmak {izere
toplam 39 izolat lizerinde klasik identifikasyon testleri 3 kez uygulanmistir. Klasik
identifikasyon ile yapilan biyokimyasal ve fizyolojik test sonuglar1 Cizelge 4.1’ de
verilmistir. Tanimlama test sonuglarina gore, izolatlardan 15 adedi B. breve, 11
adedi B. bifidum, 3 adedi B. pseudocatenulatum, 2 adedi B. longum olarak
tammmlanmigtir. Elde edilen sonuclar numerik taksonomi programinda
degerlendirilmis (NTSYSpc, Numerical Taxonomy System, version 2.10q) ve
olusturulan dendrogram Sekil 4.1’ de gosterilmistir. Klasik identifikasyondan elde
edilen dendrogram degerlendirildiginde; A26 susunun dublikantt GE1 ve A2
susunun dublikantt GE2 dendrogramda birbirlerine yakin mesafede bulunduklari
tespit edilmistir. A12S susunun dublikant1 olan GE3 ve D3 susunun dublikant1 GE4
suslar1 birbirlerine % 90’ nin iizerinde benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Klasik
identifikasyon testleri ile olusturulan dendrogramda B. breve’ ye ait olan suslarin %
88- 96 oranlar1 arasinda benzerlik gosterdigi; B. bifidum’ a ait olan suslarin % 57- 92
oraninda benzerlik belirlenmistir. B. pseudocatenulatum ve B. longum oldugu
diisliniilen suslarin da dendrogramda sirasiyla % 85-90 ve % 85-94 oranlari

arasinda benzerlik gosterdigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.1. Bifidobakterlerin fizyolojik ve biyokimyasal test sonuglari

Susg
Kodu

Bifidobacterium breve DSMZ 20213

Al6

A16S

Al19

A19S

A26

A28

S2

S3

S4

S5

S6

S8

S9

S10
a, Dogumdan sonraki izolasyonu yapildig1 giin; v; Degisken negatif, v'; Degisken pozitif ; A.S., Anne siitii; B.G.; Bebek gaytasi




Cizelge 4.1. (Devam) izolatlarin fizyolojik ve biyokimyasal test sonuglari

Fizyolojik ve Biyokimyasal Testler

g 2 | s -
£ NI AR AR AE-AE S RE-A0 - AN-RE-S A0 A 0-00- S IE E V-
= 2 3 & =2 52 & &3 £ 808 <3 £ 2 58 <2 22 -850 E5
S11 | B. breve AS. | 54 |+ |+ |+ |+ | +]| -+ | +|F+|+]|+]|+]+ + |- - -
Bifidobacterium bifidum DSMZ 20456 -+ -+ V- - - + -+ o+ - o+ -
A2 B.bifidum B.G. 2. -+ -+ - -0-1-01+1-01+01+]-10-1V]+ -
A6 B.bifidum B.G. 6. -+ -+ - -0-1-01+1-01+01+]-10-1V]+ + -
A10 | B.bifidum B.G. 10. I S e e e o I I S N O (RO (Y (U 5 + -
A10S | B.bifidum AS. 10. -+ -+ -0 -0-01-01-01+1-01+1+]-11-1-1H+ + -
Al2 B.bifidum B.G. 12. -+ -1+ -1 - - -l -+ -0+ +]-]-V]+ + -
A40 | B.bifidum B.G. | 40. -+ -+ -0 -0-01-01-01+1-01+«0+1-11-1-1H+ + -
S7 B.bifidum AS. 34. -+ -+ -0 -1-01-01-01+1-01+«1+]-1-1vV]+ + -
D1 | B.bifidum B.G. 7. -+ -+ -1-01-01-01+1-1+1+]-1-1vV]+ + -
D2 B.bifidum B.G. 18. I S e e e o I I S N O (RO (Y (U 5 + -
D6 B.bifidum B.G. 48. -+ -+ V- - - -+ -+ - - -]+ + -
D8 B.bifidum B.G. 54. -+ -+ - -0-1-01+1-01+01+]-1-1V]+ + -
B. pseudocatenulatum DSMZ 20438 + + + + + + ++ 1+ + -+ -+ + VvV + -
D3 B. pseudocatenulatum B.G. 24, '+  + |V +  + +  + + |+ + -+ + |+ -+ -
D4 B. pseudocatenulatum B.G. 2.+ |+ |V +]+l+1+1+1+!1+]-1+-1+1+IVI]+ + -
D5 B. pseudocatenulatum B.G. B+ |+ v+ ]+ +l+F1+1+1+] -1+ -1+1+1-14+ + -
B. longum DSMZ 20088 [ B (VI (T I N NI (I R R N R R D N A -
A12S | B. longum AS. 12. + 1+ + |+ + v + -+ + - - -+ -
A28S | B. longum AS. 28. -+ +++ -+ -01+1-1+01+]-10-1-14%+ + -

a, Dogumdan sonraki izolasyonu yapildig1 giin; v; Degisken negatif, v'; Degisken pozitif ; A.S., Anne siitii; B.G.; Bebek gaytasi
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Sekil 4.1. Izolatlarin klasik metotlarla identifikasyonun dendrogrami
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Anne siitiinden ve anne siitii ile beslenen yeni dogan bebeklerin digkisindan izole
edilen Bifidobacterium izolatlarinin yogunlugu farklidir. Toplam izolatlarin % 51° i
diskidan olup, % 49’ u anne siitiinden elde edilmistir (Bkz. Sekil 4.1). Digkidan B.
bifidum (% 56), B. breve (% 25) ve B. pseudocatenulatum (% 19) tiirleri izole
edilmistir (Bkz. Sekil 4.1.a). Anne siitiinden B. breve (% 74), B. bifidum (% 13) ve B.
longum (% 13) tiirleri izole edilmistir (Bkz. Sekil 4.1.b). Anne siitii izolatlar1
icerisinde B. breve dominant tiir olarak belirlenirken, digki izolatlarinda B. bifidum

dominant tiir olarak tespit edilmistir.

Eiffdobsc ferium 200,

\ /
\ D aghesms
o 13
%19 ’
%o 13
%25 % 36
Yo 74
OF breve BE. bifidum 0B pseudocatenulatum OE. breve mE. biftdum o lomgum

Sekil 4.2. Anne siitii ile beslenen yeni dogan bebeklerin digkisindan (a) ve anne
siitiinden (b) izole edilen bifidobakterilerin teshis edilen tiirlerinin %
dagilimi
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4.2. Bifidobakterilerin Asit Direncliligi Sonuclari

Bifidobakteri suslarinin asit direncliligi 3.2.4. kisminda anlatildig1 gibi yapilmistir.
Spektrofotometrik metoda gore belirlenen sonuclar (ODggo) Cizelge 4.2° de
verilmigtir. Tiim izolatlardan elde edilen verilere gore bifidobakterilerin mide
asitligine direnci oldukca zayif bulunmustur. Ortamdaki asitlik orami arttikca,
bakterilerin yogunlugunda diisme meydana gelmistir. Suslarin genelinde pH 3,5’ da

yogunlugun diistiigii ve izolatlardan 9 adetinde ise gelisim gdzlenmemistir.

Genel olarak tiim izolatlara baktigimizda B. breve’ ye ait olanlarin digerlerine oranla
daha diren¢li oldugu B. pseudocatenulatum’ a ait olanlarin ise oldukca duyarl
oldugu goriilmektedir. Aside direncliligi en iyi olan sus B. breve A28 olarak
belirlenirken, bunun yani swra, B. breve S3 ve S4 suslarinin da aside olan direnci
yiiksek bulunmustur. Aside direngliligi en diisiik olan bakteriler ise, B. bifidum A10,
B. breve S9 ve S2 olarak belirlenirken, B. breve S5, S8, S10, S11, B. bifidum A10S,
Al12, D2, D8 ve B. pseudocatenulatum D5 suslarinda pH 3,5’ de canlilik tespit

edilememistir.

4.3. Bifidobakterilerin Safra Tolerans1 Sonuclar

Bifidobakteri suslarinin safra toleranst 3.2.5. boliimiinde anlatildig1 gibi belirlenmis
ve sonuclar Cizelge 4.3’ de verilmistir. Tiim suslardan elde edilen verilere gore
Bifidobacterium cinsi bakterilerin bagirsaklarda bulunan safraya olan toleransi, safra
oranina gore degismekte olup, % 0,15 oramndaki safranin bifidobakterilerin gelisimi
artirdigr fakat safranin % 0,20; % 0,30 ve % 0,40 konsantrasyonlarinda, artan
konsantrasyona bagli olarak tiim suslarin gelisiminde diisme gozlenmistir.
Bifidobakteriler ortamda bulunan safrayr belirli bir seviyeye kadar tolere
edebilmektedir. Tiim suglarin gelisiminin % 0,15 oranindaki safranin varliginda
stimiile oldugu goriilmektedir. Ancak safra konsantrasyonu yiikseldik¢ce ve ozellikle
% 0,40 oramindaki safranin varliginda tiim bifidobakterilerin yogunlugunda azalma
tespit edilmistir. Yapilan ¢aligmada, safraya toleransi en yiiksek olan bifidobakteri

izolat1 B. breve A16 olarak belirlenmistir. Bunun yani sira, B. breve A28, A19, B.
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bifidum A2, A6, suslarmin da safraya olan toleransi yiiksek bulunmustur. Safraya

toleransi en diisiik olan suslar ise, B. breve S3, S4 ve S8 olarak belirlenmistir.

4.4. Bifidobakterilerin Ekzopolisakkarit (EPS) Uretim Kapasiteleri

Bifidobakterilerin EPS iiretimi 3.2.6." de anlatildig1 gibi belirlenmis olup, tim
suslarin EPS miktarlar1 Cizelge 4.4’ de gosterilmistir. Yapilan calismada, tiim
suslarda EPS iiretimi gdzlenmis, ancak suslara bagli olarak iiretilen EPS miktarinda
farklilik oldugu belirlenmistir. Bifidobakterilerin, EPS {iretim miktarlar1 38,00 -97,64
mg/L arasinda tespit edilmistir. Suslar arasinda en yiiksek EPS iiretimi B. breve A28’
de (97,64 mg/L) goriiliirken, en diisiik EPS tiretimi B. bifidum A10’ da (38,00 mg/L)
belirlenmistir. Ayrica, B. breve S4 (93,67 mg/L) ve B. pseudocatenulatum D5 (91,91
mg/L)’ suslarinin da yiiksek EPS iiretim kapasitesine sahip olduklar tespit edilmistir.
Daha once yapilan asit direnci ve safra toleranst ¢aligmalarinda da, B. breve A28
susunun, diger suslara gore aside daha diren¢li ve safraya daha toleransl oldugu
bulunmustur. Bu susun EPS iiretim kapasitesinin de digerlerine gore yiiksek olmas1
B. breve A28’ in probiyotik caligmalarinda avantajli oldugunu gostermektedir.
Bununla birlikte, tiim bifidobakterilerin EPS {iiretim kapasiteleri ile asit direnci ve
safra toleranslar1 arasinda bir iliski olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla
istatistiksel analizler yapilmistir. Yapilan analizlerde, suslarin EPS iiretimleri ile asit

direnci ve safra toleransi arasinda anlamli ve pozitif bir iligki bulunmustur (p<0.05).
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Cizelge 4.2. Bifidobakterilerin asit direncliligi sonuclari

pH **

Kontrol (6,2)" 5,0 4,5 4,0

B. breve A16 2,42+0,03 2,30+£0,02  1,32+0,01 0,56+0,03 0,12+0,01
B. breve A16S 2,10£0,01 2,03£0,04 1,66+0,01 0,79+0,02 0,43+0,02
B. breve A19 2,5540,02 2,56+0,01  2,01+0,03 0,49+0,01 0,17+0,02
B. breve A19S 2,66+0,01 2,13£0,03  2,09+0,02 0,95+0,02 0,55+0,03
B. breve A26 2,11+0,03 2,07£0,01  1,33+0,01 0,25+0,02 0,12+0,02
B. breve A28 2,18+0,01 1,9240,03  1,89+0,03 1,61+0,01 0,98+0,01
B. breve S2 2,11+0,01 2,38+0,03  1,74+0,01 0,12+0,02 0,02+0,02
B. breve S3 2,01+0,02 2,01£0,02  1,42+0,02 1,10+0,02 0,74+0,02
B. breve S4 2,04+0,02 2,04+0,04  1,36+0,02 1,47+0,03 0,77+0,01
B. breve S5 1,30+0,01 1,15+0,03  0,73+0,02 0,03+0,01 -

B. breve S6 2,11+0,03 2,11+0,01  1,81+0,02 1,62+0,01 0,53+0,01
B. breve S8 1,11+0,01 1,1740,02  0,78+0,03 0,08+0,01 -

B. breve S9 1,60+0,03 1,11+0,02  0,84+0,02 0,34+0,03 0,1240,01
B. breve S10 2,11+0,04 2,01£0,03  1,57+0,02 0,13+0,01 -

B. breve S11 0,86+0,02 1,11+0,02  0,71+0,03 0,2940,01 -

B. bifidum A2 2,14+0,03 2,14+0,02  1,57+0,03 0,86+0,04 0,23+0,00
B. bifidum A6 2,71£0,02 2,71£0,01  1,73+0,04 0,49+0,03 0,1940,01
B. bifidum A10 2,24+0,02 1,94+0,03  0,51+0,01 0,46+0,02 0,11+0,00
B. bifidum A10S 1,4620,04 1,04£0,02  0,65+0,03 0,2540,01 -

B. bifidum A12 2,68+0,02 1,76+0,02  1,19+0,01 0,15+0,03 -

B. bifidum A40 2,02+0,03 2,02£0,02  1,72+0,03 1,21+0,01 0,2440,01
B. bifidum S7 2,18+0,02 2,18+0,02  2,01+0,01 1,2940,01 0,4240,01
B. bifidum D1 2,27+0,02 2,44+0,01  1,31+0,04 0,58+0,02 0,18+0,02
B. bifidum D2 1,28+0,03 1,38+0,04  1,03+0,02 0,1440,01 -

B. bifidum D6 1,56+0,03 1,74£0,01  1,41+0,04 0,32+0,01 0,1240,01
B. bifidum D8 2,15+0,03 2,81+0,01  1,13+0,02 0,55+0,02 -

B. pseudocatenulatum D3 2,35+0,04 2,91+0,01  2,06+0,01 0,32+0,02 0,12+0,01
B. pseudocatenulatum D4 2,3240,02 2,04+0,02  1,55+0,03 0,43+0,01 0,13+0,00
B. pseudocatenulatum D5 2,36+0,01 2,79+0,02  2,03%0,01 0,55+0,03 -

B. longum A12S 2,73+0,01 2,59+0,03  1,24+0,01 0,41+0,01 0,11+0,01
B. longum A28S 2,62+0,02 2,62+0,04  2,17+0,02 1,3240,02 0,5620,01

(a) Spektrofotometrede 600nm’ de belirlenen optik yogunluklar
(b) Kontrol pH; Calismada kullanilan besiyerinin pH’ sidir
(*) Sonuglar ii¢ farkl1 paralelin ortalamasidir.

(-) Ureme yoktur.



Cizelge 4.3. Bifidobakterilerin safra tolerans1 sonuglari

=~ I~~~ I e R~ VI o R~ C I o R~ C R e B > A > B~ CHE > B~ CHE ~ - B~ C N > B o B I~ SR~ I > I~ R e ¢

B. pseudocatenulatum D3
B. pseudocatenulatum D4
B. pseudocatenulatum D5
B.
B.

. breve A16

. breve A16S
. breve A19

. breve A19S
. breve A26

. breve A28

. breve S2

. breve S3

. breve S4

. breve S5

. breve S6

. breve S8

. breve S9

. breve S10

. breve S11

. bifidum A2

. bifidum A6

. bifidum A10
. bifidum A10S
. bifidum A12
. bifidum A40
. bifidum S7

. bifidum D1

. bifidum D2

. bifidum D6
B.

bifidum D8

longum A12S
longum A28S

2,43+0,04
1,70+0,02
1,68+0,01
2,60+0,04
1,55+0,02
2,02+0,04
1,26+0,02
1,90+0,02
1,67+0,04
2,92+0,02
1,41+0,01
1,41+0,02
1,62+0,02
1,12+0,03
1,50+0,01
2,48+0,01
2,00+0,02
2,94+0,04
1,38+0,01
1,85+0,02
1,30+0,01
1,06+0,03
1,76+0,02
1,88+0,04
1,24+0,03
1,78+0,02
1,91+0,02
1,56+0,02
2,21+0,01
1,80+0,01
1,78+0,02

2,51+0,05
1,93+0,07
2,11+0,07
1,6540,05
1,65+0,02
2,50+0,01
1,34+0,04
1,50+0,02
0,96+0,01
1,97+0,03
1,54+0,01
0,71+0,05
0,7940,03
1,01+0,02
0,54+0,02
2,77+0,05
2,14+0,01
2,39+0,04
2,21+0,07
1,82+0,07
1,47+0,05
0,53+0,04
1,72+0,01
1,82+0,02
1,32+0,03
1,84+0,04
1,74+0,01
1,31+0,01
2,06+0,02
2,03+0,05
1,86+0,03

(a) Spektrofotometrede 600nm’ de belirlenen optik yogunluklari

(b)Kontrol; Besiyerindeki gelisme durumu (Safra icermemektedir)

(*) Sonuglar ti¢ farkh paralelin ortalamasidir.

2,1940,07
1,63+0,04
2,03+0,04
1,47+0,02
1,15+0,05
1,78+0,05
1,21+0,02
1,41+0,03
0,75+0,01
1,75+0,02
0,79+0,05
0,51+0,05
0,69+0,01
0,83+0,01
0,48+0,04
2,40+0,04
1,68+0,07
2,03+0,07
1,75+0,01
1,44+0,06
1,28+0,02
0,53+0,04
1,59+0,02
1,63+0,03
1,01+0,04
1,73+0,01
1,53+0,03
1,03+0,04
1,56+0,02
1,95+0,06
1,60+0,02

1,96+0,02
1,52+0,04
1,62+0,02
1,40+0,03
1,08+0,02
1,63+0,04
1,02+0,01
1,08+0,02
0,63+0,03
0,68+0,04
0,64+0,06
0,51+0,03
0,65+0,02
0,74+0,02
0,44+0,02
2,01+0,05
1,32+0,01
1,77+0,07
1,40+0,08
1,08+0,04
1,06+0,05
0,56+0,05
1,12+0,04
1,22+0,02
0,72+0,02
1,49+0,02
1,21+0,02
0,68+0,02
1,47+0,03
1,98+0,04
1,31+0,03

1,54+0,02
1,04+0,02
1,38+0,02
1,07+0,04
0,53+0,01
1,43+0,01
0,76+0,04
0,27+0,02
0,32+0,04
0,36+0,05
0,54+0,04
0,32+0,01
0,36+0,01
0,56+0,03
0,37+0,01
1,34+0,01
1,3540,01
1,02+0,04
1,29+0,01
0,88+0,03
0,92+0,04
0,46+0,02
0,91+0,02
1,01+0,04
0,56+0,01
1,11+0,02
0,94+0,02
0,38+0,04
1,2740,02
1,28+0,03
1,04+0,01
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Cizelge 4.4. Bifidobakterilerin ekzopolisakkarit (EPS) iiretim kapasiteleri

Suslar EPS iiretim EPS iiretim
miktari (mg/L) miktari (mg/L)

B. breve A16 56,61+0,01 B. bifidum A2 81,3240,03
B. breve A16S 77,64+0,02 B. bifidum A6 60,73+0,05
B. breve A19 40,00+0,02 B. bifidum A10 38,00+0,01
B. breve A19S 87,05+0,02 B. bifidum A10S 65,29+0,02
B. breve A26 51,32+0,01 B. bifidum A12 55,00+0,06
B. breve A28 97,64+0,01 B. bifidum A40 86,50+0,03
B. breve S2 82,21+0,02 B. bifidum S7 51,61+0,06
B. breve S3 82,35+0,06 B. bifidum D1 74,86+0,05
B. breve S4 93,67+0,05 B. bifidum D2 85,73+0,04
B. breve S5 44,55+0,04 B. bifidum D6 69,55+0,01
B. breve S6 51,32+0,04 B. bifidum D8 89,5540,02
B. breve S8 66,76+0,04

B. breve S9 39,85+0,02 B. pseudocatenulatum D3 83,38+0,02
B. breve S10 51,91+0,02 B. pseudocatenulatum D4 70,73+0,04
B. breve S11 66,03+0,04 B. pseudocatenulatum D5 91,91+0,01
B. longum A12S 58,00+0,04

B. longum A28S 58,67+0,02

4.5. Bifidobakterilerin E. coli ATCC 11229 Uzerindeki Inhibisyon Etkisi

Sonuclari

Probiyotik olarak kullanimi arastirilan mikroorganizmalarin sahip olmasi geren en
onemli 6zelliklerden biri de patojen mikroorganizmalari inhibe edebilmesidir. Bu
nedenle calismada izole ettigimiz Bifidobacterium izolatlarinin énemli bir bagirsak
patojeni olarak bilinen E. coli iizerindeki inhibisyon etkileri belirlenmistir.
Bifidobakterilerin genel inhibisyon sonuglar1 Cizelge 4.5.” de verilmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde; hemen hemen tiim izolatlarin inhibisyon etkisi birbirine yakin
olarak bulunmustur. B. breve A16 (9£1 mm), A28 (9+1 mm), S2 (91 mm), S6 (91
mm), S9 (92 mm), B. bifidum A10S (9£1 mm), A12 (9£1 mm), S7 (9+1 mm) B.



56

longum A12S (9+1 mm) suslar1 yiiksek inhibisyon etkisine sahip iken, B. breve S10

ve B. pseudocatenulatum DS suslarinda ise inhibisyon (-) tespit edilememistir.

Cizelge 4.5. Bifidobakterilerin E. coli ATCC 11229 iizerindeki inhibisyon etkisi

Suslar

B. breve A16
B. breve A16S
B. breve A19
B. breve A19S
B. breve A26
B. breve A28
B. breve S2

B. breve S3

B. breve S4

B. breve S5

B. breve S6

B. breve S8

B. breve S9

B. breve S10

B. breve S11

B. longum A12S

B. longum A28S

Zon capi (mm)

9+1

8+1
6+1
8+1

9+1

70
8+l
9+1
7+1

9+2

8+1

9+1

7+£1

Suslar

B. bifidum A2
B. bifidum A6
B. bifidum A10
B. bifidum A10S
B. bifidum A12
B. bifidum A40
B. bifidum S7

B. bifidum D1
B. bifidum D2
B. bifidum D6

B. bifidum D8

B. pseudocatenulatum D3
B. pseudocatenulatum D4

B. pseudocatenulatum D5

Zon capi (mm)
8+2
8+1
7£1
9+1
9+1
8+1
9+1
8+1
6+0
6+1

6£1

8+0

5+1
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Resim 4.3. Baz bifidobakterilerin E. coli ATCC 11229 iizerindeki inhibisyon zonlar1

4.6. Bifidobakterilerin Tutunma Testlerinin Sonuclari

4.6.1. Hemagliitinasyon (HA) Sonuclari

Bifidobakterilerin hemagliitinasyon testi materyal metot kisminda anlatildig1r gibi
yapilmistir. Suslarin hemagliitinasyon orani, HA yetenegi yiiksek olanlar +++, orta
olanlar ++, diisiik olanlar + ve hemagliitinasyon géstermeyenler ise — (negatif) olmak
tizere degerlendirilmistir (Bkz. Resim 4.4). Degerlendirme sonucunda B. breve A28
(+++), B. breve S3 (+++), B. bifidum A40 (+++), B. bifidum S7 (+++) ve B. bifidum
D1 (+++) yiiksek HA gosteren suslar olarak belirlenmistir. Izolatlardan 21 adedinde
ise hemagliitinasyon kabiliyeti belirlenmemistir (Bkz. Cizelge 4.6). Hemagliitinasyon
kabiliyeti yiiksek bulunan B. breve A28, S3, B. bifidum A40 ve DI suslarinin
tutunmada 6nemli rol oynadig: diisiiniilen EPS tiretim kabiliyeti de oldukga yiiksek
bulunmustur. Bifidobacterium spp.’ lerin hemagliitinasyon kabiliyeti ile EPS iiretim

kapasiteleri arasinda bir iliski oldugu dikkati cekmistir. Bu durum istatistiksel analiz
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sonucu ile de dogrulanmis olup, aralarinda pozitif bir korelasyon (p<0.05)

belirlenmistir.

-

A28 (+++) S3(+++) AIOS(++) A2(+) S2 (-) A10 (-)

EEEmcaes B Bl e = ]

Resim 4.4. Bifidobakterilerin hemagliitinasyon sonuglart (+++ : Yiiksek HA; ++:
Orta HA; +: Diisiik HA; -: Negatif HA)



Cizelge 4.6. Bifidobakterilerin hemagliitinasyon testi sonuglari

Suslar

oo

S A

. breve A16
. breve A16S
. breve A19
. breve A19S

breve A26
breve A28
breve S2
breve S3
breve S4
breve S5
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+++

, : Yiksek HA; ++: Orta HA; +: Diisiik HA; -: Negatif HA

4.6.2. Bifidobakterilerin Caco-2 hiicrelerine tutunmasi

Bu calismada, daha o©nceki kisimlarda anlatilan tiim caligmalarin sonuglari

incelendiginde asit direnci, safra toleransi, EPS iiretim kapasitesi ve hemagliitinasyon

yetenegi en yiliksek ve en diisiik olarak belirlenen suslar arasindan secilen B. breve

A28 ve B. bifidum A10 suslar1 kullanilmigtir. Ayrica en ¢ok karsilasilan bir bagirsak

patojeni olan E. coli ATCC 11229 susu da bu calismaya dahil edilmistir. Kullanilan

suslarin epitel yiizeye tutunma indeksleri, bakteriler herhangi bir cevre faktoriine

maruz birakilmadan materyal metot kisminda anlatildigr gibi belirlenmistir. Bu

calisma sonuclarina gore, bagirsak patojeni olan E. coli ATCC 11229’ un tutunma

indeksinin (300< bakteri/hiicre) yiiksek diizeyde oldugu saptanmistir. Bununla
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birlikte, probiyotik kullanim ag¢isindan iistiin nitelikli olarak belirlenen B. breve A28
susunun da tutunma indeksinin (300< bakteri/hiicre), E. coli ATCC 11229’ un
indeksine benzer oldugu tespit edilmistir. B. bifidum A10 susunun tutunma indeksine
bakildiginda ise, tasidigi probiyotik Ozelliklere paralel olarak zayif bir tutunma
indeksine (19 bakteri/hiicre) sahip oldugu gozlenmistir (Bkz. Cizelge 4.7).
Bakterilerin EPS iiretim kapasiteleri ve epitel yiizeye tutunma indeksleri arasindaki
iligkinin belirlenmesi amaciyla yapilan istatistiksel analizde bu iki parametre arasinda

pozitif bir iligki bulunmustur (p<0.05).

4.6.3. B. breve A28, B. bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229 suslarmin epitel

yiizeye tutunmada rekabeti

Bu calismada, E. coli ATCC 11229 susu ile B. breve A28 ve B. bifidum Al10Q
suslarinin epitel yiizeye tutunmadaki rekabeti belirlenmistir. Her iki bifidobakteri
susunun da ayr1 ayr E. coli ATCC 11229 ile rekabeti sonrasinda tutunma indeksleri
incelenmistir. B. breve A28 susunun, E. coli ATCC 11229 ile rekabeti sonucunda, E.
coli ATCC 11229’ un birliktelikteki tutunma indeksinin (48 bakteri/ hiicre) tek
basina tutunma indeksine (300< bakteri/hiicre) gore azaldigi belirlenmistir. B. breve
A28’ in ise tutunma indeksinin de azaldigi (41 bakteri/ hiicre) goriilmekle birlikte,
hemen hemen E. coli’ nin tutunma indeksine yakin oldugu gozlenmistir. B. bifidum
A10 susunun, E. coli ile rekabetine bakildiginda ise E. coli ATCC 11229’ un
tutunma indeksinin (105 bakteri/ hiicre) ¢ok fazla azalmadigi, buna karsin B. bifidum
A10’ nun tutunma indeksinin (8 bakteri/ hiicre) yine minimum seviyede oldugu

belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. B. breve A28, B. bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229 suslarinin Caco-2
hiicrelerine tutunma indeksi ve rekabeti (bakteri/hiicre)

Tutunma indeksi*(bakteri/hiicre)

Kontrol Rekabet
11229 A28 A10 11229 A28 11229 A10
300< 300< 19 48 41 105 8

* 50 farkl1 alanda 100 hiicreye tutunan bakteri sayisi




61

4.6.4. Bifidobakterilerin Caco-2 hiicrelerine tutunmasinda mide suyu ve mide

suyu ile birlikte bagirsak sivisinin etkisi

Oral yolla bagirsaklara ulasmasi planlanan suslar, oncelikle midenin asidik ortamina
maruz kaldigi icin, farkli pH’ larda (pH 3,0; 4,0; 5,0 ve 7,0) hazirlanan yapay mide
sular1 ile muamele edilmistir. Daha sonra da suslar, bagirsak sivisi ile
karsilasacagindan yapay mide suyuna ilaveten bagusak sivisina da maruz
brrakilmistir. Suglarin canliliklar1 materyal metot kisminda anlatildigi gibi sisteinli-
MRS kat1 besiyerine ekimleri yapilarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge
4.8 ve Cizelge 4.9’ de verilmistir. Sonuclar degerlendirildiginde, E. coli ATCC
11229 ve B. breve A28 suslarinin mide suyuna direng gosterebildigi tespit edilmistir.
E. coli ATCC 11229 ile yapilan tiim pH denemelerinde en iyi sonuclar alinmistir (pH
7,0- 9,2 logl0 CFU/ml; pH 5,0- 8,9 logl0 CFU/ml; pH 4,0- 8,3 logl0 CFU/ml; pH
3,0- 6,9 logl0 CFU/ml). Probiyotik agidan arastirilan 6zellikler bakimindan en iyi
olarak belirlenen B. breve A28’ in canliligi, E. coli ATCC 11229’ a gore diisiik olsa
bile tasidig1 probiyotik 6zellikler bakimindan zayif oldugu diistiniilen B. bifidum
A10’ a gore cok daha iyi bir direnglilige sahip oldugu belirlenmistir. Mide pH’ sina
en yakin olan pH 3,0’ de B. breve A28’ de canlilik goriiliirken (pH 3,0; 2,0 log10
CFU/ml), B. bifidum A10’ da canlilik tespit edilememistir.

Mide suyu ve mide suyu ile birlikte bagirsak sivisinin, B. breve A28, B. bifidum A10
ve E. coli ATCC 11229 suslarinin canliligina etkisinden sonra bu sivilarin, suslarin
epitel yiizeye tutunmasini ne derece etkiledigi belirlenmistir. Bu nedenle, mide suyu
ve mide suyu ile birlikte bagirsak sivisi ile muamele edilen suslar Caco-2
hiicrelerinin  gelistirildigi  besiyerine inokiile edilerek tutunma indeksleri
belirlenmistir. Her iki bifidobakteri susunun da diisiik pH® da canlilig1 gibi epitel
ylizeye tutunma indeksi de ©Onemli Olgiide etkilenirken, mide suyundaki pH
degisimine bagh olarak tiim tutunma indekslerinde de degisim gozlenmistir (Bkz.
Cizelge 4.10). Mide suyunun kullanilan dort farklh pH® sinda da B. breve A28
susunun, B. bifidum A10 susuna gore canliligi gibi tutunma indeksinin de daha iyi
oldugu tespit edilirken, E. coli ATCC 11229’ un canliliginin ve tutunma indeksinin

bifidobakteri suslarina gore daha iyi oldugu goriilmiistiir. Hem bifidobakterilerin
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hem de ATCC 11229’ un tutunma indekslerinin, mide suyunun pH 7,0’ den pH 3,0’
e kadar artan asitligine paralel olarak azaldigi goriiliirken, ortama bir de bagirsak
sivisinin eklenmesiyle de tutunma indekslerinde canliliklarda oldugu gibi daha fazla
azalma meydana gelmistir (Bkz. Cizelge 4.11). Bununla birlikte, sugslar tek tek
incelendiginde, asit direnci, safra toleransi, ekzopolisakkarit (EPS) iiretim kapasitesi
ve hemagliitinasyon kabiliyeti yiiksek olan B. breve A28 susunun epitele tutunma
indeksinin de yiiksek oldugu belirlenirken, sayilan tiim bu 6zellikler agisindan zayif
olan B. bifidum A10 susunun epitele tutunma indeksinin diisiik oldugu tespit
edilmigtir. Ayrica, E. coli ATCC 11229 susunun canliliginin bifidobakterilere gore
olduk¢a iyi olmasina ragmen, artan asitlik ve bagirsak sivisinin varliginda E. coli’

nin de epitele tutunma indeksinin etkilendigi goriilmektedir.

Cizelge 4.8. Mide suyunda inkiibe edilen B. breve A28, B. bifidum A10 ve E. coli
ATCC 11229’ un canli hiicre sayim1 (log ;o CFU/ml)

—_
o

mE. coli
W B. breve A28
| B. bifidum A10

D W kA~ 01 o0 NN 00 ©
! ! ! ! ! ! ! !

—_
L

Canli hiicre sayimilog 10 cfu/ml

Mide suyu

1de suyu (pH; 5,U; 4,05 5,U5 /)
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Cizelge 4.9. Mide suyu ve ardindan bagirsak sivisinda inkiibe edilen B. breve A28,
B. bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229’ un canh hiicre sayim1 (log 1o

CFU/ml)
10
E 9 8,1 il
qg 8 _ 7,6
e ]
2 . 6,2
2 61 52 ’ 54 | |\mE.coli
% 5 - w 4.6 O B. breve A28
o 4 - O B.bifidum A 10
e 2,8
S 3
2 2
— 2
= 1,2
S 1
pH 3,0 pH 4,0 pH 5,0 pH 7,0
Mide suyu+Bagirsak sivisi

Mide suyu (pH; 3,0; 4,0; 5,0; 7,0) + Bagirsak sivist (pH; 7,0)

Cizelge 4.10. Mide suyu ile muamele edildikten sonra B. breve A28, B. bifidum A10

ve E. coli ATCC 11229’
(bakteri/ hiicre)

un Caco-2 hiicrelerine tutunma indeksi

140

120
98
100 -
80

60 -

Tutunma indeksi*

401 31

20

pH 3,0

Farkl pH’ lardaki mide suyu ile muamele

Mide suyu (pH; 3,0; 4,0; 5,0; 7,0) + Bagirsak sivist (pH; 7,0)
*50 farkli alanda 100 hiicre tizerindeki bakteri sayist

127

0O B. breve A28
@ B. bifidum A10

B E. coli
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Cizelge 4.11. Mide suyu ve bagirsak sivisi ile muamele edildikten sonra Caco-2
hiicreleri ile inkiibe edilen B. breve A28, B. bifidum A10 suslarinin ve

E. coli ATCC 11229’ un tutunma indeksi

120 114

100 4 93

(o]
o
!

O B. breve A28
@ B. bifium A10
| E. coli

S
o
!

Tutunma indeksi*
S

no
o
!
—_
—_

Farkli pH' lardaki mide suyu ve bagirsak sivisi ile muamele

Mide suyu (pH; 3,0; 4,0; 5,0; 7,0) + Bagirsak sivist (pH; 7,0)
*50 farkli alanda 100 hiicre tizerindeki bakteri sayist

Taramali elektron mikroskobu goriintiileri

Epitel ylizeye tutunmanin belirlenmesi amaciyla elektron mikroskobu ile hiicre

ylizeyine tutunan bakteriler goriintiilenmistir. Elde edilen goriintiilerde probiyotik

ozellikler acisindan avantajli olan B. breve A28’ in tutunma kapasitesinin B. bifidum

A10’ a gore daha iyi oldugu belirlenmistir (Bkz. Resim 4.5, Resim 4.6).
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18k

Resim 4.4. EPS iiretimi yiiksek olan B. breve A28 susunun Caco-2 hiicrelerine
tutunmasinin taramali elektron mikroskobu goriintiileri

Resim 4.5. EPS {iretimi diisiik olan B. bifidum A10 susunun Caco-2 hiicrelerine
tutunmasinin taramali elektron mikroskobu goriintiileri
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4.7. Prebiyotik Uygulamalarimin Sonuclari

Prebiyotiklerin bifidobakteriler {izerindeki etkisi materyal metodun prebiyotik
uygulamalar1 kisminda anlatildigr sekilde belirlenmistir. Bu calismada kullanilan
bakteriler yukarida anlatilan ¢aligmalarda, probiyotik acidan 6nemli olarak bilinen
ozellikleri tagimalar1 nedeniyle secilmistir. EPS iiretimi, asit ve safra direnci,
hemagliitinasyon yetenegi yiiksek olan B. breve A28 ve S4 ile EPS iiretimi, asit ve
safra direnci, hemagliitinasyon yetenegi diisiik olan B. bifidum A10 karsilastirma
amaciyla kullamilmistir. Cizelge 4.12° de goriildiigii gibi ¢alismada kullanilan tiim
bifidobakterilerin inulinli ortamda gelismelerinin daha iyi oldugu hem optik
yogunluklarinin hem de canlilik sayimlarinin sonuclarindan goriilmektedir. Bununla
birlikte, probiyotik olarak kullanim acisindan 6nemli olarak belirlenen suslarin diger
bifidobakterilere gore yine daha iyi sonu¢ verdigi belirlenmistir. A28 susunun
inulinsiz ortamdaki canliligi 7,1x10° CFU/ml iken inulinli ortamda 7,4x10'' CFU/ml
olarak belirlenmistir. S4 susunun inulinsiz ortamda canlilig 3,5xlo8 CFU/ml olup,
inulinli ortamda 5,3x10' CFU/ml’ ye vyiikseldigi gozlenmistir. Yine inulinsiz
ortamda canlilig1 diisiik olarak hesaplanan A10 susunun da canliliginin, inulinli
ortamda arttigi goriilmektedir (inulinsiz, 6,7x10* CFU/ml; 7,8x10* CFU/ml).
Bagirsak sisteminde siklikla karsilasilan E. coli ATCC 11229’ un canlilifinda ise
inulinli ortamda inulinsiz ortama gore dikkate deger bir degisiklik gdzlenmemistir.
Inulinsiz ortamda 8,2x109 CFU/ml iken inulinli ortamda 6,4x109 CFU/ml olarak

belirlenmistir.

Cizelge 4.12. Inulinin bakteriler iizerindeki etkisi

Suslar Kontrol Kontrol inulin+Bakteri Inulin+Bakteri
(ODgo0)  (CFU/ml) (ODs00) (CFU/ml)
B. breve A28 7,840,0 7,1x10° 12,8+0,3 7,4x10"!
B. breve S4 7,2+1,0 3,5x10° 10,240,2 5,3x10"°
B. bifidum A10 5,01,0 6,7x10" 7,120,0 8,7x107
E. coli ATCC 9,142,1 8,2x10° 8,6+1,2 6,4x10°
11229
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Calismanin devaminda, E. coli ATCC 11229 susu hem prebiyotik olarak kullanilan
inulinin bulundugu ortamda hem de iki bifidobakteri susu ile ayr1 ayri inulinli
ortamlarda, birlikte gelistirilerek prebiyotik ile desteklenen bifidobakterilerin E. coli
ATCC 11229 iizerindeki etkisi arastirilmistir. Tek basina E. coli ATCC 11229 susu
inulinden etkilenmez iken, bifidobakterilerle birlikte gelistirilmesinde etkilendigi
gozlenmistir. E. coli ATCC 11229 susunun, inulinsiz ortamda canlilig1 7,38 log;o
CFU/ml olarak belirlenirken, inulinli ortamda 7,01 log;o CFU/ml, inulin ve A28
bulunan ortamda 4,21 logio CFU/ml ve inulin ile A10 susunun bulundugu ortamdaki
canliigi ise 5,46 logiy CFU/ml olarak tespit edilmistir. Inulinli ortamda
bifidobakterilerin gelisimi stimiile edildiginden E. coli’ nin canlilifinda bir miktar
azalma gozlenmistir. Bu azalmanin bifidobakterilerin prebiyotiklerin varliginda
gelisimlerinin stimiile edilerek daha hizli ortama adapte olmalar1 ve kisa siirede
baskin hale gelmelerinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica, bu
calismada E. coli ATCC 11229’ un, probiyotik agidan A10 susuna gore daha iistiin
niteliklere sahip olan A28 susu ile ayn1 ortamda gelisiminde canliliginin daha ¢ok

etkiledigi tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4. 13).

Cizelge 4.13. E. coli ATCC 11229’ nin, inulinli ortamda B. breve A28 ve B. bifidum
A10 suslari ile birlikte gelisimi
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5. TARTISMA VE SONUC

Fonksiyonel gida bilesenleri olarak degerlendirilen probiyotik bakterilerin insan
mide-bagir sak sistemi acisindan Onemli etkileri bulunmaktadir. Probiyotiklerin
saghga yararhh etkileri ile ilgili bir¢ok kaynak bulunmaktadir. Yapilan cesitli
aragtirmalar, probiyotiklerin farkli nedenlere bagli bagirsak rahatsizliklar,
Helicobacter pylori kaynakli mide rahatsizliklari, laktoz intoleransi, kolon kanseri,
alerjik reaksiyonlar ve yiiksek kolesterol seviyeleri gibi cesitli rahatsizliklar iizerinde
iyilestirici etkilere sahip olduklarini ortaya koymustur [115]. Bu nedenle, son yillarda
yapilan c¢aligmalarda probiyotiklerin insan saglig1 {izerine 1iyilestirici etkileri

caligmalarin basinda gelmektedir.

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin en Onemlileri laktobasiller ve
bifidobakterilerdir [4]. Probiyotiklerin kesfinden itibaren laktobasillerin probiyotik
olarak kullaniminin avantajlar1 konusunda bir¢ok arastirma yapilmistir. Ancak
bifidobakteriler, son zamanlarda giindeme gelmis olup, probiyotik amaclh
kullanimlart ile ilgili heniiz laktobasiller kadar arastirma yapilmamistir. Bununla
birlikte, son zamanlarda, probiyotik amacli kullanilmas1 planlanan bakterilerin, insan
kaynakli olmasinin dnemi vurgulanmaktadir. Probiyotiklerin insan orijinli olmast, bu
mikroorganizmalarin, ortama daha kolay adapte olmalar1 ve konak ile diger
muhtemel iligkilerini en iyi sekilde ger¢eklestirmeleri agisindan dnemlidir [116]. Bu

nedenle calismamizda insan kaynakli bifidobakteriler kullanilmastir.

Dogumdan hemen sonra bagirsak florasinda E. coli ve Streptococcus spp. baskindir.
Bebek anne siitii aldikca E. coli, Streptococcus ve Clostridia' lar azalirken,
bifidobakterilerin sayis1 artmaya baglar [117]. Bagirsaklarda bifidobakterilerin varligi
bu bireylerin saglikli oldugunun bir gostergesi olarak bilinmektedir [40]. Bu
sebeplerden dolay1 ¢alismamizda, anne siitiinden ve anne siitii ile beslenen bebeklerin
diskisindan alinan Ornekler kullanilarak, secici besiyerinden pembe-menekse
rengindeki mukoid koloni yapisina sahip muhtemel bifidobakteri olarak 59 adet

izolasyon yapilmistir.
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F6FFK enzimi bifidobakterilerin hem laktobasillerden ayirt edilmesi hem de cins
diizeyindeki tayini i¢cin 6nemlidir [101]. Tiim izolatlar arasindan bifidobakterilerin 6n
tanis1 icin F-6FFK enzim testi yapilmis, 31 adet izolat pozitif sonu¢ vermistir.
F6FFK enzim testiyle bifidobakteri olarak 6n tanis1 konulan 31 adet izolatin % 51° i
diskidan % 49’ u ise anne siitiinden elde edilmistir. Bifidobacterium cinsi bakterilerin
yogunlugunun bebek diskisinda anne siitiinden daha fazla oldugu belirlenmistir.
Genellikle yapilan ¢aligmalarda digki izolat1 kullanilmis olup, anne siitii izolatlarinin
kullanim1 yerine anne siitiindeki bilesimlerin probiyotikler {izerindeki etkisi
aragtirilmistir [118]. Anne siitiinden bifidobakteri izolasyonu yapilarak yiiriitiilen
boyle bir ¢aligmanin ilk defa yapiliyor olmasi bu diizeyde yapilacak olan diger
calismalara farkli bir bakis acis1 getirmistir. Yaptigimiz ¢calismada bebek diskisinda
bulunan bifidobakteri sayis1 yaklasik 24x10® CFU/ml, anne siitiinde bulunan
bifidobakteri sayis1 ise 11x10* CFU/ml olarak tespit edilmistir. Digki
izolasyonlarinda benzer rakamlar diger arastirmacilar tarafindan da belirlenmistir,
ancak literatiir taramalarinda anne siiti ile ilgili bu tarzda bir ¢aligmaya
rastlanmamistir. Digkidan bifidobakteri izole edilen ¢alismalarda bifidobakteri sayisi
farkli  bulunmustur. Ornegin, Scardovi (1986) tarafindan yapilan calismada
bifidobakteri sayisi 10x10" CFU/ml; Beerens (1990) tarafindan yapilan ¢aligmada
25x10° CFU/ml ve Hadadji (2005) tarafindan yapilan caligmada ise 26x10° CFU/ml
olarak bildirilmistir [100, 103, 119].

On tanis1 konulan 31 izolatin, seker testleri, katalaz ve oksidaz olusturmalari,
glikozdan gaz olusumu, arjinin hidrolizi gibi fizyolojik ve biyokimyasal testleri ile
API kiti kullanilarak tiir tanimlama testleri yapilmistir. Bu tanimlamalarin sonucunda
31 izolatin 15 adedi B. breve, 11 adedi B. bifidum, 3 adedi B. pseudocatenulatum, 2
adedi B. longum olarak tespit edilmistir (Bkz. Cizelge 4.1). Fizyolojik ve
biyokimyasal testlerin sonuclar1 ile olusturulan dendrogramda da belirlenen tiirlerin
birbirine yakin oldugu gosterilmistir (Bkz. Sekil 4.1). Olusturulan dendrogramda, B.
breve’ ye ait olan suslarin % 88- 96; B. bifidum’ a ait olan suslarin % 57- 92 B.
pseudocatenulatum % 85-90 ve B. longum % 85-94 oranlarinda benzerlik gosterdigi
belirlenmistir. Anne siitii ile beslenen bebeklerin digskisindan izole ettigimiz

bifidobakteri tiirleri, diger arastiricilarin bulgulari ile benzerlik géstermis olup, bebek
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diskisindan yaptigimiz izolasyonlarda, dominant tiirler olarak B. bifidum (% 56) ve
B. breve (% 25) belirlenirken, B. pseudocatenulatum (% 19) tiirlerinin de ikinci
derecede dominant oldugu belirlenmis olup B. longum’ a rastlanmamistir. Buna
karsin, anne siitiinde ise, B. breve (% 25) baskin olup, ikinci derecede B. bifidum (%
13) ve B. longum (% 13) bulunmustur. Yeni Zellanda da, Requena ve ark. (2002)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, B. bifidum ve B. longum tiirlerinin bagirsak
florasina hakim oldugu belirlenmistir [120]. Bununla birlikte, Kim ve ark.” nin
(2003) yaptig1 caligmada, yeni dogan diskisi izolatlar1 arasinda B. bifidum ve B.
breve baskin tiirler olarak bildirilmistir [121]. Vlkova ve ark. (2005) tarafindan
yapilan bir bagka ¢alismada yine, bebek digkisindan izole edilen tiirlerin dagilimi B.
bifidum % 34,08, B. breve % 34,08, B. dentium % 13,65, B. pseudocatenulatum %
6,81 ve diger bifidobakteri tiirlerinin de orani ise % 11,38 olarak belirtilmistir [122].

Bir mikroorganizmanin probiyotik Ozelliklerini gosterebilmesi igin bagirsak
sisteminde canli kalmas1 gerekmektedir. Agiz yolu ile alinan probiyotikler bagirsak
bolgesine ulasmadan 6nce midenin asitli ortamu ile karsi1 karsiya kalmaktadirlar. Bu
sebeple, bifidobakteri tiirlerine ait suslarin aside direncinin yiiksek olmasinin, asidik
bir ortam olan midede canliligin1 kaybetmeden bagirsak sistemine gecerek, burada
kolonizasyonu i¢in avantaj olabilecegi diistiniilmektedir. Her giin mideden pH’ s1
yaklagik 2,0 civarinda olan 3 litre kadar mide suyu salgilanmaktadir. Bu nedenle,
probiyotik mikroorganizmalarin kolona ulasip, orada kolonize olmasi i¢in gerekli
olan ilk sart mide asidinden en az oranda zarar gormesidir. Ancak yapilan
calismalarda bifidobakterilerin bircogunun ancak pH 3,0 ve 4,0’ e direng gosterip,
daha altindaki pH’ larda canhilik kaybi yasadigi bildirilmistir. Budan dolayz,
probiyotik amag¢lh kullanilmak istenen bifidobakteri tiiriiniin direncinin maksimum

diizeyde olmasi istenmektedir [123].

Ayrica, safra tolerans1 da probiyotiklerin se¢iminde kullanilan onemli kriterlerden
biridir. Yaglar1 parcalayarak bunlarin bagirsaklardan emilimlerine yardimei olmak
lizere karacigerden ince bagirsaga salgilanan safra, bakterilerin biiyiik oranda lipit ve

yag asidi iceren hiicre membranlarina zarar vermek suretiyle inhibitor etkisi
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yapmaktadir [46]. Bu sebeple probiyotik olarak kullanilacak bakterilerin
bagirsaklarda fonksiyon goOsterebilmeleri i¢in safraya kars1 direngli olmalari
gerekmektedir [108, 124]. Bununla beraber, insan kullanimi icin probiyotiklerin
secimindeki safra toleransi ¢alismalarinda % 0,15 ve % 0,3 konsantrasyonlarinda
safranin kullanilmasi Onerilmektedir [125]. Yapilan caligmalarda, insandaki safra
konsantrasyonuna yakin bir deger olmasindan dolayr safraya direncli olan suslari
belirlemek icin 6zellikle % 0,3’ liik safra konsantrasyonunun kritik bir deger oldugu

bildirilmistir [126].

Bifidobakterilerin asit direngliligi ve safra toleransi ile ilgili sinirh sayida literatiir
mevcuttur. Bu caligmalarda ise, bu bakterilerin aside olduk¢a duyarli olmalarinin
yan sira, safraya kars1 direncli olduklar1 vurgulanmaktadir. Matsumoto ve ark.
(2004), B. longum, B. adolescentis ve B. pseudocatenulatum ile yaptiklar1 ¢aligmada
bu bakterilerin aside olan toleranslarin1 belirlenmislerdir. Bu calismada,
bifidobakterilerin pH 3,0’ de yaklasik olarak % 1 oraninda bir canlilia sahip oldugu,
asidik ortam direnglerinin olduk¢a zayif oldugu gosterilmistir [127]. Collado ve Sanz
adli aragtirmacilar (2006) tarafindan yapilan calismada ise, B. breve ve B.
adolescentis’ in yiiksek safra konsantrasyonunu iyi tolere ettikleri, buna karsin pH
2,0 ve 2,0’ den daha asidik ortamlarda canliliklariin gozlenmedigi belirlenmistir
[128]. Bizim caligmamiza benzer sekilde, Chung ve ark. (1999) tarafindan safra ve
aside direngli bifidobakterilerin secimi yapumistir. pH’ s1 4,0; 5,0 ve 7,0 olan
besiyerinde gelistirilen suslarda pH 7,0 ve 5,0’ de canlilik tespit edilirken, pH 4,0’ de
herhangi bir gelisim gozlenmemistir [107]. Bizim yaptifimiz ¢alismada da denenen
pH’ lar arasinda 6,2; 5,0 ve 4,5’ da suslarda gelisim tespit edilirken, pH 4,0’ten
itibaren azalma gozlenmis olup 3,5 ve 3,5’ den sonra gelisim belirlenmemistir (Bkz.
Cizelge 4.2). Hadadji ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir calismada ise, anne siitii
ile beslenen bebeklerin digki 6rneklerinden bifidobakteri tiirleri izole edilmis ve
izolatlarin farkli pH’ lardaki (4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0) gelisimi incelenmistir. Bu
calismada, bifidobakteri tiirlerinin en iyi gelisimi pH 6,0 ve 7,0’ de gosterdigi, pH

5,0’ in altinda ve 8,0’ in iistiinde gelisimlerinin oldukga diistiigii, bununla birlikte pH
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4’ de suslarin gelisiminin tamamen inhibe oldugu belirtilmistir [103]. Bizim
calismamizda da, izole edilen tiirler arasinda mide asidine olan diren¢ farklilik
gostermis, pH 6,2-3,5 arasinda degisen pH denemelerinde pH diismesine bagl
olarak canliligin diistiigii belirlenmis ve pH 3,5’ den sonra tiim suslarin canliligini
kaybettigi tespit edilmistir. Yapilan bu calismalarda bakterilerin gelisimlerine
asitligin etkisi tiir diizeyinde belirlenmemis olmasi bu acidan ¢alismamiza 6n plana
cikarmaktadir. Yaptigimiz calismada, en iyi dirence B. breve’ ye ait olan suslarin
sahip oldugu goriilmiistiir. Daha sonra B. longum ait suglar gelirken, izolatlar
arasindaki en zayif suslar B. pseudocatenulatum’ a ait olanlarda goriilmektedir. B.
breve A28 susu pH 3,5 de 0,98 = 0.01 oraninda azimsanmayacak bir yogunluga
sahip oldugu gozlenmistir. Yine B. breve‘ ye ait S4 susunun pH 3,5’ de 0,77 = 0.01
oraninda yiiksek bir yogunluk belirlenirken, B. bifidum’ a ait olan suslarda ise yine
pH 3,5 de 0,11 + 0.00- 0,42 + 0.01 arasinda bir yogunluk oldugu goriilmiistiir. Genel
olarak tiim suslarin asit direncine bakildiginda ise, 31 adet sustan 9’ unda pH 3,5’ de

canlilik tespit edilememistir (Bkz. Cizelge 4.2).

Safra tolerans1 calismalarinda ise yapilan arastirmalarda benzer safra
konsantrasyonlar1 kullanilmis olup, tiir diizeyinde ¢aligmalar yapilmistir. Ibrahim ve
Bazkorovainy (1993) tarafindan yapilan bir ¢alismada 0-3 g/L arasinda degisen
konsantrasyonlardaki safraya maruz birakilan bifidobakterilerden B. infantis’ in
canliliginin B. bifidum, B. breve, ve B. longum* dan daha iyi oldugu belirtilmistir
[129]. Buna karsin, Clark ve Martin (1994) adh arastirmacilar yaptiklar1 ¢alismada %
2- 4 oranindaki safra toleransinda B. bifidum ve B. infantis’ e karsilik B. longum’ un
daha iyi tolerans gosterdigini bildirmislerdir [130]. Bizim yaptigimiz ¢alismada da
bifidobakterilerin safra toleransi tiirler arasinda degisiklik gostermektedir. Genel
olarak bakildiginda B. bifidum’ un, B. breve, B. pseudocatenulatum ve B. longum’
dan daha iyi tolerans gosterdigi belirlenmistir. Marteu ve ark. (1997) tarafindan
yapilan farkli bir calismada ise, in vivo kosullarda safranin bakteriler iizerindeki
inhibitdr etkisinin ¢cok kuvvetli oldugu ve buna bagl olarak kullanilmak istenen

bakterilerin safra direncinin ¢ok iyi olmasi gerektigini vurgulayarak,
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bifidobakterilerin safrayi tolere edebilmesinin probiyotik kullanim a¢isindan 6nemini
aciga cikarmuslardir [131]. Yaptifimiz c¢alismada ise, % 0,15 lik safra
konsantrasyonunun suslarin gelisiminde olumlu bir etki yarattigi gozlenmistir.
Bununla birlikte, artan safra konsantrasyona bagli olarak, bakteriler iizerindeki
inhibitdr etkisinin de arttigi belirlenmistir. En yiiksek konsantrasyon olan % 0,40
konsantrasyonundaki safra varliginda bile tiim suslarda belirli bir yogunluk tespit
edilmis olup, hicbir sus canliigini tamamen kaybetmemistir. % 0,40 safra
konsantrasyonunda en iyi toleransa sahip olan suglar sirasiyla B. breve A16 ve A28
suglaridir. Safraya en zayif toleransi ise, B. breve S3, S4, S5, S8, S9, S11 ve B.

pseudocatenulatum D4 suslar1 gostermistir (Bkz. Cizelge 4.3).

Bifidobakterilerde asit ve safra direncliligi c¢aligmalarinin az olmasmna karsin,
Lactobacillus cinsine ait cesitli suslarin asit direnclilifi ve safra toleranslarimin
arastirildigi ¢cok sayida calisma bulunmaktadir [132, 133]. Xanthopoulos ve ark.
(2000) bebek digkilarindan izole ettikleri farkh tiirler (L. acidophilus, L. gasseri, L.
reuteri, L. rhamnosus, L. paracasei subsp. paracasei) iceren 20 adet laktik asit
bakterisinin probiyotik ozelliklerini aragtirmislardir. Bu calismada pH 3,0’ de
inkiibasyona birakilan izolatlarin, inkiibasyon sonrast % 0,1-73,3 oranlarinda
canliliklarim1  koruduklar1 belirlenmistir [134]. Haller ve ark. (2001) ise, insan
bagirsagindan izole ettikleri 10 farkli laktobasil tiirlinden 4 tanesinin (L. johnsonii
Lal, L. plantarum 2963, 2966, 2833) pH 1,5-2,5* a diren¢ gosterdigi, diger suslarina
direng gosteremedigini belirlemislerdir. Insan izolat1 olan L. johnsonii Lal susunun
diisik pH ve safra direncliliginden dolay1r probiyotik bir sus olabilecegini
bildirmislerdir [135]. Yapilan diger bir ¢alismada, probiyotik olarak kullanilmasi
amaglanan bazi suslarin asit ve safra direnglilikleri arastirilmistir. Pediococcus
acidilactici (P2), Lactobacillus curvatus (RM10) ve P. pentosaceus (FF) suslarinin
asitli ortama direngliliklerinin oldukga yiiksek oldugu, pH 3,0’ de canliliklar1 ya ¢ok
az etkilenmis ya da hic etkilenmemistir. Buna karsin safra konsantrasyonlarinin
herhangi bir pozitif etki gostermedigini ve % 0,3 oraninda safraya kars1 bakterilerin

toleranslarinin diisiik oldugunu bildirmislerdir [126]. Boke (2005) tarafindan yapilan
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calismada ise Lactobacillus suslarinin mide asitligine yakin farkli pH’ lara (1,0-3,0)
dayanikliliklar1 6l¢tilmiistiir. Sonucta, pH 3,0’ e tiim suslarin yiiksek oranda (% 72,5-
96,3) direnclilik gosterdigi fakat pH 1’ de canlilik gozlenemedigi belirlenmistir.
Ayrica bu calismada, laktobasil suslarinin % 0,15 konsantrasyonundaki safrayr %
30-39 ve % 0,3 konsantrasyonundaki safrayr % 24-36 arasinda degisen oranlarda

tolere ettikleri belirlenmistir [56].

Genel olarak tiim izolatlara bakildiginda, bifidobakterilerin diger probiyotik
bakterilere gore aside direncliliklerinin daha az oldugu goriilmektedir. Ancak,
yapilan siirli caligmalarda da bifidobakterilerin safra toleransinin laktobasillere gére
daha fazla oldugu tespit edilmistir. Berrada ve ark. (1991) tarafindan yapilan
calismada, aside ve safraya direncli olan bifidobakterilerin in vivo caligsmalarda
saghgi iyilestirici 6zellikler bakimindan diger probiyotiklere gore daha iyi oldugu
gosterilmistir [136]. Yaptisimiz calismada elde edilen verilere gore, suslarimizin
aside olan direngliliginin literatiir taramalarinda belirlenen laktobasillere gore diisiik
oldugu, buna karsin safraya karsi toleransinin ¢ok daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

Bakterilerin mideden gecip baguwsaga ulastiklarinda probiyotik 6zelliklerini
gosterebilmelerindeki en biiyiik avantajlardan biri de ekzopolisakkarit (EPS) tiretim
kapasitelerine sahip olmalaridir [56]. Probiyotik o©zellik olarak ekzopolisakkarit
tiretiminin (EPS); bakteriyi sivi kaybina, makrofajlara, fagositoza, bakteriyofajlara,
antibiyotik ve toksik bilesiklere kars1 korudugu bilinmektedir [58]. Yapilan literatiir
taramalarinda, Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus vs. tarafindan iiretilen EPS
ile ilgili bir¢ok calisma belirlenirken, EPS iiretim kapasitesinin, probiyotik ve gida
uygulamalarinda olduk¢a Onemli oldugunun bilinmesine ragmen, bifidobakteriler
tarafindan EPS iiretimi ile ilgili yeterli ¢aligma bulunmamustir [S5]. Simrh sayida
yapilmig olan caligmalarda ise, bazi bifidobakterilerinin EPS iiretim kapasitesine
sahip oldugu ancak, probiyotik kullanim agisindan avantajli olabilecegi belirtilmemis

ve bu konuda ¢alisma yapilmamistir. Bu sebeple, yaptigimiz bu ¢alisma probiyotik
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kullanima y6nelik kapsamli bir ¢alijma olmasi ve bu calismayla yiiksek EPS
tiretimine sahip bifidobakterilerin avantajlarinin vurgulanmasi agisindan bir ilk

olmustur.

Bifidobakterilerin EPS iiretimi ilk olarak 1990° da Sutherland tarafindan
bildirilmistir. Daha sonra 1995’ de Roberts ve ark. tarafindan Bifidobacterium
longum BB—79 susunun EPS iiretimi aragtirilmistir [137]. Ancak bu calismalarda
sadece bifidobakterilerde EPS varligi belirlenmis olup, EPS iiretiminin 6nemine
deginilmemistir. Buna karsin, laktik asit bakterilerinin (LAB), EPS iiretimi ile ilgili
yapilan bircok ¢aligmada, EPS iiretim kapasitesi ve EPS’ nin probiyotikler agisindan
avantajlar1 vurgulanmigtir. Cerning ve ark.(1995), LAB’ nin siitte lirettikleri EPS
miktarlarinin farkli oldugunu tespit etmislerdir. Bu arastirmacilar EPS miktarini; S.
thermophilus i¢in 50-350 mg/L, L. bulgaricus i¢in ise 60-150 mg/L, Lactococcus
lactis subsp. cremoris i¢in 80-600 mg/L. olarak bulmuglardir [138]. Yine Ginka ve
ark.” nin (2000) yaptiklar1 benzer bir calismada, L. bulgaricus 2—11 kodlu susun EPS
tiretimini 540 mg/L olarak belirlenirken, S. thermophilus 15a i¢in 229 mg/L, S.
thermophilus 2a icin ise 58 mg/L olarak tespit edilmistir [139]. Bizim yaptigimiz
calismada ise, bifidobakterilerin her birinde EPS iiretim kapasitesi belirlenmistir.
Suslarin EPS iiretimi 38,00 mg/L-97,64 mg/L arasinda bulunmustur (Bkz. Cizelge
4.5). Suslar arasinda EPS iiretim kapasitesi oldukca farkli olup, bebek diskisindan
izole edilen suglar arasinda en yiiksek EPS iiretimi B. breve A28 (97,64 mg/L)
susunda tespit edilmistir. B. pseudocatenulatum D5 (91,91 mg/L), B. bifidum D8
(89,55 mg/L), B. bifidum A40 (86,50 mg/L), B. bifidum D2 (85,73 mg/L) suslarinda
da yiiksek bulunmustur. Siit izolatlar1 arasinda en yiiksek EPS iiretim kapasitesine
sahip olan suslar ise, B. breve S4 (93,67 mg/L), B. breve A19S (87,05 mg/L), B.
breve S3 (82,35 mg/L) ve B. breve S2 (82,21 mg/L)’ dir. Tiim suslarin EPS
tiretiminin, daha once Lactobacillus cinsine ait farkli tiirlerle yapilan calismalarda
elde edilen degerlere gore daha az oldugu gozlenmistir. Arastirmacilar EPS
iretimlerinin tiirler ve hatta suslar arasinda farkli olmasinda, fermantasyon sartlarinin
(sicaklik, inkiibasyon, siire ve pH) ve besiyeri bilesenlerinin (karbon ve nitrojen

kaynag) etkili olabilecegini bildirmislerdir [140, 141].
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Yaptigimiz caligmada, EPS {iiretimi yiiksek olan suslarin diisiik asitlige daha direngli
ve safraya daha toleransli olmas1 dikkat cekicidir. Elde ettigimiz sonuclara gore, EPS
iretimi ile asit direnci ve safra toleransi 6zellikleri arasinda bir iligski oldugu tespit
edilmistir. Bu iligki istatistiksel olarak da degerlendirilmeye alindiginda, suslarin asit
direnci ve safra toleranst ile EPS iiretim kapasiteleri arasinda pozitif bir korelasyon
oldugu saptanmistir (P<0.05). Elde edilen bu sonuclar, 6zellikle EPS’ nin asit ve
safraya kars1 koruyucu etkisinin varligini gostermektedir ve bu diizeyde yapilmis ilk

calisma olmasi, ¢alismamizin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir.

Probiyotik mikroorganizmalarin en 6nemli 6zelliklerinden biri de, ortamda bulunan
gida kaynakli patojenlerin ve kontaminant mikroorganizmalarin (Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella, Listeria monocytogenes gibi) gelisimini
engellemeleri ve Oliimlerine sebep olmalaridir [142]. Bu 6zelliklerinden dolay1
gidalarin korunmasinda laktik asit bakterilerinin fermantasyonu sonucu ortamda
bulunan karbonhidratlarin miktar1 azalir ve antimikrobiyal aktiviteye sahip organik
molekiiller (laktik, asetik, formik, propiyonik asit) ve antimikrobiyal bilesikler
(hidrojen peroksit, diasetil ve bakteriyosin) olusur [143- 145]. Laktik asit bakterileri
tarafindan iiretilen bu metabolitler E. coli gibi gram-negatif bakteriler tizerinde etkili
olmaktadir. Reid ve ark. (1990) farkli Lactobacillus spp. tiirlerinin bir¢cok patojen
izerinde inhibisyon etkisi gosterdigini belirlemislerdir [146]. Bifidobakterilerin
patojenler iizerindeki inhibisyonu ile ilgili cok fazla arastirma olmamasina ragmen,
Gibson ve Wang (1994) adh arastiricilar yaptiklar1 caligmalarda, bircok bifidobakteri
tiiriiniin (B. infantis ve B. longum gibi) gram negatif ve gram pozitif bakterilere kars1
antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu gostermislerdir. En iyi inhibisyon etkisinin E.
coli tiirleri ile gerceklestigini, gozlemlemislerdir [147]. Bu nedenle, calismamizda
bifidobakterilerin E. coli tizerindeki inhibisyon etkisi aragtirillmistir. Yapilan
deneyde, suslarin bircogunun E. coli iizerinde inhibisyon etkisi gosterdigi
belirlenmistir. Tiim izolatlarin inhibisyon etkisi incelendiginde, 5- 9 mm arasinda
degisen oranlarda zon caplar1 elde edilmistir. Buna karsin, sadece iki bifidobakteri
izolatinin E. coli ATCC 11229 iizerindeki inhibisyon etkisi tespit edilememistir
(Bkz. Cizelge 4.7, Resim 4.4).
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Bakterilerin  bagwrsak  bolgelerindeki  kolonizasyonu, fimbrial yapismayla
gerceklesmektedir. Bakteri fimbriyalar1, farkli hiicre tipleri arasinda eritrositlere de
yapisabilme ve boylelikle aglutine etme (hemagliitinasyon) yetenekleriyle bakteri
hemagliitininleri (fimbriyal hemagliitininler) arasinda yer almaktadirlar [74, 148].
Bu nedenle, fimbriyalarin varliklarim ve yapismada oynadiklari rolii gostermeye
yonelik in vitro aragtirmalarda kullanilan yOntemlerden biri de bakterilerin
hemagliitinasyon kabiliyetlerinin gosterilmesine dayanmaktadir [74, 75, 148].
Hemagliitinasyon iki veya daha fazla eritrosite bakterilerin tutunmasiyla meydana
gelmektedir. Bu nedenle, bazi aragtirmacilar tarafindan bakterilerin hemagliitinasyon
yetenekleri, bakterilerin bagirsak yiizeyine kolonize olmasinda on se¢im olarak
kullanilmigtir [76]. Ocana ve ark. (1999), memeli epitel hiicre reseptorleri ile eritrosit
membran reseptorleri arasinda benzerlikten yararlanarak bakterilerin HA yeteneginin
epitel ylizeye tutunma calismalarindan Once, bir ©n basamak olabilecegini
belirtmiglerdir [72]. Bifidobakterilerin hemagliitinasyon yetenekleri 6nemini
vurgulayan, Perez ve ark. (1998) ark. tarafindan yapilmis sadece bir literatiir
bulunmaktadir. Bu c¢aligmada, insan orijinli bifidobakterilerin hiicre yiizey
ozelliklerini incelenerek, hemagliitinasyon kapasitesi yiiksek olan suslarin epitel
ylizeylere tutunma kapasitelerinin de daha yiiksek oldugu belirlenmistir [149]. Mukai
ve ark. (1998) ise benzer bir calismada 6 adet Lactobacillus reuteri suslarinin,
bagirsak epiteline yapisma yetenekleri ile HA yetenekleri arasinda korelasyon olup
olmadigini arastirmislardir. L. reuteri suslarimin HA yetenegi gosteren susglarin ¢esitli
bagirsak epitel hiicrelerine yapigsma yetenegi gosterirken, HA yetenegi gostermeyen
suglarin ise epitele tutunamadiklarimi bildirmiglerdir. Ayrica, Lactobacillus
acidophilus suglarimin da HA yetenegi gosteren ve epitel hiicrelere iyi adezyona
sahip bir sus oldugunu rapor etmislerdir [150]. Benzer sekilde bizim ¢alismamizda
da, izole edilen tiim bakterilerin hemagliitinasyon kabiliyetleri incelenmistir (Bkz.
Cizelge 4.6). Sonuglarda suslar, hemagliitinasyonun  siddetine  gore
derecelendirilmistir (Bkz. Resim 4.3). B. breve A28, B. breve S3, B. bifidum A40, B.
bifidum S7 ve B. bifidum D1 yiiksek (+++) HA gosteren suslar olarak belirlenmistir.
B. pseudocatenulatum ve B. longum suslarimn HA gostermedigi tespit edilmistir.

Yaptigimiz bu ¢alismadan elde edilen veriler, epitel ylizeye tutunma ¢alismasinda



78

kullanilmas1 planlanan suslarin tutunma indeksinin belirlenmesi agisindan bir 6n

secim olusturmustur.

Probiyotik kiiltiirlerin bagirsaga varmasi halinde, peristaltik hareketler ile bagirsaktan
kayip gitmemesi i¢in bagirsak liimenini drten mukus tabakasina ve epitel hiicrelerine
tutunmasi gerekmektedir [151]. Bagirsak hiicrelerine bakterilerin tutunma yetenegi
en onemli probiyotik secim kriteri olarak dikkate alinmaktadir [152]. Bagirsak
epiteline veya mukusa tutunma, basarili kolonizasyon, enteropatojenlere karsi
antagonistik aktivite gosterebilme, immiin sistemin modiilasyonu ve mide mukoza
hasarlarinin 1iyilestirilmesinin artirilmasi icin gerekli olan 6n kosullardan biridir
[152- 154]. Bu nedenle, baguwsak yiizeyine kolonizasyonda ilk adim olarak,
bakterilerin bagirsak hiicrelerine veya mukusa tutunmast diisiiniilmektedir [155,
156]. Bifidobakteriler ile bagirsak hiicreleri arasindaki etkilesim bilinmesine ragmen,
hiicreye tutunma mekanizmasi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Gram pozitif
bakterilerin  polisakkaritlerinin ~ kuvvetli  elektrostatik  giiciiniin, hiicreye
tutunmalarinda 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir [157]. Laktik asit bakterilerinin
olusturduklar1 EPS, bakterinin yiizeye tutunmasinda yapistirict (slime) isleve sahip
olmasi1 nedeniyle, bakterinin tutunmasinda ve biyofilm olusturmasinda etkilidir [58].
Bakteriler tarafindan olusturulan EPS, epitel doku ile bakteriler arasinda (bagirsak
florasinda bulunan) gergek bir bag meydana getirir. EPS iiretimine sahip suslarin
yiiksek bir adezyon kapasitesine sahip olacagi bilinmektedir [128]. Biitiin bu
ozellikler, EPS iireten bakteriye, bulundugu ortamda stabil olarak kalabilme ve
dominant olarak kolonize olma 6zelligi saglamaktadir [158]. Bu sebeple, epitel
ylizeye tutunma caligmasinda kullanilmak tizere, 31 izolat arasindan, EPS tiretim
kapasitesi ve hemagliitinasyon kabiliyeti goz Oniine alinarak EPS iretimi ve
hemagliitinasyon kabiliyeti yiiksek B. breve A28 ile EPS iiretimi ve hemagliitinasyon
kabiliyeti diisiik olan B. bifidum A10 suslar1 kullanilmistir. Bununla birlikte,
bifidobakterilerin epitel ylizeye tutunmasinda, patojen olarak E. coli ATCC 11229

susunun da etkisinin belirlenmesi amaciyla calismaya dahil edilmistir.
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Yapilan c¢aligmalarda, insan kolon kanserli hiicrelerinden izole edilmis Caco-2
hiicreleri bakteri ve bagirsak epitel hiicreleri arasindaki etkilesimi calismada en iyi
model sistemi olarak bulunmustur [159]. Bu nedenle in vitro olarak epitel yiizeye
bakterilerin tutunma deneylerinde Caco-2 hiicreleri kullanilmistir. Calismamizda
ayn kosullar altinda B. breve A28, B. bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229 suslarinin
Caco-2 hiicrelerine tutunma indeksleri belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.7). Elde edilen
verilere gore EPS iiretim kapasitesi-hemagliitinasyon kabiliyeti yiiksek olan B. breve
A28 susu ile E. coli ATCC 11229 susunun epitel yiizeye tutunma indeksleri ¢ok
yiiksek bulunmustur (300< bakteri/hiicre). Bununla birlikte, EPS {iiretim kapasitesi
diisiik ve hemagliitinasyon kabiliyeti olmayan B. bifidum A10 susunun epitel yiizeye
tutunma indeksi (19 bakteri/hiicre) diisiik oldugu belirlenmistir. Yapilan istatistiksel
analizlere gore, epitel yiizeye tutunma ile EPS {iiretimi arasinda pozitif bir iligkinin
oldugunu belirlenmistir (P<0,05). Calisma sonunda EPS iiretimi yiiksek B. breve
A28 ve EPS iiretimi diisiik B. bifidum A10 suslarinin Caco-2 hiicrelerine tutunmasi
elektron mikroskobu ile goriintiilenmistir. Elektron mikroskobu analizlerinde de EPS
tiretimi yliksek B. breve A28 susunun tutunma ve biyofilm olusturma kapasitesinin
EPS iiretimi diisiik B. bifidum A10 susuna gore daha yiiksek oldugu dogrulanmistir
(Bkz. Resim 4.3, 4.4). Cesitli calismalarda bifidobakterilerin, epitel yiizeye tutunma
gosterip gostermedikleri arastirilmistir. Ornegin, insan enterosit benzeri Caco—2
hiicreleri ile yapilan ¢aligmalarda B. breve, B. longum ve B. adolescentis tutunma
gosterip, B. bifidum ve B. infantis’ in tutunmasi belirlenmemistir [149]. Yaptigimiz
calismada da B. bifidum’ un tutunma indeksinin B. breve’ nin tutunma indeksinin ¢ok
altinda oldugu tespit edilmistir. Bir baska calismada, Ouwehand ve ark. (1999)
tarafindan, 2-6 aylik bebeklerden izole edilen dort bifidobakteri susunun epitel
hiicrelerine tutunmasi arastirilmigtir. Elde edilen verilere gore % 4,2- 11,4 degisen
oranlarda tutunma oranlart belirlenmistir [160]. Fang ve ark. (2001) tarafindan
yapilan bir c¢alismada ise, yetiskin ve bebek diskisindan izole edilen
bifidobakterilerin in vitro kosullarda bagirsak epiteline yapismasi incelenmistir.
Izolatlar, pozitif kontrol olarak kullanilan Lactobacillus GG (ATCC 53103) ve
Bifidobacterium lactis Bbl2 suslarinin  bagirsak hiicrelerine tutunmasi ile
kiyaslanmustir. Lactobacillus GG (ATCC 53103) ve Bifidobacterium lactis Bb12

suglarimin tutunma yiizdesi swrayla % 35,5 ve % 19,0 olarak belirlenmistir [154].



80

Diger probiyotik bakterilerde yapilan calismalarda da epitel yiizeye tutunma
kapasiteleri belirlenmistir. Zarate ve ark. (2002) tarafindan Propionibacterium
acidopropionici CRL 1198 susu ile epitel yiizeye tutunma deneylerinde benzer
sonuclar elde etmislerdir. Bu susun, mide suyu ve bagirsak sivisi ile muamele

edildikten sonra ¢ok iyi tutunma 6zelligi sergiledigi gdzlenmistir [114].

Bagirsak epitel ylizeyine bakteriyel tutunma i¢in yarigmali inhibisyon,
probiyotiklerin diger bir etki mekanizmasidir. Bu ¢alismada da yine B. breve A28, B.
bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229 suslar1 kullanilmistir. EPS iiretimi yiiksek olan
B. breve A28 ile E. coli ATCC 11229 suglarinin rekabetinde, her iki susunda tutunma
indeksinde azalma gozlenmistir. Rekabetin olmadig1 ortamda E. coli ATCC 11229’
un tutunma indeksi 300< bakteri/hiicre iken, ortama B. breve A28’ in katilmas ile
beraber tutunma indeksinin 48 bakteri/hiicre’ ye diismiistiir. B. breve A28 susunun da
rekabetsiz ortamda 300< bakteri/hiicre olan tutunma indeksi, E. coli ATCC 11229
susu ile birlikteliginde 41 bakteri/hiicre’ ye inmistir. EPS iiretim kapasitesi diisiik
olan B. bifidum A10 ile E. coli ATCC 11229 suslarinin rekabetinde ise B. bifidum
A10 susunun tutunma indeksinin 19 bakteri/hiicre’ den 8 bakteri/hiicre’ ye diistiigii,
buna karsin E. coli ATCC 11229’ un tutunma indeksinin 105 bakteri/hiicre oldugu
gozlenmistir (Bkz. Cizelge 4.7). Bu sonuglar incelendiginde, EPS {iiretiminin,
bifidobakterilerin Caco—2 hiicrelerine tutunmasinda ve mide-bagirsak sistemindeki
canliliginda  koruyucu bir etki  gostermesi  konusundaki  hipotezimiz
dogrulanmaktadir. Ouwehand ve ark. (2001) tarafindan laktobasil ve
bifidobakterilerin, epitel yiizeye tutunmada E. coli ile rekabet ederek baskin
olduklarim1 bildirmislerdir [77]. Yapilan baska bir calismada da, E. coli ve
probiyotikler arasindaki tutunma rekabeti belirlenmistir. Roselli ve ark. (2006)
enterotoksijenik E. coli K88’ in neden oldugu inflamasyondan Caco-2 hiicrelerinin
korunmasinda probiyotik olarak kullanilan B. animalis MBS ve L. rhamnosus GG
suglarimin rolii ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, E. coli’ nin inhibe oldugunu
gozlemiglerdir [161]. Collado ve ark. (2006) tarafindan bifidobakterilerin
patojenlerle rekabeti sonucunda bagirsak bolgesinde epitel hiicrelere tutunmasi
arastirilmistir. Calismada bagirsak patojeni olarak, E. coli, Listeria monocytogenes,

Enterobacter sakazakii ve Clostridium difficile kullamlmistir. Bifidobakteri
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suslarimin tek basina epitele tutunmasi % 2-10 arasinda degisirken, patojenlerin
tutunma yiizdeleri E. coli’ de % 20, E. sakazakii’ de % 15, C. difficile’ de % 14 ve L.
monocytogenes % 3 oranlarinda bulunmustur. Rekabette L. monocytogenes’ in %
5,06- 14,09; E. coli’ nin % 6,75- 25,37; E. sakazakii’ nin 17,25-27,0; C. difficile’ nin
% 14,20-21,27 arasinda degisen oranlarda tutunma Kkapasitesinin azaldigi
goriilmiistiir [128]. Bizim yaptigimiz calismada da, bifidobakteriler ile birlikte ayni
ortama konulan E. coli ATCC 11229’ un tutunma indeksinde azalma belirlenmistir.
Servin (2003) tarafindan yapilan ¢alismada probiyotiklerin patojenlerle etkilesimi ve
bagirsak epitel yilizeyine tutunmast arastirilmistir. Lactobacillus spp. ve
Bifidobacterium spp. kullamldiginda enterik patojenlerin enfeksiyon olusturma ve

epitel yiizeye tutunma oranlarinda azalma meydana geldigi belirlenmistir [162].

Calismamizda aym zamanda, bifidobakterilerin yapay mide suyu ve bagirsak sivisi
ile muamelesinden sonra tutunmalar1 arastirilmugtir. Bu arastirma, oral yolla
verilmesi diisliniilen probiyotik kiiltiirlerin oncelikle karsilastiklar1 mide asitligi ve
safra tuzuna karst toleransinin tutunmadaki roliiniin belirlenmesi amaciyla
yapilmistir. Boylece dayanikli olan bakteriler bagirsaklara rahatlikla ulasip, epitel
ylizeye tutunarak kolonize olmaktadir [150]. Bakteriler, epitel yiizeye
tutundurulmadan Once mide-bagirsak sistemindeki olumsuz kosullara maruz
brrakilarak bagirsaklara ulagan bakteri sayilari tespit edilmistir. Deneyin ilk basamagi
olarak, bakteriler farkli pH (3,0; 4,0; 5,0; 7,0)’ lara sahip mide sularina maruz
brrakilmistir. Mide suyu ile bakterilerin inkiibasyonundan sonra kati ortama ekim
yapilarak her bir bakterinin farkli pH’ lardaki canhliklar1 belirlenmistir.
Bifidobakterilerin canlilig1 E. coli’ ye gore oldukga diisiik bir oranda elde edilmistir.
Bu farkin, hem bifidobakterilerin asitlige olan duyarli olmas1 hem de E. coli’ nin
aside direncinin yiiksek olmas ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica, azalan pH
ile birlikte tiim bakterilerin canliliginda da azalma meydana gelmistir (Bkz. Cizelge
4.8). Bu calismada arastirilan yiliksek kapasitede EPS iiretimine sahip B. breve A28
susunun pH 7,0’ de canlilig1 log;o 7,8 CFU/ml iken, azalan pH ile birlikte pH 3,0’ de
canliliginda da azalma belirlenmistir (logjo 2,9 CFU/ml). Bununla birlikte, EPS
tiretimi diisiik B. bifidum A10 susunun canlilifinin B. breve A28 susuna gore ¢ok

daha fazla etkilendigi goriilmektedir (pH 7,0’ de logio 7,2 CFU/ml; pH 3,0’ de logio
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2,1 CFU/ml). Bu sonuglara gore, EPS iretimi yiiksek A28 susunun canli kalma
kapasitesinin EPS iiretimi diisiik A10 susuna gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Bakteriler, mide suyu ve ardindan baguwsak sivisinda inkiibe edildiklerinde ise
canliliklarinin, mide suyu uygulamasina gore daha fazla etkilendigi tespit edilmistir.
Yapay mide suyu ardinda bagirsak sivisinin uygulanmasi ile bifidobakterilerin
canlilig1 ¢ok etkilense de, EPS iiretimi yiiksek olan B. breve A28 susu, EPS iiretimi
diisik olan B. bifidum A10 susuna gore canliligim daha fazla koruyabildigi
belirlenmistir. Her ne kadar bifidobakterilerin safraya olan toleranslar1 yiiksek olsa
bile, asitlik ile muamelenin ardindan safra sivisiyla karsilasinca daha cok zarar
gordiikleri tespit edilmistir. Bu calisma sonunda, elde edilen verilerle, yine EPS
iretim kapasitesi yliksek olan B. breve A28 susunun 6nemi ortaya ¢ikmaktadir (Bkz.
Cizelge 4.9). Bununla birlikte, E. coli ATCC 11229 susunun, ¢aligmada kullanilan en
diisiik pH (pH 3,0) ve safra ile muamelesinde bile canliligim bifidobakterilere gore
daha cok koruyabildigi gozlenmistir. EPS tiretimi yiiksek olan B. breve A28 susunun
canliliginda, asidik ortamin artmasi ve safranin varligi ile diisme belirlenmesine
ragmen, pH 3,0’ de bile canlilik tespit edilmistir. Buna karsin EPS iiretimi diisiik
olan B. bifidum A10 susunun mide suyu ve bagirsak sivis1 uygulamasinda pH 3,0’ de
canliligini tamamen kaybettigi belirlenmistir. Bu ¢alismanin devaminda, hem mide
suyu ile muameleden sonra hem de mide suyu ve bagirsak sivisi ile muameleden
sonra bakteriler Caco—2 hiicrelerine tutundurularak isik mikroskobunda sayimlari
yapilmistir (Bkz. Cizelge 4.10; Cizelge 4.11). Buna gore, EPS iiretim kapasitesi
yiiksek olan A28 susunun epitel yiizeylere tutunmasinin EPS iiretim kapasitesi diisiik
olan A10 susundan daha fazla oldugu tespit edilmistir. Yine bu calismada da mide
suyunun diisen pH’ sina ve eklenen safra sivisina bagli olarak tutunan bakteri
sayilarinda da azalama gozlenmistir. Yaptigimiz bu calisma, bifidobakterilerin mide-
bagirsak sistemi kosullarina maruz kaldigindaki epitel yiizeye tutunmalar1 ve bu
tutunmada EPS {iretim kapasitelerinin etkisinin belirlenmesi nedeniyle 6n plana

cikmaktadir.

Bifidobakterilerin epitel ylizeye tutunmalarinda asitlik ve safranin etkisi ile ilgili ¢ok
fazla aragtirma bulunmamaktadir. Ram ve Chander (2003) adli arastirmacilar

tarafindan yapilan bir calismada ise, B. bifidum HI 39 ve B. bifidum HI 48 suslarinin
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farkli pH’ larda (pH 5,0; 6,0; 7,0 ve 8,0) tutunma kapasitelerini belirlemislerdir.
Suslarin her ikisinin de pH 7,0° de maksimum diizeyde (% 80-90) epitele
tutunabildiklerini, pH 5,0’ de ise minimum diizeyde tutunabildikleri gosterilmistir
[163]. Bizim calisjmamizda da hem mide suyu hem de mide suyuna ile birlikte
bagirsak sivisinin varliginda kullanilan tiim bakterilerin epitele tutunmasinda pH 7,0’
nin daha uygun oldugu pH 3,0’ de ise tutunmanmn en alt seviyede oldugu
gozlenmistir. B. breve A28 susunun sadece mide suyu ile muamele edilmesinin
ardindan Caco-2 hiicrelerine tutunma indeksi pH 7,0’ de 53 bakteri/hiicre iken, mide
suyunun ardindan bagirsak sivisi ile muamele edildiginde pH 7,0’ de tutunma indeksi
31 bakteri/hiicre’ ye diistiigii gdzlenmistir. EPS iiretimi diisiik olan B. bifidum A10
susunda ise, mide suyu ile muameleden sonra tutunma indeksi pH 7,0’ de 19
bakteri/hiicre olarak belirlenirken, ortama bagirsak sivisi eklendikten sonra pH 7,0°
de 14 bakteri/hiicre’ ye diistiigii belirlenmistir. Mide suyunun tutunma indeksinde pH
3,0’ de A28 susunun indeksinin 31 bakteri/hiicre’ ye kadar diistiigii belirlenirken,
A10 susunun indeksinin 6 bakteri/hiicre’ ye diistiigli tespit edilmistir (Bkz. Cizelge
4.9). Mide suyuna bagirsak sivisi ilave edildiginde ise, A28 susunun pH 3,0’ de
tutunma indeksi 11 bakteri/hiicre A10 susunda ise pH 3,0’ de tutunma indeksi 4
bakteri/hiicre oldugu belirlenmistir (Bkz. Cizelge 4.9). EPS iiretimi yiiksek A28
susunun Caco-2 hiicrelerine tutunma kapasitelerinin yiiksek oldugu elektron

mikroskobu incelemeleri ile de dogrulanmigtir (Resim 4.4, 4.5)

Elde ettigimiz verilere dayanarak probiyotik acidan iistiin 6zellikli olarak belirlenen
suslarin bagirsak kosullarinda canliliklarin siirdiirebilecek ve dolayisi ile probiyotik
ozelliklerini sergileyebileceklerdir. Probiyotik 6zelliklerini daha iyi gosterebilmeleri
icin de bu bakterilerin prebiyotiklerle desteklenmesinin avantajli olacagi
diisiiniilmektedir. Prebiyotik olarak fruktooligosakkaritlerin (FOS), kolonda faydali
bakterilerin gelisimini tegvik etmesi ve bagirsak sisteminin iist kisminda hidrolize ve
absorbe olmamasi dikkat cekmektedir. Prebiyotikler, bakterilerin gelisimini ve
onlarin metabolik aktivitelerinin olumlu yonde etkiledigi icin probiyotik
caligmalarinda kullanilmaya baglanmistir. Bifidobakteriler, prebiyotikler icin uygun
hedef organizmalardir [164]. Bifidobakteriler ile FOS kombinasyonlari, bakteriyel

gelisimi tegvik ederek probiyotik etkinin devam ettirilmesinde Onemli bir rol
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oynamaktadir. Prebiyotikler arasinda en cok dogada yaygin olarak bitki karbonhidrat
depolarinda bulunan inulin kullanilmaktadir [92]. Bu nedenle yaptigimiz ¢alismada

da prebiyotik olarak inulin kullanilmistir.

[k olarak prebiyotiklerle yapilan caligmalarda, inulin ve fruktooligosakkaritlerin
kolonda bifidobakterilerin gelisimini tesvik ettiine dair raporlar Roberfroid (1998)
tarafindan bildirilmistir [165]. Prebiyotikler iizerine yapilan ¢aligmalardaki en onemli
bulgu, inulinin bifidobakterilerin gelisimini tegvik ettigi, buna karsin Bacteroides,
Clostridia ve E. coli gibi patojenler ilizerinde inhibitdr etki gostermesidir [166].
Bunun iizerine caligmalar bifidobakteriler ile birlikte prebiyotik uygulamalarina
cevrilmistir. 2001 yilinda Sharp ve ark. tarafindan yapilan bir calismada,
bifidobakteriler ve E. coli’ de sindirilmeyen oligosakkaritlerin etkisi arastirilmistir.
Deneylerde, B. longum, B. adolescentis ve B. angulatum tiirlerinin baskin floray1
olusturdugu go6zlenmistir. Bununla birlikte, toplam bifidobakteri populasyonunun
sayisinda da biiyilk farklilik belirlenmemistir. Bununla birlikte, E. coli
populasyonunda olduk¢a belirgin bir azalma saptanmistir [167]. Prebiyotik
caligmalar1 aragtirmacilar tarafindan genellikle in vivo kosullarda gerceklestirilmistir.
Prebiyotiklerin saglig1 iyilestirici rollerinden dolay1r deney hayvanlarinin bagirsak
bolgelerinde olusturulan hasarlardaki iyilestirici ©6zelligi konusunda g¢aligmalar
yapilmistir [98, 169, 170]. Bizim yaptigimiz cahsmada bu tarzda yapilmas1 planlanan

caligmalara temel olusturacak niteliktedir.

Calismamizda, bifidobakteri suslarindan probiyotik a¢idan 6nemli oldugu diisiiniilen
B. breve A28, S4, B. bifidum A10 suslar1 ve E. coli ATCC 11229 susu prebiyotik
uygulamalarinda kullamilmistir. Inulinin bifidobakteri ve E. coli ATCC 11229
suglarimin gelisimi iizerindeki etkisi Cizelge 4.12° de verilmistir. Kontrol grubunda
canliligt 8,2x109 CFU/ml olan E. coli’ nin inulinli ortamda canlilii 6,4x109 CFU/ml
oldugu belirlenmistir. EPS {iiretim kapasitesi yiiksek olan B. breve A28, S4 ve EPS
iretim kapasitesi diisiik olan B. bifidum A10 suslarinin canliliginda ise, tam tersine
artis saptanmistir. Probiyotik oOzellikler bakimindan {istiin olarak belirlenen A28
susunun canliligi kontrol grubunda 7,1)(108 CFU/ml iken, inulinli ortamda 7,4);1011

CFU/ml’ ye yiikselmistir. Bu artisin A28 susunda EPS iiretimi diisiik olan A10
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susuna gore daha fazla oldugu goriilmiistir. Bu calismada probiyotik ozellikler
bakimindan iistiin nitelikli olarak belirlenen B. breve A28 ile zayif oldugu diisiiniilen
B. bifidum A10 ve E. coli ATCC 11229 suglar1 prebiyotik ile desteklenerek,
prebiyotigin E. coli iizerindeki etkisi arastirilmistir. Cizelge 4.13° de
bifidobakterilerin ve prebiyotik olarak inulinin varligindaki gelisim sonrasinda E.
coli ATCC 11229’ nin canlilik sonuglart verilmistir. E. coli ATCC 11229 susunun,
inulinsiz ortamda canlilig1 7,38 log;o CFU/ml olarak belirlenirken, inulinli ortamda
7,00 logio CFU/ml, inulin ve A28 bulunan ortamda 4,21 logig CFU/ml ve inulin ile
A10 susunun bulundugu ortamdaki canliligi ise 5,46 logio CFU/ml olarak tespit
edilmistir. Inulinin varligindan ¢ok fazla etkilenmeyen E. coli’ nin, bifidobakteriler
ve inulin uygulamasinda gelisiminin azaldigi goriilmiistiir. Prebiyotik varliginda
bifidobakterilerin gelisimi stimiile edilerek ortamda baskin duruma gecmeleri ile
iligkilendirilebilir. Ayn1 zamanda, E. coli’ nin, EPS iiretimi yiiksek olan A28 susu ile
inulinli ortamdaki canliligi, EPS iiretimi diisiik olan A10 susu ile inulinli ortamdaki
canliligindan daha fazla diismiistiir. Bu durumda EPS iiretiminin bircok avantajinin
yani sira prebiyotiklerle de desteklendiginde bifidobakterilerden daha yiiksek verim
elde edilebilecektir.

Calismamizda anne siitii ile beslenen yeni dogan diskisindan ve anne siitiinden izole
edilen bifidobakterilerin tanimlamalar1 yapilarak probiyotik kullanim ag¢isindan
onemli oldugu diisiiniilen baz1 ©zellikleri incelenmistir. Bu 6zelliklerin basinda
bakterilerin asit ve safraya direnclilikleri gelmektedir. Bu nedenle oncelikle izole
edilen bakterilerin asit ve safra direnci arastirilarak direncli ve duyarli olan suslar
belirlenmistir. Ayrica, tiim suslarin EPS iiretim kapasiteleri incelenmis, en yiiksek ve
en diisiik tiretim kapasitesine sahip suglar tespit edilmistir. Bununla birlikte, tim
suglar, epitel yiizeye tutunmada bir 6n se¢im olabilecegi diistiniilen hemagliitinasyon
kabiliyeti acisindan test edilmis ve B. breve A28 ile B. bifidum A10 suslarinin epitel

ylizeye tutunma indeksleri belirlenmistir.

Bircok arastirmacinin ileri siirdiigii gibi verimli bir probiyotik uygulamasi igin
bakterinin insan kaynakli olmas1 6nemlidir. Bu nedenle yaptigimiz ¢aligma, Tiirkiye’

de yasayan bireylerde (anne ve bebeklerinde) bulunan bifidobakterilerin arastirildigi
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ilk calismadir. Bu calisma bircok anne ve bebekten alinmig Orneklerle yapilmis
kapsamli bir caligma olmamakla birlikte, Tiirkiye’ de yasayan annelerin siitii ve
bebeklerinin digkisindan izole edilen bifidobakterilerin probiyotik ozellikleri
bakimindan bilgiler verecektir. Calisma sonucunda elde edilen verilere gbre suslar
tarafindan {iiretilen EPS’ nin probiyotik kullanim acisindan ©Onemli oldugunu
vurgulanmistir. Soyle ki, EPS iiretimi yiiksek bifidobakteri suglarmin asitlige ve
safraya daha direncli oldugu, bununla birlikte epitel hiicrelere tutunma kapasitesinin
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Ozellikle probiyotik kullamm agisindan gok
onemli bir grup olan bifidobakterilerde bu diizeyde ilk defa yapilmig bir caligma
olmasi nedeni ile bundan sonra bu alanda yapilacak olan arastirmalar i¢in cok onemli
bir kaynak olusturacag: diisiiniilmektedir. Ayrica, bu bakterilerin kolonizasyonunda
toplumun beslenme aligkanliklari, cografi kosullar ve bakteri tiirlerinin farkliligi gibi
bir¢ok parametrenin de etkili oldugu diisiiniiliirse, 6zellikle anne siitii ve anne siitii ile
beslenen bebeklerin diskisindan izole edilmis, probiyotik 6zellikleri arastirilmis
istiin nitelikli suslarin 6zellikle bu bolgedeki insanlarda uygulanmasi ile daha

verimli sonuglarin alinabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu caligma sonucunda, B. breve A28 susunun asit direnci, safra tuzu toleransi ve
EPS iiretim kapasitesinin yiiksek olmas1 nedeniyle canliligin1 koruyarak, bagirsaklara
ulasacag diistiniilmektedir. Ayrica, iiretmis oldugu EPS aracilifiyla epitel yiizeylere
daha kolay kolonize olup, patojenler tizerindeki inhibisyon etkisi sayesinde de epitel
ylizeyde E. coli gibi patojen mikroorganizmalar icin biyolojik bir bariyer
olusturabilecektir. B. breve A28 susunun tasidigi biitiin bu 6zelliklerinden dolay1
sindirim sisteminde canl kalarak konukcgu i¢in yarali olabilecegi diisiiniildiigiinden,

probiyotik mikroorganizma olarak kullanimi 6nerilmektedir.

Elde ettigimiz verilere dayanarak probiyotik acidan iistiin 6zellikli olarak belirlenen
suglar, mide-bagirsak kosullarinda canliliklarini siirdiirebilecek ve dolayis1 ile
probiyotik ozelliklerini sergileyebileceklerdir. Bu mikroorganizmalarin, probiyotik
ozellikleri bakimindan daha etkin olabilmeleri icin, bu bakterilerin prebiyotiklerle
desteklenmesinin avantajli olacagi diisliniilmiiy ve bu nedenle calismamizda

probiyotik amacli kullaniminin uygun oldugu belirlenen bifidobakteriler ile
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kullanim1 Onerilmeyen bifidobakteri suslari, kiyaslamali olarak prebiyotikle
desteklenerek, canliliklar1 ve E. coli lizerindeki etkisi belirlenmistir. Sonugcta {istiin
nitelikli olarak belirlenen B. breve A28 susunun prebiyotiklerle de desteklenerek

daha yiiksek verim elde edilmistir.

Gelecek caligmalarda, bifidobakterilerin asit direncinin az olmasi nedeniyle bu
ozelligi kapsiilleme ve benzeri tekniklerle gelistirilerek probiyotik agidan daha
verimli kiiltiirlerin olusturulmasi Onerilebilir. Aym1 zamanda, iistiin 6zellige sahip
suglar probiyotik uygulamalar i¢in ticari preparatlar haline getirilebilir.
Calismamizda elde ettigimiz bu sonuclarin daha sonraki probiyotik ¢alismalarina 151k

tutacagini diisiinmekteyiz.
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