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OZET

Colyak hastaligt (CH), genetik olarak yatkin kisilerde ortaya ¢ikan kronik bir
otoimmiin hastaliktir. Gluteni antijenik olmayan peptidlere parcalayan probiyotikler, CH’li
bireylerde semptomlar1 hafifletmek ve bagirsaklarindaki yararli mikrobiyotay:1 gelistirme
konusunda umut vericidir. Bu nedenle bu calismada farkli un, eksi maya, hamur ve peynir
orneklerinden izole edilmis laktik asit bakterisi (LAB) suslarinin gluten hidroliz yetenekleri
ve probiyotik 6zellikleri belirlenmistir. Bu suslar i¢cinde bugday gluteni bulunan iki farkl
Gluten Agara (GA-1 ve GA-2) ekilmis ve inkiibasyonun ardindan plaklar Coomassie Blue
Brillant R-250 protein boyasi ile boyanmistir. GA-1 ve GA-2 plaklarinda gelisen kolonilerin
cevrelerindeki renksiz zonlar gluten hidrolizini isaret etmistir. Izolatlardan (119 adet)
43’liniin, hem aerobik hem de anaerobik kosullarda gluteni hidrolize edebilen LAB suslari
oldugu belirlenmistir. Daha sonra bu suslarin bazi temel probiyotik 6zellikleri arastirilmistir.
Diisiik pH’da (pH 1-4), safra tuzlarinda (%0,3-0,6) ve yapay mide sivisinda (pH 2 ve 3) canli
kalan suglar arasindan en iyi olanlar1 secilmis (11P, 16P, 38P, 104P, 16, 23, 24, 28, 65, 68,
107 ve 108 ) ve bunlar sonraki ¢alismalarda kullanilmistir. Bu suslardan otoagregasyon
kapasitesi ve hidrofobisitesi en yiiksek olanlar, sirasiyla, 108 (%23,9) ve 24 nolu (%99,2)
suglardir. Suslarin ¢ogunlugu aerobik kosulda, anaerobik kosuldakine gore, daha genis
hidroliz zon ¢aplari olusturmustur. 23, 24, 68 ve 107 no.lu suslar pH’1 3-8 arasinda degisen
GB-2 besiyerlerine ekilmis ve tiim pH seviyelerinde gluten hidrolizi meydana geldigi
belirlenmistir. 38P nolu susun 33-mer peptidlerin miktarini1 495,2 mg/dl’den 431,6 mg/dl’ye
diistirdiigii goriiliirken, 107 nolu sus 369,9 mg/dl’ye diistirmiistiir. 107 no.lu susun, konagi
enfeksiyondan koruyucu/tedavi edici etkisi (Escherichia coli O157:H7’ye kars1) ve enfektif
dozunu belirlemek i¢in Galleria mellonella larvalar1 kullanilmistir. Sonug olarak 107 no.lu

susun koruyucu etkisi %91 iken, tedavi edici etki %84 olmustur.

Calismadan elde edilen bulgular, gluteni hidrolize edebilen ve bir¢ok temel
probiyotik ozellige sahip olan suslarin, CH’li bireyler i¢in probiyotik takviye olarak

kullanim potansiyeli oldugunu gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Laktik asit bakterisi, Probiyotikler, Colyak, Gluten hidrolizi, Gliadin

hidrolizi, Galleria mellonella



vii

SUMMARY

Celiac disease (CD) is a chronic autoimmune disease that occurs in genetically
susceptible individuals. Probiotics that break down gluten into non-antigenic peptides for
susceptible individuals are promising for relieving symptoms in individuals with CD and
improving the beneficial microbiota in the host gut. Therefore, gluten hydrolysis capabilities
and probiotic properties of LAB strains isolated from different flour, sourdough, dough and
cheese samples were determined in this study. These isolates were inoculated into two
different Gluten Agar plates (GA-1 and GA-2) containing wheat gluten, after incubation the
plates were stained with Coomassie Blue Brilliant R-250 protein dye. Colorless zones
around the colonies that developed in GA-1 and GA-2 plates indicated gluten hydrolysis. It
was determined that 43 of the 119 isolates were LAB strains that can hydrolyze gluten under
both aerobic and anaerobic conditions. Then, some basic probiotic properties of these strains
were investigated. Among the strains that survive at low pH (pH1-4), bile salts (0.3-0.6%)
and artificial gastric fluid (pH2 and 3), the best ones were selected (11P, 16P, 38P, 104P, 16,
23, 24, 28, 65, 68, 107, and 108), and these were used in subsequent studies. Among these
strains, the ones with the highest auto-aggregation capacity and hydrophobicity are 108
(23.9%) and 24 (99.2%) strains, respectively. Compared to anaerobic condition, most of the
strains produced larger hydrolysis zone diameters in aerobic condition. Strains 23, 24, 68
and 107 were inoculated into GB-2 broth with pH varying ranged 3-8 and it was determined
that gluten hydrolysis occurred at all pH levels. While strain 38P decreased the amount of
33-mer peptides from 495.2 mg/dl to 431.6 mg/dl, strain 107 decreased to 369.9 mg/dl.
Galleria mellonella larvae were used to determine the preventive / therapeutic effect (against
Escherichia coli O157: H7) and the infective dose of strain 107. As a result, while the
preventive effect of strain 107 was 91%, the therapeutic effect was 84%.

Findings obtained from the study showed that strains that can hydrolyze gluten and
have many basic probiotic properties have the potential to be used as probiotic supplements
for individuals with CD.

Keywords: Lactic acid bacteria, Probiotics, Celiac, Gluten hydrolysis, Gliadin hydrolysis,
Galleria mellonella
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1. GIRIS VE AMAC

Laktik asit bakterileri “probiyotik™ olarak kullanilan mikroorganizmalarin arasinda ¢ok
onemli bir yere sahiptir (Yilmaz, 2020). Probiyotikler, yeterli miktarda diyet ile birlikte

kullanildiginda sagliga yarar saglayan canli mikroorganizmalardir (Bajaj vd., 2020).

Avrupali bilim insanlar1 “Probiyotik™ kelimesini “Viicuda alindiginda konak canlinin
sindirim sistemi mikrobiyotasina olumlu yonde etki eden canli mikroorganizmalar” olarak

tanimlamisglardir (Cakir ve Cakmakgi, 2004).

Salminen vd. (1998) probiyotik tanimini “Probiyotikler, insan ve hayvanlarin sagligina
yarar saglamak iizere tasarlanan gida, yem ya da besinsel katki maddelerindeki canli mikrobiyal

preparatlardir” biciminde degistirmislerdir.

Bagirsak sistemindeki fizyolojik denge; hastalik, stres, yashlik, ilag kullanimi,
antibiyotikler, diyet aliskanliklarindaki degisiklikler, ¢evresel kosullarin meydana getirdigi
degisimler, iklimsel farkliliklar ve toksik maddeler gibi faktdrlerden dogrudan ya da dolayl
olarak etkilenebilmektedir. Meydana gelen bu diizensizlikler “Disbiosis” olarak
adlandirilmaktadir. Yararli mikroorganizmalarin bagirsak fizyolojisinin dengesine olumlu
yondeki katkisina ise “Probiosis” ve bu yarar1 saglayan mikroorganizmalara ise “Probiyotik

mikroorganizmalar” denilmektedir (Giirsoy ve Kinik, 2005).

Sindirim sistemindeki olumlu etkiyi gosteren mikroorganizmalarin sayisi yeterli seviyede
degil ise saglikli bir yasam i¢in kesinlikle disaridan takviye edilmelidir (Cakir ve Cakmakei,
2004). Giiniimiizde her alanda kullanilan probiyotik 6zellige sahip mikroorganizmalar 1915
yilindan beri bagirsak mikrobiyotasin1 diizenleyerek enfeksiyonlari Onlemek igin
kullanilmaktadir (Giirsoy ve Kinik, 2005). Disaridan takviye edilerek agiz yoluyla alinan
probiyotik mikroorganizmalarin faydasini gdsterebilmeleri i¢in ¢ok sayida olmalar1 ve bagirsak
sistemine canli bir sekilde ulasabilmeleri gerekir. Mide ve bagirsaklarda sindirim siiresi

boyunca zarar gormeden canliliklarini siirdiirebilmeleri 6nemlidir (Gtire, 2010).



Bir ince bagirsak hastaligi olan otoimmiin karakterli ve besin kdkenli olarak da bilinen
Colyak hastaligi (CH) ya da glutene duyarli enteropati, insanlarda oldukga sik rastlanilan bir
hastaliktir. Bu hastaliga sahip kisiler gluten igeren gida iiriinlerinin diyetlerine eklenmesi ile
ince bagirsak yiizeyinde bulunan ve villus adi verilen parmaksi ¢ikintilar bu gluten proteinlerine
kars1 olusturdugu iltihabi bir reaksiyon sonrasinda hasar gorerek yok olur ve islevini yitirir.
Boylece diyetle alinan diger besinlerin emilim ve sindirimleri de bozularak malabsorpsiyon
(kotii emilim) sendromu ad1 verilen hastalik tablosu ortaya ¢ikar. Demir, kalsiyum, folik asit ve

yagda ¢Oziinen vitaminler gibi nemli besin maddelerinin de emilimi diiser (Katina vd., 2005).

Gluten kompleksi, bugdayda depo proteinidir ve iki grup proteinden olusmaktadir:
Gliadin (prolamin) ve Glutenin (glutelin). Gluteninler seyreltik asit ve baz ¢ozeltilerinde
¢oziinen proteinler olarak bilinmektedir. Gliadinler ise %50-70’lik alkolde ¢6ziinebilen
proteinlerdir (Biesiekierski, 2017; Shewry, 2019).

Giinlimiizde tiim glutene duyarli enteropati hastalig1 olan kisilerin glutensiz diyete dmiir
boyu eksiksiz uymast ve bunu yasam boyu siirdiirmesi gerekmektedir. LAB’larin sahip
olduklar1 proteolitik aktivitesi, ¢6lyak hastalig1 ya da glutene duyarl enteropati de etkili olan
gluten kaynakli belirli alerjen bilesenlerin azalmasinda bir arag olarak kabul edilebilir (Rollan
vd., 2005).

Pek ¢ok CH, hem sosyal hem de duygusal faktorler yoluyla diyet tedavisini siirdiirmekte
giiclik cekmektedir. Bu nedenle probiyotik takviyesi gibi yeni tedavi segenekleri genis capta
incelenmistir (Bakshi vd., 2012).

Bu baglamda, probiyotik takviyesi, yararli ve patojen mikroorganizmalar (disbiyozis)
arasindaki dengesizligi diizeltebilir ve bagirsak iyilesmesini destekleyebilir (Coqueiro vd.,
2017). Dahasi, baz1 probiyotik suslar gluten peptitlerini sindirerek daha az toksik hale getirir.
Bu, CH’nin gluten tiiketiminin etkisini azaltabilir ve glutensiz gida tiretimini destekleyebilir

(Greco vd., 2011).

CH’nin hayvan modellerinden elde edilen sonuglar, probiyotik bakterilerin farkli etki
mekanizmalari ile hastalik patolojisi tizerinde olumlu etkileri oldugunu géstermistir (Chander

vd., 2018).



Ayrica, probiyotik bakterilerin konake1 sagligi iizerindeki olumlu etkileri tiire, hatta susa
Ozgudiir (Hawrelak, 2003; Salminen ve Gueimonde, 2004). Baska bir deyisle, her bir LAB
susunun probiyotik 6zellikleri agisindan benzersiz oldugu sdylenebilir. Literatiirlerden edinilen
bilgiler 15181nda bu ¢aligmada ¢esitli un, eksi maya, hamur ve peynirlerden izole edilen bakteri
suslarinin  Oncelikle gluten hidrolize etme yetenekleri belirlenmis, daha sonra bunlarin

probiyotik 6zellikleri arastirilmistir.

Bu ¢alisma sonucunda elde edilecek gluten hidrolize edebilen ve probiyotik nitelikleri
tastyan suslar, tek basina ya da kombine edilerek, gluten duyarliligi olan bireyler i¢in probiyotik
takviye amagh olarak kullanilabilecektir. Ayrica bu suslar ile saf ya da karisik “eksi maya”
preparatlart hazirlanabilir ve bunlar glutensiz/gluteni azaltilmis firin {riinleri iiretiminde

kullanilabilir.



2. LITERATUR ARASTIRMASI

2.1. Laktik Asit Bakterileri (LAB)

LAB, fermentasyon sonucu son iiriin olarak laktik asit olusturan gram pozitif,
hareketsiz, spor olusturmayan, basil, kok ve koko-basil morfolojiye sahip, katalaz negatif,
aerotolerant, aside dayanikli, nitrat1 indirgemeyen gruptur (Con ve Gokalp, 2000; Evren vd.,
2011). LAB grubu iginde yer alan cinsler Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Carnobacterium, Leuconostoc, Pediococcus, Tetragenococus, Streptococcus, Weisella,
Vagococcus ve Aerococcus olarak siralanabilir (Axelsson, 1993; Stiles vd., 1997; Bilgin, 2008;
Dinger vd., 2009). LAB’lar, dogada yaygin olmalari, cesitli gida ve gida maddelerinde sik
rastlanan bozulmalara sebep olmalar1 ve bazi gidalarin iiretim, olgunlastirilma siireglerinde
onemli katkilar sagladiklari i¢in gida teknolojisinde biiyiik 6nem tasimaktadir (Con ve Gokalp,
2000). L. acidophilus, L. johnsonii, L. casei, L. rhamnosus, L. gasseri ve L. reuteri gibi

Lactobacillus suslar1 gida tirtinlerinde probiyotik olarak kullanilan LAB’lardir (Kalkan, 2016).

Yapilan bir¢ok farkli ¢calismada, LAB’larin iiretmis oldugu bazi metabolitlerin, ¢esitli
patojenlerin  gelisimlerine etki gdosterdigi ve biyofilm olusturmalarini inhibe ettikleri

belirtilmistir (Ouwehand vd., 2013; Nakatsuji vd., 2017).

Metabolitlerin igerisindeki organik asitler; laktik asit, formik asit, asetik asit, fenil laktik
asit, propiyonik asit ve kaproik asittir. Bu asitler hiicre zarindaki yagi ¢ozerek hiicrenin igerisine
isleyerek, hiicre i¢inin normalde notr olan pH’simi diisiiriip hiicre inaktivasyonuna yol agtigi

bilinmektedir (Wieland vd., 2002; Welman ve Maddox, 2003).

LAB’larin metabolitleri arasinda yer alan hidrojen peroksit (H202); katalaz enzimi ile
parcalanirken, LAB’lar katalaz negatif oldugundan dolay1 parcalanmadan kalmaktadir. Bu
avantaj sayesinde, LAB’larin diger mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etkisi olmaktadir
(Ramos vd., 2012). Hidrojen peroksit, bakterilerin hiicre proteinlerindeki ve hiicre zarindaki
lipidlerin stilfidril gruplarini okside etmektedir. Bu oksidasyon aktivitesi, H2O2’ye bakterisidal

etki etme avantaj1 saglamaktadir.



Yapilan ¢alismalarda, H2O- tireten bakterilerin, ortamdaki oksijeni kullanarak aerobik
bir ortami anaerobik ortama ¢evirereck gelismek icin oksijene ihtiya¢ duyan
mikroorganizmalarin hiicre zar1 gegirgenlik islevlerini bozarak antimikrobiyal etki gosterdigi

belirtilmistir (Lukic vd., 2018).

LAB’lar tarafindan iiretilen karbondioksit (CO3); diisiik konsantrasyonlarda bazi
mikroorganizmalarin gelisimine katki saglarken, yiliksek konsantrasyonlarda ise engelleyici

etki gostermektedir (Prince vd., 2012).

LAB’larin iirettigi baz1 diisiik molekiil agirlikl bilesikler; diisiik pH degerlerinde aktif
olup, 1stya dayanikli olmasi, genis etki araligina sahip olmalar1 ve asetonda ¢oziinebilmeleri
gibi cesitli 6zelliklere sahiptir. Bu sahip olduklar1 6zellikler baz1 patojen bakterilere karsi
antimikrobiyal etki gostermektedir (Wang vd., 2011).

LAB’larin gida endiistrisinde genellikle starter kiiltiir olarak kullanildig: bilinmektedir.
LAB’lar tarafindan iiretilen toksik olmayan ve diger istenmeyen yan etkileri olmadan hedef
gida patojenlerine karsit gidalarin giivenliginin saglamasinda rol oyanayan antimikrobiyal

peptidlerin (bakteriyosinler) 6nemi giderek artmaktadir (Cleveland vd., 2001).

Insanlarda ve hayvanlarda sik ve yanlis ilag kullanimi sonucu hastaliga neden olan
patojenlerin artis1 bakteriyosinleri yanlizca gida koruma amagli kullanimmin digina
tasimaktadir. Coklu ilag direncine sahip patojen bakterilerin artisgindan kaynakli insan ve
hayvanlarda sebep olduklar1 enfeksiyonlarin tedavi edilerek Onlenmesine alternatif bir
antimikrobiyal ajan olmalart konusunda calismalar vardir. Yapilan bu g¢alismalar 1s1ginda
bircok bilim insani da bakteriyosinleri, tibbi ve kisisel bakim {iriinlerinde kullanim amacina

yonelik ¢caligmaktadir (Yan vd., 2020).

Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinler, dar
spektrumlu peptidler ya da antimikrobiyal proteinlerdir. Bakteriyosinlerin ribozomal olarak
sentezlenmesi, antibiyotiklerin ise ¢oklu enzim kompleksleri ile sekonder metabolit olarak
sentezlenmesi ikisini birbirinden ayiran en 6nemli 6zelliktir denmektedir (Abanoz, 2014;
Karaman vd., 2020).



Gram pozitif bakteriler tarafindan {iretilen bakteriyosinler;

e Fermente gida iiriinleri ve yem iiretiminde ticari 6neme sahip olmasi ve kullanim ag¢isindan

giivenli kabul edilmesi (GRAS), okaryotik hiicrelerde toksik 6zellige sahip olmamasit,

e Gida kaynakli patojen bakteriler de dahil olmak iizere tek bir patojen bakteriye yonelik

aktivite gostermeleri ve antimikrobiyal etki araliklarinin Gram negatif bakteriler tarafindan

tiretilen bakteriyosinlere gore daha genis olmasi, sebepleri ile ¢ok daha biiyiik bir 6neme

sahiptir (Nes vd., 2007).

LAB’larin test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivite gdstermesi Sekil

2.1’de verilen mekanizmalar ile gerceklesmektedir.

Karbonhidrat kaynaklarini Aerobik gelisme esnasinda
fermente eder liretilen metabolitler
Organik asitlerle ortamin Inhibitor etki
pH’sin1 diisiiriir LAB /

R [ R —
Bakterisidal etki \ J alkol ve CO gibi

. . . metabolitler
Bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri

metabolitler olarak bilinen
antimikrobiyal karakterli proteinler

Sekil 2.1 LAB’larin antimikrobiyal aktivite mekanizmasi (Y1lmaz, 2020)

Enterokoklar; tek, ikili ve kisa zincirler halinde bulunan kokobasil seklinde morfolojik

yapiya sahip, genellikle katalaz negatif, Gram pozitif bakterilerdir. Insan ve hayvan bagirsak

florasinin bir pargasidir. Enterokoklarla yapilan ¢aligmalarda tirettikleri bakteriyosinlerle birden

cok patojen mikroorganizmaya kars1 antimikrobiyal etki gosterdikleri belirtilmistir (Bhola ve

Bhadekar, 2019).

Leuconostoc cinsi bakteriler; genellikle ¢ift ya da zincir olustururlar. Katalaz negatif,

fakdiltatif anaerop ve hareketsiz Gram pozitif bakterilerdir. Koloni morfolojileri yuvarlak sekilli

ve gri-beyaz renktedir.



Sentez sirasinda agiga ¢ikardiklari dekstranlar gida sanayisinde emdiilgatdr olarak
kullanilmaktadir. Ayrica kivam arttiric1 6zelliklerinde de yararlanilmaktadir. L. mesenteroides

tirii fermente {irtinlerden izole edilmektedir (Gan vd., 2019).

Pediococcus cinsi bakteriler; ¢ift halde ya da tetrat formunda bulunurlar. Katalaz negatif
ve hareketsiz Gram pozitif bakterilerdir. Pediococcus cinsi igerisinde yer alan tiirler
fermentasyonda starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Bazi Pediococcus cinsi bakteriler
“pediyosin” ad1 verilen bakteriyosin tiretmektedir. Ayrica, Pediococci tiirlerinin biyokoruyucu
olarak gida tiretimi alaninda kullanildig: bilinmektedir. Pediococcus cinsi igerisinde yer alan P.
parvulus tiiri, siitiin fermentasyonunda ve peynir yapiminda kullanimlarindan 6tiiri, siit ve siit

iriinlerinden izolasyon ile elde edilmeleri miimkiindiir (Y1lmaz, 2020).

Lactococcus cinsi bakteriler; yuvarlak veya oval morfolojik yapiya sahiptirler. Katalaz
negatif, hareketsiz ve spor olusturmayan Gram pozitif, mezofilik karaktere sahip bakterilerdir.
En yaygm tiirii olan L. lactis siit triinlerinde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir.
Fermentasyon sirasinda iirettikleri bakteriyosinler patojenler {izerinde inhibe edici bir etkiye

sahiptir (Mills vd., 2011).

Laktobasiller; ¢cubuk veya koko-basil morfolojiye sahiptir. Spor olusturmazlar. Katalaz
negatif Gram pozitif bakterilerdir. Laktobasil cinsi bakteriler, insanlarin ve hayvanlarin
mukozal membranlarindan izole edilebilirler. Ayrica fermente siit {iriinleri ve et gibi gidalardan
da izolasyonlar1 yapilabilmektedir. Lactobacillus cinsi; L. acidophilus, L. rhamnosus, L.
bulgaricus, L. casei, L. paracasei, L. plantarum ve L. reuteri gibi bakteri tiirlerini icerir
(Y1lmaz, 2020).

L. delbrueckii; ¢ubuk seklinde ve hareketsiz bakterilerdir. Katalaz negatif, laktik asit
tiretebilen Gram pozitif bakterilerdir. Yogurda lezzetini veren, kivam 6zelliklerini kazandiran
bir bakteridir.  Starter kiiltir olarak  kullanilmaktadir. Bazi  ¢alismalar, test

mikroorganizmalarina kars1 antibakteriyel 6zellige sahip olduklarini belirtmistir (Shokryazdan

vd., 2014).

L. acidophilus; cubuk seklinde ve uglari yuvarlak kenarlar1 piiriizlii morfolojik 6zellige

sahip bir bakteridir. Anaerob ya da fakiiltatif anaerobtur.



Hareketsiz ve katalaz negatif Gram pozitiftir. Termofilik 6zelligi bulunmaktadir. Laktoz

fermentasyonu bakimindan homofermentatiftir (Ahmed vd., 2010).

L. casei; fakiiltatif anaerobtur. Spor olusturmaz. Hareketsizdir. Koloni morfolojisi olarak
yuvarlak sekle sahip bir bakteridir. Ozellikle siit endiistrisinde rol oynar. Fermentatif

metabolizma sirasinda metabolik son {iriin olarak laktik asit agiga ¢ikarir (Lukic vd., 2018).

L. paracasei; ¢ubuk seklindeki bu bakteri, spor olusturmaz. Gram pozitiftir. Fakiiltatif
heterofermentatif Ozellige sahiptir. Bakteriyosin, ekzopolisakkarit ve aroma maddeleri
olusturma yetenekleri vardir. Bu yetenekleri sayesinde starter  kiiltiir olarak
kullanilabilmektedir. Genellikle insan bagirsak sisteminde normal floranin bir pargasi olarak
bulunmaktadir. Izole edildikleri yerler genellikle fermente siit, et ve sebzelerdir (Lavermicocca
vd., 2015).

L. rhamnosus; katalaz negatif, spor olusturmayan, hareketsiz Gram pozitif bir bakterdir.
Kisa zincirler seklinde goriiniir. Fakiiltatif heterofermentatif 6zellige sahiptir. Pentozlar1 ve
glukogonlar1 fermente edebilmektedir. Esktraseliiler polisakkarit iiretme yeteneklerini vardir.
Basta vajina ve bagirsak sistemi olmak iizere bir¢ok farkli yerden izole edilmis farkli suslari

vardir. Siit ve siit tiriinleri gibi fermente gidalarda starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Al-

Malkey vd., 2017).

L. plantarum; ¢ubuk seklinde, tek, ¢ift ya da kisa zincirler halinde bulunur. Hareketli
Gram pozitif bir bakteridir. Koloni morfolojisi rengi; beyaz, agik sar1 ya da koyu sari
olabilmektedir. Siit ve siit lirlinleri, fermente bitkiler, insan agiz ve sindirim sistemi gibi farkl

yerlerden izole edilebilir (Gan vd., 2019).

L. reuteri; gubuk seklindeki bu bakteri, anaerobik, katalaz negatif Gram pozitiftir. Insan,
domuz, tavuk ve fare basta olmak iizere farkli canli gruplarmin bagirsaklarinda yer alirlar. izole

edildikleri bir bagka yer ise fermente siit lirlinleri ve insan siitiidiir (Ahl vd., 2016).

L. coryniformis; cubuk seklinde morfolojik bir yapiya sahiptir. Katalaz negatif ve oksidaz
negatif Gram pozitif bir bakteridir. Fermente siit iiriinlerinden ve sebzelerden izole edilebilir

oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur.



Ayrica lrettigi ¢esitli antifungal bilesiklerin farkli patojenlere karsi antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu da belirtilmistir (Slavica vd., 2015).

LAB’lar tarafindan iiretilen bazi EPS'lerin, insan saghigina katkida bulundugunu ve
antitimor, antibiofilm, antioksidan ve kolesterol distiriicii etkileri oldugunu da yapilan

caligmalar ile tespit edilmistir (Alp ve Ertiirkmen, 2019).

2.2. LAB’larmn Probiyotik Ozellikleri

LAB gruplar1 bazilar1 probiyotik 6zellikler de gdstermektedir. Probiyotikler, bagirsak
sisteminin mikrobiyal dengesini diizenlemeye yardimci olarak konake1 saglig iizerinde yararh
etkilere sahip olan, canli mikrobiyal gida katkilaridir (Giilbandilar vd., 2017). Gida ve Tarim
Orgiitii (Food and Agriculture Organization FAQO) ve Diinya Saglik Orgiitii (World Health
Organization: WHO) uzmanlar1 2001 yilinda probiyotikleri “gidanin bir parcasi olarak yeterli
sayida tiiketildiginde konak¢min sagligt iizerinde olumlu etkide bulunan canh
mikroorganizma” olarak tanimlanmistir (Giilbandilar vd., 2017). Probiyotik olarak kullanilan
mikroorganizmalar Cizelge 2.1’ de verilmistir. Probiyotik olarak kullanilan bircok bakteri
LAB’dur.

Probiyotiklerin, viicutta etkili olabilmeleri i¢in en az hangi konsantrasyonda alinmalari
gerektigi ile ilgili bilgiler heniiz tam olarak netlesmemis olsa da, genellikle probiyotik
bakterilerin probiyotik bir iiriin icerisinde en az 10° -10" kob/g-ml diizeyinde bulunmasi
gerekmektedir. Probiyotik bir etkinin olusmast igin giinliik olarak yaklasik 108 -10° kob/g-ml
miktarinda probiyotik alinmas1 gerektigi kabul edilmektedir (Bilginer ve Cetin, 2019).
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Cizelge 2.1 Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (Ceyhan ve Alig, 2012;

Kumar vd., 2017)

Mikroorganizma Grubu ya da Cinsi

Tiir

Lactobacillus

Bifidobacterium

Enterococcus

Bacillus

Pediococcus

Streptococcus

Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus lactis
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus acidophilus *
Lactobacillus amylovorus *
Lactobacillus brevis *
Lactobacillus reuteri *
Lactobacillus casei *
Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus fermentum *
Lactobacillus plantarum *
Lactobacllus farmicinis *
Lactobacillus rhamnosus *
Lactobacillus salivarius
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus johnsonii
Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium bifidum *
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium longum *
Bifidobacterium pseudolongum *
Bifidobacterium thermophilum *
Bifidobacterium lactis *

Enterococcus faecalis *
Enterococcus faecium
Bacillus subtilis *
Bacillus pumilis
Bacillus lentus

Bacillus licheniformis *
Bacillus coagulans
Bacillus cereus *

Pediococcus cerevisiae
Pediococcus acidilactici *
Pediococcus pentoseceus *

Streptococcus cremoris
Streptococcus thermophilus
Streptococcus intermedius
Streptococcus lactis
Streptococcus diacetilactis
Streptococcus infantarius *
Streptococcus salivarius *

* Hayvan sagliginda kullanilan probiyotik tiirleri
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Cizelge 2.1 Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (devam) (Ceyhan ve Alig, 2012;
Kumar vd., 2017)

Mikroorganizma Grubu ya da Cinsi Tiir

Bacteriodes Bacteriodes capillus
Bacteriodes juis
Bacteriodes ruminicola
Bacteriodes amylophilus

Leuconostoc Leuconostoc mesenteroides *
Leuconostoc citreum *
Leuconostoc lactis *

Kiifler: Aspergillus Aspergillus niger
Aspergillus oryzae

Mayalar Saccharomyce

* Hayvan sagliginda kullanilan probiyotik tiirleri

Bir LAB’1n probiyotik olarak kabul edilebilmesi i¢in bazi kriterlere sahip olmasi1 gerekir
(Giilbandilar vd., 2017). Bu kriterler Laktik Asit Bakteri Endiistriyel Platformu (LABIP)
tarafindan belirtilmistir (Y1lmaz, 2020). Bu kriterler Sekil 2.2’ de verilmistir.

( N/ Immun sistemin h
diizenlenmesi,
PROBIYOTIK patojenlerin tutunmasinin 4 ‘ . N\
OLMA dnlenmesi ve yarisma yoluyla K(.)t%akq:ld.a 51st“em1k“ Normal
KRITERLERI uzaklastirilmasi, gegici toksisite ve immtinolojik mikrobiyotay1
Kolonizasyon saglanmast igin duarliliga ve direngli bozmadan patojen
mukoza yiizeyine mikroorganizmalarim etbk?lketg(;:?(; Iir
. g tutunabilmeleri gelislmesini: geden -
olmamalidir.
Yan etkileri az, \_ gerekmektedir. ) \ y ]
- Dogal biyotaya
antibiyotiklere adapte
duyarli olmalidir. Klinik ] olabilmelidir.
etkinligi Asit pH ve safra
belirlenmis olmas1 tuzla{maldciren(;ll
olmalidir.
Mikrobiyota iginde gerekmektedir. Uzun siire etkili
kolay tanimlanabilir kozl:]?;irgg? 11<;1rr11na
u
olmalidir. ( N - b
Stabil bir sus olmast, fajlara Antimikrobiyal yerlesebilmelidir.
direngli olmasi, iiriin iginde ) maqdeley .
Konake1 i¢in canli kalabilmesi, oksijene uretebilmelidir. Gastrointestinal
nonpatojen, direngli olmast, liyofilize silstenlzcil(e Igeg'ici
i i ’ olarak kolonize
nonlnv.aZIT . preparat haline olabilmelidir.
ve nonkarsinojenik - .
getirilebilmelidir.
olmalidir. \ J

Sekil 2.2 Probiyotik olma kriterleri (Di Cerbo vd., 2016)
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Probiyotiklerin asidik ortama direnglerinin belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. Burada
amac¢ midenin pH degerinin 2,0 seviyelerinde olmasi ve bu mikroorganizmalarin da bagirsaga
ulagsmadan O6nce, mideden gegerken canli kalabilme yeteneklerinin belirlenmesidir. Yapilan
birgok ¢alismada pH degeri 2,0 olan kosullar zaman zaman ¢ok segici bir ortam saglasa da, pH
degeri 3,0 olan kosullarda farkli bakterilerin gelisim gosterebildigi gdzlenmistir. Bu sebepledir
ki pH degeri 2,5 olan kosullar daha uygun ortam olarak belirlenmis ve kiiltiirlerin bu pH’daki

canli kalabilmeleri 0., 2. ve 4. saatler arasinda takip edilmistir (Dunne vd., 2001).

Sindirim sistemindeki antimikrobiyal etki mekanizmalarindan bir digeri ise safra
tuzlaridir. Safra asidi, karacigerde kolesterolden sentezlenerek safra kesesinden konjuge formda
on iki parmak bagirsagina gitmektedir. Bu asitler, genellikle mikrobiyal bir aktivite sonrasinda
kolonda kimyasal modifikasyonlara (dekonjiigasyon, dehidroksilasyon, dehidrojenasyon ve

deglukuronidasyon) ugramaktadir.

Bakterilerin biiyiik bir kismi lipit ve yag asidi iceren hiicre zarina zarar vererek
engelleyici bir etki yaratmaktadir. Konjuge ve dekonjuge safra asitleri E. coli suslar1, Klebsiella
spp. ve Enterococcus spp. iizerinde engelleyici etkiye sahiptir. Ote yandan dekonjuge formlarin
cok daha engelleyici etkiye sahip olmas1 ve gram pozitif bakterilerin gram negatif bakterilere
gore daha hassas oldugu belirtilmistir. Bilinen bu ozellik, muhtemel probiyotik suslarin
bagirsakta bir isleve sahip olabilmesi i¢in safraya karsi direng gostermeleri gerekmektedir.
Laboratuvar ortaminda muhtemel probiyotik oldugu diisiiniilen mikroorganizmalarin safra
tuzlaria kars1 direnci, genellikle kullanilan besiyeri igerisinde, %0,3, %0,5 ve %1 safra
konsantrasyonlu ortamlarda bakteri sayisim1 belirli araliklarla (0., 2. ve 4. saat) incelenerek
tespit edilmektedir (Dunne vd., 2001).

Insan viicudunda cesitli biyolojik bariyerleri gegebilen probiyotik mikroorganizmalarin,
ince bagirsakta yiizey epitel hiicrelerine tutunabilme yeteneginde olmalari istenmektedir
(Sourabh vd., 2011). Probiyotiklerin bagirsak mukozasina baglanmasimin mikrobiyal hiicre
yiizeyindeki baz1 spesifik molekiiler reseptorler arasinda gergeklestirilen elektrostatik etkilesim

ve hidrofobik kuvvetler sayesinde oldugu belirtilmistir.

Bagirsak epitelyum hiicrelerine tutunabilme yeteneklerini belirlemek i¢in hiicre yiizey

hidrofobisitesi yontemi uygulanmaktadir (Solak, 2020).
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Probiyotik olarak adlandirilacak mikroorganizmalarin otoagregasyon aktivitelerini de bir
diger 6nemli Olgiittiir. Otoagregasyon, ayni tiirdeki mikroorganizmalarin arasindaki agregasyon
olarak tanimlanmistir. Otoagregasyon 6zelligine sahip mikroorganizmalarin devamli bir arada
olmasi sebebiyle gen transferi yapabildikleri ve genetik stabilitesi 6zelliklerini koruduklar

belirtilmistir (Syal ve Vohra, 2013).

Probiyotik bakterilerin, sindirim sistemi hastaliklar1 tedavisinde beslenme ve
diizenleyici ozellikleri bulunmaktadir. Laktaz, maltaz, silkraz enzim aktivitesini arttirirlar,
vitamin ve minerallerin emilimini kolaylastirirlar. Bagisiklik sistemi {izerinde olumlu etkileri
vardir (Gillor vd., 2008; Giiltekin, 2004; Sagdi¢ vd., 2004). Probiyotik olan LAB’lar tibbi
alanlarda da kullanilmaktadir. Bu LAB’lar bagirsakta B vitaminlerini, -galaktozidazi ve
antimikrobiyal maddeleri salgiladiklari i¢in ¢ok yonlii etkiye sahiptirler. f-galaktozidaz enzimi
stitteki laktozu metabolize edemeyen (laktoz-intolerant) insanlarin laktoz sindiriminde kolaylik

saglar. Probiyotik LAB’larin insan sagligina faydali etkileri asagida verilmistir:

. Yiiksek kolesterol seviyesini azaltilmast,

. Laktoz intoleransmin hafifletilmesi,

. Bagirsak mikrobiyotasi {izerine olumlu etki,

. Intestinal sistem enfeksiyonlarmin engellenmesi,

. Immiin sistemin gii¢lenmesi,

. [ltihabi veya alerjik reaksiyonlarin azaltilmast,

. Kolon kanseri riskinin azaltilmasi,

. Urogenital enfeksiyonlar,

. Helicobacter pylori enfeksiyonu giderimi,

. Agir metallerin ve mikotoksinlerin giderilmesi (Ceyhan ve Alig, 2012).

Bu belirtilen faydalarinin disinda probiyotiklerin anksiyete ve depresyon iizerindeki
yararli etkileri, zararl bagirsak patojenlerinin diglanmasi ve pro-inflamatuar siiregte azalmalar
ile aciklanmaktadir (Akkaya ve Beyaz, 2018). Ayrica multiple skleroz (MS) ve bagirsak
mikrobiyomu incelendiginde probiyotiklerin bagirsak mikrobiyota modiilasyonu iizerine

etkileri MS hastaligin1 tedavi etmek i¢in yeni firsatlar sunmaktadir.
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Bazi probiyotiklerin immiinomodiilatér 6zellikleri, prebiyotikler,bakteriler ile iligkili
molekiiller, MS hastalar1 i¢in mevcut olan tedavi se¢ceneklerini tamamlayan koruyucu tedavileri

gelistirmek i¢in kullanilmaktadir (Barreiro vd., 2018).

Bir¢ok calismada, migrenin karmasik bir ndrojenik inflamatuar bozukluk oldugundan
bahsedilmektedir. Migren ile iliskili gastrointestinel bozukluklarin tedavisinde olasi
probiyotiklerin ¢alisma mekanizmalarindan biri de bagirsak bariyerinin gii¢lendirilmesidir.
Migreni Onlemek i¢in beslenme tedavisinde probiyotiklerin kullanmasina iligkin teori
peptidlerin ve probiyotiklerin kombinasyonunun, ¢ogu hastada besin asimilasyonunu

tyilestirmesine dayanmaktadir (Akkaya ve Beyaz, 2018).

Bifidobakterilere dayali probiyotikler ise Alzheimer'li bireylerde biligsel, duyusal ve
duygusal islevleri iyilestirmektedir (Mancuso ve Santangelo, 2017).

Parkinson hastalig1 acisindan da probiyotikler; iyi mikrobiyata antioksidan &zelliklere
sahip vitaminler iiretmede bu hastalik i¢in yararh etkiler olusturmaktadir. Probiyotikler asiri
miktarlardaki serbest radikalleri sinirlayabilmekte ve Parkinson hastalig1 gibi oksidatif stres ile

iliskili ¢esitli hastaliklarin seyrinin zayiflamasina neden olabilmektedirler (Akkaya ve Beyaz,
2018).

Probiyotiklerin insan viicuduna ve ¢esitli sistemlerine yararli etkisinin oldugu artik
neredeyse tiim ¢aligmalarla ortaya koymustur (Kirma, 2016). Fonksiyonel gida gelistirme ve
saglik yarar triinleri tiretimi, gida endiistrisinin ilgi ¢ekici alanlaridir. Son yillarda, glutensiz

gida maddelerine ilgi artmaktadir.

Glutensiz ekmekler, makarnalar, eriste, kurabiye, karabugday ve bira dahil olmak {izere
pek ¢ok glutensiz tirtinler tiretime alinmistir. Bununla birlikte, bu iiriinlerin besinsel kalitesinin

g6z oniinde bulundurulmasi gereken énemli bir husustur (Gimenez-Bastida vd., 2015).
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2.3. Gluten ve Colyak Hastahgi

Gluten, tahillardaki depo proteinleridir. Etanolde ¢6ziinebilen prolaminler ve polimerik
gluteninler olmak iizere baslica iki gruba ayrilmaktadir. Prolaminler bugdayda gliadinler olarak
adlandirilmaktadirlar. Bugday depo proteinlerinin %80-85'ini olusturmaktadir. Endospermde
bulunan gluten proteinleri nisasta graniillerinin etrafinda siirekli bir matriks olusturmaktadir

(Tiirksoy ve Ozkaya, 2006).

Gluten proteinleri su veya tuzlu suda ¢oziinmez 6zelliktedir. Monomerik gliadinler ve
polimerik gluteninler olmak iizere iki fraksiyondan olusmaktadir. Gliadinler; a, 3, y ve @ olarak
alt fraksiyonlara da ayrilmaktadir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda gliadin fraksiyonunun ¢6lyak
hastalar1 i¢in toksik, glutenin fraksiyonunun ise daha az toksik oldugu belirlenmistir.
Gliadinlerden de a-gliadinler en toksik olanidir. B- ve y- gliadinler biraz daha diisiik toksisiteye
sahip iken, w-gliadinler en diisiik toksisiteye sahip gliadin fraksiyonudur (Tiirksoy ve Ozkaya,
2006).

Gegtigimiz on yilda yapilan arastirmalar, LAB ekzopolisakkaritlerinin, eksi hamur
teknolojisiyle birlikte gluten iceren (baslica bugday) iirlinlerin kalitesini, 6zellikle de somun
hacmine, raf 6mriine ve bayatlama oranina gore arttirma potansiyelini gostermistir. Laktik asit
bakterileri tarafindan {iretilen ekzopolisakaritler tipik olarak yiiksek molekiiler agirlikli
polimerlerdir. Ekzopolisakaritler, hem gluten iceren hem de glutensiz tahil {iriinlerinin

gelistirilmesi i¢in ticari hidrokolloidlere dogal bir alternatif sunar (Lynch vd., 2018).

LAB’larin proteolitik aktivitesi, ¢dlyak hastaliginda etkili olan gluten kaynakli belirli

allerjen bilesenleri azaltmak i¢in bir arag olabilir (Rollan vd., 2005).

(Colyak hastalig1 (CH) ya da gluten enteropatisi insanlarda ¢ok sik goriilen ve 6miir boyu
stiren besin kokenli otoimmiin bir ince barsak hastaligidir. CH, glutenin diyet yolu ile
alinmasiyla tetiklenen ve CD4" T hiicrelerinin aracilik ettigi, gidaya duyarh ¢ok yaygin bir
enteropatidir (D’Arienzo vd., 2011). Co6lyak hastaligi, genetik olarak g¢evresel ve genetik
faktorlerin (MHC genleri) etkilesimi ile ortaya ¢ikan multifaktoriyel bir hastaliktir. Genetik
aktarimi, hastalik olarak degil hastaliga yatkinlik olarak gecer. Bugday, arpa, cavdar ve yulaf
gibi tahillarin igeriginde gluten vardir (Gtire, 2009).
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Diyette tiiketilen gida ince bagirsakta bilesenlerine ayristirilarak bagirsak mukozasi

lizerinden kana gecger. Yeterince alinmasi gereken gidalar bagirsaklarda villus adi verilen

cikintilar (Sekil 2.3.) sayesinde olmaktadir.

Gluten hassasiyeti olan kisilerde gluten igeren gidalar tiiketilmeye baslandiginda ince

bagirsaklarda mukozasinda bulunan gliadin peptidleri ile “Insan Lokosit Antijenleri (HLA)”

siif II molekiilleri birleserek alerjik reaksiyona sebep olur ve zamanla villus denen ¢ikintilar

kiigliliir ve azalmaktadir. Bu alerjik reaksiyonu en fazla gosteren HLA-DQ2 ve DQ8 doku

gruplaridir. Bu durum bir siire sonra beslenme yetersizlige sebep olur ve boylece CH hastaligi

ortaya ¢ikmaktadir. CH nin klinik belirtileri Cizelge 2.2’de sunulmustur (Demir¢eken, 2011).

Cizelge 2.2 CH’nin klinik belirtileri (Demirgeken, 2011)

Gastrointestinal:

Erken baslangic

2 yas alt1

Kronik ishal/yagl diski
Istahsizlik

Kilo alamama

Karm sisligi (abdominal distansiyon)

Kas erimesi, cilt alt1 yag dokusunun kaybolmasi,

Apati (donukluk)/huzursuzluk
Hipotoni

Geg baslangic

Cocukluktan erigskin doneme kadar her yas

Ishal veya civik diski (degisken/araliklr)

Bulanti/kusma

Karinda rahatsizlik hissi/siskinlik (dispepsi)

Tekrarlayan karin agrist

Kilo kaybi
Kabizlik

Gastrointestinal sistem dis1:

Kas-iskelet sistemi belirtileri

Kisa boy

Rikets

Osteoporoz

Dis mine tabakas1 bozukluklari
Artrit ve artralji

Myopati

Mukoza-deri belirtileri

Hemotolojik belirtiler

Dermatisis herpetiformis .

Tekrarlayan aft6z stomatit

Vaskulit

Anemi

(demriffolat/Ba2 eksikligi)
Loékopeni

Trombositopeni

Vitamin E veya vitamin K

eksikligi




17

Cizelge 2.2 CH’nin klinik belirtileri (devam) (Demirgeken, 2011)

Gastrointestinal sistem dis1:

Ureme sistemi belirtileri Noro-psikiyatrik belirtiler Diger belirtiler
Gecikmis ergenlik »  Serebral kalsifikasyonla +  Karaciger enzim yiiksekligi
Adet diizensizlikleri/amenore birlikte olan epilepsi ve kronik hepatit
Tekrarlayan  diisiiklerve/veya »  Serebellar ataksi *  Aciklanamayan kilo kayb1
infertilite *  Periferal néropati *  Yorgunluk, zayiflik
Anksiyete, depresyon, *  Sag dokiilmesi
demans, sizofreni, dikkat . Intestinal lenfoma

eksikligi, alg1 bozukluklar

Bas agris1

CH’nin klinik belirtileri dogrultusunda teshisi dogru koyabilmek amaciyla ilk yapilacak
testler; 19G ve IgA tipi antigliadin antikor, IgA tipi antiendomisium antikor ve transglutaminaz
antikor testleridir. Bu test sonuglarinda en az bir tanesinin pozitif sonug¢ vermesi ile CH olma
sliphesi ortaya ¢ikmaktadir. Bir sonraki izlenecek yol ince bagirsak biyopsisidir. Kesin teshis
i¢in yapilan biitiin testler ile biyopsi sonucunun birbirini desteklenmesi gerekmektedir (Un ve
Aydogdu, 2003; Ulusoy vd., 2002).

CH i¢in medikal bir tedavi s6z konusu degildir. Tek tedavi yontemi 6miir boyu glutensiz
diyet ile beslenmektir. Medikal tedavi ancak destek amacli olabilmektedir. CH’ye sahip
bireylerde anemi belirtileri gosterenlere demir takviyesi, D vitamini destegi ya da sekonder
laktoz entoleransi olusan hasta bireylerin siit ve siit iirlinlerinde bir siire uzak durulmasi

sekildedir (Giire, 2009).

Glutensiz bir diyette tiikketilmemesi gereken gidalarin basinda bugday, ¢avdar, kilgiksiz
bugday, yulaf ve kamut unlari, bilesenleri ve yan triinlerinden yapilan gidalar gelmektedir.
Sosisli sandvig, salata soslari, hazir konserve ¢orbalar, kuru ¢orbalar, islenmis peynirler, krema
gibi kalinlastiric1 ve dolgu maddeleri ve hap ya da tablet gibi gida tavsiyesi olarak kullanilan
gluten ve benzeri proteinleri igeren ilaglar bulunmaktadir (Giire, 2009; Gobbetti vd., 2007).
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a. Saghkh incebagirsak b. Hasta incehagrsak

Sekil 2.3 a:Saglikli bir bireyin ince bagirsak epitel dokusu ve villuslar, b: ¢olyak hastasi bir
bireyin ince bagirsak epitel dokusu ve villuslar (Erdil ve Ates, 2005).

1976°da Diinya Saghk Orgiitii (WHO) niin Glutensiz iiriinler i¢in Kodeks Standartlar1,
Kodeks Gida Komisyonu (Codex Alimentarius Commision) ve Gida ve Tarim Orgiitii (Food
and Agricultural Organization-FAO) tarafindan kabul edilmistir (Giire, 2009). Tirk Gida
Kodeksi Gluten Intoleranst Olan Bireylere Uygun Gidalar Tebligi’nde , son tiiketiciye
sunulacak  olan  gidalardaki  gluten  seviyesinin 20 mg/kg’yi agmamasi kosulu

ile “glutensiz” ibaresinin kullanilabilecegini belirtmistir.

Probiyotikler, CH'nin diyet tedavisinde ilging bir yardime1 madde olarak gériilmektedir.
Yapilan bir¢ok c¢alisma spesifik probiyotiklerin, glutenin polipeptitlerini sindirdigini veya
degistirdigini bulmustur. Bunun yanisira, Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine ait bazi
bakteri tiirlerinin , gliadinin neden oldugu hasarin epitel hiicreleri lizerinde koruyucu 6zellikler

gosterdigini de belirtmistir (de Sousa Moraes, 2014).

Lactobacilli ve Bifidobacteria, insan saglig1 tizerinde faydali etkileri olan ve probiyotik

iirtin formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilan temel bagirsak mikrobiyata cinsleri olarak

kabul edilmislerdir (Cristofori, 2020).

Gluteni hidrolize edebilen bakteriler iceren probiyotikler ile tedavi, CH nin tamamlayici
tedavisi i¢in olas1 yeni bir strateji olarak goriilmeye baglanmistir. Calismalarda, bagirsaktaki

temel gluten metabolize eden bakteri olarak tanimlanan farkli laktobasil tiirleri sunulmustur

(Cristofori, 2020).
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2.4. Gluten ve gliadin degradasyonu yapan LAB’lar

Saglikli bagirsak mikrobiyotasi, insanlar tarafindan iiretilmeyen enzimler araciligiyla
gluten ve glutenin toksik fraksiyonu olan gliadin peptitlerinin pargalanmasinda rol oynayabilen

birkag bakteri tiirii ile karakterize edilen ¢ok karmasik bir ekosistemdir (Cristofori, 2020).

Gluteni hidrolize etmek i¢in CH’de tamamlayic1 bir tedavi olarak probiyotiklerin olasi
kullanimina bakilan bir ¢aligma yapilmistir. Bu ¢alisma sonucunda in vitro ve in vivo
calismalar, baz1 Bifidobacterium tiirlerinin toksik gliadin tiirevi olan peptitleri hidrolize etme
ve ayrica bagirsak epitel hiicrelerindeki inflamatuar tepkiyi baskilama kabiliyetine sahip
oldugunu gostermistir (Cristofori, 2020).

Yapilan ¢aligmada bugday gliadinleri ile ilgili farkli hidroliz profilleri i¢in belirlenen
bir Lactobacillus alimentarius 15M, Lactobacillus brevis 14G, Lactobacillus sanfranciscensis
7A ve Lactobacillus hilgardii 51B’den olusan birlesimin, alfa-gliadin ve 33-mer peptidin 62-
75 fragmanini tamamen hidrolize ettigi belirtilmistir (Di Cagno vd., 2004).

Bir baska ¢alismada bir probiyotik bilesiminin (Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
plantarum,  Bifidobacteriumanimalis  subsp.  Lactis, Bifidobacteriumbreve  Bbr8,
Bifidobacterium breve BL10) gliadinin sindiriminin yaninda gluten peptidlerini de hidrolize
etme ve pro-inflamatuar tepkiyi iyi olarak modifiye edebilme yetenegi incelenmistir. Bagirsakta
gliadinden kaynakli olan epitel modifikasyonu test edilen probiyotik bilesimin, sindirim
proteazlar tarafindan tretilen gliadin fragmanlarin1 daha kii¢lik pargalara hidrolize ettigini
belirtmislerdir. Ozellikle, molekiiler agirligi 3 kDa'dan diisiik olan peptitlerin sayisinin dnemli

olgiide yiiksek oldugunu sunmuslardir (Giorgi vd., 2020).

CH’nin bagirsak mikrobiyotasindan izole edilen Bacteroides fragilis suslari, gliadin
hidrolize edebilme aktivitesi sergilerken, bazilar1 immiinojenik peptidlere yol agarak bagirsak
epitel hiicreleri tarafindan inflamatuar sitokin iiretimini indiikledigini ortaya koymustur

(Sanchez vd., 2012).
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Bagka bir ¢alisma CH’nin duodenumundan geri izole edilen Pseudomonas aeruginosa
suslarinin, elastaz aktivitesi yolu ile hastalarda gluten spesifik T hiicrelerinin aktivasyonunu

ortaya ¢ikaran birkag peptit tiretilmistir (Caminero vd., 2016).

Yapilan farkli bir ¢alismada domuzlarin proksimal sindirim sisteminden immiinojenik
gluten peptitlerini pargalayabilen bakteriler izole edilerek, tamimlanmis ve Kkarakterize
edilmistir. izolatlar, dzel proteolitik enzimlerin iiretimi ve ¢dlyak hastaliginin nedenindeki
yerlesik rollere sahip olan a-gliadin (16-mer ve 33-mer) ve x-gliadin'den (17-mer) 6lgiilebilen
peptitleri indirgeme ve uzaklastirma yetenekleri agisindan taranmistir. Sonuglarin bu ¢alismada,
¢oOlyak hastaligi olan hastalarin ince bagirsak epiteline ulasmadan 6nce epitop igeren gluten
peptitlerindeki azaltmayi amaglayan probiyotik uygulamalar i¢in Lactobacillus suslarin

secilmesine temel olusturdugunu belirtmistir (Duar vd., 2015).

Uzun siireli fermantasyon sirasinda hidrolize bugday glutenine belirlenen enterokok ve
fungal proteazlardan olusan bir birlesimin kullanilmasi amag¢lanmistir. Enterokok ve fungal
proteazlarin beraber kullanimi, uzun siireli fermantasyonda gluten konsantrasyonunda %98'den
fazla bir azalmanin goriildigi belirtilmistir. Segilen Enterokoklar ve R. oryzae proteazlarinin
birlesimin kullanilmasinin, gidalardaki gluten konsantrasyonunu azaltmak adina potansiyel bir

ara¢ olarak diisiiniilebilir denmistir (M hir vd., 2008).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Eksi maya, hamur ve un érnekleri

LAB’larm izole edildigi 6rnekler ve temin edildikleri yerler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1 izolasyon igin kullanilan drnekler ve temin edildikleri yerler

Ornek Temin edildigi yer

Ticari maya (Dr. Qetker) Yerel market

Eksi maya Fethiye/Mugla

Siyez unu Fethiye/Mugla

Kiziltan unu Fethiye/Mugla

Eksi maya (Kiziltan unu) Gida Lab./ESOGU

Eksi maya (Siyez unu) Gida Lab./ESOGU

Hamur Topcuoglu firin/Eskisehir
3.1.2. Gluten

Gluten hidrolizi ¢alismalarinda bugday gluteni kullanilmistir ( Naturalys W). Bugday

gluteni goriiniimii krem renkte ve toz halindedir. Cozlinirligii yaklagik %65 tir.

3.1.3.Gliadin

Calismalarimizda bugdaydan elde edilen gliadin (G3375-Sigma) kullanilmistir.
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3.1.4. Antimikrobiyal  aktivite = calismasinda  indikatéor  olarak  kullamlan

mikroorganizmalar
Calismada LAB suslarmin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek igin kullanilan test
mikroorganizmalarinin isimleri, katalog numaralar1 ve temin edildikleri yerler Cizelge 3.2’de

belirtilmistir.

Cizelge 3.2 Test mikroorganizmalari

Bakteriler

Katalog numaralar

Escherichia coli
Escherichia coli O157:H7
Bacillus cereus

Serratia marcescens
Micrococcus luteus
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Staphylococcus warneri
Staphylococcus epidermidis
Listeria monocytogenes

Salmonella typhimurium

Mayalar

Candida albicans
Candida tropicalis
Candida glabrata

Candida krusei

ATCC 25922

ATCC 35150

LMG 8221

NRRL B-2544

NRRL B-1018

LMG 6395

ATCC 25923

Eskisehir Teknik Universitesi
Eskisehir Teknik Universitesi
ATCC 19111

NRRL B-4420

ATCC 60193
NRRL Y-12968
NRRL Y-1418
ATCC 90028

ATCC : American Type Culture Collection, LGC Standards GmbH Mercatorstr. 51 46485 Wesel

Germany.

BCCM/LMG: Belgian Co-ordinated Collections of Micro-organisms. Laboratorium voor
Microbiologie, Universiteit Gent, K.L. Ledeganckstraat 35, B-9000 Gent, Belgium.

NRRL: United States Department of Agriculture Agricultural Research Service, Peoria, Illinois, USA.
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3.1.5.G. mellonella (Bal giivesi) larvasi

Calismada kullanilan G. mellonella larvalar1 Kocaeli Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi laboratuvarindan temin edilmis ve iiretimleri

laboratuvarimizda yapilmstir.

G. mellonella laboratuvar ortaminda yetistirilebilen, kiiltiirii yapilabilen, ekonomik, hizli
bliyiiyen ve yasam dongiilerinin kisa olmasi sebebiyle ¢alismalarda ¢cabuk sonug alinabilen ve
kisa silirede ¢ok fazla yumurta birakarak ¢ok sayida saglikli bireyler yetisen bir tiirdiir (Kdse,
2019; Akyol, 2013).

Ergin bireyleri gececil (nokturnal) boéceklerdendir. Geceleri aktif, giindiizleri
karanliktadirlar. Disi ve erkek bireyleri her ciftlesme sonrasi yaklagik 50-150 yumurta birakir.
Disi erginler yasam dongiileri boyunca yaklasik olarak 600-700 yumurta birakabilirler (Akyol,
2013). Yumurtalarin1 arilarin ulasamayacagi bolgeler olan peteklerin c¢atlak bolgelerine
birakmay1 tercih ederler. Beyaz-krem renkteki yumurtalarin uzunlugu ortalama 0,45 mm ve
yaklasik 0,40 mm'lik ¢apindadir. Bu nedenle ¢iplak gozle gormek zordur (Charriere ve Imdorf,
1997).

Optimum ortam kosulu sicaklik 29-35°C, bagil nem %29-33 olacak sekilde ayarlandigi
zaman yumurtalarin ¢atlamasi ve larvalarin ¢gikmasi 8 ila 15 arasinda degismektedir. Larvalarin
saglikl1 bireyler olmas1 ve gelisimi besin, sicaklik ve nem orani gibi ¢evresel faktorlere baglidir.
Yaklagik olarak ortalama 28 mm’ye kadar gelisim gosterirler ve 40 giin iginde larval
gelisimlerini tamamlayarak pupa donemine gegis yaparlar. Besin kaynaklar petek, polen, bal
ve mum gibi besinler oldugu i¢in aricilikta ekonomik zarara neden olurlar (Caglar ve Tutkun,

2001).

Ortalama 40 giin i¢inde larva donemini tamamlayan larvalarin her biri kendine koza
orerek pupa evresine gecis yapmaktadir. Bu pupa evresinde herhangi bir besine ihtiyag
duymamaktadirlar. Pupalar goriinlis olarak sari-turuncu arasinda bir renge sahiptirler. Pupa
evresi sicaklik ve neme bagh olarak degismekte olup 7 ila 15 giin kadar siirmektedir. Pupa
evresi tamamlayarak kelebek haline doniisen ergin bireyler 24 saat i¢inde ¢iftlesmektedir. Disi

bireyler goriiniis olarak erkek bireylere gére daha iri ve biiyiiktiir (Charriere ve Imdorf, 1997).
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3.1.6. Cahsmada kullanilan besiyerleri

Calismada kullanilan tiim besiyerleri; besiyeri i¢eriginin distile suda homojen hale
gelene kadar ¢oziiniip istenen pH’a ayarlandiktan sonra otoklavda 1.2 atm basing altinda

gereken sicaklik ve siire boyunca steril edilmesiyle hazirlanmistir.

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

Kazein peptonu 10 ¢
Et ekstrakti 10 g
Maya ekstrakti 4 g
D(+) glukoz 20 ¢
K2HPO, 2 g
Tween 80 1 g
Di- Amonyum hidrojen sitrat 2 g
Sodyum asetat 5 g
MgSO4 02 ¢
MnSO4 004 ¢
Agar 14 g
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri igerigi litrede 68,2 gram (g) olacak sekilde distile su iginde eritildikten
sonra 1sitilarak homojen hale getirilmistir. pH’1 5,5 £ 0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda
121°C’de 15 dakika (dk) steril edilmistir.

3.1.6.2. MRS Broth (Lactobacillus Broth acc. to De Man Rogosa and Sharpe)

Kazein peptonu 10 g
Et ekstrakti 8 g
Maya ekstrakti 4 g
D(+) glukoz 20 g
K2HPO, 2 g
Tween 80 1 g
Di- Amonyum hidrojen sitrat 2 g
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Sodyum asetat 5 g
MgSO4 02 g
MnSO4 0,04 ¢
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri igerigi litrede 52,2 g olacak sekilde distile su i¢inde eritildikten sonra
isitilarak homojen hale getirilmistir.  pH’1 5,7 + 0,2 seklinde ayarlanmistir.  Otoklavda
121°C’de 15 dk steril edilmistir.

3.1.6.3. Nutrient Agar (NA)

Et peptonu 5 g
Et ekstrakti 3 g
Agar 12 g
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri igerigi litrede 20 g olacak sekilde distile su i¢inde eritildikten sonra
isitilarak homojen hale getirilmistir. pH’17 0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de
15 dk steril edilmistir.

3.1.6.4. Nutrient Broth (NB)

Et peptonu 5 g
Et ekstrakt 3 g
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri icerigi litrede 8 g olacak sekilde distile su icinde eritildikten sonra
isitilarak homojen hale getirilmistir. pH’17 = 0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de
15 dk steril edilmistir.
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3.1.6.5. M17 Aqgar (acc. to Terzaghi)

Soya peptonu 5 g
Et peptonu 25 ¢
Kazein peptonu 25 ¢
Maya ekstrakti 2,5 g
Et ekstrakti 5 g
D(+) laktoz 5 g
Askorbik asit 05 g
Na-B- gliserofosfat 19 g
MgSO4 025 g
Agar 12,75 ¢
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri icerigi litrede 55 g olacak sekilde distile su iginde eritildikten sonra
wsitilarak homojen hale getirilmistir. pH’1 7 £ 0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de
15 dk steril edilmistir.

3.1.6.6. Gluten Agar-1 (GA-1)

Bugday gluteni 10 g
Tripton 56 ¢
Maya ekstrakti 25 ¢
D(+) glukoz 1 g
CaCl, 2 g
Sitrik asit monohidrat 4 g
NaHPO4 22,96 g
Agar 15 g
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri igerigi litrede 63,06 g olacak sekilde distile su iginde eritildikten sonra
isitilmigtir. Bugday gluteni suda ¢oziinmedigi i¢in homojen bir goriiniim olmamigtir. pH’1 7 +

0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 105°C’de 10 dk steril edilmistir (Wehrle vd., 1999).
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3.1.6.7. Gluten Broth-1(GB-1)

Bugday gluteni 10 g
Tripton 56 ¢
Maya ekstrakti 2,5 g
D(+) glukoz 1 g
CaCl; 2 g
Sitrik asit monohidrat 4 g
NaHPO4 22,96 ¢
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri igerigi litrede 48,06 g olacak sekilde distile su iginde eritildikten sonra
isitilmistir. Bugday gluteni suda ¢6ziinmedigi icin homojen bir goriiniim olmamistir. pH’1 7 +

0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 105°C’de 10 dk steril edilmistir.

3.1.6.8. Gluten Broth -2 (GB-2)

Bugday gluteni 90 g
D(+) glukoz 20 g
KH2PO4 10 g
K2HPO4 10 g
NaHPO4 22,96 g
Tween 80 1 g
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri icerigi litrede 153,96 g olacak sekilde distile su iginde eritildikten sonra
isitilmistir. Bugday gluteni suda ¢6ziinmedigi igin homojen bir goriiniim olmamistir. pH’1 6 +
0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 116°C’de 10 dk steril edilmistir (Gerez vd., 2006;
Stefanska vd., 2016).

3.1.6.9. Gluten Agar-2 (GA-2)

Bugday gluteni 90 g
D(+) glukoz 20 g
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KH2PO4 10 g
K2HPO4 10 g
Na2HPO4 22,96 g
Tween 80 1 g
Agar 15 g
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri icerigi litrede 168,96 g olacak sekilde distile su iginde eritildikten sonra
isitilmistir. Bugday gluteni suda ¢éziinmedigi icin homojen bir goriiniim olmamistir. pH’1 6 +

0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 116°C’de 10 dk steril edilmistir.

3.1.6.10. Gliadin Glukoz Broth (GGB)

Glukoz 20 g
Gliadin 2 g
K2HPO4 2 g
Na-asetat .3H20 5 g
MgS04 7H20 02 ¢
MnS04.H20 005 g
Tween 80 1 ml
Distile su 1000 mi

Dehidre besiyeri igerigi litrede 29,25 g olacak sekilde distile su iginde eritildikten sonra
isitilmistir. Gliadin suda ¢oziinmedigi igin homojen bir gortiniim olmamistir. pH’1 6,2-6,6

seklinde ayarlanmigtir. Otoklavda 121°C’de 20 dk steril edilmistir (M hir vd., 2008).

3.1.6.11. Gliadin Glukoz Agar (GGA)

Glukoz 20 g
Gliadin 2 g
K2HPO, 2 g
Na-asetat .3H20 5 g
MgS04 7H-0 02 g
MnS04.H20 0,05 g
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Tween 80 1 ml
Agar 15 g
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri igerigi litrede 44,25 g olacak sekilde distile su i¢ginde eritildikten sonra
isitilmigtir. Gliadin suda ¢ézlinmedigi i¢in homojen bir goriinim olmamistir. pH’1 6,2-6,6

seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de 20 dk steril edilmistir.

3.1.6.12. Mueller-Hinton Agar (MHA)

Et ekstrakti 2 g
Kazein hidrozilati 175 ¢
Nisasta 15 g
Agar 13 g
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri igerigi litrede 34 g olacak sekilde distile su i¢inde eritildikten sonra
isitilmastir. pH’1 7,4 + 0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 115°C’de 10 dk steril edilmistir.

3.1.6.13. Mueller-Hinton Broth (MHB)

Et ekstrakti 2 g
Kazein hidrozilati 175 ¢
Nisasta 15 g
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri igerigi litrede 21 g olacak sekilde distile su i¢inde eritildikten sonra

isitilmigtir. pH’1 7,4 + 0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir.

3.1.6.14. Malt Ekstrakt Agar (MEA)

Dehidre besiyeri icerigi litrede 48 g olacak sekilde distile su iginde eritildikten sonra
isitilmigtir. pH’1 5,4 + 0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 115°C’de 10 dk steril edilmistir.
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3.1.6.15. Malt Ekstrakt Broth (MEB)

Dehidre besiyeri igerigi litrede 20 g olacak sekilde distile su ig¢inde eritildikten sonra
isititlmastir. pH’1 5,4 + 0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 115°C’de 10 dk steril edilmistir.

3.1.6.16. Kazein Agar

Skim milk 50 g
D(+) glukoz 1 g
Kazein 5 g
Maya ekstrakti 2,5 g
Agar 125 ¢
Distile su 1000 mi

Dehidre besiyeri igerigi litrede 71 g olacak sekilde distile su i¢inde eritildikten sonra
isittlmigtir. pH’1 6,8 + 0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir
(Rahmati, 2017; IFU, 2020).

3.1.6.17. Jelatin Agar

Pepton 4 g
Maya ekstrakti 1 g
Jelatin 15 g
Agar 15 g
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri igerigi litrede 35 g olacak sekilde distile su i¢inde eritildikten sonra
isittlmistir. pH’1 7,2 £ 0,2 seklinde ayarlanmigtir. Alt1 diiz agz1 vidali kapakli cam tiiplere 5 ml
dagitilmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir. Otoklav sonrasi tiipler +4°C’de dik
olarak muhafaza edilmistir (FDA, 2020).
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3.1.6.18. Sporulasyon besiyeri

Nutrient agar 20 g
MnSO4 0,04 ¢
CaCl 0,10 ¢
Distile su 1000 mi

Dehidre besiyeri litresinde 20,14 g olacak sekilde hazirlanmistir ve otoklavda 121 °C’de
15 dk steril edilmistir (Elgioglu, 2010).

3.1.6.19. Skim milk agar

Skim milk 10 g
Agar 2 g
Distile su 100 mi

Dehidre besiyeri 100 ml de 12 g olacak sekilde distile su i¢inde eritildikten sonra pH’1
7,2 £ 0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir (Elgioglu, 2010).

3.1.6.20. Safra tuzuna direnc calismasi icin c¢ift kuvvetli MRS Broth ortam

Igerigi 3.1.5.2°de verilmis olan MRS broth besiyerini ¢ift kuvvetli olarak hazirlamak
icin hacim basina iki kat1 madde tartilmistir ve distile su iginde eritildikten sonra 1sitilarak
hazirlanmistir. pH’1 5,7 £ 0,2 seklinde ayarlanmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dk steril

edilmistir.

3.1.6.21. MRS Broth (pH1, pH2, pH3 ve pH4)

Igerigi 3.1.5.2°de verilmis olan MRS broth besiyeri istenilen hacime karsilik gelen
madde miktar tartilarak distile su i¢inde eritildikten sonra 1sitilarak hazirlanmistir. Hazirlanmig
olan besiyeri soguduktan sonra pH’1 1, 2, 3 ve 4 olacak sekilde derisik HCI ile ayarlanmistir.
Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir.
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3.1.6.22. 9%0,3 Safra tuzu (Ox bile) iceren cift kuvvetli MRS Broth ortami

Icerigi 3.1.5.2°de verilmis olan MRS broth besiyerini ¢ift kuvvetli olarak hazirlanmistir.
Icerisine %0,3 g olacak sekilde safra tuzu (FLUKA) ilave edilmistir. pH’1 7,0 + 0,2 seklinde
ayarlanmigtir. Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir (Abanoz, 2014).

3.1.6.23. 9%0.6 Safra tuzu (Ox-bile) iceren cift kuvvetli MRS Broth ortami

Icerigi 3.1.5.2°de verilmis olan MRS broth besiyerini ¢ift kuvvetli olarak hazirlanmistir.
Icerisine %0,6 g olacak sekilde safra tuzu ilave edilmistir. pH’1 7,0 + 0,2 seklinde ayarlanmistir.
Otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir edilmistir (Abanoz, 2014).

3.1.6.24. G. mellonella larvasi sentetik besini

Siyah petek 200 g
Bugday kepegi 860 g
Bal 160 ¢
Gliserol 300 ml
Distile su 150 mi

Malzemeler blenderdan gecirilerek bir araya getirilmistir. Larvalara besin olarak

kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmistir (Cakir, 2019).

3.1.7. Calismada kullanilan ¢ozeltiler ve boyalar

3.1.7.1. Serum fizyolojik (SF)

Litreye 8,5-9 g NaCl ilave edilip distile su da eritilerek homojen hale getirilerek tiiplere

4,5 ml olacak sekilde dagitilmis ve otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmistir.
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3.1.7.2. %?20’lik gliserol cozeltisi

Stok yapilacak mikroorganizmanin biiylimesi i¢in kullanilan besiyeri hazirlandiktan
sonra igerisine litrede 250 ml gliserol ilave edilmistir. Otoklavda 121°C’de 15 dk steril

edilmistir. Steril olan kriyo tiiplere 800 pl dagitilarak hazir hale getirilmistir (Oksiiz, 2017).

3.1.7.3. NaOH ve HCI cozeltisi

Hazirlanan besiyerlerinin pH ayarlamasini yapmak i¢in derisik NaOH ve HCI ¢ozeltileri

kullanilmistir.

3.1.7.4. %3’liik H2O2 cozeltisi

%30’luk H202 (MERCK) 0,5 ml
Distile su 45 ml

3.1.7.5. Fosfat iire magnezyum siilfat (PUM) tamponu (pH: 7.1)

K2HPO, - 3H20 22 g
KH2PO4 726 g
Ure 1,80 ¢
MgSOq 020 g

Distile su ile 1L’ye tamamlanmistir (Rokana vd., 2018).

3.1.7.6. Fosfat tamponlu tuz cozeltisi (PBS) (pH: 7.2)

NaCl 8 g
KCI 02 g
Na;HPO4 144 g
KH2PO4 024 g

Distile su ile 1L’ye tamamlanmistir (Bilginer ve Cetin, 2019).
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3.1.7.7. 50 mM Tris-HCI (pH8.0)

6,055 g Tris tartilir, 900 ml destile su igerisinde eritilip homojen hale getirildikten sonra
HCl ile pH ayarlanmistir. Ardindan 1 L’ye tamamlanmustir. 121 °C’de 15 dK steril edilmistir
(Wehrle vd. 1999).

3.1.7.8. Protein boyama cozeltisi

5 g Coomassie brilliant blue R-250
500 ml metanol
92 ml asetik asit

Distile suile 1 L’ ye tamamlanmistir (Wehrle vd. 1999).

3.1.7.9. Bova uzaklastirma cozeltisi

250 ml metanol
50 ml asetik asit

Distile suile 1 L’ ye tamamlanmistir (Wehrle vd. 1999).

3.1.7.10. Kristal viyole

0,5 g kristal violet 100 ml distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Koyu renkli cam

bir sise icinde muhafaza edilmistir.
3.1.7.11. Lugol

2 g Potasyum iyodiir (KI) 300 ml distile su icerisinde ¢oziinerek hazirlanmistir. Bu
cozeltiye 1 g iyice ezilmis iyot kristali eklenmistir ve oda sicakliginda tam bir ¢6ziinme saglayip
homojen hale gelene kadar karistiritlmistir. Koyu renkli cam bir sise icinde muhafaza edilmistir.

3.1.7.12. Safranin

0,5 g safranin 10 ml %96’lik etil alkol icerisinde ¢oziinmiistiir ve 100 ml saf suyla

karigtirilmistir. Koyu renkli cam bir sise icinde muhafaza edilmistir.
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3.1.7.13. Malasit yesili

5 g malasit yesilinin 100 ml saf su iginde ¢6ziinmesi ile hazirlanmustir.

3.1.7.14. Yapay mide s1vis1i pH2

NaCl 5 g
Pepsin 3 g
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri icerigi litrede 8 g olacak sekilde distile su i¢inde eritildikten sonra pH’1
2 olacak sekilde derisik HCI ile ayarlanmistir. Sonrasinda filtreden gegcirilerek steril edilmistir

(Vinderola ve Reinheimer, 2003).

3.1.7.15. Yapay mide s1vis1 pH3

NaCl 5 g
Pepsin 3 g
Distile su 1000 ml

Dehidre besiyeri igerigi litrede 8 g olacak sekilde distile su iginde eritildikten sonra pH’1
3 olacak sekilde derisik HCI ile ayarlanmistir. Sonrasinda filtreden gegirilerek steril edilmistir

(Vinderola ve Reinheimer, 2003).

3.1.8. Calismada kullanilan cihazlar

Cizelge 3.3 Tez calismasinda kullanilan cihazlar

Cihaz Ad1 Markasi

Inkiibator Binder

Inkiibator J.P. Selecta

Inkiibator M 6040 P (elektro.mag)




Cizelge 3.3 Tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar (devam)

Cihaz Ad1 Markasi
Sterilizator Heraeus
Vortex Velp Scientifica 2x3
Spektrofotometre Shimadzu UV-2450 UV-VIS Spectrophotometer
pH Metre WTW Series-inoLab
Analitik Terazi Ohaus
Hassas Terazi Ohaus
Sogutmali Santrifiij Hermle
Calkalamali Inkiibator Edmund Biihler GmbH

Calkalamali Inkiibator

Innova 44 Incubator Shaker Series

Steril Kabin Esco

Steril kabin Thermo
Isitic1 ve Manyetik Karistirict Labart SH-5
Dikey Jel Elektroforez Sistemi Bio-Rad

Derin dondurucu (-20 °C)

Argelik ve Beko

Buzdolabi (+4 °C)

Argelik ve Beko

Derin Dondurucu (-80 °C)

Haier Bio-Medical

Mikroskop

Olympus

Otoklav

Alp ve Sanyo Labo Autoclave

Mikro Pipetler

Eppendorf Research Pl

CO, Jan

Anaerocult

Blender

Waring Commercial

Ultrasonik Banyo

Bandelin Sonorex

Kumpas

Baytas

36
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3.2. Yontem

Calismadaki LAB izolasyonu, gluten hidrolize eden LAB’larin se¢imi, secilen suglarin
probiyotik niteliklerin belirlenmesi gibi asamalar Sekil 3.1°de verilmistir. Sekil 3.1°de verilen

her bir asamada yapilan ¢alismalar devam eden boliimlerde detayl olarak agiklanmistir.



Kiziltan ve Siyez unundan eksi
maya hazirlanmasi (Boliim 3.2.1)

Un, eksi may‘ A ve hamur
orneklerinden mikroorganizma
izolasyonu, saflastirma, gram pozitif
suslarin ayrilmasi ve saf kiiltiirlerin
stoklanmasi (Boliim 3.2.2)

Gluten hidrolize eden LAB suslarinin
probiyotik niteliklerinin belirlenmesi;
-Diisiik pH’larda canli kalma
-Safrada canli kalma yetenekleri
-Yapay mide sivisinda canli kalma
-LAB’larin antimikrobiyal aktivitesi

Otoagregasyon yetenekleri
Hidrofobisite yetenekleri
(Béliim 3.2.7)

»

Gluten hidrolizi i¢in
optimum kosullarin
belirlenmesi
Aerobik ve anaerobik
kosullarda gluten hidrolizi

Farkli pH’larda gluten
hidrolizi
(Béliim 3.2.8)

GA-1 besiyeri kullamilarak suslarin
gluten hidrolize etme yeteneginin
belirlenmesi
(Boliim 3.2.3)

v

f

Gliadin hidrolizi (Béliim 3.2.6)

A

Secilen suslar ile 33-mer
peptid degradasyonunun
belirlenmesi
(Boliim 3,2.9)

1

Gluten hidrolize etme yetenegi
belirlenen suslardan LAB
olanlarimin secimi (Boliim 3.2.4)

Katalaz testi
Sporulasyon testi
Hareketlilik testi

GA-1 ve GA-2 besiyerinde
LAB suslarmmin gluten hidroliz
yeteneklerinin onaylanmasi
(Boliim 3.2.5)

In vivo G. mellonella larvasi
enfeksiyon denemesi:
(probiyotik nitelikleri ve
gluten hidroliz yetenegi
agisindan segilen bir sus ile)

(Béliim 3.2.10)

Sekil 3.1. Gluten hidrolize etme yetenegine sahip suslarin se¢imi ve bunlarin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi

amaciyla yapilan ¢aligmalarin akigin1 gosteren sema. Bu tez c¢alismasi kapsaminda izole edilmis un, eksi maya ve

ekmek hamuru kokenli suslar ile yapilan ¢alismalar beyaz kutular olarak verilmistir. Daha Onceki bir ¢alismada,

peynirden izole edilmis LAB suslarinin da dahil edildigi ¢alismalar gri renkli kutular olarak verilmistir.

8¢
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3.2.1. Kiziltan ve Siyez unundan eksi maya yapimi

Laboratuvarda Kiziltan ve Siyez unundan iki farkli eksi maya hazirlamak i¢in asagidaki

yol izlenmistir;

1. glin cam kavanozun i¢ine tahta kasikla 1 kasik un, 1 kasik su koyduktan sonra homojen
hale gelene kadar karistirillmistir. Daha sonra cam kavanozun agzi temiz bir bez ile

kapatilmistir. 24 saat oda sicakliginda, dogrudan giines almayan bir yerde bekletilmistir.

2. glin yine ayni saatte 1 kasik un 1 kasik su eklenmistir ve karistirip tekrar cam
kavanozun agzi temiz bir bez ile kapatilmistir. 24 saat oda sicakliginda, dogrudan giines

almayan bir yerde bekletilmistir.

3. giin yine ayni saatte 2 kasik un 2 kasik su eklenmistir ve karistirip tekrar cam
kavanozun agzi temiz bir bez ile kapatilmistir. 24 saat oda sicakliginda, dogrudan giines

almayan bir yerde bekletilmistir.

4. giin yine ayni saatte cam kavanozdaki mayanin yarisin1 alip geriye kalan mayanin
tizerine 2 kasik un 2 kagik su eklenerek mayaya besleme islemi yapilmistir. Tekrar cam
kavanozun agzi temiz bir bez ile kapatilmistir. 24 saat oda sicaklifinda, dogrudan giines

almayan bir yerde bekletilmistir.

5. glinde mayanin beslenmesi i¢in 4. giindeki gibi bir islem uygulanmustir.

Mayanin kabarcikli bir yapis1 ve eksi fakat hos bir kokusu olmustur. Bdylece caligmalara

dahil edilmek iizere hazir hale getirilmistir (Cifci, 2017).

3.2.2. Un, eksi maya ve hamur 6rneklerinden mikroorganizma izolasyonu, saflagtirma

ve saf kiiltiirlerin stoklanmasi

Bu c¢alisma, daha sonraki ¢alismalarda gluten hidrolize etme yetenekleri belirlenecek
olan suslarin izolasyonu ve saflastirilmasi amaciyla yapilmistir. Bu amagla 6ncelikle un, hamur

ve eksi maya orneklerinin diliisyonlart (Cizelge 3.4) hazirlanmstir.
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Orneklerden 10 diliisyondan 107 diliisyonuna kadar bir seri hazirlanmistir. Hazirlanan
diliisyonlarda her 6rnek igin 107 ile 10 araligindaki diliisyonlardan 100 pl alinarak drigalski
spatiilii ile MRS agar, MEA ve M17 agar besiyeri bulunan petrilere ekim yapilmistir. Petriler
35°C’de hem aerobik hem de anaerobik kosullarda (CO3 jarlar1 igerisine konularak) 48 saat (sa)

inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonunda farkl1 sekil, renk ve biiyiikliiklerdeki koloniler secilerek, her bir
koloni izole edildigi besiyeri ile hazirlanmis yatik agar tiiplerine inokiile edilmistir. Tiipler 35
°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda, her tiipten bir 6ze yardimi ile
biiylime alinarak preparat hazirlanmis ve asagida verilen yontemle gram boyamalari yapilmus,
safliklar1 ve morfolojileri belirlenmistir. Inceleme sonucu saf oldugu belirlenen kiiltiirler diger
testler uygulanmak tiizere etiketlenmis ve %20 gliserollii besiyeri bulunan kriyo tiiplere 3
paralel olacak sekilde aktarilarak stok kiltiirleri hazirlanmis ve -20°C ile -80°C derin

dondurucularda saklanmustir.

Karisik oldugu belirlenen kiiltiirler ise saflastirmak amaciyla yeniden MRS agar, MEA
ve M17 agar besiyerlerine tek koloni diisiirmek amaci ile ¢izgi ekimleri yapilmistir. Tek diisen

koloniler yukarida anlatilan sekilde safliklar1 kontrol edilerek stok kiiltiirleri hazirlanmustir.

Cizelge 3.4 izolasyon i¢in kullanilan 6rneklerin hazirlanisi

Ornek izolasyon icin orneklerin hazirlanmisi

Ticari maya (Dr. Qetker) 1 g tartilarak 9 ml SF igerisinde siispanse edilmistir.
Eksi maya (Fethiye/Mugla)

Siyez unu
Kiziltan unu 10 g tartilarak 90 ml SF igerisinde siispanse edilmistir.
Eksi maya (Kiziltan unu)*

Eksi maya (Siyez unu)*

Topguoglu Ekmek Hamuru 25 g tartilarak 225 ml SF ile 6nceden 121°C’de 15 dk

steril edilmis blenderda 1 dk homojenize edilmistir.

*: Eksi mayalar boliim 3.2.1°de tarif edildigi gibi hazirlanmistir.
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Gram boyama: Kiiltiirlerin gram boyamasini yapmak i¢in temiz bir lam iizerine bir damla su

koyduktan sonra steril kosullar altinda kiiltiirden bir 6ze dolusu 6rnek alinmistir. Alinan 6rnek
lam {izerindeki su ile karistirtlip lamin lizerine yayilmistir. Oda sicakliginda bir siire
bekletilerek kurumasi saglanmistir. Kuruyan preperat atesten 3 kere gegirilerek fikse edilmistir.

Gram boyamasi i¢in hazir hale getirilen preparata asagidaki islemler sirasiyla uygulanmistir:

1. Preparatin iizeri kristal viyole boyasi ile kaplandiktan sonra 1 dk bekletilmistir. 1 dk

sonunda fazla boya dokiilerek preparat distile su ile yikanmustir.

2. Yikanan preparatin tizeri lugol ¢ozeltisi ile kaplanmis ve 1 dk bekletildikten

sonra dokiilerek distile su ile yikanmustir.

3. Yikanan preparat iizeri %96’ lik etil alkol ile kaplandiktan sonra 10 saniye(sn)

bekletilmistir ve ardindan hemen distile su ile yikanmistir.

4. Son adim olan safranin boyasi ile preparat kaplandiktan sonra 30 sn bekletilmistir.
30 sn sonunda fazla boya dokiilmiistiir ve preparat distile su yikandiktan sonra oda

sicakliginda kurumak tizere bekletilmistir (Beveridge, 2001).

Oda sicakliginda kuruyan preperat mikroskopta x100 objektifte immersiyon yagi
kullanilarak incelenmistir. Mor renkte boyanan hiicreler gram pozitif, pembe-kirmiz1 renkte
boyanan hiicreler gram negatif olarak degerlendirilmistir. Ayrica hiicre morfolojileri de kayit
edilmistir. LAB’lar gram pozitif olduklarindan, sadece gram pozitif olan suslar gluten hidrolizi

calismalarinda ve diger ¢alismalarda kullanilmak iizere ayirilmistir.

3.2.3.GA-1 besiyeri kullanilarak suslarin gluten hidrolize etme yeteneginin belirlenmesi

Boliim 3.2.2°de eksi mayalardan, Siyez unu ve Kiziltan unu 6rneklerinden elde edilen
gram pozitif suslarin ve ESOGU Gida Mikrobiyolojisi Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda
bulunan (peynirden izole edilmis) suslarin gluten hidrolize etme yetenekleri GA-1 besiyeri
kullanilarak belirlenmistir. Bunun i¢in gluten hidroliz yetenekleri belirlenecek olan tiim suslar

MRS brotha ekilmis 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
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Aktiflenen kiiltiirlerden 10 pl alinarak, GA-1 besiyerlerinin ylizeyine damlatilmis ve 35
°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Calisma her bir sus i¢in 3 paralel halinde yapilmustir.
Inkiibasyon sonunda biitiin petriler Coomassie Brillant Blue R-250 protein boyas1 ile 5 dk
boyanmistir. Daha sonra petrilerdeki fazla boya dokiilmiis, boya uzaklastirma c¢ozeltisi
eklenerek 24 saat bekletilmis ve petrilerdeki hidroliz zonlarinin varligi gézlenmistir (Gerez
vd., 2006; Stefanska vd., 2016). Koloni gelisimi gozlenen GA-1 besiyeri yiizeyinin
boyanmamasi gluten hidrolizini isaret etmistir. Sonug olarak, hidroliz yetenegi olan tiim suslar
daha sonraki caligmalarda kullanilmak {izere ayrilmigtir. Eksi mayalardan, Siyez unu ve
Kiziltan unu 6rneklerinden elde edilmis ve gluten hidrolizi yetenegi belirlenmis olanlarin LAB

olup/olmadiklar1 belirlenmistir.

3.2.4. Gluten hidrolize etme yetenegi belirlenen suslardan LAB olanlarinin se¢imi

Eksi mayalardan, Siyez unu ve Kiziltan unu 6rneklerinden elde edilmis ve Boliim 3.2.3
de GA-1 besiyerinde gluteni hidrolize ettikleri belirlenmis suslardan LAB olanlarin segimini
yapmak lizere agagidaki testler yapilmistir. Ayrica bu suslarin aerobik ve anaerobik kosullarda
biiyiimeleri karsilastirilmistir. Izolatlar MRS plaklarina ¢izgi ekimle ekilmis, 35°C’de hem
aerobik hem de anaerobik kosullarda (CO2’li etiivde) 48 saat inkiibe edilmis ve koloni

biiytimeleri gézlenmistir.

3.2.4.1. Katalaz testi

[zolasyonu yapilan suslarin katalaz enziminin varlig1 bu testle belirlenmistir. Test icin
24-48 saatlik s1v1 ya da kati olarak hazirlanmig bakteri kiiltiirtinden bir 6ze dolusu alinmistir ve
temiz bir lama aktarilmistir. Uzerine 1 damla %3 liik H2O, damlatilmistir. Kabarcik olusumu
gbzlemlenen kiiltiirler pozitif (+) olarak degerlendirilmistir. Katalaz testi %30’luk H2O ile de
ayn1 sekilde yapilmistir (Reiner, 2010; Dinger vd., 2019). LAB anaerobiktir, katalaz enzimi

bulundurmazlar, bu nedenle sadece katalaz negatif olan suslara diger testler uygulanmistir.

3.2.4.2. Spor olusturma

Suslarin spor olusturup olusturmadiklarini belirlemek i¢in malasit yesili ile spor boyamasi

yapilmistir. Sporulasyon besiyerine ekilen suslar 5 giin 35°C’de inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonunda, petrilerde gelisen kolonilerden dze dolusu érnek alinarak iizerinde
bir damla su olan lama yayilmistir. Oda sicakliginda kuruyan preparatlar {i¢ kez atesten
gecirilerek fiksasyon islemi yapilmistir. Su banyosu diizenegi lizerinde preparatlar %5’lik
malasit yesili boyast ile 5 dk boyanmistir ve boyama sirasinda preparatlarin iizerinin
kurumamasi i¢in kurutma kagidi kapatilmistir ve kurutma kagidi lizerinden boya ilavesine
devam edilmistir. 5 dk sonunda kagitlar atilmistir ve preparatlar saf su ile yikanmistir. Ardindan
preparatlarin 30 sn safranin ile boyamasi yapilmistir. 30 sn sonunda fazla boya dokiilerek
preparatlar yeniden saf su ile yitkanmistir ve oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruyan
preparatlar 151k mikroskobunun x 100 objektifi ile immmersiyon yagi kullanilarak incelenmistir.
Sporangiumlar kirmizi, endosporlar ise yesil olarak kayit edilmistir (El¢ioglu, 2010). LAB’lar

spor olusturmazlar, bu nedenle sadece spor olusturmayan suslara sonraki testler uygulanmastir.

3.2.4.3. Hareketlilik testi

Hareketlilik testi asili damla yontemi ile yapilmistir. Bu yontemde ortasi cukur olan 6zel
bir lam kullanilmistir. Bu testte bakteriler MRS brothta aktiflenmistir ve 18-24 saatlik
kiiltiirlerden bir 6ze dolusu alinip lamelin ortasina konulmustur. Lamelin dort kdsesine kiirdan
yardimi ile vazelin siiriilmiistiir. Cukur lamin ¢ukur kismi damlanin tam ortasina gelecek
sekilde lamelin iizerine yerlestirilmis ve ters ¢evrilmistir. Daha sonra 151k mikroskobunun ilk
once x4 objektifinde damla smir1 tespit edilmistir. Damla sinir1 tespit edildikten sonra x40
objektife gecilmistir. Boylece damla igerisinde asili kalan bakterilerin damla sinirindaki
hareketleri rahatlikla gézlemlenmistir (Jain vd., 2020). LAB hareketsizdir, bu nedenle sadece

hareketsiz olan suslar LAB olarak degerlendirilmistir.

3.2.5. GA-1 ve GA-2 Dbesiyerlerinde LAB suslarnmn gluten hidroliz yeteneklerinin

onaylanmasi

Calismanin bu asamasinda, boliim 3.2.4°de katalaz negatif, sporsuz ve hareketsiz olmalari
nedeniyle muhtemel LAB olarak kabul edilen suslar (un, eksi maya ve hamur 6rneklerinden
izole edilmis) ve LAB olduklar1 dnceden belirlenmis suslarin (peynir 6rneklerinden izole

edilmis) gluten hidrolize etme yetenekleri iki farkli gluten besiyerinde onaylanmstir.
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LAB olarak kabul edilen ve gluten hidrolize etme yetenekleri onaylanan toplam 43 susun

orneklere gore dagilimi agsagidaki gibidir:

17 LAB eksi maya 6rneklerinden izole edilmistir,
20 LAB un o6rneklerinden izole edilmistir,
2 LAB hamur 6rneklerinden izole edilmistir,

4 LAB susu peynir 6rneklerinden izole edilmistir.

Gluten hidroliz etme yeteneklerini belirlemek i¢in 6nce GB-1 ve GB-2 adini1 verdigimiz
iki farkli besiyeri kullanilmistir. GB-2 besiyerinin GB-1 besiyerinden farki, tek “azot kaynag1”
olarak gluten icermesidir. GA-1 ve GA-2 besiyerleri ise, GB-1 ve GB-2 besiyerlerinin kati
halidir.

LAB Kiiltiirleri MRS broth besiyerine ekilmis ve 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Aktiflenen LAB kiiltiirlerinin  hiicre yogunluklari, Mc Farland 0,5 standartina gore
ayarlanmigtir.  Yogunluklar1 ayarlanmis kiiltiirlerin 6nceden hazirlanmig GB-1 besiyerine
ekimleri yapilmistir ve tekrar 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi
bu kiiltlirlerden 10 pl alinarak, icinde GA-1 besiyeri bulunan petrilere damla yontemi ile ekim
yapilmis ve petriler 35°C’de 24 saat, aerobik ve anaerobik kosullarda inkiibe edilmistir.
Calisma her bir sus icin 3 paralel olacak sekilde calisilmistir. Inkiibasyon sonrasi petrilerin
yiizeyleri Coomassie Brillant Blue R-250 protein boyasi ile kaplanmis ve 5 dakika bu boya ile
bekletilmistir. Daha sonra petrilerdeki fazla boya dokiilmiis ve boya uzaklastirma ¢ozeltisi
eklenerek 24 saat bekletilmistir. 24 saat sonunda petrilerdeki hidroliz zonlarinin varligi kontrol

edilmistir (Wehrle vd., 1999).

LAB’larin tek azot kaynagi olarak gluteni kullanabilme yetenekleri GB-2 ve GA-2
besiyeri ile belirlenmistir. LAB suslar1 dnce MRS broth besiyerine ekilerek 35°C’de 24 saatlik
inkiibe edilerek aktiflenmistir. Aktiflenen LAB kiiltiirlerinin hiicre yogunluklart Mc Farland 0,5
standartina gore ayarlanmistir. Yogunluklar1 ayarlanmis kiiltiirlerin 6nceden hazirlanmig GB-2
besiyerine ekimleri yapilmstir ve tekrar 35°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasi, yukarida anlatilan sekilde, GA-2 besiyerine ekilerek, aerobik ve anaerobik kosullarda
inkiibe edilmis ve hidroliz zonlarinin varligi kayit edilmistir (Gerez vd., 2006; Stefanska vd.,
2016)
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3.2.6. Gliadin hidrolizi

Bu asamada bir onceki denemede gluten hidrolizi onaylanan LAB suslarinin, bugday

gluteninin baslica immiinojenik bileseni olan gliadini hidrolize etme yetenegi belirlenmistir.

Gliadin testinde tiim gluten hidrolize edebilen suslar degil, sadece segilmis suslar
kullanilmistir. Daha sonraki caligmalardaki is yogunlugunu azaltabilmek ve daha 6nemlisi,
farkl: tiirlere ait suslarla calismay1 garanti edebilmek amaciyla boyle bir se¢im yapilmistir. Bu
secim, Oncelikle suslarin izole edildikleri Orneklerin tiiriine ve hidroliz zonlarmin
biiytlikliiklerine gore yapilmis, sonra da bakteri morfolojileri dikkate alinmistir. Boylece 12
LAB susu secilmistir. Secilen 12 sus icerisinde siyez unundan elde edilen 4 sus vardir; 65 ve
68 no.lu suslar basil, 107 ve 108 no.lu suslar ise koko-basil morfolojidedir. Kiziltan unundan
izole edilen 2 sus; 23 ve 24 no.lu suslar kok formundadir. Eksi mayadan (Mugla-Fethiye) izole
edilen 2 sus; 16 ve 28 no.lu suslar ise basil formundadir. Peynirden izole edilen suslar ise; 11P,
16P, 38P ve 104P’dir.

Segilen suslar MRS broth besiyerine ekilmis ve 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Aktiflenen LAB kiiltiirlerinin  Mc Farland 0,5 standartina gore hiicre yogunluklar
ayarlanmistir. Hiicre yogunlugu ayarlanan her bir kiiltiir, gliadine adaptasyon amaciyla 6nce
GGB besiyerine ekilmis, 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Bu islem iki kez yapilmistir. GGB
de ikinci aktifleme agamasindan sonra, 6nceden hazirlanmis GGA besiyeri yiizeyine damla
ekim yontemi ile 10 pl ekim yapilmistir. Ekimi yapilan petriler 35°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Calisma her bir sus i¢in 3 paralel olacak sekilde calisilmistir. Pozitif kontrol susu
olarak P. aeruginosa negatif kontrol susu olarak ise peynirden izole edilmis ve gluten hidrolizi
yapmadig1 bilinen 10P kodlu sus ¢alismaya dahil edilmistir. Inkiibasyon sonrasi petriler
hazirlanan Coomassie Brillant Blue R-250 protein boyasi ile 5 dk boyanmistir. Daha sonra
petrilerdeki fazla boya dokiilmiistiir ve petrilere boya uzaklastirma ¢ozeltisi eklenerek 24 saat
bekletilmistir. 24 saat sonunda petrilerdeki hidroliz zonlarinin varligi kontrol edilmistir (M hir
vd., 2008).
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3.2.7. Gluten hidrolize eden LAB suslarinin probiyotik niteliklerinin belirlenmesi

Probiyotik niteliklerin belirlenmesine yonelik tiim testler; un, eksi maya ve ekmek

hamuru kokenli olan ve gluten hidrolize eden 39 LAB susu iizerinde uygulanmustir.

Bu amagla; diisikk pH’da canli kalma, safrada canli kalma, yapay mide sivisinda canli
kalma, otoagregasyon ve hidrofobisite yetenekleri belirlenmistir. Ayrica bu LAB suslarininin

antimikrobiyal aktiviteleri, proteolitik 6zellikleri ve glukozdan gaz tiretimleri de belirlenmistir.

Peynirden izole edilen ve gluten hidrolize eden 4 LAB susunun (11P, 16P, 38P ve 104P),
yukarida belirtilen temel probiyotik nitelikleri ve diger testleri dnceden belirlenmis oldugu icin,

bu ¢alismada sadece otoagregasyon ve hidrofobisite testleri yapilmistir.

3.2.7.1. Diisiik pH’larda canh kalma vetenekleri

LAB suslarinin farkli pH’larda canli kalabilme yeteneklerini belirlemek i¢in; pH’lar 1,
2, 3 ve 4 olan 5 ml MRS broth besiyeri hazirlanmistir. MRS broth (pH5,7) besiyerinde
aktiflenen kiiltiirlerin hiicre yogunluklart Mc Farland 1’ e gore (3x10® kob/ml) gore hiicre
ayarlanmistir. Ayni zamanda pHS5,7 kontrol grubu olarak ayrica ¢alisilmistir. Hiicre yogunlugu
ayarlanan kiiltiirler ayr1 ayr1 MRS broth pH1, pH2, pH3 ve pH4 besiyeri olan tiiplere 50 pl
ekilmistir. 0., 1., 2., 3., 4. ve 8. saatlerde her bir tiipten 6rnek alip MRS agar besiyerin bulunan
petrilere yayma ekimler yapilmustir. Petriler 37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
petrilerdeki biiylime varlig1 gozlemlenmistir ve kayit edilmistir. Calisma her sus i¢in 2 paralel

olarak ¢alisilmistir (Abanoz, 2014).

3.2.7.2. Safrada canh kalma vetenekleri

Izole edilmis LAB suslarmim %0,3 ve %0,6 oraninda safra iceren cift kuvvetli MRS

broth besiyerinde canli kalabilme yeteneklerini belirlenmistir.

Cift kuvvetli MRS broth besiyeri vidali kapakli tiiplere %0,3 ve %0,6 oraninda safra
igerecek sekilde ayr1 ayri her sus i¢in hazirlanmigtir. MRS broht pH5,7 besiyerinde aktiflenen

kiiltiirlerin Mc Farland 1°e (3x108 kob/ml) gére hiicre yogunluklar1 ayarlanmistir.
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Ayni zamanda pH5,7 kontrol grubu olarak ayrica ¢alisilmistir. Hiicre yogunlugu ayarlanan
kiiltiirler ayri ayr tiiplere %0,3 ve %0,6 oraninda safra bulunan ¢ift kuvvetli MRS broth besiyeri
olan tiiplere 50 pl ekimleri yapilmistir. 0., 1., 2., 3., 4. ve 8. saatlerde her bir tlipten 6rnek alip
MRS agar besiyerin bulunan petrilere yayma ekimler yapilmistir. Petriler 37°C’de inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda petrilerdeki biiyiime varligi gdzlemlenmistir ve kayit edilmistir.

Calisma her sus i¢in 2 paralel olarak ¢alisilmistir (Abanoz, 2014).

3.2.7.3. Yapay mide sivisinda canh kalma

LAB suglarinin pH’1 2 ve 3 olan yapay mide sivisinda canli kalabilme yetenekleri
belirlenmistir. Bunun i¢in vidali kapakl: tiiplere 5 ml olacak sekilde, pH’ 1 2 ve 3 olan yapay
mide sivist hazirlanmistir. MRS broht pH5,7 besiyerinde aktiflenen kiiltiirlerin Mc Farland 1°
e (3x10® kob/ml) gére hiicre yogunluklari ayarlanmistir. Ayni zamanda pH5,7 kontrol grubu
olarak ayrica calisilmistir. Hiicre yogunlugu ayarlanan kiiltiirler ayr1 ayr1 mide sivist pH2 ve
mide stvist pH3 ortami olan tiiplere 50 pl ekimleri yapilmistir. 0., 1., 2., 3., 4. ve 8. saatlerde
her bir tiipten 6rnek alip MRS agar besiyerin bulunan petrilere yayma ekimler yapilmistir.
Petriler 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda petrilerdeki biiyiime varlig

gbzlemlenmistir ve kayit edilmistir. Calisma her sus i¢in 2 paralel olarak ¢alisilmistir (Abanoz,
2014).

3.2.7.4. Otoagregasyon yetenekleri

Otoagregasyon yetenegi, probiyotik olarak adlandirilan ayn1 tiir LAB susunun bir araya
gelerek bagirsakta koloni olusturmasi ve patojenlere kars1 bagirsak sistemine yarar saglamalari
agisindan 6nem kazanmaktadir (Abouloifa vd., 2020). izolasyon ile elde edilen 39 LAB
susundan farkli kaynaklardan ve farkli morfolojiye sahip olmasina dikkat edilerek segilen 8
tane LAB susunun ve daha once peynirden izole edilmis 4 tane LAB susunun otoagregasyon
ozellikleri bu ¢alisma ile belirlenmistir. Calismada suslar MRS broth besiyerinde 35°C’de 18-
24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler 6000 rpm’de +4 °C’de 10 dk
santrifiijlenmistir, Siipernatan atilmistir. Geriye kalan hiicre pelletleri 2 kez PBS (Fosfat
tamponlu tuz ¢ozletisi) ile yikanmistir. Yikanan hiicrelerin yine PBS ile hiicre siispansiyonlar1

600 nm’de 1.04+0.05 absorbans verecek sekilde ayarlanmistir.
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Daha sonra 37°C’de 4 saat bekletilmistir. 4 saat sonunda listte kalan sulu faz dikkatlice ¢ekip
600 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir ve kayit edilmistir (Rokana vd., 2018; Bilginer ve Cetin,
2019; Dlamini vd.,2019).

Otoagregasyon yetenekleri asagidaki formiil ile hesaplanmistir:

% Otoagregasyon: [(OD1-OD-)/OD1]x100
OD:: Olgiilen ilk absorbans degeri
OD:z: 4 saat sonraki absorbans degeri

3.2.7.5. Hidrofobisite yetenekleri

LAB’larin hidrofobisite Ozelliklerine sahip olmasi bagirsagin i¢ duvar yiizeyinde
patojenlere karsi duvar gorevi gorerek savunma mekanizmasi olusturmasi ve bagirsak yapisinin
bozulmadan kalabilmesi igin olduk¢a onemlidir. izolasyon ile elde edilen 39 LAB susu
arasindan farkli kaynaklardan ve farkli morfolojiye sahip olmasina dikkat edilerek 8 tane LAB
susunun ve daha dnce peynirden izole edilmis 4 tane LAB susunun hidrofobisite kapasitesi bu
calisma ile belirlenmistir. Calismada suslar MRS broth besiyerinde 35°C’de 18-24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirler 6000 rpm’de +4 °C’de 10 dk santrifiijlenmistir.
Siipernatan atilmistir. Geriye kalan hiicre pelletleri 2 kez PUM (Fosfat iire magnezyum siilfat)
tamponu ile yikanmustir. Yikanan hiicrelerin yine PUM tamponu ile hiicre slispansiyonlar1 600
nm’de 1,0+0,05 absorbans verecek sekilde ayarlanmistir. Daha sonra temiz bir cam tiipe 6 ml
hiicre siispansiyonundan eklenmistir ve lizerine 2 ml xylen konulmustur. Tiiplerin agz
kapatilmistir ve 37°C’de 10 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda biitiin tiipler 15 sn
vortekslenmistir. Ardindan faz ayrimi i¢in 37°C’de 20 dk inkiibe edilmistir. 20 dk sonunda iistte
kalan faz dikkatlice ¢ekilip 600 nm’de absorbans kuvars kiivet kullanilarak ol¢lilmiistiir ve

kayit edilmistir (Rosenberg vd., 1980; Rokana vd., 2018).

Hidrofobisite yetenekleri asagidaki formiil ile hesaplanmistir:

% Hidrofobisite : [(OD1-ODy)/OD1]x100
OD:: Olgiilen ilk absorbans degeri
ODt: t zaman sonraki sulu fazin absorbans degeri
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3.2.7.6. LAB’larin antimikrobiyal aktivitesi

Antimikrobiyal aktivitesi belirlenmek istenen 39 LAB susunun 24 saatlik kiiltiirleri igin
onceden hazirlanmig MRS broth besiyerine ekimleri yapilmistir. Ayn1 zamanda calismada
kullanilacak test mikroorganizmalar1 da biiyiime gosterdikleri besiyerlerine gore (NB ve MEB)
ekimleri yapilarak aktiflenmigtir. MEA ve MHA besiyerleri hazirlanmistir ve petrilere
dokiilmistiir. Petriler 3 paralel olarak etiketlenmistir. 24 saatlik kiiltiirlerin hiicre yogunluklari

ekim yapilmamus s1v1 besiyerleri ile Mc Farland 0,5’e (1,5x108 kob/ml) gére ayarlanmistir.

Hiicre yogunluklar1 ayarlanan test mikroorganizmalarmin 1072 diliisyonu hazirlanmistir.
Petrilere 0,1ml konulup Drigalski spatiilii ile yayma ekimi ger¢eklestirilmistir. Oda sicakliginda
ylizeyi hafif kuruyan petrilere Mc Farland 0,5’e (1,5x108 kob/ml) goére hiicre yogunlugu
ayarlanan LAB suslar1 damla ekim yontemi ile 10 pl ekilmistir. Ekimi yapilan petriler test
mikroorganizmalarinin biiyiime sicakliklarina gore (28°C ve 37°C) 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucundan inhibisyon zonu gdzlemlenen petrilerdeki zon caplari kumpas yardimi

ile ol¢iiliip kay1t edilmistir (Ertekin ve Con, 2014).

3.2.7.7. LAB’larin proteolitik 6zelliklerinin belirlenmesi

Skim milk hidrolizi

Otuzdokuz LAB susunun proteolitik aktivitesini belirlemek i¢in, kiiltiirler MRS broth
besiyerinde 18-24 saat aktiflendikten sonra 6000 rpm’de 5 dk santrifiij edilmistir. Stipernatan
atilmistir. Serum fizyolojik ile bakteri hiicreleri bir kez yikanmistir. LAB Kkiiltiirlerinin Mc
Farland 0,5’e (1,5x10% kob/ml) gore hiicre yogunlugu ayarlanmistir. Daha sonra dnceden
petrilere hazirlanan Skim milk agarli besiyerlerine 5 pl spot ekimleri yapilmistir. Her kiiltiir
i¢in 3 paralel olarak ¢alisilmistir. 35°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra petrilerde olusan zon

caplart mm cinsinden Ol¢iilerek proteolitik aktivite 6zellikleri belirlenmistir (Franciosi vd.,
2009).
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Kazein hidrolizi

Kazein hidrolizini test etmek amaci ile kazein agar besiyeri hazirlanmistir. Kazein
hidrolizi test edilecek 39 LAB susunun MRS broth besiyerinde 35°C’de 18 saatlik kiiltiirleri
hazirlanmistir. 18 saatlik kiiltiirler 6000 rpm’de 10 dk santrifiijlenmistir ve hiicrelerin hiicre
yogunluklar1 SF ile Mc Farland 0,5’e (1,5x10% kob/ml) gore ayarlanmustir. 39 LAB susunun 3
paralel c¢alisilacak sekilde petrilere etiketleri yapilmistir. Ardindan damla ekim ydntemi
kullanilarak her bir susun petriye 10 pl ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan petriler 35°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol susu olarak Pseudomonas aeruginosa susu ile
calisilmistir ve 28°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Negatif kontrol susu olarak ise E. coli ile
calisilmistir ve 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir (Ramati, 2017).

Jelatin hidrolizi

Jelatin hidrolizi yetenegi belirlenecek 39 LAB susunun MRS broth besiyerinde 35°C’de
18 saatlik kiiltlirleri hazirlanmistir. On sekiz saatlik kiiltiirler 6000 rpm’de 10 dk
santrifiijlenmistir ve hiicrelerin hiicre yogunluklar1 SF ile Mc Farland 0,5’e (1,5x108 kob/ml)
gore ayarlanmistir. LAB suslar1 +4°C’de dik olarak dondurulmus jelatin agar besiyeri igeren
tiiplere, saplama yontemi ile, li¢ paralel halinde ekilmistir. Ekimi yapilan tiipler 35°C’de 48 saat
inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol susu olarak Staphylococcus aureus susu ¢alisiimis ve 37°C’de
48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda biitiin tiipler +4°C’de 1 saat bekletilmistir. Bir
saatin sonunda jelatin agar besiyerinin sivi halde ve katilagmadigi goriilen tiipler jelatinaz
hidrolizi pozitif (+) olarak degerlendirilmistir. Negatif (-) tliplerde ise siv1 jelatin agar
besiyerinin tekrar katilastigi goriilmiistiir. Ekim yapilmamus tiipler de kontrol olarak ¢alismaya
dahil edilmistir (Ekpenyong, 2016).

3.2.7.8. Glukozdan gaz iiretimi

Glukoz fermantasyonu ile LAB suslarmin glukozdan gaz iiretip iiretmedigini test etmek

icin MRS broth besiyerleri hazirlanmistir ve vidali kapakli cam tiiplere 5 ml dagitilmistir.
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Ayrica durham tlipii de bu besiyerini igeren tiiplerin igine birer tane konulmus ve steril
edilmistir. Calisma 3 paralel olarak yiiriitiilmiistiir. 24 saatlik aktiflenmis LAB kiiltiirlerinin Mc
Farland 0,5’e (1,5x108 kob/ml) gore hiicre yogunlugu ayarlanmistir ve 50 pl alinarak durham
tiipii bulunan besiyerlerine ekim yapilmistir. Ardindan 35°C’de 72 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda durham tiiplerindeki gaz ¢ikisinin varligma bakilarak sonuglar
degerlendirilmistir. Glukoz fermentasyonu ile mikroorganizmalar iki grupta degerlendirilir.
Sadece laktik asit lireten mikroorganizmalar homofermentatif, glukozu birden ¢ok tiriine (asetik
karbon dioksit, asit, etanol, formik asit gibi) fermente edebilen mikroorganizmalar ise
heterofermentatiftir (Dallal vd., 2017).

3.2.8 Gluten hidrolizi icin optimum kosullarin belirlenmesi

3.2.8.1. Aerobik ve anaerobik kosullarda gluten hidrolizi

Segilen 12 LAB susunun gliadin hidrolize etme yetenekleri belirlendikten sonra,
bunlarin gluten hidrolize edebilmeleri i¢in optimum kosullar belirlenmistir. Ilk olarak aerobik
ve anaerobik ortam kosullarinda ireme ve gluten hidrolizi yeteneklerine bakilmistir. MRS
broth besiyerinde aktiflenen toplam 12 LAB susu 35°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda Mc Farland 0,5 standartina gore kiiltiir yogunluklar1 ayarlanmis ve
adaptasyon amaciyla i¢inde GB-2 besiyeri bulunan tiiplere 50 ul ekim yapilmistir. GB-2
besiyeri tiiplerine ekimi yapilan suslar 35°C’de 24 saat aerobik ve anaerobik ortam kosulunda
inkiibasyona birakilmigtir. Daha sonra GA-2 besiyeri hazirlanan petrilere 10 pul damla yontemi
ile ekim yapilmustir. Petriler tekrar 35°C’de 24 saat aerobik ve anaerobik ortamda inkiibasyona
birakilmigtir ve inkiibasyon sonucu petrideki zon caplar1 oOlglilerek mm cinsinden kayit

edilmistir.

3.2.8.2. Farkh pH diizevlerinde gluten hidrolizi

Mide ve bagirsak pH’1 dikkate alinarak, gluten hidrolizi i¢in pH3 - pHS8 aralig
kullanilmistir (Fallingborg, 1999). Belirlenen bu pH’lar ile gluten igeren ortamda LAB’larin
canli kalma yetenekleri ¢alisilmistir. Kiziltan unundan izole edilen 23 ve 24 suslar (kok
formundaki LAB’lar) Siyez unundan izole edilen 68 ve 107 no.lu suslar (basil-kokobasil
formundaki suslar) MRS broth besiyerinde 35°C’de 24 saat aktiflenmistir.
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Aktiflenen suslar kiiltiir yogunlugu Mc Farland 1 standartina gére ayarlanmistir. Vidali kapakli
cam tiiplere 5 ml hazirlanan GB-2 besiyerine (pH=5,7) ekimleri yapilarak 35°C’de 24 saat
ikinci aktiflemeleri yapilmistir. 50 ml GB-2 besiyerleri ayr1 ayr1 pH3, pH4, pHS, pH6, pH7 ve
pH8’e ayarlanmistir. 3 paralel olarak yapilan ¢calismada 0., 2., 4. 8., 16., 24., 32. ve 48. saatler
dilimlerinde 6rnekler alinmistir ve pH’lar1 kaydedilmistir. Ayrica ayni anda 10 pl 6rnekler
alinmis ve GA-2 besiyerine damlatilmis ve 35°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra zon ¢aplari
Ol¢iilmiistiir. Daha sonra 23 ve 107 no.lu (Siyez ve Kiziltan unundan izole edilen kok ve basil
formda iki sus) LAB suslari, pH’1 3 ve pH’14 olan 50 ml GB-2 besiyerlerine ekilmis ve 35°C’de

48 saat inkiibe edilmistir.

Mide pH’1 g6z éniinde bulundurularak pH3 ve pH4 secilmistir. inkiibasyonun baginda ve
2., 4. 8., 16., 24., 32. ve 48. saatlerinde hiicre kiiltiirinden alinan 1 ml 6rnekler MRS agar
ylizeylerine yayma ekim yontemiyle ekilmis ve 35°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra koloni
sayimi yapilarak sonuglari kayit edilmistir. Ayrica ayn1 anda 10 pl 6rnekler GA-2 besiyerine
ekimler yapilmis ve zon ¢aplar1 dlglilmistiir. Boylece, GB-2 besiyerinde iki susun biiytime
egrisi ¢ikarilmis ve bu biiyiime egrisindeki zaman araliklarina karsilik gelen hidroliz zon ¢aplari

Olgtilmiistiir.

3.2.9. Secilen suslar ile Enzim Bagh Immiinosorbent (ELISA) test Kiti kullanilarak 33-
mer peptid degradasyonunun belirlenmesi

Secilen probiyotik LAB suslarinin 33-mer peptid hidrolizi yapabildigini belirleyebilmek
icin bu test yapilmistir. Bu amagla AgraQuant Gluten G12 test kiti kullanilmis ve iireticinin
talimatlar1 uygulanmigtir. Bunun i¢in un 6rnegine dogrudan LAB suslari inokiile edilmis ve
37°C’de 72 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda 0,25 g érnek alinarak test uygulanmus,
kontrole gore 33-mer peptid konsantrasyonundaki diisiis, bu peptidin hidrolize edildigini isaret

etmistir.
Deney asagidaki asamalar takip edilerek yapilmistir:
1. Ornek 0,25 g tartilip, iizerine 2,5 ml kitin igerisinden cikan ekstraksiyon tamponundan

eklenmistir. Vortekslenerek karigtirilmistir.

2. Ekstraklar1 50°C’de 40 dk inkiibe edilmistir. Belirli araliklarla vortekslenmistir.
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3. Inkiibasyondan sonra ekstraklar1 sogutup sonra iizerine 7,5 ml %80°lik etanol eklenip
vortekslenmistir.

4. Oda sicakliginda 120 rpm’de 60 dk ¢alkalanmistir.

5. Partikiil ¢ozeltisi ile slipernatant arasinda berrak sulu bir faz elde etmek i¢n 2000 g’de
10dk oda sicakliginda santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi siipernatanti (ekstrakti) yeni
temiz bir tiipe alinir.

6. Kit igerisindeki antikor kapli 8’li striplerin ilk kuyusuna standartlardan (0, 4, 20, 80 ve
200 ppm ) 100 pl konmustur. Geriye kalan kuyulara da calisilacak ekstraklar sirasiyla
100 pl konmustur.

7. Oda sicakliginda 20 dk inkiibe edilmistir.

8. Mikrokuyulardaki 6rnekler atik kabina bosaltilip yikama tamponu ile 5 kez yikanmistir.

9. Besinci yikamadan sonra havlu kagit ile kurulanmistir.

10. Yesil kapakli sisedeki konjugattan bir miktar ayr1 bir yere bosaltilip her kuyuya 100 pl
konmustur.

11. Oda sicakliginda 20 dk inkiibe edilmistir.

12. Mikrokuyulardaki 6rnekler atik kabina bosaltilip yikama tamponu ile 5 kez yikanmustir.

13. Besinci yikamadan sonra havlu kagit ile kurulanmaistir.

14. Mavi kapakli sisedeki substrattan bir miktar ayr1 bir yere bosaltilip her kuyuya 100 pl
konmustur.

15. Oda sicakliginda ve karanlikta 20 dk inkiibe edilmistir.

16. Kirmiz1 kapakli sisedeki reaksiyonu durdurucu soliisyondan bir miktar ayri bir yere
bosaltilip her kuyuya 100 pl konmustur.

17. Kuyular ELISA reader ile 450 nm’de okunmustur.

3.2.10. G. mellonella larvalar ile in vivo enfeksiyon denemesi

LAB suglari ile yapilan gluten/gliadin/33-mer peptid hidrolizi ¢aligmalarindan elde
edilen sonuglar ve probiyotik nitelikleri dikkate alinarak 107 no.lu sus se¢ilmis ve patojenitesi

belirlenmistir.

Bu in vivo test ile ortaya konmak istenen sey, oncelikle probiyotik olarak kullanim
olanagimi arastirdigimiz 107 no.lu LAB susunun, konakta enfeksiyon meydana getirme riskini

belirlemektir. Patojen sus olarak E. coli O157:H7 kullanilmustir.
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Larvalarin dolagim sistemine 107 no.lu sus ve/veya E. coli O157:H7 enjekte edilmis ve 24-48
saat sonunda canli kalan, 6len ve inflamasyon belirtisi gdsteren larvalarin sayis1 kayit edilmistir.

Sonug olarak G. mellonella larvalarinin hayatta kalim ytizdeleri hesaplanmustir.

3.2.10.1. G. mellonella larvalarimin cogaltilmasi

Calismalarda kullanilan konak kiiltiir, Kocaeli Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Hayvan Fizyolojisi laboratuvarinda bulunan G. mellonella larva, pupa ve
ergin bireylerin konak stok kiiltiirlinden alinmasi ile olusturulmustur (Sekil 3.2). Pupa evresini
tamamlayan 3 disi ve 3 erkek G. mellonella erginlerinin yumurta birakmasi i¢in 2,5 g i¢i bos
siyah petek bulunan, 1 litrelik (L) cam kavanozlara konulmasi ile siiksesif kiiltiir bastan

olusturulmustur (Sekil 3.3).

Cam kavanozlarin agizlar hava sirkiilasyonunu engellemeyecek sekilde bez ortiilerek,
paket lastigi ile sabitlenmistir. Sonrasinda larvalarin disar1 kagmasini engellemek i¢in cam
kavanozlarin agizlar iizerine delikler agilan metal kavanoz kapaklari ile kapatilmistir. Cam
kavanozlar laboratuvarda uygun sartlar saglanarak (28 + 2°C sicaklik, nem ve 12: 12 saat (A:K)
fotoperiyot) tutulmustur. Siyah petek lizerine disi G. mellonella’lar tarafindan birakilan
yumurtalarin agilmasiyla kavanozlara dnceden hazirlanmis olan Bronskill (1961) tarafindan
oOnerilen sentetik besinin Sak vd., (2006) tarafindan kepek miktarinin modifiye edilmis hali olan
sentetik besin eklemesi yapilmistir (Sekil 3.4). Ug¢ giinde bir cam kavanozlarin bakimi
yapilmistir ve yar1 sentetik besin takviye edilmistir. Bir cam kavanozdaki larva popiilasyon
yogunluguna gore larvalar iki kavanoza boliinmiistiir. Cam kavanozlarda biiyiiyen son evre
larvalar1, pupalagsmalarini kolaylastirmak i¢in akordiyon seklinde katlanip kavanozlarin igine
yerlestirilmis kurutma kagitlar1 bulunan bagka 1 L’ lik kavanozlara alinmistir ve yalnizca
delinmis metal kapaklarla kapatilmistir (Sekil 3.5). Ergin kelebekler stok kiiltiiriin devami ve

doz deneme caligsmasi i¢in yapilacak siiksesif kiiltiiriin olusturulmasi i¢in kullanilmistir.
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Sekil 3.2 G. mellonella (a: larva b: pupa c:ergin bireyler) (Ozbek, 2012)

Sekil 3.3 G. mellonella ergin bireyler ve yumurta birakmasi i¢in kullanilan i¢i bos siyah petek
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Sekil 3.4 G. mellonella larvasi igin 6nerilen sentetik besin. a:modifiye edilmis hali olan sentetik
besin b: G. mellonella larvalar

Sekil 3.5 G. mellonella (a:son evre larvalari b: kozaya girmis hali)
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3.2.10.2. G. mellonella enfeksivon testi icin doz calismasi

Bu test probiyotik susun konakta enfeksiyona neden olma potansiyelini ortaya koymak

icin yapilmustir.

Calismada pozitif kontrol olarak patojen E. coli O157:H7 susu kullanilmistir. Enterik
bakteriler ailesinden olup, memeli hayvanlarin bagirsak mikrobiyotasinda bulunan, basil
formda gram negatif bir bakteridir. E. coli O157:H7 susu, enteropatojenik Ozellikler tasir ve
Siga toksinleri salgilar. Yol agtig1 hastalik hemorajik kolit olarak adlandirilir. E. coli O157:H7
icin kullanilan hiicre yogunlugu dozu; 10® kob/ml, 10* kob/ml ve 10° kob/ml; 107 no.lu sus
icin kullanilan hiicre yogunlugu dozu ise; 10® kob/ml, 107 kob/ml, 102 kob/ml ve 10° kob/ml
seklinde hazirlanmistir. Her bir doz grubu 3 paralel olarak ¢alisilmistir. Her bir grup icin 16
saglikli larva segilmistir. Ayrica hicbir muamele goérmemis grup ve hiicre yogunluklarini
ayarlamak i¢in kullanilan serum fizyolojik enjekte edilen grup kontrol gruplar1 olarak ¢alismaya

dahil edilmistir.

E. coli O157:H7 susu NB besiyerinde 37°C’de 24 saat aktiflenirken, 107 no.lu LAB susu
MRS broth besiyerinde 35°C’de 24 saat aktiflenmistir. Inkiibasyon sonunda iki sus 6000 rpm

de 5 dk santrifiijlenmistir.

Siipernatant atilmig bakteri hiicreleri (pellet) 1 kez SF (Serum fizyolojik) ile yikanmustir.
Daha sonra hiicre pelletleri SF ile siispanse edilmistir ve belirlenen hiicre yogunluklar1 Mc

Farland 0,5 standartina gore spektrofotometrede (Shimadzu UV-2450 UV-VIS) ayarlanmistir.

Cam petrilere gruplar halinde ayrilan larvalar etiketlenerek hazir hale getirilmistir (Sekil
3.6). Ayrica steril cam petrilere 10 pl yogunlugu ayarlanmis hiicre kiiltiirleri damlatilip, 1ml’lik
steril insiilin igneleri ile ¢ekilerek enjeksiyon islemi i¢in hazirlanmistir. Larvalar1 enjeksiyon
islemine hazirlamak icin ventral bolgesinde yer alan proleglerin (karin ¢ikintilart) oldugu yerler
steril ekiivyon yardimi ile %70’lik etil alkol kullanilarak steril edilmistir (Sekil 3.7). Steril
edilen her larva grubuna uygun konsantrasyondaki dozlar sirayla enjekte edilmistir (Sekil 3.8).
Enjeksiyon sonrasi biitiin gruplar 37°C’de 24-72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sirasinda her giin canli, hasta ve olii larva sayilar1 fotograflanarak kayit edilmistir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/%C5%9Eiga_toksinleri
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Bu ¢aligsma sonunda probiyotik susun ve pozitif kontrol olan E. coli O157:H7 LDso degeri
belirlenmis ve daha sonra yapilacak olan koruyucu ve tedavi edici etki belirleme ¢alismalarinda

bu dozlar kullanilmastir.

Sekil 3.6 Cam petrilere gruplar halinde ayrilan G. mellonella larvalari

Sekil 3.7 G. mellonella larvasi prolegleri ve %70’lik etil alkol ile steril edilmesi
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Sekil 3.8 Steril edilen G. mellonella larvasina enjeksiyon islemi

3.2.10.3. G. mellonella iizerine tedavi edici ve koruvucu etki calismasi

Yapilan doz denemesi ¢alismasindan sonra G. mellonella larvalarina enjekte edilecek
patojen E. coli O157:H7 susu igin deneyde larvalarda LDso degerine ulastigimiz doz olan 10°

kob/ml’ye karar verilmistir.

Probiyotik sus olarak kullanilan koko-basil formda gram pozitif bir LAB olan 107 no.lu
susun hiicre yogunlugu dozu ise; 10% kob/ml ve10°® kob/ml olarak iki farkli doz belirlenmistir.
Her bir doz grubu 3 paralel olarak ¢alisilmistir. Her bir grup i¢in 16 saglikli larva secilmistir.
Ayrica hi¢cbir muamele gérmemis grup ve hiicre yogunluklarini ayarlamak i¢in kullanilan serum

fizyolojik enjekte edilen grupta kontrol gruplari olarak ¢alismaya dahil edilmistir.

E. coli O157:H7 susu NB besiyerinde 37°C’de 24 saat aktiflenirken, 107 no.lu LAB susu
MRS broth besiyerinde 35°C’de 24 saat aktiflenmistir. Inkiibasyon sonunda iki sus 6000
rpm’de 5 dk santrifiijlenmistir. Siipernatan atilmistir. Bakteri hiicreleri 1 kez SF ile yikanmistir.
Daha sonra hiicre pelletleri SF ile siispanse edilmistir ve belirlenen hiicre yogunluklar1 Mc

Farland 0,5 standartina gore spektrofotometrede (Shimadzu UV-2450 UV-VIS) ayarlanmistir.
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Cam petrilere ¢alisma gruplarma goére G. mellonella larvalari alinmistir. Larvalar
enjeksiyon islemine hazirlamak i¢in ventral bolgesinde yer alan proleglerin (karin ¢ikintilari)
oldugu yerler steril ekiivyon yardimi ile %70’lik etil alkol kullanilarak steril edilmistir (Sekil
3.7).

1. deney grubu olarak probiyotik 6zellikleri oldugunu bildigimiz 107 no.lu LAB susunun
E. coli O157:H7 kars1 koruyucu etkisine bakilmistir. Bunun i¢in hiicre yogunlugu ayarlanan iki
bakteri kiiltiiriinden ilk 6nce G. mellonella larvasinin sol proleg agikligindan 5 ul 107 no.lu
LAB susu enjekte edilmistir. Ardindan 2 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 2 saat
sonunda sag proleg agikligindan E. coli O157:H7 susu 5 pl enjekte edilmistir. Enjeksiyon
sonras1 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasi canli, hasta ve 6lii larva

sayilar1 fotograflanarak kayit edilmistir.

2. deney grubu olarak ise 107 no.lu LAB susunun E. coli O157:H7 susuna kars1 tedavici
edici bir 6zelliginin olup olmadigini belirlenmistir. Hiicre yogunlugu ayarlanan iki bakteri
kiiltiiriinden ilk 6nce E. coli O157:H7 susu sol proleg agikligindan 5 pul enjekte edilmistir. Daha
sonra 2 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 2 saat sonunda G. mellonella larvasinin sag

proleg agikligindan 5 ul 107 no.lu LAB susu enjekte edilmistir.

Enjeksiyon sonras1 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. 24 saat inkiibasyon sonrasi canli,

hasta ve 0lii larva sayilari fotograflanarak kayit edilmistir (Vilela, 2015).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Un, eksi maya ve hamur érneklerinden mikroorganizma izolasyonu, saflastirmasi ve

saf Kiiltiirlerin stoklanmasi

Un, eksi maya ve hamur orneklerinden yapilan izolasyon sonucunda 113 adet sus elde
edilmistir. Bunlarin 54 tanesi maya ve 59 tanesi gram pozitif bakteridir. Bu bakterilerden 29

tanesi basil formunda, 23 tanesi kok formunda ve 7 tanesi koko-basil formundadir.
4.2. GA-1 besiyeri kullanarak suslarin gluten hidrolize etme yeteneginin belirlenmesi

Un, eksi maya ve hamur 6rneklerinden izole edilen gram pozitif bakteri suslarinin ve
mayalarin gluten hidrolizi yetenegi belirlenmistir (Cizelge 4.1). Bu asamada ¢alismaya, daha
onceki bir ¢aligma kapsaminda izole edilmis ve LAB oldugu belirlenmis 60 adet gram pozitif
bakteri susu da dahil olmustur. Toplam 119 gram pozitif bakteri susunun ve 54 maya susunun
gluten hidroliz yetenegi belirlenmistir. GA-1 besiyerinin igeriginde, azot kaynagi olarak
bugday gluteni bulunmaktadir ancak bunun yanisira tripton ve maya oziitii gibi diger azot
kaynaklari da vardir. Gluten hidrolizini belirleyebilmek i¢cin Coomasssie Blue protein boyamasi
yontemi kullanilmistir. Boyama sonrasi koloni ¢evresinde boyanmamis zonlar goriilmesi gluten
hidrolizini isaret etmistir. Sonug olarak 43 adet bakteri susunun gluten hidrolize etme yetenegi
oldugu belirlenmistir. Bu suslarin 20 adedi un, 17 adedi eksi maya ve 2 adedi hamur
orneklerinden gelmistir. Onceki c¢alismalardan izole edilen LAB’larin ise 4 adedi gluteni
hidrolize edebilmistir. Bagka bir ¢alismanin konusunu olusturacagi diisiiniildiigiinden, gluten
hidrolize eden maya suslar1 ¢alismanin sonraki asamalarina dahil edilmemis, sadece gram

pozitif bakteri suslar1 galismaya devam edilmistir.
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Cizelge 4.1 Un, eksi maya ve hamur drneklerinden izole edilen gram pozitif bakteriler, mayalar
ve onceki ¢aligmalarda peynirden izole edilmis LAB’nin GA-1 besiyerinde gluten hidrolize
etme yetenekleri

Gluten hidrolize eden sus sayisi/toplam sus sayisi

Izolasyon kaynagi

Gram pozitif bakteri Maya
Un 1 (Kiziltan) 4/5 -
Un 2 (Siyez) 16/16 3/3
Eksi maya 1 (Ticari) 0/13 15/15
Eksi maya 2 (Kiziltan) 15/16 24/24
Eksi maya 3 (Siyez) 212 5/5
Topguoglu ekmek hamuru 217 717
Peynirden izole edilen LAB 4/60 -

4.3. Gluten hidrolize etme yetenegi belirlenen suslardan LAB olanlarinin secimi

Bu ¢alismada amacimiz un, eksi maya ve hamur 6rneklerinden izole ettigimiz gluten
hidrolize eden 59 gram pozitif bakterilerin LAB olup olmadigini belirlemektir. Bu amagla
oncelikle; Katalaz enzimi varligi, aerobik/anaerobik kosullarda iireme, spor olusturma,
hareketlilik gibi temel testler yapilmigtir. Calismanin bundan sonraki agamalarina hareketsiz,
spor olusturmayan ve katalaz enzim aktivitesi bulunmayan gram pozitif suslar ile devam
edilmistir. Bu suglar muhtemel LAB olarak kabul edilmis ve gluten hidrolizi agisindan en aktif
olanlar1 segilerek, bunlarin probiyotik aktivitleri de belirlenmistir. Peynirden izole edilmis
suslarin LAB olduklar1 daha 6nceden belirlenmis oldugundan, ¢alismanin bu asamasina dahil
edilmemistir. Asagida, izole edildikleri 6rneklere gore gram pozitif bakterilere LAB olduklarini

belirlemek amaciyla yapilan test sonuglart verilmistir.
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Once katalaz testi yapilmus, spor olusturma ve hareketlilik testleri sadece katalaz testi
negatif ¢ikan, yani katalaz enzim aktivitesi olmayan suslara uygulanmistir. Katalaz enzimi

H20-’yi; Oz ve H2O’ya pargalayan enzimdir, aerobik canlilarda bulunur.

LAB’lar ise aerotoleranttir bu nedenle katalaz enzimleri yoktur. LAB’larin se¢iminde
kullanigh bir testtir. Katalaz testine iliskin olarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.2 - Cizelge

4.8’de sunulmustur.

Ticari eksi kuru hamur mayasindan (Dr. Qetker) toplam 13 bakteri (69, 70, 75, 76, 86,
91, 92, 93, 94, 95, 96, 97 ve 98 no.lu suslar) izole edilmistir. Bu bakterilerin aerobik/anaerobik

iireme yetenegi, morfolojik 6zellikleri ve katalaz testi sonuclar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 Ticari eksi kuru hamur mayasindan (Dr. Qetker) izole edilen bakterilerin

morfolojisi, aerobik/anaerobik iireme yetenegi ve katalaz testi sonuglari

. Katalaz Testi

Sus Izolasyon . Aerobik Anaerobik

No Kodu Hilcre iireme iireme e30luk 3k

morfolojisi H,0, H,0,

69 10p-8c-a Kok + + + +
70 10p-8c-d Kok + + + +
75 10p-2a-a Kok + + + +
76 10p-2a-b Kok + + + +
86 10p-8c-b Kok + + + +
91 10p-2a-c Kok + + + +
92 10p-8a Kok + + + +
93 10p-8b Kok + + + +
94 10p-8c Kok + + + +
95 10p-8d Kok + + + +
96 10p-8e Kok + + + +
97 10p-8f Kok + + + +
98 10p-8g Kok + + + +




64

Kiziltan unundan hazirlanip Fethiye-Mugladan gonderilen eksi mayadan 15 tane bakteri
susU izole edilmistir. Bunlar 1, 2, 3, 4, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 28, 33, 34, 39 ve 41 no.lu suslardur.
Bu bakterilerin aerobik/anaerobik iireme yetenegi, morfolojik 6zellikleri ve katalaz testi

sonuclar1 Cizelge 4.3’ de verilmistir.

Cizelge 4.3 Eksi mayadan (Fethiye) izole edilen bakterilerin morfolojisi, aerobik/anaerobik

tireme yetenegi ve katalaz testi sonuglari

. Katalaz Testi

Sus | MOWSYOR | e morfolojisi | Aerobik reme | o 0 %30k | %3k

No Kodu iireme
H202 H-0:

1 4p-4a Basil + + - i
2 4p-4b Basil + + - i
3 4p-4c Basil + + - i
4 4p-4d Basil + + - i
16 4p-6a Basil + + - i
17 4p-6¢ Basil + + : -
18 4p-3a Basil + + - )
19 4p-3b Basil + + - )
20 4p-3c Basil + + - )
21 4p-3d Basil + + : -
28 4p-6b Basil + + - )
33 4p-de-a Basil + + ) )
34 4p-de-b Basil + + ) )
39 4p-6d Basil + + - )
41 4p-5b Basil + + - )

Laboratuvarda siyez unundan hazirlanan eksi mayadan 2 bakteri susu izole edilmistir.
Bunlar 52 ve 102 no.lu suslardir. Bu bakterilerin aerobik/anaerobik tireme yetenegi, morfolojik

ozellikleri ve katalaz testi sonuglar1 Cizelge 4.4’te verilmistir.
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Cizelge 4.4 Eksi mayadan (Siyez unu) izole edilen bakterilerin morfolojisi, aerobik/anaerobik

tireme yetenegi ve katalaz testi sonuglari

. Katalaz Testi
Sus Izolasyon Aerobik Anaerobik
Hiicre morfolojisi %30’luk %3’liik
No Kodu iireme iireme
H20- H.0:
52 9p-1 Basil + + - -
102 9p-1d-b Basil + + - -

Laboratuvarda kiziltan unundan hazirlanan eksi mayadan 1 tane (57 no.lu) bakteri izole

edilmistir. Bu bakterinin aerobik/anaerobik {ireme yetenegi, morfolojik 6zellikleri ve katalaz

testi sonuglart sonuglar1 Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.5 Eksi mayadan (Kiziltan unu) izole edilen bakterinin morfolojisi, aerobik/anaerobik

tireme yetenegi ve katalaz testi sonuglari

) ) Katalaz Testi
Sus | . Aerobik Anaerobik
Izolasyon Kodu %30’luk %3’liik
No Hiicre morfolojisi iireme iireme
H20: H202
57 8p-5 Basil + + + +

Kiziltan unundan 5 tane sus izole edilmistir. Bunlar 11, 22, 23 24 ve 100 no.lu suslardir.

100 no.lu sus katalaz pozitif bakteridir Bu bakterilerin aerobik/anaerobik lireme yetenegi,

morfolojik 6zellikleri ve katalaz testi sonuglar1 Cizelge 4.6’te verilmistir.

Cizelge 4.6 Kiziltan unundan izole edilen bakterilerin morfolojisi, aerobik/anaerobik lireme

yetenegi ve katalaz testi sonuglari

. . ) Katalaz Testi
Sus Izolasyon Aerobik Anaerobik
%30’luk %3’liik
No Kodu Hiicre morfolojisi iireme iireme
H20: H202

11 5p-1 Kok + + - -

22 5p-2a Kok + + - -

23 5p-2b Kok + + - -

24 5p-2¢ Kok + + - -
100 k-2a-a Koko-basil + + + +
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Siyez unundan 16 tane sus izole edilmistir. Bunlar 29, 43, 62, 64, 65, 66, 67, 68, 82, 83,
84, 85, 106, 107, 108 ve 109 no.lu suslardir. Bu bakterilerin aerobik/anaerobik tireme yetenegi,

morfolojik 6zellikleri ve katalaz testi sonuglar1 Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7 Siyez unundan izole edilen bakterilerin morfolojisi, acrobik/anaerobik {ireme

yetenegi ve katalaz testi sonuglari

. Katalaz Testi
Sug | [zolasyon | Aerobik iireme AnaeroblK e Tak | %37 Tak
No Kodu Hiicre morfolojisi iireme H,05 H,05
29 8p-8b Basil + + - -
43 8p-8 Koko-basil + + - -
62 8p-9c-a Basil + + - -
64 8p-10a-a Basil + + - -
65 8p-10a-b Basil + + - -
66 8p-10a-c Basil + + - -
67 8p-10a-e Basil + + - -
68 8p-9c-f Basil + + - -
82 8p-9c-b Basil + + - -
83 8p-9c-c Basil + + - -
84 8p-9c-e Basil + + - -
85 8p-10a-d Basil + + - -
106 8p-10e-a Koko-basil + + - -
107 8p-10e-b Koko-basil + + - -
108 8p-10e-c Koko-basil + + - -
109 8p-10e-d Koko-basil + + - -

Hamurdan 7 tane sus izole edilmistir. Bunlarin 2 tanesi (26 ve 32 no.lu suslar) katalaz
testi negatif bakteri, 5 tanesi katalaz testi pozitif (63, 77, 78, 87 ve 99 no.lu suslar) bakteridir.
Bu bakterilerin aerobik/anaerobik iireme yetenegi, morfolojik 6zellikleri ve katalaz testi

sonuglar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8 Hamurdan izole edilen bakterilerin morfolojisi, acrobik/anaerobik lireme yetenegi

ve katalaz testi sonuglari

, ) Katalaz Testi
Sus | Izolasyon Anaerobik
Hiicre morfolojisi Aerobik iireme %30’luk | %3’liik
No Kodu iireme
H20: H20:
26 9p-5a Kok + + - -
32 9p-5¢ Koko-basil + + - -
63 | 10p-10b-c Kok + + + +
77 | 10p-10a-a Kok + + + +
78 | 10p-10a-c Kok + + + +
87 | 10p-10a-b Kok + + + +
99 | 10p-10b-a Kok + + + +
Katalaz testi negatif olan 39 susun hareketlilik testi ve spor olusturma yetenegi
belirlenmistir.

Isleroglu vd. (2008), Fguiri vd. (2016) ve Konappa vd. (2016) yaptiklar: ¢alismalarda

LAB’larin hareketsiz bakteriler oldugunu belirtilmislertir. Bu ayirt edici 6zellik izole edilen

muhtemel LAB suslari igin test edilmistir. Sonuglar1 Cizelge 4.9’da sunulan tiim suslarin

hareketsiz bakteriler oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.9 Katalaz negatif 39 bakteri susunun hareketlilik ve sporulasyon test sonuglari

?\luos Ornek izolasyon Kodu Hareketlilik Sporulasyon
1 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-da - -
2 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-4b - -
3 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-4c - -
4 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-4d - -
11 Kiziltan unu 5p-1 - -
16 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-6a - -
17 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-6¢ - -
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Cizelge 4.9 Katalaz negatif 39 bakteri susunun hareketlilik ve sporulasyon test sonuglari

(devam)
?\luos Ornek izolasyon Kodu Hareketlilik Sporulasyon
18 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-3a - -
19 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-3b - -
20 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-3c - -
21 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-3d - -
22 Kiziltan unu 5p-2a - -
23 Kiziltan unu 5p-2b - -
24 Kiziltan unu 5p-2c - -
26 Hamur 9p-5a - -
28 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-6b - -
29 Siyez unu 8p-8b - -
32 Hamur 9p-5¢ - -
33 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-4e-a - -
34 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-de-b - -
39 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-6d - -
41 Eksi maya (Fethiye-Mugla) 4p-5b - -
43 Siyez unu 8p-8 - -
52 Eksi maya (Siyez unu) 9p-1 - -
62 Siyez unu 8p-9c-a - -
64 Siyez unu 8p-10a-a - -
65 Siyez unu 8p-10a-b - -
66 Siyez unu 8p-10a-c - -
67 Siyez unu 8p-10a-e - -
68 Siyez unu 8p-9c-f - -
82 Siyez unu 8p-9c-b - -
83 Siyez unu 8p-9c-c - -
84 Siyez unu 8p-9c-e - -
85 Siyez unu 8p-10a-d - -
102 Eksi maya (Siyez unu) 9p-1d-b - -
106 Siyez unu 8p-10e-a - -
107 Siyez unu 8p-10e-b - -
108 Siyez unu 8p-10e-c - -
109 Siyez unu 8p-10e-d - -
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LAB’larin gram pozitif (+), katalaz negatif (-), hareketsiz ve sporsuz bakteriler olduklari
bilinmektedir (Dinger ve Kivang, 2017; Wang vd., 2018). Bu temel 6zellikleri tagiyan suslarin;
Cizelge 4.8°de verilen 1, 2, 3, 4, 11, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 26, 28, 29, 32, 33, 34,
39, 41, 43, 52, 62, 64, 65, 66, 67, 68, 82, 83, 84, 85, 102, 106, 107, 108 ve 109 no.lu suslar
oldugu belirlenmistir ve muhtemel LAB olarak degerlendirilmistir. Bu 39 sus ile gluten

hidrolizi ve probiyotik aktivite belirleme ¢alismalarina gecilmistir.

4.4. GA-1 ve GA-2 besiyerinde LAB suslarnmn gluten hidroliz yeteneklerinin

onaylanmasi

Calismanin bu asamasinda un ve eksi maya kokenli 39 LAB susunun ve 4 adet peynir
susunun gluten hidroliz yetenegi iki farkli besiyeri kullanarak onaylanmistir. Calisma aerobik
ve anaerobik kosullarda yapilmistir. GA-1 besiyerinin 6zelligi igerisinde gluten disinda baska
azot kaynaklarinin bulunmasidir. GA-2 igeriginde ise azot kaynagi olarak yalnizca gluten
bulunmaktadir. Burada GA-1 ve GA-2 besiyerlerindeki hidroliz karsilastirilmistir. Bulgular
GA-2 besiyerindeki hidrolizin GA-1 besiyerindeki hidrolizden daha iyi oldugunu gostermistir.
Bunun sebebi ise ortamda birden fazla azot kaynagi varliginda bakteriler, 6ncelikle daha kolay
kullanacabilecegi azot kaynaklarina yonelirken ortamda tek bir azot kaynag: olarak gluten
bulunmast durumunda gluteni kullanabilmesidir. GA-1 ve GA-2 besiyerlerindeki gluten
hidrolizi Cizelge 4.10°da verilmistir. Hidroliz zonlar1 Sekil 4.1 ve Sekil 4.2’de verilmistir.

Cizelge 4.10 39 LAB usunun GA-1 ve GA-2 besiyerlerinde gluten hidrolizi

Gluten hidrolizi
Sus no GA-1 besiyeri GA-2 besiyeri
Aerobik Anaerobik Aerobik Anaerobik
1 + + ++ ++
2 + + ++ ++
3 + + ++ ++
4 + + ++ ++
11 + + ++ ++
16 + + ++ ++
17 + + ++ ++
18 + + ++ ++
19 + + ++ ++
20 + + ++ ++
21 + + ++ ++
22 + + ++ ++
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Cizelge 4.10 39 LAB usunun GA-1 ve G-2 besiyerlerinde gluten hidrolizi (devam)

Gluten hidrolizi
Sus no GA-1 besiyeri GA-2 besiyeri
Aerobik Anaerobik Aerobik Anaerobik
23 + + ++ ++
24 + + ++ ++
26 + + ++ ++
28 + + ++ ++
29 + + ++ ++
32 + + ++ ++
33 + + ++ ++
34 + + ++ ++
39 + + ++ ++
41 + + ++ ++
43 + + ++ ++
52 + + ++ ++
62 + + ++ ++
64 + + ++ ++
65 + + ++ ++
66 + + ++ ++
67 + + ++ ++
638 + + ++ ++
82 + + ++ ++
83 + + ++ ++
84 + + ++ ++
85 + + ++ ++
102 + + ++ ++
106 + + ++ ++
107 + + ++ ++
108 + + ++ ++
109 + + ++ ++

+:Iyi  ++:Cok iyi

Sharma vd. (2018) yaptiklari ¢alismada, glutene bagl ¢6lyak hastaligi ile basa ¢ikabilmek
i¢in probiyotik LAB’lar1 degerlendirmislerdir. Toplam dort LAB susu (Lactobacillus paracasei
CD4, L. gastricus BTM7, L. plantarum K 90 ve L. rhamnosus GG) analiz edilmistir. Gluten
hidrolizi yetenegi, tiim LAB’larin petrisindeki koloniler etrafinda acik bir bolge olarak
belirtmislerdir. Elde ettikleri bu sonuglara gore, fermente gidalardan izole edilen yerli
probiyotiklerin bugday glutenini hidroliz etme potansiyelini ve ayrica ¢6lyak hastaligina bagl
immiinojenik reaksiyonlar1 oOnlemek i¢in probiyotik bazli gidalar gelistirmek igin

kullanilabilecegini ortaya koymuslardir.

Baz1 LAB suslarinin GA-1 besiyerinde olusturduklar1 zonlar Sekil 4.1°de verilmistir. Tek
azot kaynagi olarak gluten bulunan GA-2 besiyerindeki hidroliz zonlar1 ise Sekil 4.2°de

gosterilmistir.
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Sekil 4.1 LAB suslarinin GA-1 besiyerinde olusturduklari zonlar

Gerez vd. (2006) eksi maya fermantasyonunda kullanilacak laktobasil ve pediokok
suslariin gluten bulunan bir ortamda biiylimesi ve metabolik aktivitesini yaptiklari ¢alisma ile
degerlendirmistir. Toplam 42 LAB’tan yalnizca 13 LAB (9 laktobasil ve 4 pediokok) gluteni
nitrojen kaynagi olarak kullanmistir ve gluten bulunan ortamda biiyiiyebilmistir. Pediococcus
pentosaceus CRL 797 susunun, lactobacilli suslari ile benzer bir proteolitik aktivite gosterdigi
belirtilmistir. Bu ¢alismada, eksi mayadan izole edilmis pediokok suslarinin gluten iizerinde
proteolitik aktiviteye sahip oldugu ilk kez kayit edilmistir. Ayrica, tip III eksi maya
fermantasyonunda P. pentosaceus CRL 797 ve L. plantarum CRL 759 baslangig kiiltiirii olarak
secilebilir oldugu gdsterilmistir (Gerez vd., 2006).

Sekil 4.2 LAB suglarinin GA-2 besiyerinde olusturduklar1 zonlar
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4.5. Secilen suslarla Gliadin hidrolizi testi

Gliadin, glutenin asil immunojenik bilesenidir. Bu nedenle suslar gliadin eklenmis
besiyerlerine ekilerek bunlarin saf gliadini hidrolize etme yetenekleri belirlenmistir. Bu
denemelerde bir 6nceki asamada GA-1 ve GA-2 besiyerinde zon olusturan LAB suslarinin
gliadin hidrolizi belirlenmistir. LAB suslarinin GGA besiyerinde olusturduklari hidroliz

zonlar Sekil 4.3°te goriilmektedir.

Gluteni sindiren bakterilerin insan diskisindan ve tiikiiriikten hizli izolasyonuyla gliadin
iceren petriler ile hidroliz belitleme ¢alismas1 yapilmistir. Izole edilen bakterilerin ve
gelistikleri ortamin siipernatantinin gliadini sindirme kabiliyetine sahip olup olmadigini
belirlemek i¢in bir difiizyon gliadin agar plaka deneyi kullanildi. B. subtilis, B. pumilus, P.
aeruginosa ve bunlarin siipernatani, gluteni sindirme yetenegi sergilemistir. Ayrica S.
salivarius gliadin petrilerindeki berrak bdlge, gluten hidroliz aktivitesini gostermistir.Gliadini
hidroliz etmek i¢in R. dentocariosa aktivitesi difiizyon gliadin agar testi kullanilarak
belirlenmistir. R. dentocariosa etrafindaki agik bolge de glutenin hidroliz edildigini gostermistir
(Berger vd., 2014).

Sekil 4.3 12 LAB susunun GGA besiyerinde olusturduklar1 zonlar (Pozitif kontrol: P.
aeruginosa, negatif kontrol: 10p)
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4.6. Gluten hidrolize eden 39 LAB susunun probiyotik niteliklerinin belirlenmesi

4.6.1. Diisiik pH’larda canh kalma yetenekleri

Mikroorganizmalarin gelismesi i¢in ortamin pH degeri 6nemli derecede etkilidir. Ortam
asitligi arttikga zararh etkilerinin de artmasi starter kiiltiir ve/veya probiyotik kiiltiir olarak

kullanilacak mikroorganizmalarin aside dayanikliliklar1 agisindan 6nemlidir (Ertekin, 2007).

Sindirim sisteminde bulunan yararli mikroorganizmalarin en 6nemli 6zelliklerinden birisi
bagirsak sistemindeki farkli kosullara kars1 direng gosterebilmeleridir. Bu farkli kosullar diistik
pH’da, mide asitligine dayanakli olma ve safra tuzlarina karsi direngli olmaktir (Alp ve
Kuleasan, 2019). LAB’larin asit tolerasansli oldugunu bilinmektedir (Kazancigil, 2018).
Yapilan ¢alismada pH1’de 28 ve 107 no.lu suslar1 zayif da olsa canli kalma yetenegi agisindan
one ¢cikmaktadir. pH2’de 6ne ¢ikan suslar; 52, 65 ve 107°dir. Bu ve diger LAB suslarinin pH1
ve pH2 de canli kalma yeteneklerinin sonuglar1 Cizelge 4.11°de verilmistir. pH3 ve pH4’te ise
canli kalma yetenekleri agisindan 21 sus (11, 22, 23, 24, 29,52, 62, 64, 65, 66, 67, 68, 82, 83,
84, 85, 102, 106, 107, 108 ve 109 no.lu suslar) daha direnglidir. Cizelge 4.12°de ise suslarin
pH3 ve pH4 de canli kalma yetenekleri verilmistir. Mide asitliginde canli kalma yetenekleri
inkiibasyon sonunda petrilerde olusan biiyiime kolonilerinin var-yok olarak kayit edilmesi ile
belirlenmistir. Klingberg vd. (2005) pH2.5’ta L.plantarum ve L. pentosus’un 1-4 saat arasinda
canl kalabildigini belirtmistir.



Cizelge 4.11 izolasyonda elde edilen 39 LAB susunun pH1 ve pH2 de canli kalma yetenekleri

pH1

pH2

Kontrol

2. saat

3. saat

4, saat

0. saat

1. saat

2. saat

3. saat

4, saat

8. saat

Sus

N|N|N|[N

N|N|N|[N

+
+

N[IN[N|[N|[N]|N

N[IN[N|[N|[N|N

+

+

+

N[IN|N|[N|[N|N

+++ z

+++

64

++

+++

+++: Cok iyi iireme, ++: Iyi iireme, z: Zayif iireme, -: Ureme yok

VL




Cizelge 4.11 Izolasyonda elde edilen 39 LAB susunun pH1 ve pH2 de canli kalma yetenekleri (devam)

pH1 pH2 Kontrol
Sus No
0. saat 1.saat | 2.saat 3. saat 4, saat 8. saat 0. saat 1. saat 2. saat 3. saat 4, saat 8. saat Sus
65 - - - - - - - - - - - - +++ +++ - - - - - - +++ - - - 4+ 4+
66 - - - - - - - - - - - - ++ - - - - - - - - - - - +++ +4+
67 - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - +++ +4+
68 - - - - - - - - - - - - - - - - - - B B B B B . +++ +4++
82 - - - - - - - - - - - - + z - - - - - - - - - - +++ 4+
83 - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - - - - - +++ +4+
84 - - - - - - - - - - - - z z - - - - - - - - - - +++ +++
85 - - - - - - - - - - - - + z - - - - B B B B B . +++ +4++
102 - - - - - - - - - - - - - - + - - - B B B B B . +++ +4++
106 e - - - - - - -] - - - - - -]z z
107 - - ++ + - - - - +++ - - - +++ - ++ - - - +4++ - +4++ - - - +4++ +4++
108 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - +++ +++
109 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - z z
Besiyeri
Kontrol

+++: Cok iyi iireme, ++: Iyi iireme, z: Zayif iireme, -: Ureme yok

SL



Cizelge 4.12 izolasyonda elde edilen 39 LAB susunun pH3 ve pH4 de canli kalma yetenekler

pH3 pH4 Kontrol
Sus No
0. saat 1.saat | 2.saat 3. saat 4, saat 8. saat 0. saat 1. saat 2. saat 3. saat 4, saat 8. saat Sus

1 - - - - - - - z z
2 - - - - - - - z z
3 - - - - - - - z z
4 - - - - - - - z z
11 ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ z Z ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + +++ +++ | e+ ++ ++
16 - - - - - - - z z
17 - - - - - - - z z
18 - - - - - - - z z z z + + z z + + z z
19 - - - - - - - z z
20 - - - - - - - z z
21 - - - - - - - z z
22 +++ - +++ +++ | +++ +++ +++ +++ +++ | +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ | e+ + +
23 ++ ++ ++ ++ Z - - - - - ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ ++ Z ++ ++ + +
24 ++ - ++ Z - - - - - ++ ++ ++ ++ ++ +++ +++ ++ ++ + + + +
26 - - - - - - - z z
28 + + ++ + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + + + ++ ++ ++ ++ +++ | +++ + +
29 z - - - - - - - z ++ - z +++ +++ + +
32 - - ++ - - - - + ++ z z
33 - - - - - - - ++ z z
34 - - - - - - - z z
39 - - - - - - - z z
41 - - - - - - - z z
43 - - - - - - - z z z z z z z z z
52 +++ +++ +++ +++ +++ | +++ +++ +++ +++ +++ +++ | +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ | +++ +++ +++
62 +++ +++ +++ +++ +++ - +++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ | +++ +++ +++

+++: Cok iyi iireme, ++: Iyi iireme, z: Zayif iireme, -: Ureme yok

9L



Cizelge 4.12 Izolasyonda elde edilen 39 LAB susunun pH3 ve pH4 de canli kalma yetenekler (devam)

pH3 pH4 Kontrol
Sus No
0. saat 1.saat | 2.saat 3. saat 4, saat 8. saat 0. saat 1. saat 2. saat 3. saat 4, saat 8. saat Sus

64 +++ +++ +++ - +++ - +++ - +++ ++ - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ | ++4+ +++ +++
65 +++ +++ +++ - +++ | +++ +++ - +++ +++ + ++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - +++ | ++4+ +++ +++
66 +++ +++ +++ - +++ [ +++ +++ +++ +++ Z +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ |+ +++ +++
67 +++ +++ +++ +++ | | A +++ +++ +++ +++ +++ |+t +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ |+ +++ +++
68 +++ +++ +++ +++ | |+t +++ +++ +++ +++ +++ | ++4+ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ | ++4+ +++ +++
82 +++ +++ +++ +++ | |+t +++ +++ +++ +++ Z +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - +++ +++ +++ | ++4+ +++ +++
83 +++ +++ +++ +++ | | A +++ +++ +++ +++ +++ |+t +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ |+ +++ +++
84 +++ +++ +++ +++ | | A +++ +++ +++ +++ +++ |+t +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ |+ +++ +++
85 +++ +++ +++ +++ | |+t +++ +++ +++ +++ +++ | ++4+ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ | ++4+ +++ +++
102 +++ +++ +++ +++ | |+t +++ +++ +++ +++ +++ | ++4+ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ | ++4+ +++ +++
106 +++ +++ +++ +++ | | A +++ +++ +++ +++ + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ | +++ +++ +++
107 z z z z z z z z - - - - z z e z z z z z z z z z z z
108 +++ +++ +++ +++ | | 1+ +++ +++ +++ +++ + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ | ++4+ +++ +++
109 +++ +++ +++ +++ + + + + + + + + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + + + + +++ +++

Besiyeri

Kontrol i

+++: Cok iyi iireme, ++: Iyi iireme, z: Zayif iireme, -: Ureme yok

LL
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4.6.2. Safrada canh kalma yetenekleri

Bir¢ok LAB safra tuzuna dayaniklidir ve bagirsak mukozasina tutunabilme kabiliyeti
acisindan diger birgok mikroorganizma ile yarisarak sindirim sisteminde canli kalabilmekte
ve kolonize olabilmektedir (Giilgégr ve Ozgelik, 2014). Probiyotik olarak kullanilan
mikroorganizmalarin yiiksek asitlige ve safra tuzlarina direncli olmalar1 gerekmektedir. Bu
sayede mikroorganizmalarin gastrointestinal sisteme gecisleri ve sistemde kalmalari
saglanmaktadir. Boylece mikroorganizmalar midedeki asit ortama karsi direng
gosterebilmekte ve ince bagirsaklarin baslangicinda safra tuzlarmma dayanabilmektedir
(Basyigit vd., 2007). Klingberg vd. (2005) yaptiklart calisma ile probiyotik suslarin

seciminde %0,3 safra tuzuna dayanikliligin ayirt edici bir 6zellik oldugunu vurgulanmustir.

Otuzdokuz LAB susunun %0,3 ve %0,6 oraninda safra bulunan bir ortamda safra
tuzuna dayaniklilik sonuglar1 degerlendirildiginde 18 susun (22, 23, 52, 62, 64, 65, 66, 67,
68, 82, 83, 84, 85, 102, 106, 107, 108 ve 109 no.lu suslar) dayanaklilik acaisindan en iyi
suslar oldugu belirlenmistir. Safrada canli kalma yetenekleri inkiibasyon sonunda petrilerde
olusan biiylime kolonilerinin var-yok olarak kayit edilmesi ile belirlenmistir ve Cizelge 4.13°

te verilmistir.



Cizelge 4.13 Izolasyonda elde edilen 39 LAB susunun %0,3 ve %0,6 oraninda safra bulunan bir ortamda canli kalma yetenekleri

Safra %0,3 Safra %0,6 Kontrol
Sus
No
0. saat 1. saat 2. saat 3. saat 4, saat 8. saat 0. saat 1. saat 2. saat 3. saat 4.saat | 8. saat Sus

1 z z + + z ++ z z - z - z z - + + z z - z z z z z z z
2 z z + + + z z z - - + z - z + z - z z z z + z z z z
3 - - z z z z z z - - - z - - - - z - - - - z - - z z
4 + z + z + z z z z - z + z z + + z z z z z z z z z z
11 + + ++ ++ + ++ z + ++ ++ + z ++ ++ ++ Z z z z + + + + + ++ ++
16 z z e z z z z z z z z z z + z z z z z z z + z z z
17 z z ++ + + + z z - z + z z z z z + + z + z + z z z z
18 - - ++ + + + + z + + ++ ++ + + + + + + z z + + ++ ++ z z
19 z z + z z - + z z z z z z z + + z - z + ++ z + - z z
20 z z + z + - + + + - z ++ z z + + z - + z z z z - Z z
21 z z + z + z z z z z z z z z + + z z z z z z z - z z
22 e I e e P B et T B e s i T i i I e i B ) B (o I I = i e s e B s e ad + +
23 + + ++ ++ ++ ++ ++ z +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ z z ++ ++ +++ |+ + +
24 + - ++ ++ ++ ++ ++ Z ++ ++ +++ +++ ++ + ++ ++ ++ ++ z z ++ ++ +++ |+t + +
26 z z + z z - z + - z z z z + + + - + + - - ++ z z z
28 + + + + ++ ++ z + + +++ +++ + + ++ + ++ ++ z z ++ ++ +++ |+t + +
29 + z + + + z + z + ++ + ++ + + ++ z ++ ++ + +++ ++ z z ++ + +
32 + - ++ ++ + + z z z - z z + + + + + + z z - z z - z z
33 + - + + + + - z z z - z + + ++ ++ + + z z - z - z z z
34 z z + z z z z + z - - - z z + + - + + z - z z z z z
39 + - +++ +++ + + - ++ - z z z + + ++ + + + z z - z z z z z

+++: Cok iyi iireme, ++: Iyi iireme, z: Zayif iireme, -: Ureme yok

6L




Cizelge 4.13 Izolasyonda elde edilen 39 LAB susunun %0,3 ve %0,6 oraninda safra bulunan bir ortamda canli kalma yetenekleri (devam)

Safra %0,3 Safra %0,6 Kontrol

Sus No

0.saat | 1.saat 2. saat 3. saat 4, saat 8. saat 0. saat 1. saat 2. saat 3. saat 4, saat 8. saat Sus

41 z | z + z + + z z + - z z z z | o+ | o+ + z + z - z z - z z
43 - - - - - - z z - z - z z - - - - - - - - - - z z z
52 +H+ | A | - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ |
62 +++ | - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ |
64 +++ [+t - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
65 +++ [+t +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
66 +++ [+t +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
67 +++ [+t +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
68 +++ [+t +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
82 P +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
83 +++ [ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
84 +++ [ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
85 +++ [ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - - +++ +++ +++ +++ +++ +++
102 +++ [ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
106 z z z z + z z z z - - ++ z z z z z z z z - - - - z z
107 +++ [ +++ + +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ E +++ +++
108 + z + + + +++ +++ +++ + + + +++ +++ Z +++ +++ + +++ + + +++ +++ + + +++ |
109 z |z | z z z z z z z z z - z z z |+ | z z z z z z z z z z

Besiyeri

Kontrol

+++: Cok iyi tireme, ++:

lyi lireme, z: Zayif iireme, -: Ureme yok

08
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4.6.3. Yapay mide sivisinda canh kalma

Probiyotik 6zellige sahip LAB suslarinin mide asitlige dayanikli olmas1 ve mideden
gecerek bagirsak sisteminde canliligini devam ettirebilmesi olduk¢a 6nemlidir (Glilgor ve
Ozgelik, 2014). Bircok mikroorganizmanin mide i¢inde dliimiine neden olan mide (gastrik)
suyu pH’1 yaklasik 2’dir ve 2.5 litre olarak her giin salgilanmaktadir. Bundan dolay1
insanlardaki gastrik tagimaya dayaniklilik probiyotiklerin se¢ciminde dnemli bir kriterdir.
Probiyotiklerin mideden gecerken canliliklarini koruyabilmeleri suslarin ¢esitlerine ve elde
edilme yollarina baglidir (Vinderola ve Reinheimer, 2003). Bu bilgilerden yola ¢ikarak izole
edilen LAB suslarmin yapay mide sivis1 pH2 ve yapay mide sivist pH3 ortaminda canli

kalabilme yetenekleri belirlenmistir.

Otuzdokuz LAB susunun pH2 ve pH3’te dayaniklilik sonuglar1 degerlendirildiginde
pH2’de 62 ve 107 no.lu sus canliligini devam ettirebilmistir. pH3’te ise 16 susun (22, 23,
24,52, 62, 64, 65, 66, 67, 68, 82, 83, 84, 85, 102 ve 107 no.lu suslar) dayanaklilik agisindan
en 1yi suslar oldugu belirlenmistir. Yapay mide sivisinda canli kalma yetenekleri inkiibasyon
sonunda petrilerde olusan biiylime kolonilerinin var-yok olarak kayit edilmesi ile

belirlenmistir ve Cizelge 4.14’ te verilmistir.

Vindorela ve Reinheimer (2003) ¢aligmalarinda mide suyunda en yiiksek canli kalma
oraninin pH3’te L.acidophilus ‘da (0,9-3,3 log cfu/g) oldugunu , pH2 de ise suslarin gogunda
(L.casei, L.rhamnosus, L.lactis, L.delbrueckii subsp. bulgaricus) diisiisiin >6 oldugunu

belirtmistir.



Cizelge 4.14 izolasyonda elde edilen 39 LAB susunun yapay mide sivis1 pH2 ve mide s1vis1 pH3 ortaminda canli kalabilme yetenekleri

Mide pH2 Mide pH3 Kontrol
Sus
No 0. saat 1. saat 2. saat 3. saat 4. saat 8. saat 0. saat 1. saat 2. saat 3. saat 4, saat 8. saat Sus
1 R z z
2 R z z
3 - z z
4 R z z
11 z Z - z + + + + ++ + +++ +++ z z +++ ++ ++
16 - z |z
17 - z |z
18 - z |z
19 - z |z
20 - z |z
21 - z |z
22 - | | | | | | +++ +++ +++ | + +
23 + + - ++ ++ ++ ++ ++ ++ + + ++ ++ + + + +
24 - ++ z ++ ++ ++ ++ + + ++ ++ + + + +
26 - z |z
28 + + z - z z + + + ++ ++ + + ++ ++ ++ ++ + +
29 - z R
32 - ++ + ++ + z pA
33 - + + + + z pA
34 - z |z
39 - ++ + yA pA
41 - z Z
43 - z |z
52 +++ - | | | | | +++ +++ ++ |
62 e IS I + +++ ++ +++ +++ +++ | | | A | | | +++ +++ +++ | | A |
64 |t - z | | | | | +++ +++ +++ | | A |
65 |t +++ | | | A | | | +++ +++ +++ | | A |

+++: Cok iyi iireme, ++: Iyi iireme, z: Zayif iireme, -: Ureme yok

[43]




Cizelge 4.14 Izolasyonda elde edilen 39 LAB susunun yapay mide s1vist pH2 ve mide sivis1 pH3 ortaminda canli kalabilme yetenekleri

(devam)
Mide pH2 Mide pH3 Kontrol

Sus No

0. saat 1. saat 2. saat 3. saat 4. saat 8. saat 0. saat 1. saat 2. saat 3. saat 4, saat 8. saat Sus
66 +++ - - - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
67 + - - - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
68 - - - - - +++ - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
82 + - - - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + + +++ +++ +++ +++
83 + z - - - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + + +++ +++ +++ +++
84 + - - - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + + +++ +++ +++ +++
85 z - - - - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + + +++ +++ +++ +++
102 +++ +++ - - - +++ - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
106 - - - - - - z z zZ |+ |z z z z
107 - - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
108 - - - - - - z + +++ +++ + z + + z z + + +H+ |+t
109 - - - - - - z z z z z z z z z z z z
Besiyeri i
Kontrol

+++: Cok iyi iireme, ++: Iyi iireme, z: Zayif iireme, -: Ureme yok

€8
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4.6.4 Otoagregasyon yetenekleri

Otogaregasyon kendiliginden bir araya gelme, kiimelenme olarak tanimlanmaktadir
(Strompfova vd., 2004; Fortina vd., 2008). Probiyotik olarak kullanilacak bakterilerin
otoagregasyon Kkabiliyetlerinin belirlenmesi Onemlidir, ¢linkii sindirim sistemindeki
mikroorganizmalarin koloni olusturarak biraraya gelmesi ve patojen mikroorganizmalarin
bagirsak ylizeyine yerlesmesinin engellenmesi agisindan o©nemli etkenlerden biri
otoagregasyon ozelligidir (Tareb vd., 2013). Bu ¢alismada 12 LAB susunun otoagregasyon
yetenegi belirlenmis ve otoagregasyon yiizdeleri %11,90-%23,91 arasinda degismistir
(Cizelge 4.15). En yiiksek otoagregasyon yetenegine sahip sus 108 (%23,91) iken en diisiik
otoagregasyon yetenegine sahip sus ise 11P (%11,90)’dir. Sonuglar literatiirdeki ¢aligmalar

ile paralel sonuglar vermistir.

Cizelge 4.15 12 LAB susunun otoagregasyon yetenekleri

Sus Kodlar: Otoagregasyon (%)
11P 11,90
16P 16,63
38P 15,49

104P 17,38
16 15,60
23 15,35
24 13,88
28 19,00
65 11,93
68 15,84

107 16,03
108 23,91

Benzer galigmalarda farki otoagregasyon yetenekleri belirlenmistir. Ornegin, Sharma
vd.’nin (2019) yaptiklari calismada babroo olarak bilinen geleneksel olarak fermente edilmis

bugday unu hamurundan potansiyel probiyotik laktik asit bakterilerini izole etmislerdir. Ug
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farkli Lactobacillus fermentum susu, iki Lactobacillus plantarum susu ve iki Pediococcus
acidilactici tanimlanmustir. izolatlarin farkli hiicresel otoagregasyon aktiviteye (% 5,0-41,0)

sahip olduklar1 belirtilmistir.

Tuo vd.’nin (2013) 22 Lactobacillus susu yaptig1 ¢alismada suslarin otoagregasyon
ozelligi ile epitel yiizeylere adezyon (tutunma) 6zelligi arasinda pozitif bir iliski tespit
edilmistir. Bu sebepten dolayi, probiyotiklerin se¢iminde otoagregasyon yeteneklerinin

onemli bir se¢im kriteri oldugu belirtilmistir.

Cin’de geleneksel fermente iiriinlerden izole edilmis 18 LAB’in otoagregasyon
ozelligi ile Caco-2 hiicrelerine tutunma 6zelliginin incelendigi bir ¢aligmada; 37°C’de 5 saat

inkiibasyon sonrasinda otoagregasyon yetenegi %5,92 ile %23,32 arasinda tespit edilmistir

(Li vd., 2015).

Diger bir calismada Cin'deki fermente tahil icerikli gidalardan izole edilen amilolitik
LAB’larin (ALAB) probiyotik potansiyelini ve amilaz 6zellikleri belirlenmistir. Izole edilen
LAB’larin referans sus olan Lactobacillus rhamnosus ATCC 53103'ten daha yiiksek
otoagregasyon yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Xu vd., 2020).

Topgu vd.’nin (2020), yaptiklart ¢alismada pastirmadan izole edilen 80 LAB susunun
probiyotik ozellikleri arastirilmistir. Yapilan gerekli testler sonucunda en yiiksek oto-

agregasyon yetenegine sahip sus P. pentosaceus K41 (%17,62) olarak belirtilmistir.

Dlamini vd.’nin (2019) yaptiklar1 ¢alismada, hiicre yiizey hidrofobikligi ve bir araya
gelme yeteneklerini belirleyerek dort LAB’in (Lactobacillus reuteri ZJ625, Lactobacillus
reuteri VB4, Lactobacillus salivarius ZJ614 ve Streptococcus salivarius NBRC13956)
giivenlik ve kolonizasyon 6zelliklerini degerlendirilmistir. Degerlendirme sonucunda
otoagresgasyon yeteneklerinin sirasiyla %60 ila %70 ve %45 ila %56 arasinda degistigi

belirtilmistir.

Padmavathi vd.’nin (2018) yaptiklart bu c¢alismada temel amaglarii, bakterileri
potansiyel probiyotik karakterler ve enzim iiretimi agisindan taramak olarak belirtmistir.

Oto-agregasyon ozellikleri degerlendirilen tiim suslar arasinda Lactobacillus fermentum ve
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Lactobacillus sp G3 4 1TO2, en yiiksek oto-agregasyon yetenegine sahip oldugu

belirlenmistir.

4.6.5. Hidrofobisite kapasiteleri

Probiyotiklerin bagirsak mukozasina yapisarak patojenlerin kolonize olmasini
azalttigi, immiin sistemi diizenleyerek zarar gérmiis mukozanin iyilesmesini arttirdig1 igin
onemlidir (Ouwehand vd., 2001; Fernandez vd., 2003). Bagirsak yiizeyine tutunma
kapasitelerini 6lgmek icin yapilan hidrofobisite kapasite 6lgme ¢alismasinda 12 tane LAB
susunun hidrofobisite kapasitesi %51,00 ile %99,15 arasinda degisiklik gostermistir
(Cizelge 4.16). En yiiksek 24 (%99,15) iken en diisiik hidrofobisite kapasitesine sahip sus
ise 16P (%51,00)’dir. Hidrofobisite kapasite sonuglarinin literatiirdeki ¢alismalar ile
karsilastirildiginda paralel sonuglar vermesinin yaninda bazi suslarin daha iyi hidrofobisite

kapasitesine sahip oldugu gorilmiistiir.

Cizelge 4.16 12 LAB susunun hidrofobisite kapasitesi

Sus Kodlar: Hidrofobisite (%0)
11P 92,21
16P 51,00
38P 85,05

104P 86,78
16 94,18
23 97,68
24 99,15
28 87,17
65 98,12
68 97,20

107 98,95
108 98,45

Dlamini vd. (2019) yaptiklari caligmada, hiicre yiizey hidrofobikligi ve bir araya gelme
yeteneklerini  belirleyerek dort LAB’in  (Lactobacillus reuteri ZJ625, Lactobacillus
reuteri VB4, Lactobacillus salivarius ZJ614 ve Streptococcus salivarius NBRC13956)
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giivenlik ve kolonizasyon 6zelliklerini degerlendirilmistir. Degerlendirmeleri sonucunda

suslarin yiiksek hidrofobiklik gosterdigi (%78-84) belirtilmistir.

Sharma vd. (2019), babroo olarak bilinen geleneksel olarak fermente edilmis bugday
unu hamurundan potansiyel probiyotik laktik asit bakterilerini izole etmislerdir. Ug farkli
Lactobacillus fermentum susu, iki Lactobacillus plantarum susu ve iki Pediococcus
acidilactici tanimlanmustir. Izolatlarin hiicre yiizeyi hidrofobikligi bakimindan farkli

aktiviteye (%20,0-42,0) sahip olduklarini yaptiklari ¢alisma ile ortaya koymustur.

Yapilan bir ¢alismada hiicre yiizeyi hidrofobisitesinin  %11,5 ile %55,92 arasinda
degistigi  belirtilmistir. Lactobacillus paracasei subsp. paracasei’nin hidrofobisite
yeteneginin Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus’a gore yiiksek oldugu ifade
edilmistir. Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus hidrofobisite yetenegi ; %25,89-
%37,50 arasindadir. Lactobacillus paracasei subsp. paracasei’nin ise %42,90-%58,75

arasinda oldugu belirtilmistir (Demirok ve Alpaslan, 2017).

Sakandar vd. (2018) fermente edilmis eksi hamurlardan (Khamir) gluten hidrolize
edebilen mikrofloray1 izole etmek ve karakterize etmek i¢in bu ¢aligmay1 yapmustir. 16S ve
28S rRNA dizilimi ile Enterococcus mundtii, Bacillus cereus ve Bacillus megaterium suslar
ile birlikte dort Enterococcus faecalis susunun varligini ortaya koymuslardir. Tiim maya
suslar1 Wickerhamomyces anomalus olarak tanimlandi. Tiim mikrobiyal suslar arasinda, E.
mundtii QAUSDO1 ve W. anomalus QAUWAOQ3, diger gluten hidrolize eden
mikroorganizmalar ile karsilastirildiginda hidrofobisite 6zelliginin oldugunu tespit

edilmistir.

Bir baska calismada pastirmadan izole edilen 80 LAB susunun probiyotik 6zellikleri
arastirtlmistir. Yapilan gerekli analizler sonucunda 6 susun (P. pentosaceus K7, K41, K44,
K51 ve K81 ve P. acidilactici K99) hidrofobiklik yetenegi acisindan en yiiksek degerlere
sahip oldugu belirtilmistir (Topgu vd., 2020).

Yine farkli bir ¢alismada Tallapragada vd. (2018) tarafindan, bakterilerin potansiyel

probiyotik karakterleri ve enzim iiretimi acisindan taramasi yapilmistir. Probiyotik
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ozellikleri belirlenen tiim suslar igerisinde yiizey hidrofobisite 6zellikleri en yiiksek olan

suglar Lactobacillus fermentum ve Lactobacillus sp. G3 4 1TO2’dir.

4.6.6. LAB’larin antimikrobiyal aktivitesi

Gida drlnlerinin bozulmasini engellemek ve giivenliklerini arttirmak icin katki
maddelerine ihtiya¢ duyulmaktadir. LAB’larin organik asitler (laktik, asetik, fenilaktik, 4-
hidroksifenilaktik, benzoik asitler gibi), diasetil, asetaldehit, asetoin, H,O2, CO>, etanol ve
bakterisidal peptitler de dahil olmak iizere farkli antagonistik maddeler {irettigi
bilinmektedir. Biyo-koruyucu ajanlar diye gegen LAB’lar, antimikrobiyal bilesikler iireten
canli birer kiiltiir olarak kullanilabilmektedir (Sjogren vd., 2003 ; Valerio vd., 2004;
Salomskienel vd., 2019). Bazi1 LAB’lar tarafindan iiretilen “bakteriosin veya bakteriosin
benzeri metabolitler” olarak adlandirilan antimikrobiyal karakterli proteinler, 6zellikle yakin

iligkili olduklar1 bakteriler iizerine inhibitor etki gostermektedir (Con ve Gokalp, 2000).

Otuzdokuz LAB susunun antimikrobiyal aktivitesi, 15 indikator test
mikroorganizmasina karsi denenmis ancak sadece 6 LAB susunun P. aeruginosa’ya karsi
antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir (Cizelge 4.17). P. aeruginosa’ya karsi
antimikrobiyal etkisi 22,55+2,1 mm inhibisyon zon ¢ap1 en yiiksek 2 no.lu sus iken en diisiik
inhibisyon ¢apina sahip sus 15,91+£0,2 mm ile 23’tiir. Diger LAB suslarindan (33 LAB)

hicbiri test mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal etkili olmamustir.

Cizelge 4.17 6 tane LAB susunun antimikrobiyal aktivitesi

LAB suslarimin inhibisyon Zon Capi (mm)

Sus
2 3 23 24 26 29
No:

P.
. 22,55+2,1 22,33£0,3 15,91+0,2 16,52+0,3 21,70+1,2 20,36=+1,2
aeruginosa



https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-018-9403-9#ref-CR105
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-018-9403-9#ref-CR116
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Lactobacillus coryniformis tarafindan iiretilen bir antifungal peptitin, sinirli bir pH
araliginda aktif oldugu ve etanol aktivitesini arttirdigi belirtilmistir (Salomskienel vd.,
2019).

Gosterdikleri antimikrobiyal aktivitede 10,0 ile 17,2 mm arasinda degisen inhibisyon
zonlarinin gézlemlendigi belirtilmistir. 17,2 + 0,21 ve 17,1 £ 0,21 mm'lik en biiyiik {ireme
inhibisyon zonlar1 C. jejuni ATCC 33291'e kars1 L. rhamnosus W71 ve L. casei W56'nin

siipernatant: ile elde ulagilmistir (Campana vd., 2017).

Bartkiene vd. (2020) tarafindan geleneksel protokollerle uygun olarak {iretilen eksi
mayadan LAB izolasyonu yapilarak antimikrobiyal karakterizasyonu belirlenmistir. On ii¢
LAB susu izole edilmistir. L. plantarum No. 122, L. casei No. 210, Lactobacillus curvatus
No. 51, L. paracasei No. 244 ve L. coryniformins No. 71, test edilen on bes patojenik susun

timiine kars1 biiylime inhibisyon 6zellikleri gosterdigi belirtilmistir.

Manini vd. (2016), bugday kepegi eksi hamurundan izole edilen laktik asit bakterilerinin
karakterizasyonuna yonelik caligmalar  gergeklestirmistir.  Karakterizasyonu  yapilan
LAB’lardan; L. plantarum CE42, CE60, CE84 ve P. pentosaceus CEG65, test edilen Listeria
tirlerine (L. innocua, L. monocytogenes, L. welshimeri) kars1 yiiksek aktivite gostermistir.
Leuconostoc citreum CE88, CE54 sadece L. monocytogenes'i inhibe edebilmistir ve L. sakeli

CE47, L. monocytogenes ve L. welshimeri'ye kars: aktivitesinin oldugu belirtilmistir.

Kuzeybati Arjantin'de nohut mayasindan izole edilen LAB’larin tanimlanmasi ve
biyoteknolojik karakterizasyonu ¢aligmasinda izole edilen ve tiir tanimlamasi yapilan suglar
arasindaki E. durans CRL 2193 no.lu susun Bacillus cereus MBC2'ye kars1 antimikrobiyal
etkisi oldugu belirtilmistir (Saez vd., 2018).

4.6.7. LAB’larin proteolitik 6zelliklerinin belirlenmesi

Skim milk hidrolizi

Proteolitik aktivite yetenekleri belirlenen 39 LAB susunun sonuglar1 Cizelge 4.18’de
verilmigtir. Sonuglara bakildiginda siit tozu olarak bilinen skim milk hidrolizini higbir sus

gerceklestirmemistir. Negatif sonuglar — ile ifade edilmistir.
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Kazein hidrolizi

LAB’lar, gelisimleri i¢in ortamdaki bazi serbest amino asitlerin bulunmasina ihtiyag
duyarlar. Streptococcus tiirleri, hiicre dis1 proteinaz enzimiyle 6zellikle hiicre zarina bitigik
olan kazeini peptitlerine pargalamaktadir. Bu peptitler, bakteri hiicresi tarafindan alinir ve
hiicre i¢i olarak hidrolize edilmektedir (Yiiksekdag ve Beyatli, 2003). Otuzdokuz LAB
susunun, pozitif kontrol olan P. aeruginosa ve negatif kontrol susu olan E. coli’nin kazein
hidrolizi sonuglar1 Cizelge 4.18’de verilmistir. Sonuglar petrilerdeki hidroliz zonlarina gore
degerlendirilmistir ve  LAB suslarinin hidroliz zonu olusturmadigi gozlemlenmistir. Pozitif

Negatif sonuglar — ile ifade edilmistir.

Jelatin hidrolizi

LAB’larn jelatinaz aktivitesine sahip olup olmadiginin test edildigi bu ¢alismada 39
LAB susu igerisinde 41 ve 83 no.lu suslar disindaki 37 susun jelatinaz aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir. Calisma i¢in pozitif kontrol olan S. aureus susunun jelatin hidrolizi test
sonuclart da dahil olmak iizere LAB suslarinin sonuglar1 Cizelge 4.18’de verilmistir.
Hidroliz gozlemlenen tiipler i¢in pozitif sonuclar + ile hidroliz g6zlemlenmeyen tiipler i¢in

negatif sonuclar — ile ifade edilmistir.

Yoresel peynirlerden antimikrobiyal aktivitesi olan LAB’larin izolasyonu ve
tanimlanmasi ¢alismasi i¢in izole edilen bakterilerin jelatinaz aktivitesi gostermedigi tespit

edilmistir (Isleroglu vd., 2008).

4.6.8. Glukozdan gaz iiretimi

Glukozdan gaz iiretimi bir karbonhidrat fermentasyonu olup piriivatin c¢esitli
bilesiklere doniismesiyle son iiriinler agiga ¢ikmaktadir. Glukoz fermentasyonu ile sadece
laktik asit tireten mikroorganizmalar homofermentatif; asetik asit, alkol, formik asit, CO-
gibi birden ¢ok iirline fermente edebilen mikroorganizmalara ise heterofermentatif
denmektedir (Abdel-Rahmen vd., 2013). Glukozdan CO; iiretimi test edilecek 39 LAB

susunun, glukozdan gaz liretimi sonuclar1 Cizelge 4.18’de verilmistir.
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Glukozdan CO:z tirettigi gbzlemlenen 6 susun (3, 66, 82, 102 ve 107 no.lu) sonuglart
pozitif olarak degerlendirilmistir ve + ile gosterilmistir. Glukozdan CO; liretmeyen 33 susun

sonuglar1 ise negatif olarak degerlendirilmistir ve - ile ifade edilmistir.

Fugelsang vd. (2007) yaptiklar1 ¢aligmada saraptan elde ettikleri bazi Lactobacillus
tirlerinin karakteristik 6zelliklerine bakildigi glukozdan gaz tiretimi olan L. brevis, L.

hilgardii ve L. kunkeei iken glukozdan tiretmeyen tiirii L. plantarum olarak belirtmislerdir.

Leuconostoc cinsine ait bakteriler heterofermantatif bakterilerdir glikozdan gaz
tiretimi gergeklestirerek gidanin yapisinda degisikliklere sebep olurlar. Glukozdan sadece

D-laktik asit {iretebilmektedir. Ayrica arginini amonyaga doniistiiremedikleri bildirilmistir

(Konig vd., 2009).

Cizelge 4.18 izole edilen 39 LAB susunun skim milk hidrolizi, kazein hidrolizi, jelatin
hidrolizi ve glukozdan gaz tiretebilme 6zellikleri

. Skim milk Kazein Jelatin Glukozdan
Sus .. Izolasyon . . . . ) o
Ornek Hidrolizi Hidrolizi Hidrolizi gaz liretimi
No Kodu
a* b* C* a* b* C* a* b* C* a* b* C*
Eksi maya
1 S Y 4p-da " R - - S+ ] - - -
(Fethiye-Mugla)
Eksi maya
2 . 4p-4b - - - - - - + |+ |+ - - -
(Fethiye-Mugla)
Eksi maya
3 . 4pd4c | - | - - - - -l H |+ ]+
(Fethiye-Mugla)
Eksi maya
4 _S Y 4p-4d - - - - - - + + + - - -
(Fethiye-Mugla)
11 Kiziltan unu 5p-1 - - - - - - + + + - - -
Eksi maya
16 _sy 4p6a | - | - |- | -] -]+ |+ -] -]~
(Fethiye-Mugla)
Eksi maya
17 _Sy 4p-6c | - | - | - | - - -l +F|H|L ] -]-]-
(Fethiye-Mugla)
Eksi maya
18 _s Y 4p-3a -l -] - - - -+ ]+ - - -
(Fethiye-Mugla)
Eksi maya
19 ) 4p-3b - - - - - - + |+ | + - - -
(Fethiye-Mugla)

a*: l.paralel, b*:2.paralel, c*:3.paralel, y: Yapilmad



Cizelge 4.18 izole edilen 39 LAB susunun skim milk hidrolizi, kazein hidrolizi, jelatin

hidrolizi ve glukozdan gaz iiretebilme 6zellikleri (devam)
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. Skim milk Kazein Jelatin Glukozdan
Sus Ornek Izolasyon | yidrolizi Hidrolizi Hidrolizi | gaz iiretimi
No Kodu
a* b* C* a* b* C* a* b* C* a* b* C*
Eksi maya
20 . 4p-3c - -] - - - - + |+ |+ | -1-1-
(Fethiye-Mugla)
Eksi maya
21 . 4p-3d - - - - - - + + + - - -
(Fethiye-Mugla)
22 Kiziltan unu 5p-2a - - - - - - + + + - - -
23 Kiziltan unu 5p-2b - - - - - - + + + - - -
24 Kiziltan unu 5p-2¢ - - - - - - + + + - - -
26 Hamur 9p-5a - - - - - - + + + - - -
Eksi maya
28 . 4p-6b - -] - - - - + |+ |+ | -1-1-
(Fethiye-Mugla)
29 Siyez unu 8p-8b - - - - - - + + + - - -
32 Hamur 9p-5¢ - - - - - - + + + - - -
Eksi maya
33 . 4p-de-a -l -] - - - - + |+ |+ | -1-1]-
(Fethiye-Mugla)
Eksi maya
34 . 4p-de-b - - - - - - + + + - - -
(Fethiye-Mugla)
Eksi maya
39 . 4p-6d - | - - - - - + + + - -
(Fethiye-Mugla) -
Eksi maya
4 ey - S U U Y U R AV N A
(Fethiye-Mugla) -
43 Siyez unu 8p-8 - - - - - - + + + - - -
52 Eksi maya (Siyez unu) 9p-1 - - - - - - + + + - - -
62 Siyez unu 8p-9c-a - - - - - - + + + - - -
64 Siyez unu 8p-10a-a - - - - - - + + + - - -
65 Siyez unu 8p-10a-b - - - - - - + + + - - -
66 Siyez unu 8p-10a-c - - - - - - + + + |+ |+ |+
67 Siyez unu 8p-10a-e - - - - - - + + + - - -
68 Siyez unu 8p-9c-f - - - - - - + + + - - -
82 Siyez unu 8p-9c-b - - - - - - + + + |+ |+ |+
83 Siyez unu 8p-9c-c SO T B - - - - A
84 Siyez unu 8p-9c-e - - - - - - + + + - - -

a*: 1.paralel, b*:2.paralel, c*:3.paralel, y: Yapilmad
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Cizelge 4.18 izole edilen 39 LAB susunun skim milk hidrolizi, kazein hidrolizi, jelatin
hidrolizi ve glukozdan gaz iiretebilme 6zellikleri (devam)

. Skim milk Kazein Jelatin Glukozdan
Sus . Izolasyon S o S
Ornek Hidrolizi Hidrolizi Hidrolizi gaz iiretimi
No Kodu
a* [ b*|c*| a* | a* | b*|c*|a*|a*|b*|c*|a*
85 Siyez unu 8p-10a-d - - - - - - + + + - - -
102 Eksi maya (Siyez unu) 9p-1d-b - - - - - - + + + |+ |+ |+
106 Siyez unu 8p-10e-a - - - - - - + + + - - -
107 Siyez unu 8p-10e-b - - - - - - + + + |+ |+ |+
108 Siyez unu 8p-10e-c - - - - - - + + + - - -
109 Siyez unu 8p-10e-d - - - - - - + + + - - -
P.
. Y|y Y| * Y Y Y |Y|Y Y
aeruginosa
Kontrol gruplari _
E. coli y - - -
S. aureus y y y y

a*: 1.paralel, b*:2.paralel, c*:3.paralel, y: Yapilmad

4.7. Gluten hidrolizi i¢in optimum kosullarin belirlenmesi

4.7.1. Aerobik ve anaerobik kosullarda gluten hidrolizi

Izole edilen 39 LAB susundan farkli kaynak ve farkli morfoloji olan 12 LAB susu

secilerek aerobik ve anaerobik ortamda inkiibasyon sonucu petrideki zon ¢aplar dlgiilerek

mm cinsinden Cizelge 4.19°da verilmistir. Suslarin gogunlugu, anaerobik kosullara oranla,

aerobik kosulda daha genis proteoliz zon ¢aplar1 olusturmustur. Aerobik kosullarda en iy1

hidroliz zon ¢apina sahip sus 68 iken (9,4+0,4), anaerobik kosullarda en i1yi hidroliz zon

capina sahip sus 24 no.lu sustur. Peynirden izole edilen 38P kodlu susun ise anaerobik

ortamdaki zon gap1 0,8+1,4 mm sonug Vverirken aerobik ortamda zon ¢ap1 7,1+1,4 mm’dir.
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Cizelge 4.19 Aerobik ve anaerobik kosullarda gluten hidrolizi.

Hidroliz zon ¢aplar1 (mm)
Sus No
Aerobik Anaerobik
11P 8,4+0,2 4,7+1,7
16P 6,5+0,8 5,2+1,1
38P 7,1£1,4 0,8+1,4
104P 8,3+1,0 5,9+2.3
16 8,8+0,4 7,8+0,6
23 8,5+0,2 7,3+£0,5
24 8,6+0,7 9,1+0,7
28 6,9+0,7 8,7+0,3
65 8,5+0,5 6,3+0,5
68 9,4+0,4 8,9+0,5
107 8,6+0,7 7,7£3,2
108 8,6+1,0 7,8+0,5

4.7.2. Gluten besiyerinde farkh pH ortaminda iireme yetenekleri

Belirlenen 12 LAB susu arasindan kiziltan unundan izole edilen 23 ve 24 no.lu suslar,
siyez unundan izole edilen 68 ve 107 no.lu suslar segilerek toplam 4 LAB susunun GB-2
besiyerinde alt1 farkli pH (pH3, pH4, pHS, pH6, pH7 ve pHS) ile sekiz ayr1 zaman diliminde
ornek alinarak yapilan gluten hidrolizi ¢alismasinda 48 saatlik inkiibasyon siiresince 10 pl
ornekler alinmistir ve GA-2 besiyeri petrilerine ekim yapilarak 24 saat inkiibe edilmistir.
Calismamizin pH degisimleri ve farkli pH degerlerindeki GA-2 besiyerinde 24 saat inkiibe
edilen 23, 24, 68 ve 107 no.lu LAB suslarinin meydana getirdikleri hidroliz zonlarinin

caplari ise Sekil 4.4-4.27°de gosterildigi gibidir.
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pH3 M pH M Zon gapl (mm)
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N

Sekil 4.4 23 no.lu LAB susunun pH3’teki liremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi

pH4 H pH B Zon ¢ap! (mm)
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Sekil 4.5 23 no.lu LAB susunun pH4’teki iiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 de§isim
grafigi
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Sekil 4.6 23 no.lu LAB susunun pHS5’teki tiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.7 23 no.lu LAB susunun pH6’daki iiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.8 23 no.lu LAB susunun pH7’deki tiremesine bagl pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.9 23 no.lu LAB susunun pH8’deki iiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.10 24 no.lu LAB susunun pH3’teki iiremesine bagl pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
pH4 EpH  ®Zoncapli (mm)
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Sekil 4.11 24 no.lu LAB susunun pH4’deki iiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.12 24 no.lu LAB susunun pH5’teki tiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.13 24 no.lu LAB susunun pH6’daki iiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.14 24 no.lu LAB susunun pH7’deki iiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.15 24 no.lu LAB susunun pH8’deki iiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.16 68 no.lu LAB susunun pH3’teki iiremesine bagl pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.17 68 no.lu LAB susunun pH4’deki iremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.18 68 no.lu LAB susunun pH5’teki iiremesine bagl pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.19 68 no.lu LAB susunun pH6’daki iremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.20 68 no.lu LAB susunun pH7’deki iiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.21 68 no.lu LAB susunun pH8’deki iiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.22 107 no.lu LAB susunun pH3’teki tiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi

pH4 H pH B Zon gap! (mm)
14
12
10
8
6
4

RINIRIRININIRIN
0

0 2 4 8 16 24 32 48

inkiibasyon siiresi (saat)

Sekil 4.23 107 no.lu LAB susunun pH4’deki iiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1
degisim grafigi
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Sekil 4.24 107 no.lu LAB susunun pH5’teki tiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1 degisim
grafigi
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Sekil 4.25 107 no.lu LAB susunun pH6’daki tiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1
degisim grafigi
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Sekil 4.26 107 no.lu LAB susunun pH7’deki iiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1
degisim grafigi

pH8 HpH M Zon gap!l (mm)
12

10

0 I' I' I' I' I' I. II I'
0 2 4 8 16 24 32 48

inkiibasyon siiresi (saat)

[e)]

H

N

Sekil 4.27 107 no.lu LAB susunun pH8’deki iiremesine bagli pH ve hidroliz zon ¢ap1
degisim grafigi

Dabha sonra, suglarimizin canli kalabildigi mide pH’1 dikkate alinarak, 23 ve 107 no.lu
LAB suslart pH’1 3 ve 4 olan GB-2 besiyerlerine ekilmistir. pH3 ve pH4 olan GB-2
kiiltiirlerinden, inkiibasyonun 0., 2., 4. 8., 16., 24., 32. ve 48. saatlerinde o6rnekler alinmis ve

bu 6rneklerdeki canli hiicre sayisi1 belirlenmistir. Ayn1 6rneklerin gluten hidrolizi de test
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edilmistir. 23 ve 107 no.lu LAB suslarin biiyiime egrisi olusturulmus ve bu biiyiime
egrisindeki zaman araliklarina karsilik gelen hidroliz zon ¢aplar1 Sekil 4.28 - Sekil 4.31°de
verilmistir. Grafiklere bakildiginda zamana bagli olarak canli hiicre sayisi ile zon cap1

arasinda dogru orant1 vardir.

Zon

Saat Hicre sayisi

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

7.8 12
E 76,576 10
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g , 8
o0 -2 7 E
S 72 65 64 o E
a 7 c
® 638 i
S 2
S ,6
3 6,6 ,

6,4 0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48
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Sekil 4.28 23 no.lu LAB susunun pH3 canli hiicre sayimi-zon grafigi
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Sekil 4.29 23 no.lu LAB susunun pH4 canli hiicre sayimi-zon grafigi

Zon
Saat = H{icre sayisi
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48
9
8
E 71
56
5 £
>4 c
© o
g 3 N
S
S5 2
I
1
0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48

Saat

Sekil 4.30 107 no.lu LAB susunun pH3 canli hiicre sayimi-zon grafigi
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Sekil 4.31 107 no.lu LAB susunun pH4 canli hiicre sayimi-zon grafigi

4.8. Segilen suslarla ELISA test kitleri kullamilarak 33-mer peptid degradasyonunun
belirlenmesi

Gluten ve gliadin hidrolize edebilen suslarin bu aktivitesi simdiye kadar yaptigimiz
calismalarda kalitatif olarak belirlenmistir. Bu ¢alismada ise secilmis suslarin, gliadindeki
baglica immiinojenik peptid olan, glutamin ve pirolince zengin, 33-mer peptidleri hidrolize
etme yetenegi kantitatif olarak belirlenmistir. 38 ve 107 no.lu suslarla inkiibasyon sonrasi
kiziltan unundaki 33-mer peptid miktart kontrolle (inokiile edilmemis kiziltan unu)
karsilagtirilmis ve 33-mer peptid konsantrasyonlar1 arasinda karsilastirma yapilmistir. Bu
testlerin sonucuna gore 38P no.lu sus 33-mer peptid miktarin1 495,2 mg/dL’den 431,6
mg/dL’ye disirdigii goriliirken, 107 no.lu susun 369,9 mg/dL’ye distirmistiir. Bu
sonuglar, denenen suslarin 33-mer peptidlerini hidrolize edebildigini gostermistir. Bu

deneyin sonuglart Sekil 4.17°de ve. Cizelge 4.20°de goriilmektedir.
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Cizelge 4.20 Probiyotik 6zellikleri ve gluten hidroliz yetenegi dikkate alinarak secilen 38 ve
107 nolu suslarin, kiziltan unundaki 33-mer peptidleri degradasyon yeteneginin Agraquant
ELISA test kiti ile belirlenmesi

Kuyu adi Ornek adi Absorbans Konsantrasyon (mg/dL)

A Standart 1 0,048 0,0

B Standart 2 0,254 4.0

C Standart 3 0,746 20.0
D Standart 4 1,221 80.0
E Standart 5 1,680 200.0
F 38P 2,566 431,6
G 107 2,330 369,9
H Kontrol (kiziltan unu) 2,809 495,2

= A

Faa——t

Sekil 4.32 38P ve 107 nolu suslarin, kiziltan unundaki 33-mer peptid degradasyonunun
AgraQuant® Gluten G12 Kiti ile belirlenmesi (A-H arasindaki kuyularda, standart 1-5; F-
H kuyularinda 38P, 107 ve kontrol bulunmaktadir)

Halbmayr-Jech vd.’nin (2012) yaptigi bu ¢alismada ¢olyak hastaligina neden olan
immiinotoksik peptidlere karsilik gelistirilen G12 adinda bir monoklonal antikor, sandvig
ELISA yontemini gelistirmek amaci ile kullanilmistir. G12, glutenin immiinotoksisitesinin

neden oldugu a2-gliadin'den 33-mer peptid'i tespit etmektedir.
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Monoklonal G12 antikoru kullanilan sandvi¢g ELISA'da bir numunede glutenin analizi
icin 6nemli ve umut vaad eden sonuglar verdigi belirtilmistir. Monoklonal G12 sandvig
ELISA testi, Avrupa'da gluten icermeyen gidalar igin yapilan diizenlemelerde sinir
degerlerin Dbelirlendigi bir zamanda “glutensiz” etiketlemelerin yapilacagi gidalar

desteklemek i¢in ¢ok dikkat ¢ekici aday bir yontem vurgusu yapilmustir.

Diinya ¢apinda CH, diyetin tek tedavi yontemi oldugu gida intoleranslarindan biridir.
Bu nedenledir ki farkli ve yeni bir¢cok yaklasimlarin arastirilmasi 6nceliktir. Bunlardan biri
de gluten proteinlerinin hidrolizi i¢in proteinazlarin kullanilmasidir. Mickowska vd.’nin
(2016) yaptiklar1 ¢caligmada; Bacillus stearothermophilus, Bacillus licheniformis, Bacillus
thermoproteolyticus ve Streptomyces griseus'tan mikrobiyal proteazlarin kullanilarak
bugday, arpa, cavdar, tritikale ve yulaftan ekstrakte edilerek prolaminlerin enzimatik
pargcalanmasin1 denemislerdir. Prolaminler mikrobiyal proteazlar tarafindan hidrolize
edilerek daha kiiglik molekiiller ve peptidler olusturmustur (<30,000 Da). Proteoliz
tiriinlerinin immiinoreaktivitesi Western blot ve sandvi¢ ELISA analizi (monoklonal antikor
RS ve AgraQuant®Gluten G12 ticari bir kit RIDASCREEN® Gliadin) ile poliklonal ve
monoklonal antikorlarla reaksiyon sonuglarina gére degerlendirilmistir. Degerlendirmeler
sonucunda monoklonal G12 antikoru, RS antikoruna gore daha yiiksek immiinokimyasal
aktivite tespit etmistir. Fakat proteinazlarin proteolitik aktivitesine bakildiginda eldeki
sonuclarin  uyumlu oldugu belirtilmistir. Calisma, immiinokimyasal analizler
prolaminlerdeki ¢olyak hastaliginda aktif olan amino asit dizilerinin kismen yok oldugu ve
toksisitesini yitirdigini dogrulamistir. Mikrobiyal proteazlarin kullanilmasi, prolaminlerin

¢Olyak hastaligindaki aktivitesini azaltmasi i¢in alternatif bir yontem olabilir denmistir.

4.9. Probiyotik nitelikleri ve gluten hidroliz yetenegi acisindan secilen sus ile yapilan

in vivo enfeksiyon denemeleri
4.9.1. G. mellonella iizerine 107 nolu susun enfektif dozunun belirlenmesi
G. mellonella larvalarinda probiyotik bakteri ve patojen test bakterisinin enfektif

dozunun belirlenmesi: Uygun agirlikta olan G. mellonella larva gruplarina yapilan . E. coli
O157:H7 susuna kars1 107 no.lu LAB susu doz deneme ¢alismasinda 37°C’de 27-72 saat
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inkiibasyon sonunda canli-hasta ve 6lii larva sayis1 yiizde olarak Cizelge 4.21°de verilmistir.

Canli: saglikli ve krem rengi larvalar -, hasta: yasayan ama az hareket eden ve rengi gri-

siyah olan larvalar, olii: hareketsiz ve siyah renkli larvalar olarak degerlendirilmistir (Sekil

4.18). Deney gruplarindaki suslarin doz miktarlar1 kob/ml cinsinden verilmistir.

Cizelge 4.21 G. mellonella larvasi lizerine E.coli O157:H7 ve 107 no.lu LAB susunun
enfektif dozlarinin belirlenmesi

CANLI (%) HASTA (%) OLU (%)

Deney Gruplari

l.glin | 2.giin | 3.glin | l.glin | 2.giin | 3.giin | l.glin | 2.glin | 3.glin
Muamelesiz 100 | 100 | 100 | © 0 0 0 0 0
SF 100 | 100 | 100 | © 0 0 0 0 0
(lfgs)n"lu sus- 100 | 97,92 | 9792 | 0 0 0 0 | 208 | 208
2&77)“01“ sus” 97,92 | 97,92 | 93,75 | 0 0 0 208 | 2,08 | 625
107 nolu sus-
109 100 | 100 | 100 | © 0 0 0 0 0
gfgg)“"lu Sug” 97,92 | 9583 | 9583 | 2,08 | 417 | 0 0 0 | 417
(Eio%())“ OSTHT-1 5417 | 39,58 | 39,58 | 37,50 | 43,75 | 4375 | 833 | 16,67 | 16,67
(Elbi‘)’" OLSTHT-| 695 | 625 | 625 | 50 | 3333|3333 | 43.75 | 60,42 | 60,42
(Eio%())“ OTHT-1 833 | 625 | 0 | 25 | 1667 | 22,92 | 66,67 | 77,08 | 77,08
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Sekil 4.33 G. mellonella larvalari (A: Canli B: Hasta C: Olii)

4.9.2. G. mellonella iizerine tedavi edici ve koruyucu etki ¢calismasi

Bu in vivo ¢alismada, oncelikli olarak doz deneme galismasi ile kullanilacak dozlar
belirlenmistir. Konak G. mellonella larvasi ile tedavici edici ve koruyucu etki ¢alismasindaki
enjekte edilen patojen E. coli O157:H7 susu igin hiicre yogunlugu tek doz olarak 103
kob/ml’ye karar verilmigsken bu doza karsilik probiyotik sus olarak kullanilan koko-basil
formda gram pozitif bir laktik asit bakterisi olan 107 no.lu susun hiicre yogunlugu dozu ise;
10% kob/ml ve10° kob/ml olarak iki farkli doz ¢alisilmistir. 24 saat sonunda hayatta kalma,

hasta ve 0lii olarak kayit altina alinmustir.

Her bir doz grubu 3 paralel olarak ¢alisilmistir. Her bir grup icin 16 saglikl larva
secilmistir. Ayrica hi¢cbir muamele gérmemis grup ve hiicre yogunluklarini ayarlamak i¢in
kullanilan serum fizyolojik enjekte edilen grupta kontrol gruplari olarak ¢aligmaya dahil

edilmistir. Sonuclar Cizelge 4.22°de verilmistir.

Konak olarak G. mellonella larvasi ile yapilan bu in vivo ¢alismasi sonucunda
probiyotik olarak kullanilan 107 no.lu LAB susunun, E. coli O157:H7 patojeninin neden
oldugu enfeksiyon sonucu meydana gelen hemorajik kolit hastaliginin tedavisinde koruyucu
ya da tedavi edici sagliga yararli bir alternatif olarak sunularak, kullanilabilecegini

gostermistir.
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Cizelge 4.22 G. mellonella larvasi ile tedavi edici ve koruyucu etki ¢alismasi (E. coli
O157:H7 susuna kars1 107 no.lu LAB susu)

24 saat
Deney Gruplar: —
CANLI (%) HASTA (%) OLU (%)
107 no.lu sus (10°)
X + 90,63 3,12 6,25
”L:j E. coli 0157:H7 (109
% 107 no.lu sus (10°)
E + 90,63 6,25 3,12
E. coli 0157:H7 (109
_ E. coli 0157:H7 (10%)
= ¥ 93,75 6,25 0
% 107 no.lu sus (10°)
_“SJ E. coli 0157:H7 (10%)
§ + 84,38 9,37 6,25
= 107 no.lu sus (103)
Muamelesiz 100 0 0
5 SF 100 0 0
£ [107 no.lu sus (109 100 0 0
S [107nolusus (109 100 0 0
E. coli 0157:H7 (10%) 50 10 40

Tip ve hasta sagligini gelistirme calismalar1 planladiginda biyomedikal arastirmalara
ihtiyag duyulmaktadir. Yapilacak birgok c¢alismada kullanilacak protokollerde deney
hayvam kullanimi gerekmektedir (fareler, siganlar, kobaylar vb.). Insanlar {izerinde etik
nedenlerden dolay1 bu caligmalar yapilmamaktadir. Denenmesi hedeflenen farkli alanlardaki
orneklerin ise hayvanlara zarar ve aci verdikleri bilinmektedir. Hayvan deneylerinde

hayvanlarm sagligin1 korumak onceliktir (Yigit vd., 2015).
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Russell ve Burch’un (1959), “3R prensibi” (replacement, reduction, refinement) ;
hayvan kullanimin1 ve hayvanlara aci c¢ektirilmesini en aza indirmek igin yapilmasi
gerekenleri vurgulamis ve bu prensibin diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de hayvan yasami

ile ilgili yasal olarak diizenlemelerin temelini olusturmustur.

Tiirkiye’de 3A (Alternatif arama, azaltma ve arindirma) olarak gecen bu prensip,
deney hayvanlarinin kullaniminda olabildigince alternatif yontemlerin kullanilmasini ve
kullanilacak hayvanlarin sayisini en aza indirerek maruz kalabilecekleri olumsuz sartlar

arindirmay1 amaglamaktadir (Yigit vd., 2015).

Bakteriyel hastalik olusturma c¢aligmasi genellikle uygun bir hayvan modeli
gerektirmektedir. Memeli enfeksiyon modelleri hem etik sorunlari hem de maliyetleri
giindeme getirmektedir. Boceklerin enfeksiyon modeli olarak kullanilmasi degerli ve 6nemli
bir alternatif saglamaktadir. Nematodlar gibi diger omurgali olmayan model konakgilarla
karsilastirildiginda, bocekler daha gelismis bir antimikrobiyal savunma sistemine sahiptir.
Bu nedenle memeli enfeksiyon siireciyle ilgili dogru bilgiler verme olasiliklar1 daha
yuksektir. Bocek larva orta bagirsaklarin epitel hiicreleri ile memelilerin sindirim sistemleri
bagirsak hiicreleri arasinda benzerlikler bulunmaktadir. Son olarak, hiicre yapismasi,
antimikrobiyal peptitlere direng, doku bozulmasi ve oksidatif strese adaptasyon gibi
bakteriyel enfeksiyon siireci i¢in gerekli olan belli bagli temel bilesenler, hem boceklerde
hem de memelilerde O6nemlidir. Biitlin bu bilgilerden yola ¢ikarak bdcekler, memeli
enfeksiyonlarinda rol oynayan mikrobiyal hastalik olusturma faktdrlerinin tanimlanmasi ve

karakterizasyonu i¢in ¢ok degerli aracilardir (Ramarao vd., 2012).

Bu bilgiler dogrultusunda bir¢ok bilim insan1 memeli canlilar1 diger modeller ile
degistirmeyi hedeflemektedir. Yapilan calismalar1 bu yonde gelistirmektedir. Yaygin
olmayan bu hayvan modellerin kullaniminda sinirsel bir sisteme sahip olmadiklar1 igin
biyoetik sorunlara maruz kalmadiklar1 ya da sinir sistemi varsa bile ¢ok ilkel olup neredeyse

hi¢ agr1 hissi yasamadilari i¢in alternatif olarak degerlendirilmektedir.

Gilinlimiizde bu alternatif modellerin kullanilmasinda en sik kullanilan model
organizma olarak karsimiza Lepidoptera takimina ait G. mellonella (Biiyiik bal mumu

giivesi) ¢ikmaktadir (Alvandian vd., 2016)
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G. mellonella mikrobiyal enfeksiyonlari incelemek i¢in alternatif bir model olarak
tanitilmistir. G. mellonella larvalari kolayca ve ucuza temin edilebilmektedir. Etik agidan bir
kisitlama yoktur. Ozel laboratuvar ekipmanina ihtiya¢ duyulmadigi i¢in kullanimi1 kolaydir.
Kisa yasam dongiileri onlar1 biiyiik 6l¢ekli caligmalar icin ideal kilar. Bir bagisiklik tepkisine
sahip degillerdir ancak dogustan gelen bagisiklik tepkileri, omurgalilardaki bagisiklik tepkisi
ile dikkate deger benzerlikler gostermektedir (Tsai vd., 2016).

Beeton vd. (2015) G. mellonella enfeksiyon modelini, P. aeruginosa suslarina karsi
faj tedavisinde in vivo etkinligini belirlemek amaci ile kullanmiglardir. Calisma sonucunda
G. mellonella'nin, diisiik enfektif dozlarla diger patojenlere uygulanabilen P. aeruginosa
hedefli faj tedavisinde ilk in vivo incelenmesi i¢in basit, saglam ve uygun maliyetli bir model

olarak kullanimini dogruladig: belirtilmistir.

Yapilan bir calismada firsat¢1 patojen olan Klebsiella pneumoniae nin viriilans
mekanizmalari ve viriilans siirecinin yonlerini arastirmak i¢in omurgasiz konak model olarak
G. mellonella kullanilmistir. G. mellonella dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir 6zelligi
olan melanizasyon ve bagisikliktan kagmanin bir belirteci olarak ¢ogalma yetenegi de
hayatta kalmasmin genis Ol¢lide iligkili oldugu belirtilmistir. Calisma sonucunda G.
mellonella’nin viriilans mekanizmalart hakkinda 6nemli bilgiler verebildigini ve bunun
firsatg1 insan patojenlerinin incelenmesine uygulanabilecegini ifade edilmistir (Wand vd.,

2013).

Bir baska calismada yiiksek diizeyde ilaca dayanikli bakterilerin kliniklerde ortaya
c¢ikan antibiyotige direngli bakterilere kars1 tedavi etmek amaci ile bakteriyofajlarin terap6tik

kullanim1 amaglamistir (Nale vd., 2016).

Alghoribi vd. (2014) G. mellonella larvasini kullanarak dnde gelen bes liropatojenik
E. coli (UPEC) soyundan 71 susun patojenitesini incelemistir. Bu ¢alisma, G. mellonella'nin

E. coli (UPEC) viriilansinin arastirilmasi i¢in miikemmel bir ara¢ oldugunu gostermistir.

Burkholderia, topluca Burkholderia cepacia kompleksi (BCC) olarak adlandirilan

karmasik bir taksonomiye sahip 6énemli bir bakteri cinsidir. Bu bakteriyel mikroorganizma
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kompleksinin viriilansin1 derinlemesine arastirmak i¢in alternatif enfeksiyon modeli olarak
yararli G. mellonella larvalar1 kullanilmistir. BCC viriilans seviyeleri, %50 oldiiriicti dozlar
kullanilarak belirlendi ve BCC'nin hem tiiri hem de suslar1 arasinda farkliliklar
gozlemlenmistir. Elde edilen BCC patojenite egilimleri, diger yayinlanmis alternatif
enfeksiyon modelleri ve memeli enfeksiyon modelleri kullanilarak elde edilen sonuglarla
karsilastirilinca olumlu sonuglar vermistir. BCC'nin Oldiiriicii 6zelliklerini incelemek
yapilacak ¢alismalarda, G. mellonella’nin faydali bir alternatif enfeksiyon modeli oldugunu
kanitlamistir (Seed ve Dennis, 2008).

Bir baska ¢alismada, G. mellonella larvalarinin, C. perfringens suslarinin viriilansini
ve yeni tedavi yontemlerini ¢alismak i¢in uygunlugunu, veri toplamaya yonelik gelistirilmis
bir hizli yaklasim ile ne Olgiide kullanilabilir oldugunu belirlemeyi amaglamislardir.
Bulgular, G. mellonella'nin yararli bir in vivo enfeksiyon modeli olabilecegini ve C.
perfringens suslarinin viriilansi i¢in On tarama testi olarak ya da yeni terapdtiklerin ilk
asamasinda gelistirilmek {izere basit, ucuz ve hizl bir in vivo yontem oldugunu konusundaki

uygunlugunu belirtmislerdir (Kay vd., 2019).

Berrios vd. (2018) bal aris1 bagirsaklarindan izole edilen yeni bir Lactobacillus tiirii
olan Lactobacillus kunkeei'nin in vitro biyofilm olusumunu ¢alismislardir. Ayrica L. kunkeei
biyofilminin P. aeruginosa biyofilmlerinin olusumunu engelledigi belirtilmistir. Son olarak,
L. kunkeei suslarinin G. mellonella larva modeli kullanilarak yapilan c¢alismada P.
aeruginosa enfeksiyonunu, P. aeruginosa biyofilm olusumunu ya da stabilitesini etkileyerek
hafiflettigini bildirilmistir. L. kunkeei bir probiyotigin ozelliklerini sagladigi igin, bu
Lactobacillus tiiriiniin hem hayvanlarda (bocekler dahil) hem de insanlarda kullaniminin P.

aeruginosa biyofilm olusumunun engellenmesine katkida bulunabilecegini gostermistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

CH, genetik olarak yatkin kisilerde ortaya ¢ikan kronik bir otoimmiin hastaliktir.
Glinlimiizde bu hastaligin tedavisi bulunmamaktadir. Hassas bireylerin 6miir boyu glutensiz
bir diyete uyum gostermeleri gerekmektedir. CH ve CH-olmayan gluten hassasiyetine bagl
olan semptomlarin giderilmesi ya da azaltilmasina yonelik olarak probiyotik takviyelerin
kullanimi1 son zamanlarda umut vaad eden bir yaklasim olmustur. Bu nedenle bu ¢alismada
farkli un, eksi maya, hamur ve peynir 6rneklerinden izole edilmis LAB suslarmin gluten

hidroliz yetenekleri ve probiyotik 6zellikleri belirlenmistir.

Oncelikle farkli un, eksi maya ve hamur 6rneklerinden mikroorganizma izolasyonu
yapilmistir. Ayrica peynirden izole edilmis bazt LAB suslar1 da ¢alismaya dahil edilmistir.
Suslar i¢inde bugday gluteni bulunan GA-1 ekilmis ve inkiibasyonun ardindan plaklar
Coomasssie Blue Brillant R-250 protein boyasi ile boyanmistir. GA-1 plaklarinda gelisen
kolonilerin g¢evrelerinde meydana gelen renksiz/boyasiz zonlar gluten hidrolizini isaret
etmistir. Orneklerden izole edilmis toplam 119 adet gram pozitif bakteri susundan 43’ii
gluteni hidrolize edebilmistir. Ayrica, bu suslar, i¢inde tek azot kaynagi olarak gluten
bulunan Gluten Agar-2 (GA-2) plaklarina inokiile edilmis ve hem aerobik hem de anaerobik
kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda plaklar Coomasssie Blue Brillant R-250
ile boyanmistir. Bu 43 susun hem aerobik hem de anaerobik kosullarda gluteni hidrolize

edebilen LAB suslar1 oldugu belirlenmistir.

Daha sonra bu suslarin bazi temel probiyotik 6zellikleri aragtirilmistir. Diisiik pH da
(pH1-4), safra tuzlarinda (%0,3-0,6) ve yapay mide sivisinda (pH2 ve 3) canli kalan suslar
arasindan en iyi olanlar1 se¢ilmis (11P, 16P, 38P, 104P, 16, 23, 24, 28, 65, 68, 107 ve 108 )

ve bunlar sonraki ¢alismalarda kullanilmistir.

Suslardan otoagregasyon kapasitesi ve hidrofobisitesi en yiiksek olanlar, sirasiyla, 108
(%23,9) ve 24 no.lu (%99,2) suslardir. Suslarin ¢ogunlugu, anaerobik kosuldakine oranla,
aerobik kosulda daha genis proteoliz zon ¢aplari olusturmustur. 23, 24, 68 ve 107 no.lu suslar
pH’1 3-8 arasinda degisen GB-2 besiyerlerine ekilmis ve tim pH seviyelerinde gluten

hidrolizi meydana geldigi belirlenmistir.
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38P no.lu sus 33-mer peptidlerin miktarmi1 495,2 mg/dL’den 431,6 mg/dl’ye
diistirdiigii goriiliirken, 107 no.lu sus 369,9 mg/dl’ye diistirmiistiir.

107 no.lu susun, konagi enfeksiyondan koruyucu/tedavi edici etkisi (E. coli
0157:H7’ye karsi) ve enfektif dozunu belirlemek i¢in G. mellonella larvalar: kullanilmistir.
Konak olarak kullanilan G. mellonella larvalarma 107 no.lu sus (10% kob/ml) ve E. coli
0157:H7 (10° kob/ml) birlikte verildiginde, koruyucu etki i¢in belirlenen canli larva yiizdesi
%91 iken, tedavi edici etki %84 olmustur.

Sonug olarak, bu ¢alismada izole edilen 39 LAB susunun ve peynir 6rneklerinden izole
edilmis 4 LAB susunun gluten hidrolize edebilen ve temel probiyotik nitelikleri tasiyan
suslar oldugu belirlenmistir. Bu suslarin tamaminin, glutensiz ya da gluteni azaltilmis
firmcilik  irtinlerinin mayalandirilmasinda “eksi maya” olarak kullanim olanag:
bulunmaktadir. Daha da 6nemlisi 23, 24, 68 ve 107 no.lu suslarin, tek basina ya da kombine
edilerek, gluten duyarliligi olan bireyler i¢in probiyotik takviye olarak kullanim potansiyeli
vardir. Gelecekte yapilmasi planlanan ¢aligmalar, suslarin bu potansiyellerinin daha detayli

bir sekilde ortaya konmasina yonelik olacaktir.
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