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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

FARKLI KAYNAKLARDAN iZOLE EDIiLEN LAKTIiK ASIT
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BELIiRLENMESI

Melda ONUR
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Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Giivenligi Anabilim Dah

Damisman: Dr. Ogretim Uyesi Harun ONLU

Laktik asit bakterileri (LAB), heksoz sekerlerinin laktik aside fermantasyonu siirecinde 6nemli bir
rol oynayan ticari olarak 6nemli bir organizma grubudur ve “genel olarak giivenli kabul edilen” olarak
tanimlandiklart igin endiistriyel uygulamalarda ve probiyotik olarak yaygmn olarak kullanilan
organizmalardir. Laktik asit bakterilerini (LAB) izole etmek icin farkli gida, esek siitii ve anne siitii
ornekleri toplanmis ve bu 6rneklerden 45 bakteri susu saflagtirilmistir. Morfolojik tanimlama i¢in gram
boyama, katalaz testi, metilen mavisi boyama, molekiiler tanimlama icin RAPD-PZR ve 16S rRNA gen
dizileme yontemleri kullanildi. Morfolojik 6zelliklerine gore 21 izolat gram (+), katalaz (-) kok, 7 izolat
gram (+), katalaz (-) laktobasil olarak siniflandirilmis ve MRS agar plaklarinda gelistirilmistir. Toplam 17
izolat MRS agar iizerinde gelistirilememistir ve deneysel siirecin geri kalanindan ¢ikarilmustir. izolatlarin
molekiiler tanimlanmasi icin RAPD-PZR ile OPA-7 primeri kullanildi. RAPD-PZR bant profillerine gore
ayni bant profillerine sahip 15 izolat elimine edilmis ve 16s rRNA gen dizi analizi i¢in 13 izolat
kullanilmustir. Lactobacillus sakei MH1, Lactococcus garvieae MH3, Lactococcus lactis subs. cremoris
MH4, Enterococcus faeceium MHS, Lactococcus lactis’ in MH3, MHS, MH9 adli 3 izolati, Weissella
confusa’ nin MH6, MH7 olan 2 izolat1 Pediococcus acidilactici’ nin MH10, MH11, MH12, MH13 adli 4
izolat1 16s rRNA gen dizi analizi sonuglarina gére belirlendi. 13 izolat, antibiyotik duyarlilig1, pepsin,
pankreatin, safra tuzlari, diisiik pH, bakteriyosin iiretimi ve hemolitik aktivite altinda hayatta kalma
acisindan karakterize edildi. Disk difiizyon testi sonuglart, izolatlarin tamaminin kanamisine, ¢ogunun ise
gentamisine direncli oldugunu gostermektedir. MIK test sonuglari izolatlarin tamaminin streptomisine
direngli oldugunu gostermektedir. Lactobacillus sakei MH1, Lactococcus garvieae MH3, Lactococcus
lactis subsp. cremoris MH3, Weissella confusa MH7, Lactococcus lactis MHS, Lactococcus lactis MH9 ve
Pediococcus acidilactici MH10 pH:2' de 1 saat ve Lactococcus lactis subsp. cremoris harig¢ tim izolatlar
pH:3' te {i¢ saat hayatta kaldi. Tiim suslar bakteriyosin iiretim testine gore indikatdr mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal etki gostermemistir. Tiim suslar, pankreatin ve farkli safra tuzu (%0.3, %0.5, %1)
konsantrasyonunda hayatta kalabilmis, ancak pepsin (pH:3) varliginda Enterococcus faeceium MHS;
Weissella confusa MH6, MH7; Lactococcus lactis MHS8 and Lactococcus lactis MH9 diistik bir yiizdeyle
hayatta kalmistir. Test edilen suslar, y-hemolitik aktivite gosterdi. Bu sonuglara gore izolatlarimiz gida ve
ilag endiistrilerinde uygulama i¢in probiyotik potansiyel adaylardir, ancak izolatlarin diger probiyotik se¢cim
kriterleri agisindan taranmasi gerekmektedir.
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ABSTRACT

MS THESIS

DETERMINATION OF SOME PROBIOTIC PROPERTIES OF LACTIC ACID
BACTERIA ISOLATED FROM DIFFERENT SOURCES

Melda ONUR

Mus Alparslan University
Natural and Applied Science
Department of Food Safety

Advisor: Assist. Prof. Harun ONLU

Lactic acid bacteria (LAB) are a group of commercially important organisms that play an
important role in the fermentation process of hexose sugars into lactic acid and they are widely used in
industrial applications and as probiotics since they were designated as “generally recognized as safe”
organisms. In order to isolate lactic acid bacteria (LAB), different food, donkey milk, and breast milk
samples were collected and 45 bacterial strains were purified from those samples. Gram staining, catalase
test, methylene blue staining were used for morphologic identification, RAPD-PCR, and 16S rRNA gene
sequencing methods were used for molecular identification. According to morphological characteristics 21
isolates were classified as gram (+), catalase (-) cocci, 7 isolates were classified as gram (+), catalase (-)
lactobacilli, and grown well on MRS agar plates. A total of 17 isolates were not grown on MRS agar and
excluded from the rest of the experimental process. For molecular identification of isolates, OPA-7 primer
was used with RAPD-PCR. According to the RAPD-PCR bant profiles, 15 isolates which have the same
bant profiles were eliminated and 13 isolates were used for 16s rRNA gene sequence analysis. Lactobacillus
sakei MH1, Lactococcus garvieae MH3, Lactococcus lactis subs. cremoris MH4, Enterococcus faeceium
MHS, 3 isolates Lactococcus lactis MH3, MH8, MH9, 2 isolates Weissella confusa MH6, MH7 4 isolates
Pediococcus acidilactici MH10, MH11, MH12, MH13 were designated according to 16s rRNA gene
sequence analysis results. The 13 isolates were characterized for antibiotic susceptibility, survival under
pepsin, pancreatin, bile salts, low pH, bacteriocin production, and hemolytic activity. Disc diffusion test
results show that all of the isolates were resistant to kanamycin, and most of resistant to gentamicin. MIC
test results show that all of the isolates were resistant to streptomycin. Lactobacillus sakei MHI,
Lactococcus garvieae MH3, Lactococcus lactis subsp. cremoris MH3, Weissella confusa MHT,
Lactococcus lactis MHS, Lactococcus lactis MH9 and Pediococcus acidilactici MH10 survived in pH:2 at
1 hour, and in pH: 3 all of the isolates except Lactococcus lactis subsp. cremoris were survived three hours.
All strains did not show antimicrobial effect against indicator microorganisms according to the bacteriocin
production test. All strains were able to survive in pancreatin and different bile salt (%0.3, %0.5, %1)
concentration, but a low percentage survived in the presence of pepsin (pH:3) Enterococcus faeceium MHS5;
Weissella confusa MH6, MH7; Lactococcus lactis MHS8 and Lactococcus lactis MH9. The tested strains
showed y-hemolytic activity. According to these results, our isolates is probiotic potential candidates for
application in the food and pharmaceutical industries, however, isolates should screen for the other

probiotic selection criteria.

2021, 82 Pages
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BSH : Bile Salt Hydrolize (Safra Tuzu Hidrolaz Enzimi)

CLSI : The Clinical and Laboratory Standards Institute (Klinik ve Laboratuvar
Standartlar1 Enstitiisii)
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EFSA : European Food Safety Authority (Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi)
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1. GIRIS

Probiyotikler, uygun miktarda alindiklarinda konak¢1 sagligi {lizerinde faydali
etkiler sergileyen canlt mikroorganizmalardir (FAO ve WHO, 2002). En yaygin olarak
kullanilan probiyotikler Lactobacillus ve Bifidobacterium suslaridir (Diosma ve ark.,
2014; Fleet ve Balia, 2006). Bu mikrobiyal gruplar, insan viicudunda karsilastiklar
olumsuz kosullara dayanma (6rnegin; tiikriikk enzimleri, diisitk pH ve pankreas suyu),
bagirsak epitel hiicrelerine tutunma ve konagin mikrobiyotasini diizenlenme yetenegine
sahiptir (de Melo Pereira ve ark., 2018; Liong ve ark., 2015; Marchesi ve ark., 2016;
Mathur ve ark.,, 2020; Zoumpopoulou ve ark., 2017). Konagin, zararl
mikroorganizmalara karsi korunmasinda 6nemli bir rol oynarlar ve ayrica bagisiklik
sistemini giiglendirirler (Agheyisi, 2008; Schultz, 2008; Soccol ve ark., 2010). Probiyotik
mikroorganizmalarin ylizyillardir geleneksel olarak tiiketilen fermente siit {iriinleri ve
fermente gidalarda mevcut oldugu bilinmektedir. Ayrica gida endiistrisinde fonksiyonel

gidalarin tiretiminde bir bilesen olarak kullanilmaktadir (Zucko ve ark., 2020).

Probiyotik olarak kullanilan organizmalar igerisinde en 6nemli grubu laktik asit
bakterileri (LAB) olusturmaktadir. LAB’ nin ¢ok uzun yillardan beri fermente gidalarin
iiretiminde kullanilmasi ve bu gidalarla birlikte tiiketilmesi LAB’ nin genel olarak giivenli
(GRAS= Generally regard as safety) kabul edilmesini saglamistir (Patil ve ark., 2010).
Stit Uriinleri, etler, sebzeler, eksi mayali ekmek gibi iirlinlerde bulunmalarinin haricinde
LAB; ag1z boslugu, vajina ve gastrointestinal sistem gibi insan mukozal yiizeylerinde de
yaygin olarak bulunmaktadir. Metabolik faaliyetleri sonucu organik asitler, polioller,
ekzopolisakkaritler ve antimikrobiyal bilesikler gibi bir ¢ok yararl bilesigin tiretimi ile
iliskili olan LAB' nin gidalardaki temel islevi laktik asit iiretimi ile asitligi arttirmaktir.
Ayrica LAB, aroma bilesenlerinin liretimi ile fermente gidalarin lezzet dokusuna ve besin
degerine katkida bulunur. Ek olarak patojen mikroorganizmalarin inhibisyonuna katkida
bulunurlar ve bdylece biyokoruyucu kiiltiirler olarak kullanilirlar. Bu nedenle LAB ¢ok
cesitli fermente siit iirlinleri, et, balik, meyve, sebze ve tahil iirlinlerinde gida

endiistrisinde starter kiiltiir olarak kullanilir (Bintsis, 2018).

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilebilmesi icin insan
viicudundaki olumsuz kosullara direng, epitel hiicrelere tutunma kabiliyeti,
antimikrobiyal aktivite ve gilivenlik degerlendirmesi dahil ¢esitli kriterlere uygun olmasi

gerekmektedir.
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Bu calismada endiistri ve saglik gibi alanlarda bir¢ok 6neme sahip laktik asit
bakterileri farkli kaynaklardan (fermente gida iiriinleri, siit ve siit tirlinleri) izole edilerek

tanimlanmistir. Sus diizeyinde tanimlanmis bu bakterilerin bazi probiyotik 6zellikleri

arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETi

2.1 LAB’ nin tarihcesi

1873 yilinda J. Lister tarafindan ilk kesfedilen probiyotik, LAB grubu iiyesi olan
Lactobacillus cinsidir. Laktik asit bakterilerinin yararli etkilerine olan ilgi, 20. yy
baslarinda (1908) Balkan halkinin uzun Omiirliiliigiiniin sik sik fermente siit iirtinleri
tilketiyor olmalarina baglayan Rus bilim adami Elie Metchnikoff ' a (1845 - 1919)
dayanmaktadir (Hove ve ark., 1999; Masood ve ark., 2011). Elie Metchnikoff,
probiyotiklerin mucidi olarak kabul edilir (Heller, 2001). E. Metchnikoff, fermente siit
tirtinlerindeki asit iireten organizmalarin kalin bagirsakta olumlu etkilere neden
olabilecegini ve bdylece tiiketicinin Omriiniin uzamasina yol agabilecegini dne siirmiistiir
(Hove ve ark., 1999). 1956'da Lilly ve Stillwell, bir mikroorganizmanin baska bir
mikroorganizma i¢in bazi biliylime uyaricilart gizledigini belirlemislerdir (Lilly ve
Stillwell, 1965; Zendeboodi ve ark., 2020).

Probiyotik terimi ilk olarak Parker tarafindan gastrointestinal sistemde mikrobiyal
dengeye neden olan maddelerin ve organizmalarin tanimlanmasi i¢in kullanilmistir
(Parker, 1974; Zendeboodi ve ark., 2020). Bu tanimda madde kelimesinin varligi,
antibiyotikleri de igceren genis bir ¢agrisimla sonug¢lanmistir (Zendeboodi ve ark., 2020).
Fuller, Parker' in tanimini1 gelistirmis ve probiyotigi, dogal bagirsak mikroflorasini
diizenleyerek sicak kanli hayvan sagligin1 olumlu etkileyen canli bir mikroorganizma
olarak tanimlamustir. Fuller’ in tanimi probiyotiklerin yasayabilirligine ve hayvanlar
izerindeki olumlu etkisine vurgu yapmistir (Fuller, 1989; Zendeboodi ve ark., 2020).

Haveenar ve In't Veld, bu mikroorganizmalar1 "bagirsak mikroflorasi 6zelliklerini
tyilestirerek konak¢i sagligini olumlu yonde etkileyen, insanlara veya hayvanlara
uygulanan tek veya karisik (mix) kiiltiirler seklindeki canli mikroorganizmalar" olarak
tanimlamiglardir (Haveenar ve In't Veld, 1992; Zendeboodi ve ark., 2020). Salminen
tanimina gore bir probiyotik, siit liriinlerinde bulunan canli bir mikroorganizmadir ve
konagin sagligin1 ve beslenmesini iyilestirmektedir (Salminen, 1996; Zendeboodi ve ark.,
2020).

Schaafsma tanimi genisleterek probiyotikleri, yeterli sayida alindiginda ve dogal
temel beslenmeden daha fazla tiiketildiginde konakgi iizerinde sagliga faydasi bulunan
canli mikroorganizmalar olarak tanimlamistir (Schaafsma, 1996). Salminen, probiyotigin
slit tirlinlerinin mikrobiyal kiiltlirii olduguna dikkat ¢ekmistir. Bu nedenle, bu tanima

dayanarak gida matrisi; mikroorganizmay1 ve giday1 probiyotik olarak ele almak i¢in
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anahtar bir kriter olmaktadir. Bununla birlikte, siit {iriinli olmayan iiriinlerde canl
probiyotiklerin varligi nedeniyle, siit {riinlerini sadece probiyotik matrisi olarak
diisiinmek hakli degildir (Salminen, 1996). 2001 yilinda, Schrezenmeir ve de Vrese,
yeterli miktarda alindiginda konakg¢inin mikroflorasini degistirebilen, yasayabilir hiicre
iceren karigim olarak tanimlamistir (Schrezenmeir ve de Vrese, 2001; Zendeboodi ve ark.,
2020).

2001 yilinda, WHO ve FAO, probiyotikleri “yeterli miktarlarda
uygulandiklarinda konake1 iizerinde bir saglik yarar1 saglayan canli mikroorganizmalar”
olarak kabul etmistir. Son olarak, 2014 yilinda, Uluslararas1 Bilimsel Probiyotikler ve
Prebiyotikler Dernegi (ISAPP) ikinci tanimi biraz degistirdi ve probiyotikleri “yeterli
miktarlarda uygulandiklarinda konak¢i sagligi {izerinde faydali etkileri olan canli
mikroorganizmalar” olarak tanimlamistir. O zamandan beri, bu tanim bilim camiasi
tarafindan yaygin olarak kullanilmis ve ¢cogu devlet kurumunda ilaglari, yiyecekleri ve
takviyeleri probiyotik iiriinler olarak degerlendirmek i¢in bir kriter olmustur. Bu tanimda,
canlilik, bir mikroorganizmay1 ve ilgili iiriinii “probiyotik” olarak diisiinmek i¢in en

onemli faktorlerden biri olmustur (Zendeboodi ve ark., 2020).

2.2 Probiyotikler ve secim Kkriterleri

Probiyotik mikroorganizmalar genellikle LAB grubu bakterileri olan
Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Bifidobacterium ve
Pediococcus cinslerine ait c¢esitli tiirleri igermektedir. Ayrica Bacillus spp.,
Saccharomyces spp., Aspergillus spp. cinslerine ait baz tiirler ve Escherichia coli susu
Nissle 1917 de uygun probiyotik mikroorganizma tiirlerindendir (Bhadoria ve
Mahapatra., 2011; Kiran ve Osmanagaoglu., 2012; Agheyisi, 2008; Schultz, 2008; Soccol
ve ark., 2010). Probiyotigin etki mekanizmas1 dogrudan secilen susun ozelligi ile
baglantilidir. Se¢im yapilirken aday tiiriin genetigi ve fizyolojisi, bagirsaktaki rolleri,
diger mikroflora ile iligkisi, fonksiyonel aktivitesi 6nem tasimaktadir. Se¢im kriterlerini
dogrulamak i¢in in-vivo ve in-vitro testler kullanilabilir (Caselli ve ark., 2012;
Modzelewska-Kapituta ve ark., 2008; Shewale ve ark., 2014). Kokeni ve taksonomik
kimligi ne olursa olsun, aday suslarda B-hemolitik aktivitenin ve bagirsak hastaliklar ile
iligkili olan B-glukosidaz, N-asetil-B-glukozaminidaz ve B-glukuronidaz gibi diger zararlh
enzimatik aktivitelerin bulunmadigini dogrulamak i¢in bir dizi in-vitro testine ihtiyag

duyulmaktadir (Dabek ve ark., 2008; Delgado ve ark., 2007; Wedajo, 2015).
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Probiyotiklerin anti-kanserojen aktivitesini kanitlayan in-vivo ve in-vitro deneyler
mevcuttur. Pro ve prebiyotiklerin kanser oOnleyici 0Ozelliklerine iligkin kanitlar,
hayvanlarda ve insanlarda digki enzim aktiviteleri, bilinen kanserojenlerin in vitro ve in
vivo genotoksisitesinin inhibisyonu, laboratuvar hayvanlarinda kanserojen kaynakli
preneoplastik lezyonlarin ve tiimorlerin baskilanmasi iizerine yapilan ¢alismalardan elde
edilmistir (Burns ve Rowland, 2000; Commane ve ark., 2005).

Probiyotik bakteriler sindirilemeyen karbonhidratlar1 fermente edebilir ve
bagirsakta kisa zincirli yag asitleri iiretebilir. Bunlar karacigerdeki kolesterol sentezini
inhibe eder ve/veya kolesterolii plazmadan karacigere yeniden dagitir, boylece kandaki
lipit seviyelerini azaltir (Ahn ve ark., 2003; De Boever ve ark., 2000; Doncheva ve ark.,
2002; Ljungh, 2006). Baz1 probiyotik mikroorganizmalarin safra tuzu metabolizmasina
miidahale ederek kolesterol seviyelerini etkileyebilecegi ileri siirtilmiistiir. Safra tuzlarini
hidrolize etme kabiliyeti gosteren Lactobacillus, Enterococcus, Peptostreptococcus,
Bifidobacterium, Fusobacterium, Clostridium ve Bacteroides cinslerine dahil birgok tiir
serum kolesterol seviyelerini diisiirmektedir (Smet ve ark., 1994). Urettikleri BSH (Bile
Salt Hydrolase=Safra Tuzu Hidrolaz) enzimi ile konjuge safra tuzlarini dekonjuge safra
tuzlarina doniistiirmektedirler. Hidrolize edilen safra tuzlar1 digki yoluyla viicuttan atilir.
Safra asitlerinin onciisii olan kolesterol, digkilama ile kaybedilen safra tuzlarinin serum
kolesteroliinde bir azalmaya yol agmasi sonucu kaybedilenlerin yerini almak igin
cogunlukla safra tuzlarina doniistiiriilmektedir (de Melo Pereira ve ark., 2018; Kumar ve

ark., 2012; Nguyen ve ark., 2007).

2.3 LAB’ nin 6nemi

Fermantasyon, 6000 yildan fazla bir siiredir gidanin kalitesini muhafaza etmenin
bir yolu olarak kullanilmakla birlikte gidalarin raf dmriinii ve glivenligini iyilestirmeye
hizmet etmis, insanlarin kis mevsimleri ve kuraklik dénemlerinde hayatta kalmalarini
saglamistir. Gidayr koruma etkisinin yani sira fermantasyon; gidanin duyusal kalitesini
ve kabul edilebilirligini artirmanin bir yolu olmustur (Campbell-Platt, 1994; Holzapfel,
1997). Fermantasyonda rol alan mikroorganizmalar metabolik faaliyetleri sayesinde tat,
aroma, goriintii, doku, raf dmrii ve giivenlik gibi karakteristik 6zelliklerin gelismesine
katkida bulunurlar. Fermentasyon, starter kiiltiir ilave edilmeden dogal fermentasyon
yoluyla da ger¢eklesebilmesine ragmen starter kiiltiir ile gerceklestirilen fermentasyonlar
daha standart ve yiiksek kalitede iiriin iiretimine imkan saglamaktadir (Hammes, 1990;

Holzapfel, 1997). Starter kiiltiir; fermentasyon siirecini hizlandirarak ve ydnlendirerek
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fermente bir gida iiretmek icin bir hammaddeye eklenecek en az bir mikroorganizma
tiiriiniin ¢ok sayida hiicresinin mikrobiyal bir preperasyonu olarak tanimlanabilir. Laktik
asit bakteri grubu (LAB), bu siireglerde merkezi bir rol oynamaktadir ve fermente gida
ve igeceklerin iiretiminde uzun ve giivenli bir uygulama ve tiiketim ge¢misine sahiptir
(Caplice ve Fitzgerald, 1999; Leroy ve De Vuyst, 2004; Ray, 1992).

Fermente gida iiretiminde starter olarak kullanilan ve patojen olmayan LAB
cinsleri; Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Oenococcus ve
Streptococcus’ tur (Holzapfel, 2003; Moreno ve ark., 2006; Sengiin, 2011). Son
zamanlarda, endiistriyel agidan 6nemli bir islevsellige sahip antimikrobiyal maddeler,
seker polimerleri, tatlandiricilar, aromatik bilesikler, vitaminler veya faydali enzimler
tireten ve probiyotik 6zelliklere sahip olan laktik asit bakterileri yeni starter kiiltiirler
olarak gelistirilmektedir (Leroy ve De Vuyst, 2004). Gida koruyuculari, gida aromalari
ve asitlestiricilerin iiretiminde ve ayni zamanda ilag, kozmetik ve biyo-bozunur polilaktik
asit polimerlerinin imalati gibi ¢esitli endiistriyel islemlerde kullanilmaktadir (de Melo
Pereira ve ark., 2018; Frohlich ve ark., 2009). LAB, sindirim siireglerine ve sagliga
yardimcr olan dogal kiiltiirler olarak tiiketicilere pazarlanmaktadir (Colombo ve ark.,

2018).

2.4 Probiyotik olarak LAB

Laktik asit bakterileri (LAB), laktik asit iiretimiyle karakterize edilir ve bircok
endiistriyel ve geleneksel bitki, et ve siit fermantasyonunda baskin mikroorganizma
grubudur. Ayrica LAB, insan mide bagirsak sisteminin (GIT) yerli sakinleridir ve ince
bagirsaktaki baskin koloniler arasinda oldugu diistiniilmektedir (Jensen ve ark., 2012;
Marco ve ark., 2006).

Lactobacillus cinsi; gida koruyuculari, gida aromalar1 ve asitlestiricilerin
tiretiminde ve ayn1 zamanda ilag, kozmetik ve biyo-bozunur polilaktik asit polimerlerinin
imalati gibi c¢esitli endiistriyel islemlerde kullanilan, fermantatif ve karbonhidrat
fermantasyonunun son ana iirlinii olan laktik asit iireten, gram pozitif, aero-tolerant veya
anaerobik, asidiirik veya asidofilik, spor olusturmayan, kok veya c¢ubuk formda
morfolojiye sahip 183 tanimlanmus tiirii icermektedir (Abbaszadeh ve ark., 2015; de Melo
Pereira ve ark., 2018; Frohlich ve ark., 2009; Hammes ve Vogel, 1995; Pundir ve ark.,
2013). L. acidophilus, L. bulgaricus, L. johnsonii, L. sakei, L. salivarius, L. satsumensis
L. plantarum, L. casei, L. paracasei, L. fermentum, L. brevis, L. lactis, L. reuteri ve L.

rhamnosus suslar1 Lactobacillus cinsine dahildir (de Melo Pereira ve ark., 2018; Dellaglio
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ve ark., 2004; Holzapfel ve Wood, 1995; Naidu ve ark., 1999). Laktobasiller, konak¢1
hayvan ve insan dogal mikrobiyotlarinin bir parcasidir ve konak¢i i¢inde gastrointestinal
sistem (GIT), lirogenital sistem, agiz boslugu ve cilt gibi ¢esitli kisimlarda yer alirlar. Siit
ortaminda 6zellikle fermente siit iirlinlerinde bol miktarda, dogal olarak bitkilerde ve
toprakta bulunurlar (Lahtinen ve ark., 2011; Yang ve ark., 2010). Agiz boslugundaki
laktobasiller zararli mikroorganizmalara kars1 koruma saglayabilir, ancak asit lireticileri
olduklarindan diste asinmaya neden olabilirler (Haukioja ve ark., 2008; Lahtinen ve ark.,
2011). Laktobasiller ayrica dogal olarak ve siklikla anne siitiinde de bulunur. Anne
siitlinden tespit edilen laktobasil tlirleri arasinda L. fermentum, L. rhamnosus, L. gasseri
ve L. salivarius mevcuttur (Collado ve ark., 2009; Lahtinen ve ark., 2011). Laktobasil
cinsinin iyeleri gida ve yem iiretiminde de yaygin olarak kullanilir (Lahtinen ve ark.,
2011). Probiyotik etkileri kanitlanmis diger LAB tiirleri arasinda Streptococcus,
Lactococcus, Enterococcus, Pediococcus ve Leuconostoc yer almaktadir (de Melo Pereira
ve ark., 2018; Wood ve Holzapfel, 1995).

LAB, simirli olan amino asit ve B vitaminleri sentezleme yeteneginden dolay1
bitkiler, siit, insan ve hayvan viicutlarinin i¢indeki besin bakimindan zengin ortamlar gibi
kompleks besin igeren ortamlarda yasamaya gereksinim duyar (Chopin, 1993;
Hofvendahl ve Hahn—Hégerdal, 2000). LAB, glikoz fermantasyonu ile laktik asit ve
izolatlarin1 olusturma yetenegine sahiptir. Fermantasyonlarinin son {iriiniine gore
homofermantatif veya heterofermantatif olarak gruplandirilirlar. Homofermantatifler,
sadece glikoz fermantasyonunun ana iiriinii olan laktik asit {iretir. Heterofermantatifler
ise pentoz monofosfat yolunu kullanarak glikoz fermantasyonundan laktik asidin yani sira
karbondioksit, asetik asit ve etanol dahil olmak tizere bir dizi iiriin iiretirler (Carr ve ark.,
2002; Kandler, 1983; Miiller, 2001). LAB ayrica, fermente gidalarin kalitesini ve raf
Omriinii arttirmak icin kullanilan bakteriyosinler, ekzopolisakkaritler ve enzimler gibi
sekonder metabolitler iretme yetenegine sahiptir (de Melo Pereira ve ark., 2018; Leroy

ve De Vuyst, 2004).

2.5 Probiyotik tammmlanmasinda kullamilan yontemler

Probiyotik tanimlanmasinda fenotipik ve molekiiler (genotipik) olmak iizere iki
temel yontem mevcuttur (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011). Fenotipik yontemler; gen
ekpresyonunun {iriiniiniin gdzlemlenebilir karakterlerini karakterize ederler. Fizyolojik,
morfolojik, metabolik, biyokimyasal Ozellikler, hiicre duvar1 bilesikleri,

ekzopolisakkaritler, faj tiplendirmeleri, hiicre yiizeyindeki antijenler, antimikrobiyel
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duyarhilik profilleri, karbonhidrat fermantasyonu gibi biyokimyasal testlerdir (Daud
Khaled ve ark., 1997; Falsen ve ark., 1999; Kiran ve Osmanagaoglu, 2011). Geleneksel
biyokimyasal ve fizyolojik testler kullanilarak benzer fizyolojik 6zellikler gosteren ¢ok
sayida izolat1 ayirt etmede bazi kisitlayici etmenlerle karsilasilmaktadir bu yiizden
giinlimiizde, LAB tanimlama ¢alismalar1; fenotipik yontemlerden daha kesin ve hassas
sonuglar vermesi sebebiyle molekiiler (genotipik) yontemlere dogru kaymistir (Berthier
ve Ehrlich, 1999; Kiran ve Osmanagaoglu, 2011). Molekiiler yontemler birbirine ¢ok
yakin akraba tiirlerin tespiti, tiirlerin identifikasyonu, starter kiiltiir analizleri, gidalarda
bozulmalara ve gastrointestinal enfeksiyonlara neden olan énemli mikroorganizmalarin
tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Bu yontemin sonuglarinin daha net ve yontemin
tekrarlanabilir olmasi, kolay uygulanabilir sonuclarinin kolay yorumlanabilmesi
nedenlerinden dolayr son yillarda daha sik kullanilmaktadir (Kiran ve Osmanagaoglu,
2011).

Bilinmeyen izolatlarin dogru tiplendirilmesi 16S ribozomal RNA' nin (rRNA) dizi
analizi ile elde edilmektedir. Organizmalar1 smiflandirmak ve evrimsel iligkilerini
degerlendirmek i¢in kullanilan bu ara¢ ilk olarak Woese ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilmistir (O'Sullivan, 2000; Woese, 1987). Mevcut rRNA dizileri veri taban1 artik
kapsamli olup, bilinmeyen izolatlarin filogenetik konumu tizerinde ayrintili ¢alismalarin
yapilmasina izin verir (O'Sullivan, 2000; Olsen ve ark., 1994).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), genin her iki ucunda evrensel olarak korunan
bolgelere yonlendirilen primerler kullanilarak kolonilerden dogrudan 16S rRNA genini
amplifiye etmek ic¢in kullanilabildiginden, teknik olarak bu ¢ok uygundur. Yaklasik 1.5
kb olan tim PZR amplikonu daha sonra dogrudan dizilenebilir ve rRNA veritabaniyla
karsilastirilabilir (Leblond-Bourget ve ark., 1996; O'Sullivan, 2000; Shah ve Collins,
1989).

Rastgele Cogaltilmis Polimorfik DNA (RAPD) yontemi, 16S rRNA gen
sekanslarini atlayarak genetik ¢esitliligin degerlendirilmesi i¢in etkinligini kanitlamig
olup mevcut teknikler arasinda en yaygin kullanilan molekiiler yontemlerden biridir
(Farjana ve ark., 2020; Williams ve ark., 1990). RAPD teknigi, birden fazla kisa
primerlerin rastgele hedef sekansina baglanarak modelin (tiiriin) teshis degeri ile
sonuglanan bir PZR tabanli ayrim yontemidir (Farjana ve ark., 2020; Welsh ve
McClelland, 1990). Hatta tiirler aras1 ve ayn tiirler i¢cinde farklilagsma tiplemesi RAPD-
PZR sayesinde izlenebilmektedir (Du Plessis ve Dicks, 1995; Farjana ve ark., 2020).



2.6 Prebiyotikler

Yillar gectik¢e, diyet anlayisimiz ve diyetin saglik iizerindeki etkileri mekanik bir
bakis agis1 kazanmistir, ¢iinkii gidalar sadece temel besin kaynaklar1 degildir, ayni
zamanda saglik agisindan ¢esitli faydalar iceren ve saglikli yasamla iliskilendirilen gesitli
bilesikler de saglar (Neri-Numa ve Pastore, 2020; Thilakarathna ve ark., 2018). Aslinda
hem saglik hem de hastaliklar gebelik doneminde ve erken ¢ocukluk donemlerindeki
beslenme, epigenetik siirecler ve sonraki yasamda da hastaliklarla giiclii bir sekilde
iliskilendirilmistir (Canani ve ark., 2011; Neri-Numa ve Pastore, 2020).

1990' larda Gibson ve Roberfroid tarafindan tanitilmis olan prebiyotikler bagirsak
mikrobiyal dengesini gelistirerek konag1 faydali bir sekilde etkileyen mikrobiyal gida
takviyeleri olarak tanimlanmig olup koloni mikrobiyotasinin bilesimini degistirmek i¢in
kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu tiir degisiklikler gecici olabilir ve bu nedenle
eksojen bakterilerin implantasyonu sinirli hale gelir. Bunun tersine, prebiyotikler,
kolonda yerlesmis olan bir veya smirli sayida bakteri tiiriiniin biiylimesini ve / veya
aktivitesini segici olarak uyararak konagi faydali bir sekilde etkileyen ve boylece konakg1
sagligini iyilestirmeye calisan sindirilemez gida bilesenleridir. Prebiyotiklerin alimu,
spesifik bakteri sayisini artirarak ve bodylece mikrobiyotanin bilesimini degistirerek,
koloninin mikrobiyotasin1 6nemli 6l¢iide diizenleyebilir. Prebiyotikler genel olarak
sindirilemeyen oligosakkaritler ve 6zellikle fruktooligosakkaritlerdir. Prebiyotiklerin kisa
bir beslenme doneminden sonra insan diskisinda baskin hale gelen endojen
bifidobakterilerin biiylimesini uyardig1 gosterilmistir ve prebiyotikler biiyiik olasilikla
fermantasyon {irtinleri yoluyla lipid metabolizmasin1 diizenlemektedirler (Gibson ve

Roberfroid, 1995).

2.7 LAB ve Gida Giivenligi

Gida giivenligi toplum sagligmin onemli bir pargasidir. Gida giivenliginin
saglanmasi; isleme, dagitim ve depolama alanlarinda mikrobiyal ve kimyasal
kirleticilerin ortadan kaldirilmasi veya azaltilmasi ile ger¢eklesmektedir (Moradi ve ark.,
2020; Valdramidis ve Koutsoumanis, 2016). Gida kayiplarin1 en aza indirgemek ve
yiiksek kalitede glivenli gida saglamak i¢in koruyucu malzemelerin kullanim1 her zaman
gida endiistrisinin odak noktast olmustur; ancak giiniimiiz tiiketicileri, gida katki
maddeleri konusunda genellikle bir hosnutsuzluk gostermekte ve onlari sagliksiz olarak
algilamaktadir (Bearth ve Hartmann, 2017; Moradi ve ark., 2020). Bu anlamda yapay

katki maddelerinin degil de LAB tarafindan iiretilen dogal antimikrobiyal ajanlarin



10
kullanilarak gida giivenliginin ve daha saglikli {iriinlerin gelistirilmesinin saglanmasi
biiylik ilgi gérmiistiir (Barros ve ark., 2020; Moradi ve ark., 2020). Saccharomyces
boulardii gibi mayalar da dahil olmak tizere Bifidobacterium,
Lactobacillus ve Streptococcus gibi gidalarda kullanilan bakterilerin bazi geleneksel
probiyotik tiirleri GRAS olarak kabul edilmektedir (Bagchi, 2014; Koirala ve Anal,
2021). Bu yiizden LAB, fermente siit iirlinlerinin iiretiminde uzun yillardir giivenle
kullanilmaktadir (Salminen ve von Wright, 1998). FAO / WHO c¢alisma grubu, gida
uygulamalarinda kullanilacak probiyotikleri onaylamak i¢in giivenlik degerlendirmesini
onermektedir. Calisma grubu tarafindan hazirlanan probiyotik glivenlik degerlendirmesi

asagidakileri maddeleri igerir:

1. istenmeyen metabolitlerin iiretimi ve degerlendirilmesi (5rnegin, D- laktat iiretimi ve
safra tuzu dekonjugasyonu)

2. Potansiyel antimikrobiyal direng faktorlerinin varligi

3. Insan klinik ¢alismalarinda olas1 yan etkiler

4. Tiiketicilerdeki olumsuz etkilerin pazar sonrasi epidemiyolojik degerlendirmesi

5. Hemolitik aktivite

6. Toksin iiretimi ve toksisite (Koirala ve Anal, 2021).

LAB suglar1 {izerinde mevcut gilivenlik calismalari smirlidir, ancak ¢ogu
Laktobasil tiirlinlin ve Bifidobacterium susunun hayvanlar veya insanlar i¢in patojenite
ve akut oral toksisite olusturmadigi bilinmektedir (Kailasapathy ve Rybka, 1997;
Momose, 1979; Salminen, 1998; Saxelin, 1997; Wolf ve ark., 1995; Zhou ve ark., 2000).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteriler

Bu calismada kullanilan bakteri suslart Mus Ilinden temin edilen farkli
kaynaklardan (manda siitii, anne siitii, esek siitli, Mus kasar1 ve ev yapimi fermente
tiriinler gibi) izole edilmistir. Calisma kapsaminda izole edilen suslar MRS (de Man
Rogosa Sharpe) sivi besiyerinde uygun sicakliklarda gelistirilerek, uygun kosullarda
stoga alimmis ve c¢alismanin ilerleyen asamalarinda kullanilmak {izere -80°C’ de
saklanamistir. Bu besi ortamina ait ve ¢alismanin diger asamalarinda kullanilan diger besi
ortamlarina ait kimyasal bilesenler EK-1" de belirtilmistir. Caligmanin ger¢eklestirilmesi
icin gerekli olan etik kurul onayr Mus Alparslan Universitesi Rektorliigii Bilimsel
Arastirma ve Yayin Etigi Kurulu tarafindan onaylanmistir, kurul karar1 EK-2’ de

verilmistir.
3.1.2 Tampon ve cozeltiler
Calismada kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin hazirlanis1 EK-3’ de verilmistir.

3.1.2 Cozelti ve malzemelerin sterilizasyonu

Calisma boyunca kullanilan tiim malzemelerin sterilizasyonu igin otoklav
kullanilmistir (121°C” de 15 dakika, MRS; 121°C’ de 15 dakika).

Isidan etkilenen sivi malzemelerin sterilizasyonu 0.22 um capindaki filtreler
(Milex, Milipore, Fransa) kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.1.3 Molekiiler markorler

Bu ¢alismada kullanilan tiim markorler EK-4" de belirtilmistir.
3.2. Yontem

3.2.1 Farkh gida kaynaklarindan orneklerin toplanmasi

Gida ve insan kaynakli 6rneklerden aseptik kosullarda alinan numuneler, uygun

kosullarda laboratuvar ortamina getirilerek LAB izolasyonu i¢in kullanilmistir.
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3.2.2 LAB’ nin izolasyonu

Laboratuvar ortamina getirilen 45 adet gida 6rnegi serum fizyolojik (SF) ile 10-8
seyreltme diizeyine kadar seri diliisyona tabi tutulmus ve bu diliisyonlardan 100uL
alinarak MRS agar {izerine yayma ekim ydntemiyle ekimleri yapilmis ve 37°C de 48 saat
inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda koloniler segilerek steril 6ze yardim ile
MRS broth besiyerine aktarilmis ve 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi
biten kiiltiirlerin metilen mavisi ile basit boyamalar1 yapilarak 151tk mikroskobunda
safliklart kontrol edilmis ve saf oldugu belirlenen kiiltiirden 500 pL alinarak igerisinde
500 pL gliserol bulunan eppendorf tiiplere eklenmis diger ¢calismalarda kullanilmak iizere

-80°C’ de muhafaza edilmistir.
3.2.3 izolatlarin karakterizasyonu

3.2.3.1 izole edilen LAB suslarinin morfolojik yontemler kullanilarak

karakterizasyonu

Farkli kaynaklardan izole edilen suslarin kismi karakterizasyonunun
yapilabilmesi i¢in katalaz testi, metilen mavisi ile basit boyama ve gram boyama yontemi

uygulanmigtir.

3.2.3.1.1 Katalaz testi

-80°C’ de gliserol igerisinde muhafaza edilmis olan stok kiiltiirlerden 50 pL alinip
5 ml’ lik TGE broth {izerine asilanmis ve 24 saat boyunca etiivde bekletilmistir. Bakteri
gelisimi gdzlenen siv1 kiiltiirlerden TGE agar iizerine ¢izgi ekim yapilmustir. 37°C” de 24
saat etiivde gelistirilmis olan kolonilerin {izerine H>O> damlatilmis ve gaz ¢ikisinin
gerceklesip gerceklesmedigi gozlenmistir. Gaz ¢ikisi goriilen izolatlar katalaz-pozitif, gaz

cikis1 goriilmeyenler ise katalaz-negatif olarak degerlendirilmistir.

3.2.3.1.2 Basit boyama

Etiivde 1 giin gelistirilmis olan her bir siv1 kiiltiirden 5-10 pL alinarak temiz bir
lam {izerine yayilmistir. Ornekler kuruduktan sonra fiksasyon islemi i¢in bek alevinden 3
kez hizli bir sekilde gecirilmistir. Lamin iizerine metilen mavisi damlatilip 3 dakika
bekletildikten sonra saf su ile yitkanmigtir ve kurumaya birakilmigtir. Lamlarin iizerine
immersiyon yagi damlatildiktan sonra 1s1tk mikroskobunda 100X10 biiyilitme altinda

bakterilerin morfolojileri incelenmistir.
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3.2.3.1.3 Gram boyama

Etlivde 1 giin gelistirilmis olan her bir s1v1 kiiltiirden 20 pL alinarak temiz bir lam
lizerine basit boyamadaki gibi damlatilmistir. Biraz kurumasi beklendikten sonra 3 kere
bek alevinden gecirilerek fiksasyon islemi tamamlanmistir. Kristal viyole soliisyonu
damlatilarak 1 dakika muamele edilmistir. Boy saf su ile yikanarak uzaklagtirilmis ve
preparat lizerine gram iyodin solliisyonu damlatilarak 1 dakika bekletilmistir. Stire
sonunda lamin iizerindeki gram iyodin saf su ile yikanarak uzaklastirilmistir. Daha sonra
30 saniye boyunca dekolorizer (%96’ lik etil alkol) soliisyonu ile muamele edilmistir.
Ardindan saf su ile yikama islemi gergeklestirilmistir. Safranin veya sulu fuksin ile 30
saniye boyandiktan sonra drnekler yikanarak boyasi giderilmistir. Kurutma kagidinda
veya havada kurutulan 6rneklerin iizerine immersiyon yagi damlatilarak 1s1ik mikroskobu
ile incelenmistir. Bu yontemle mor goriinen mikroorganizmalar gram pozitif, pembe-

kirmizimsi renkte goriilenler ise gram negatif olarak degerlendirilmistir.
3.2.3.2 izolatlarin genotipik karakterizasyonu

3.2.3.2.1 Genomik DNA izolasyonu

TGE siv1 besiyerinde 37°C’ de 24 saat gelistirilen aktif kiiltiirler eppendorf tiiplere
1000 pL olacak sekilde dagitilip 13200 rpm de 1 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant
uzaklagtirllmig ve dipteki pelletin {izerine 1000 pL aktif kiiltiir eklenip tekrar santrifiij
1slemi gergeklestirilmistir. Stipernatant uzaklastirildiktan sonra 200 pL spheroblast buffer
eklenmis ve 37°C’ de 15 dakika boyunca etiivde bekletilmistir. Siire sonunda énce 50 pL
lizis buffer-1 eklenmis ve ardindan 50 pL lizis buffer-2 eklemistir. Tiipler nazikce
karistirilarak 65°C” de 5 dakika sicak su banyosunda bekletilmistir. Daha sonra 6rneklerin
tizerine 100 pL N3 tamponu eklenip 5 dakika boyunca buz i¢inde bekletilmistir. Tiipler
siire bitiminde +4°C’ de 15 dakika santrifiijlenmistir. Bu islem bittikten sonra
orneklerdeki siipernatant kismindan 400 pL alinip steril ve yeni bir eppendorf tiipe
aktarilmis ve tlizerine 400 pL izopropanol eklenmis ve oda sicakliginda 15 dakika
santrifiijlenmistir. Siipernatant kism1 uzaklastirildiktan sonra pellet 100 pL %96’ lik
etanolle yikanmistir. Ornekler oda sicakliginda 16000 rpm’de 15 dakika
santrifiijlenmistir. Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet %70’ lik etil alkol ile
yikanmis ve vortekslenmistir. Oda sicakliginda 16000 rpm’ de 5 dakika santrifiijlenip
siipernatant tekrar uzaklastirilmistir. Pellet yarim saat boyunca etiivde kurumaya
birakilmigtir. Daha sonra iizerine 50 pL steril DNAz RNAz i¢cermeyen su eklenerek -
20°C’ de saklanmustir.
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3.2.3.2.2 Agaroz jel elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi i¢in %1’ lik jel hazirlanmistir. 0.5 g agaroz 50 ml 1X Tris-
Borik asit-EDTA (TBE) elektroforez tamponun igerisine katilarak mikrodalga firinda 2
dakika ¢oziilmiistiir. Sicaklig1 yaklasik 40°C” ye diisiiriildiikten sonra %4’ liikk olacak
sekilde 2 pL. Etidyum bromit ¢6zeltisi katilip i¢erisinde homojen bir sekilde dagilmasi
saglanmistir. Elektroforez kiivetinin taraklar yerlestirildikten sonra hazirlanmig olan jel
kiivete dokiilmiis ve donmast i¢in yarim saat bekletilmistir. Elektroforez tankinin
icerisine ylizeyi kapatacak kadar tampon ¢ozelti TBE ilave edilmistir. Siire sonunda
taraklar ortamdan uzaklastirilmis, kuyucuklarin olusmasi saglanmistir. -20°C’ de
saklanmis olan DNA’ lar ¢ozdiiriilmiis ve ylikleme boyasi (loading die) eklenerek
mikropipet ile jel kuyucuklarina yiliklenmistir. 120 V’ da 15 dakika elektroforez
gerceklestirilmistir. Markor olarak Genmark Gen-100 DNA Ladder 100-3000 bp LC
kullanmilmistir. Bu siire sonunda agaroz jel Canon G11 Jel Goriintiileme cihazina
yerlestirilerek UV 151k altinda 365 nm dalga boyunda fotograflar1 ¢ekilerek
kaydedilmistir. Bu ¢alismada agaroz jel elektroforezi yontemi 16S rDNA ve RAPD PZR

iriinlerini yiiriitmede kullanilmistir.

3.2.3.2.3 RAPD (Randomly Ampliffied Polimorphic DNAs) PZR profillerinin

belirlenmesi

DNA iizerindeki ¢ogaltilmis bir niikleotid zincirinin PZR ile ¢ogaltilmasi ve
agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilerin karsilastirilmasi prensibine dayanir. Bu yontemle
bant profilleri incelenerek suslarin ayni veya farkli olup olmadig: tespit edilir. RAPD-
PZR islemi icin DNA’ lar ilizerinde farkli bolgelere baglanip farkli gen dizilimleri
olusmasina sebep olacak 8-10 niikleotit uzunlugundaki OPA-7 (5’GAAACGGGTG 3°)
ve OPA14 primerleri kullanilmistir. PZR tiiplerinin icerisine her bir 6rnek i¢in son hacim
25 pL olacak sekilde sirastyla 8 pL saf su, 0.5 pL primer, 1 uL MgCly, 12.5 pL master
mix (BIO-RAD iProof High-Fidelity Master Mix) ve son olarak da 3 uL kalip DNA
eklenmistir. Tiipler PZR cihazina yerlestirilerek 94°C’ de 5 dakika 6n denatiirasyon
isleminin ardindan bir dongiisii 94°'C’ de 1 dakika denatiirasyon, 58°C’ de 1 dakika primer
baglanmasi ve 72°C’ de 1 dakika 45 saniye uzama basamaklarindan olusan 44 dongii
igeren bir islem gerceklestirilmistir. Son islem olarak 72°C’ de 10 dakika olacak sekilde

ilave uzama basamagi uygulanmistir.
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3.2.3.2.4 16S rDNA dizi analizi

Bu yontem ile bakterilerin genotipik karakterizasyon tanimlamas1 yapilmaktadir.
Islem basamaklar1; DNA izolasyonu, DNA’ nin PZR’ da ¢ogaltilmasi, baz dizi sirasinin
belirlenip veri tabaninda mevcut olan mikroorganizmalarin baz dizi siralar1 ile kiyaslanip

isimlendirilmesidir (Osmanagaoglu ve ark., 2010)
3.2.3.2.4.1 16S rDNA bolgesinin PZR ile cogaltilmasi

Bakteri kiiltiirlerinden izole edilen genomik DNA Orneklerindeki 16S rDNA
bolgelerini ¢ogaltmak amaciyla 27-F (5°-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) ve
1492-R (5’-CTA CGG CTA CCT TGT TAC GA-3’) primer ¢ifti kullanilmistir. PZR
tiiptine her 6rnek i¢in toplamda 25 pL olacak sekilde sirastyla 15,875 pL saf'su, 5 uL Taq
buffer green,I uL ANTP mix, 0,5 pL F primer, 0,5 pL R primer, 1 uL MgCl, 0,25 pL
Taq polimeraz ve 1 pL kalip DNA ilave edilmistir. PZR tiipleri PZR cihazina
yerlestirilerek bir dongiisii 94 °C* de 1 dakika denatiirasyon, 58°C” de 10 saniye primer
baglanmasi ve 72°C’ de 1 dakika 45 saniye uzama basamaklarindan olusan toplam 35
dongiiden olusan uygulamaya ilaveten 72°C’ de 10 dakika ilave uzama basamag: islemi

gerceklestirilmistir (Osmanagaoglu ve ark., 2010).

3.2.3.2.4.2 16S rDNA dizi analizi

Orneklerin PZR dizi analizleri BM Labosis (Ankara, Tiirkiye) tarafindan
yapilmistir. Dizi analiz sonuglart FinchTV programinda agilmis ve FASTA formatina
doniistiiriilmiistiir. FASTA formatindaki diziler NCBI veri tabaninda BLAST programi
kullanilarak tanimlanmis olan tiim sekanslarla karsilagtirilmis ve sekansin hangi
mikroorganizma tiiriine ait olabilecegi bilgisine ulasilmistir. Elde edilen diziler MEGA7
programinda islenerek contigler olusturulmus ve NCBI veri tabaninda var olan referans
diziler kullanilarak 16S rRNA dizi sonuglarina gore karsilastirmali filogenetik agac

olusturulmustur.

3.2.4 Suslarin bakteriyosin iiretim ozelliklerinin belirlenmesi

37°C’ de bir gece gelistirilmis kiiltiirlerden 2000 uL almip steril mikrosantrifiij
tiiplere konulmustur. Tiipler 12.000 rpm’ de 10 dakika santriftijlenmistir. Santrifiij
isleminden sonra mikropipetle slipernatanttan 1000 pL ¢ekilmis, steril bir tiipe aktarilmig
ve pH' s1 5 M NaOH ile pH:7.00 olacak sekilde ayarlanmis ve 0.22 um ¢apli filtrelerden

gecirilmistir. Filtre isleminin ardindan &rnekler 100°C” de 5 dakika kaynatilmistir. Bu
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deneyde kullanilan indikatér mikroorganizmalar Listeria monocytogenes, Micrococcus
luteus, Salmonella typhimirium, Escherichia coli O157:H7 TSA besi ortaminda ve laktik
asit bakterileri Pediococcus acidilactici, Lactococcus lactis, Lactobacillus sakei ise TGE
besi ortaminda 1 gece 37°C’ de gelistirilmistir. Bu mikroorganizmalar gelisimi i¢in
hazirlanan uygun kati besiyerleri petrilere dokiilmiistiir. Her mikroorganizma i¢in ayrica
yart katt besi ortami (%0.75 agar igeren) hazirlanmistir. 1 gece gelistirilen
mikoorganizmalardan yar1 kati besi ortamlarma %1 oraninda agilama yapilmistir ve
hazirlanan petrilerin {izerine dokiilmistiir. 10 dakika katilagsmasi i¢in beklenmistir. Agar
donduktan sonra steril cam borular yardimiyla yaklasik 0.6 cm ¢apinda kuyular agilmistir.
Kontrol olarak pediyosin fireticisi olan Pedioccoccus pentasaceous OZF susu
kullanilmistir. Hazirlanmis olan siipernatantlardan 10 puL olacak sekilde kuyulara
yiiklenme yapilmistir. Sivinin besi ortamina diffiize olmasi i¢in 30-60 dakika beklenip ve
37°C’ de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda bakteriyosin zonlarmin
capt cm cinsinden Ol¢iilmiistiir. Zon olusumunun goézlendigi suslar bakteriyosin pozitif

olarak degerlendirilmistir.

3.2.5 izole edilen LAB suslarinin bazi probiyotik 6zelliklerinin in vitro kosullarda

belirlenmesi

Bu kapsamda c¢alismamiz dahilinde suslar; antibiyotik duyarlilik, pH, pepsin,

pankreatin ve safra tuzlarina direng, hemolitik aktivite testlerine tabi tutulmustur.

3.2.5.1 Suslarin antibiyotik duyarhhiklarimin belirlenmesi

Antibiyotik testi igin disk diffiizyon ve minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK)
testleri uygulanmistir. Oncelikle 37°C° de 18 saat gelistirilmis aktif kiiltiirler seri
diliisyonlar halinde hazirlanarak 1x10° kob/ml olacak sekilde pepton icerisinde
seyreltilmistir. Seyreltilmis suslardan 1 ml alinip TGE agar bulunan petrilere toplam 3
paralel olacak sekilde yayilmistir. Ardindan 6 ¢esit antibiyogram diskleri (eritromisin,
vankomisin, tetrasiklin, kanamisin, gentamisin ve kloramfenikol) petriye uygun
araliklarla dizildikten sonra 37 "C’ de 18 saat inkiibasyon i¢in etiive kaldirilmustir.
Antibiyotik diskleri etrafindaki zon gaplart mm olarak 6lgiilmiistiir. MIK testinde ise
hiicre yogunlugu 1x10° kob/ml olan suslara farkli konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2, 4, 8, 16,
32,64, 128,256, 512, 1024, 2048 png/ml) antibiyotikler (vankomisin, amfisilin, penisilin-
g ve streptomisin) eklenip 37°C’ de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Gelisimin
gdzlenmedigi minimum antibiyotik degeri MIK degeri olarak hesaplanmistir (Kim ve

ark., 2021a; Sharma ve ark., 2017).
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3.2.5.2 Suslarin diisiik pH degerlerine karsi direng¢ 6zelliklerinin belirlenmesi

Bu testte midenin asidik ortamina benzer bir pH ortami olusturulmus ve suslarin
bu ortamdan gegerek bagirsaklara ulasabilme yetenegi incelenmistir. izolatlar 37°C” de
18 saat gelistirilmis ve izolatlardan 1° er ml eppendorf tiiplere alinip 12000 rpm’ de 5
dakika +4°C’ de santrifiijlendikten sonra siipernatant uzaklastirilmistir. PBS (pH:7.4)
tamponu ile ¢okelti yitkanmistir. Ardindan ikinci kez santrifiij yapilmis ve siipernatant
uzaklastirilip PBS (pH:7.4) tamponu ile tekrar yikanmistir. pH direncinin belirlenmesi
icin kullanilacak olan PBS tamponu 5M HCI ile pH' lar1 2.0 ve 3.0 olacak sekilde
ayarlanmistir. Her susa ait pellet pH’ s1 ayarlanan tamponlar1 igeren tiiplere eklenmis ve
tiipler vortekslenmistir. Kontrol olarak; pH degeri 7.4 olan PBS kullanilmistir. Tiipler
37°C’ de inkiibasyona birakilmustir. 0, 1 ve 3. saatlerde tiiplerden alinan numunelerin seri
diliisyonlar1 gerceklestirilmis ve 3 paralel halinde TGE kati besiyerlerine ekimleri
yapilmigtir. 37°C° de 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra petrilerdeki koloniler
sayllmigtir. Degerler logkob/ml olarak hesaplanmistir (Maragkoudakis ve ark., 2006).

3.2.5.3 Suslarin pepsin direnci testi

Suslarin canlilik 6zellikleri iizerinde pepsinin etkisini gorebilmek amaciyla 3
mg/ml pepsin (Merck, Almanya) iceren pH:2 ve pH:3 ayarlanmis olan PBS tamponu
kullanilmistir. Calismada kontrol grubu olarak pepsin igermeyen pH: 7.4 PBS tamponu
kullanilmistir. Bir giin 6nceden aktiflestirilmis olan kiiltiirlerden 1° er ml alinip 12000
devirde 5 dakika +4°C’ de santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. Pellet PBS
(pH:7.4) ile iki kez yikandiktan sonra, pepsin igeren PBS tamponlariyla ¢dziilerek 37°C
de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. 0, 1, 3. saatlerde ornekler alinarak seri diliisyonlara
tabi tutulmus ve 3 paralel halinde TGE kat1 besiyerine yayma ekimleri yapilmistir. 37°C’
de 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra petrilerdeki koloniler sayilmistir. Degerler

logkob/ml olarak hesaplanmistir (Maragkoudakis ve ark., 2006).

3.2.5.4 Suslarin pankreatin direnci testi

Suslarin canlilik 6zellikleri tizerinde pankreatinin etkisini gorebilmek amaciyla 1
mg/ml pankreatin (Merck, Almanya) iceren pH: 8.0’ a ayarlanmig PBS tamponlar ile
kontrol grubu olarak pankreatin icermeyen pH: 7.4 olan PBS tamponu kullanilmistir. Bir
giin 6nceden aktiflestirilmis olan kiiltiirlerden 1’ er ml alinip 12000 devirde 5 dakika
+4°C’ de santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir. Pellet PBS (pH:7.4) tamponu

ile iki kez yikandiktan sonra, hazirlanmis olan PBS tamponlarinin igerisinde ¢oziilerek
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37°C de 4 saat inkiibasyona birakilmustir. 0, 1, 3. ve 4. saatlerde drnekler alinarak seri
diliisyonlara tabi tutulmus ve 3 paralel halinde TGE kat1 besiyerine yayma ekimleri
yapilmistir. 37°C° de 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra petrilerdeki koloniler

sayilmistir. Degerler logkob/ml olarak hesaplanmistir (Maragkoudakis ve ark., 2006).

3.2.5.5 Suslarin safra tuzu direnci testi

Susglarin canlilik 6zellikleri {izerinde safra tuzunun etkisini gorebilmek amaciyla
%0.3, %0.5 ve %0.1 oraninda safra tuzu iceren TGE siv1 besiyerleri, kontrol grubu olarak
safra tuzu igermeyen TGE sivi besiyeri kullanilmistir. Bir giin 6nceden aktiflestirilmis
olan kiiltiirlerden 1’er ml alinip 12000 devirde 5 dakika +4°C’ de santrifiij edilerek
stipernatant uzaklastirtlmistir. Pellet PBS (pH:7.4) tamponu ile iki kez yikandiktan sonra
hazirlanmis olan %0.3, %0.5 ve %0.1 oraninda safra tuzu igeren TGE s1vi1 besiyerlerinin
icerisinde ¢oziilerek 37°C de 4 saat inkiibasyona birakilmustir. 0, 1, 3. ve 4. saatlerde
ornekler alinarak seri diliisyonlara tabi tutulmus ve 3 paralel halinde TGE kat1 besiyerine
yayma ekimleri yapilmistir. 37°C’ de 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra petrilerdeki
koloniler sayilmistir. Degerler logkob/ml olarak hesaplanmistir (Maragkoudakis ve ark.,

2006).

3.2.5.6 Suslarin hemolitik aktivite testi

37°C’ de 24 saat gelistirilmis suslar %5 koyun kan1 igeren Colombia agara ¢izgi
ekim yontemi kullanilarak asilanmistir. Kontrol olarak S. aureus ve E.coli suslari
kullanilmustir. Petriler etiivde 24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon siiresi
sonunda etrafinda yesil zon olusturan koloniler a-hemolitik, berrak zon olusturanlar -
hemolitik, zon olusturmayanlar ise y-hemolitik aktiviteye sahip olarak degerlendirilmistir

(Maragkoudakis ve ark., 2006).

3.2.6 istatistiksel analizler

[statistiksel analizler igin SPSS 24 programinda t test ve Anova testleri
kullanilmistir. Post hoc analizi igcin TUKEY testi kullanilmistir. Tiim istatistiksel analizler

icin p<0.05 anlamli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI ve TARTISMA

4.1 Farkh kaynaklardan bakteri izolasyonu

Gida kaynakli suslar Mus Ilinden alman siitler (esek siitii, manda siitii) ile sucuk,
manda peyniri, inek peyniri ve Mus kasar1 olmak iizere ev yapimi fermente gida
orneklerinden izole edilmis olup insan kaynakli izolat olarak anne siitii ile ¢alisilmistir.
Sucuk numunesinden 2 adet, inek peyniri numunesinden 5 adet, 4 farkli manda siitii
numunesinden 9 adet, manda peyniri numunesinden 3 adet, 2 farkli esek siitii
numunesinden 6 adet, karisik siitler (koyun-keci-inek) kullanilarak olusturulmus Mus
kasar1 numunesinden 4 adet, sadece inek siitii kullanilarak olusturulmus Mus kasari
numunesinden 6 adet olmak {izere toplam 35 adet gida kaynakli izolat ile caligmaya
baslanmigtir. Ayrica yeni dogum yapmis 3 ayr1 annenin siitlinden olmak {izere 10 adet
izolat kullamilmistir. Calismada kullanilan suslara verilen numaralar ve izolasyon

kaynaklar Cizelge 4.1’ de belirtilmistir.
4.2 Suslarin karakterizasyonu

4.2.1 Suslarin kismi karakterizasyonu

Izolatlarin gram boyama, morfolojik yapilar1 ve katalaz testi sonuglar1 Cizelge 1
de’ belirtilmistir. 8, 9, 14, 15, 19, 20, 21, 22, 23, 25, 27, 32, 33, 35, 41, 42, 43 numarali
orneklerde mikroorganizma iiremesi goriilmediginden bu orneklerle ¢alisilmaya devam
edilmemistir. Gram boyama sonuglarinin goriintiileri Sekil 1° de verilmistir. Gram (-) ve
katalaz pozitif sonug¢ veren suslar elenerek ¢alismaya dahil edilmemistir. Gram boyama

sonuclarina ait fotograflar Sekil 4.1 de verilmistir.
4.2.2 Suslarin genotipik karakterizasyonu

4.2.2.1 Suslarin RAPD PZR profilleri

OPA7 ve OPA14 primerleri ve elde edilen genomik DNA’ lar kullanilarak
gerceklestirilen RAPD-PZR sonucunda olusan iirlinler %1’ lik agaroz jelde
yiritilmistir. OPA14 primeri ile ayirt edici 6zellikte bantlar elde edilemediginden
izolatlarin RAPD profilleri OPA7 primerine gore degerlendirilmistir. OPA7 primeri ile
gerceklestirilen RAPD-PZR sonuglarina ait jel goriintiisii Sekil 4.2° de verilmistir.



Cizelge 4.1 Suslara verilen numaralar, izolasyon kaynaklari, katalaz aktivitesi, gram boyama ve
morfolojik yapilari
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Sus No izolasyon Kaynag Katalaz Aktivitesi Gram Morfoloji
Boyama
1 Sucuk - + basil
2 Sucuk - + basil
3 Inek peyniri - + kok
4 Inek peyniri - + kok
5 Inek peyniri - + kok
6 Inek peyniri - + kok
7 Inek peyniri - + kok
8 Manda siitii-a tireme yok
9 Manda siitii-a tireme yok
10 Manda siitii-b - + kok
11 Manda siitii-b - + kok
12 Manda siitii-c - + kok
13 Manda siitii-c - + kok
14 Manda siitii-d iireme yok
15 Manda siitii-d iireme yok
16 Manda peyniri - + kok
17 Manda peyniri - + kok
18 Manda peyniri - + kok
19 Manda siitii-a iireme yok
20 Esek siitii iireme yok
21 Esek siitii iireme yok
22 Esek siitii iireme yok
23 Insan anne siitii-a tireme yok
24 Insan anne siitii-a - + basil
25 Insan anne siitii-a iireme yok
26 Insan anne siitii-b - + basil
27 Insan anne siitii-b iireme yok
28 Insan anne siitii-b - + basil
29 Esek sititii - + basil
30 Esek siitii - + kok
31 Esek siitii - + kok
32 Insan anne siitii-a iireme yok
33 Insan anne siitii-a iireme yok
34 Insan anne siitii-b - + basil
35 Insan anne siitii-c iireme yok
36 Mus kasari-karigik - + kok
37 Mus kasari-karigik - + kok
38 Mus kasari-karigik - + kok
39 Mus kasari-karigik - + kok
40 Mus kasari-inek - + kok
41 Mus kasari-inek iireme yok
42 Mus kasari-inek iireme yok
43 Mus kasari-inek ireme yok
44 Mus kasari-inek - + kok
45 Mus kasari-inek - + kok
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Sekil 4. 1 Gram boyama goriintiileri (A: 1 numarali izolat = Lactobacillus sakei , B: 36 numarali izolat =
Pediococcus acidilactici, C: 40 numarali izolat = Pediococcus acidilactici, D: 3 numarali izolat =
Lactococcus garvieae, E: 24 numarali izolat = Weisella confusa, F: 31 numarali izolat = Lactococcus lactis)



Sekil 4. 2 OPA7 primeri ile yapilan RAPD PZR jel goriintiisii (M: marker, 1: 1 numarali izolat, 2: 2
numarali izolat, 3: 3 numarali izolat, 4: 4 numarali izolat, 5: 5 numarali izolat, 6: 6 numaral izolat, 7: 7
numarali izolat, 8: 10 numarali izolat, 9: 11 numarali izolat, 10: 12 numarali izolat, 11: 13 numaral1 izolat,
12: 16 numaraliizolat, 13: 17 numarali izolat, 14: 18 numarali izolat, 15: 24 numarali izolat, 16: 26 numarali
izolat, 17: 28 numarali izolat, 18: 29 numarali izolat, 19: 30 numarali izolat, 20: 31 numarali izolat, 21: 34
numarali izolat, 22: 36 numarali izolat, 23: 37 numaral1 izolat, 24: 38 numaral izolat, 25: 39 numarali
izolat, 26: 40 numarali izolat, 27: 41 numarali izolat, 28: 42 numaral1 izolat, 29: 44 numaral1 izolat, 30: 45
numarali izolat)
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Sekil 4. 3 Suslarin RAPD bant profillerine gore olugturulmus filogenetik aga¢ goriintiisii
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Agaroz jeldeki goriintiiler karsilastirilip farkli profiller gésteren suslar secilmistir.
Suslarin RAPD-PZR islemi sonunda elde edilen bant profilleri PyElph 1.4 programi
kullanilarak filogenetik agag¢ ¢izilmistir. Filogenetik agagta farkli bant profili sergileyen
1, 3, 10, 13, 16, 24, 26, 29, 31, 36, 39, 40, 44 numaral toplam 13 adet sus diger
caligmalara devam edilmek iizere secilmistir. Filogenetik agac goriintiisii Sekil 4.3 te

verilmigtir.

4.2.2.2 Suslarin 16s rDNA dizi analizi

Suslarin genotipik karakterizasyonunu belirlemek i¢in toplam 13 adet izolattan
elde edilmis olan genomik DNA’ lar 16S rDNA primerleri kullanilarak PZR islemine tabi
tutulmustur. Olusan iiriinlerin agaroz jel elektroforezi kullanilarak jel goriintiileri elde
edilmigtir (Sekil 4.4). Elde edilen PZR firiinleri BM Labosis (Ankara, Tiirkiye)
firmasindan hizmet alimi yapilarak dizilenmis ve sonuglar NCBI veri tabanindaki BLAST
programinda degerlendirilerek suslarin molekiiler tanimlamasi gercelestirilmistir. 13
izolata ait 16S ribozomal RNA gen diziliminin NCBI veri tabanindaki blast sonucu EK-
5’ de belirtilmistir. Elde edilen dizi sonug¢lart NCBI veri tabanindaki Genbank boliimiine
kaydedilerek suslar i¢in NCBI aksesyon numaralari alinmistir. Suslarin molekiiler
tanimlama sonugclar1 ve alinan aksesyon numaralar1 Cizelge 2° de verilmistir. Dizileme
sonuglart ve NCBI veri tabanindaki referans suglarin dizileri MEGA7 programinda
islenmis ve evrimsel iligkinin incelenmesi i¢in 16S rRNA gen dizileri kullanilarak
Neighbor-Joining yontemi kullanilarak filogenetik aga¢ olusturulmustur (Saitou ve Nei,
1987). Aga¢ tizerindeki dal uzunluklarinin toplami 1.029 olarak belirlenmistir.
Taksonomik kiimelerle iligkili olan agac lizerindeki dallarin yilizdesi bootstrap yontemi
kullanilarak (1000 tekrar) belirlenmistir (Felsenstein, 1985). Filogenetik agacin
olusturulmasi i¢in evrimsel mesafelerle ayn1 birimlere sahip olan dal uzunluk 6lgekleri
kullanilmistir. Evrimsel mesafeler maksimum Kompozit Likelihood metodu kullanilarak
hesaplanmistir (Tamura ve ark., 2004). Analizler 20 niikleotit dizisini igermektedir. Dahil
edilen kodon pozisyonlari; birinci, ikinci ve {igiincli kodlanmayan bolgelerdir. Biitiin
pozisyonlardaki acikliklar ve kayip veriler elimine edilmistir. Son islenen veri seti
igerisinde 757 pozisyon bulunmaktadir. Evrimsel analiz MEGA7 (Sekil 4. 4) programi
ile gerceklestirilmistir (Kumar ve ark., 2016).
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Sekil 4. 5 PZR ile ¢ogaltilmig 16S rDNA bolgelerinin jel goriintiisii (M: marker, 1: 1 numarali izolat, 2: 3
numarali izolat, 3: 10 numarali izolat, 4: 13 numarali izolat, 5: 16 numarali izolat, 6: 24 numaral1 izolat, 7:
26 numarali izolat, 8: 29 numaral1 izolat, 9: 31 numaral1 izolat, 10: 36 numarali izolat, 11: 39 numarali
izolat, 12: 40 numarali izolat, 13: 44 numarali izolat)

Cizelge 4. 2 Suslarin 16S rDNA dizi analizi sonucundaki sug adlar1 ve aksesyon numaralari

Sus Kodu 16S rDNA Dizisine Gore Yapilan Sus Adi Aksesyon

Tan1 Numaralar1

1 Lactobacillus sakei MH1 MW633193
3 Lactococcus garvieae MH2 MW633194
10 Lactococcus lactis MH3 MW633195
13 Lactococcus lactis subsp. cremoris MH4 MW633196
16 Enterococcus faecium MHS MW633197
24 Weissella confusa MHG6 MW633198
26 Weissella confusa MH7 MW633199
29 Lactococcus lactis MHS MW633200
31 Lactococcus lactis MH9 MW633201
36 Pediococcus acidilactici MH10 MW633202
39 Pediococcus acidilactici MHI11 MW633203
40 Pediococcus acidilactici MH12 MW633204
44 Pediococcus acidilactici MH13 MW633205
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Sekil 4. 6 Suslarin 16S sekans sonuglarina gore filogenetik aga¢ goriintiisii

4.3 Suslarin bakteriyosin iiretim o6zellikleri

Orneklerden izole edilen suslarin bakteriyosin iiretiminin belirlenmesi igin
yapilan testin sonucunda suslarin incelenen indikatér mikroorganizmalara karsi zon

olusturmadig: tespit edilmistir.
4.4 izole Edilen LAB Suslarinin Baz1 Probiyotik Ozellikleri

4.4.1 Suslarin antibiyotik duyarhhiklar

Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Bifidobacterium ve Propionibacterium’ un antibiyotik direng profilleri olduk¢a farklidir
(her ne kadar tiirlere 6zgii kesin modeller tespit edilmemis olsa da) (Ammor ve ark.,

2007). EFSA’ nin belirlemis oldugu 6 antibiyotigin (eritromisin (15 pg), tetrasiklin (30
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ng), kanamisin (30 pg), vankomisin (30 pg), gentamisin (10 pg) ve kloramfenikol (30
ng)) 3 paralel halinde yapilan disk diffiizyon testi sonucunda zon g¢aplart mm olarak
Ol¢iilmiistiir ve sonuglar Cizelge 3° te verilmistir. Sonuglar CLSI (2015) yonergeleri
tarafindan 6nerilen break-point’e gore su sekilde yorumlanmistir: 14 mm' den kiiciik veya
esit inhibisyon bolgesine sahip izolatlar direncli (R), 20 mm' den fazla ¢apa sahip olanlar
duyarli (S) ve zon ¢ap1 15 ila 19 mm arasinda olanlar orta duyarli (I) olarak kabul
edilmistir (Kim ve ark., 2021a; Sharma ve ark., 2017). Sonuglara gore tiim suslarda en
cok direng¢ kanamisine karsi tespit edilirken, suslarin eritromisin ve kloroamfenikole orta

derece direngli oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4. 3 Suslarn antibiyotik duyarlilik testi zon ¢aplart (mm)

Sus Kodu Eritromisinl5  Tetrasiklin30  Kanamisin30 Va30 Cnl0 C30
1 21,5+1,0-S 9,5+1,0-R 7,0£1,0-R 3,541,0-R  9,5+1,0-R  15,5+1,0-1
3 22,0+1,0-S 18+1,0-1 11,0£1,0-R ~ 19,5+1,0-1  11,0£1,0-R 23,5+1,0-S
10 20,0+1,0-S 25,5+1,0-S 14,0+1,0-R 18,0£1,0-1  9,0+41,0-R  16,0+1,-I
13 20,5+1,0-S 26,0+1,0-S 8,0+1,0-R 18,0£1,0-1  7,0+£1,0-R  19,5+1,0-I
16 12,0+1,0-R 9,0+1,0-R 9,5+1,0-R 16,041,0-1  7,5+1,0-R  17,0+1,0-1
24 26,0+1,0-S 20,5+1,0-S 7,5+1,0-R 7,061,0-R  11,0£1,0-R  20,0+1,0-S
26 19,51,0-1 22,0+1,0-S 4,0+1,0-R 7,0£1,0-R  15,0+1,0-1 22,0+1,0-S
29 19,01,0-1 25,0+1,0-S 7,5+1,0-R 5,041,0-R  5,0£1,0-R  15,5+1,0-1
31 19,0+1,0-1 9,0+1,0-R 3,5+1,0-R 17,0£1,0-1  7,5£1,0-R  20,0+1,0-S
36 18,5+1,0-1 14,0+1,0-R - - 3,5+1,0-R  21,0+1,0-S
39 23,0+1,0-S 7,5+1,0-R - - - 22,0+1,0-S
40 18,0+1,0-1 7,0+1,0-R 3,5+1,0-R - 4,5+1,0-R  13,0+1,0-R
44 24,0+1,0-S 18,5+1,-1 - - - 17,5+1,0-1

"-" Zon goriilmemistir. S: >20 (mm), I: 15-19 (mm), R: <14 (mm)

Sekil 4. 7 Disk diflizyon testi zon goriintiileri
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Cizelge 4. 4 Suslarin MiK testi degerleri (ug/ml) ve direngleri

Sus Vankomisin Amfisilin Penisilin-G Streptomisin
Kodu

1 R S | R

1024 png/ml 2 pg/ml-S <0,5 png/ml 16 pg/ml
3 S S R R

<0,5 ng/ml <0,5 pg/ml 16 pg/ml 64 png/ml
10 S S R R

<0,5 pg/ml <0,5 pg/ml 8 ng/ml 128 pg/ml
13 R S I R

512 pg/ml <0,5 pg/ml <0,5 pg/ml 64 pg/ml
16 R I R Yiiksek diizey direngli

512 pg/ml 16 png/ml 4 pg/ml >2048 pg/ml
24 R S I R

512 pg/ml 1 pg/ml <0,5 pg/ml 1024 pg/ml
26 R S R R

512 pg/ml 4 pg/ml 2 pg/ml 2048 pg/ml
29 R R | R

512 pg/ml 16 pg/ml <0,5 pg/ml >2048 pg/ml
31 R S R R

512 pg/ml 4 pg/ml 4 pg/ml >2048 pg/ml
36 R R R R

512 pg/ml 1024 pg/ml 1 pg/ml 64 png/ml
39 R R 1 R

1024 pg/ml 2048 pg/ml <0,5 pg/ml 32 pg/ml
40 R R 1 R

1024 ug/ml 2048 pg/ml <0,5 png/ml 128 pg/ml
44 R | R R

2048 ng/ml 8 pg/ml 4 pg/ml 128 pg/ml

R — Direngli, S - Duyarli, standart doz, I - Duyarli, yiiksek doz

Suslarin  antibiyotik diren¢ profilleri ayrica MIK testi kullanilarak da
belirlenmigtir. MIK testi igin vankomisin, amfisilin, penisilin-G ve streptomisin
antibiyotikleri kullanilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.4° te verilmistir. MIK test
sonuglarinin degerlendirilmesi i¢in Avrupa Antimikrobik Duyarlilik Testleri Komitesi
(EUCAST., 2019) referans alinmistir. Laktobasil grubu genellikle kloramfenikol,
eritromisin, klindamisin ve tetrasiklin gibi proteinlerin sentezini inhibe eden
antibiyotiklere duyarlidir ve aminoglikozitlere (neomisin, kanamisin, streptomisin ve

gentamisin) karsi daha direnclidir (Ammor ve ark., 2007; Charteris ve ark., 1998;
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Coppola ve ark., 2005; Zhou ve ark., 2005). Calismamizda sucuk 6rneginden izole edilen
ve Lactobacillus sakei olarak tanimlanan izolat disk diflizyon duyarlilik testinde
tetrasiklin, kanamisin, vankomisin ve gentamisin antibiyotiklerine kars1 direncli,
eritromisin antibiyotigine duyarli ve kloramfenikol antibiyotigine karsi orta duyarl
olarak tespit edilmistir. Ayn1 izolatin MIK testi sonucunda ise vankomisine ve
streptomisine karst direncgli, amfisiline kars1 duyarli, penisiline karsi ise orta duyarl
oldugu tespit edilmistir. Park ve ark., (2008) yaptiklar1 arastirmada Lactobacillus sakei
Probio 65 susunun eritromisin, tetrasiklin, kanmisin, gentamisin amfisilin ve streptomisin
antibiyotiklerine kars1 direngli oldugunu tespit etmistir (Park ve ark., 2008). Jena ve ark.,
(2013) rat intestinal isiteminden izole edilen laktobasiller tizerinde yaptiklar1 aragtirmada
kloramfenikol, kinuspristin/dalfopristin, klindamisin, eritromisin, amfisilin, streptomisin,
tetrasiklin, kanamisin ve gentamisin antibiyotiklerine karsi Lb. sakei CS3 susunun duyarl
oldugunu vankomisin antibiyotigine ise diren¢li oldugunu gozlemlemistir (Jena ve ark.,
2013). Mafra ve ark., (2021) yaptiklari aragtirmada Lactobacillus sakei susunun amfisilin
(30 pg), siprofloksasin (5 pg), gentamisin (10 pg), imipenem (10 pg), nitrofurantoin (300
ng), tetrasiklin (30 pg), and vankomisin (30 pg)’e karsi duyarl oldugunu tespit etmistir
(Mafra ve ark., 2020).

L. lactis genellikle Gram pozitif spektrumlu antibiyotiklere (makrolidler,
basitrasin, eritromisin, linkomisin, novobiosin, teikoplanin ve vankomisin), genis
spektrumlu antibiyotiklere (rifamfisin, spektinomisin ve kloramfenikol) ve beta
laktamlara (penisilin, amfisilin, amoksisilin, piperasilin, tikarsilin ve imipenem) karsi
duyarlidir. Tetrasiklin, sefalotin, nitrofurantoin ve sefotetana duyarlilik degiskendir.
Cogu laktokok tiirli metronidazole, sefoksitine, trimetoprime, gram negatif spektrumlu
antibiyotiklere (fusidik asit, nalidiksik asit ve polimiksin B) ve gentamisin ve kanamisin
aminoglikositlerine karsi direnglidir (Ammor ve ark., 2007; Florez ve ark., 2005;
Temmerman ve ark., 2003). Laktobasillerde oldugu gibi, L. lactis suslar1 kloramfenikol,
klindamisin, streptomisin, eritromisin ve tetrasikline direng gostermektedir (Ammor ve
ark., 2007; Florez ve ark., 2005; Raha ve ark., 2002; Temmerman ve ark., 2003).
Caligmamizda inek peynirinden izole edilen 3 numarali L. garvieae olarak tanimlanan
izolatin disk difiizyon duyarlilik testinde eritromisin ve kloramfenikole karsi duyarls,
kanamisin ve gentamisine direncli, tetrasiklin ve vankomisine kars1 orta duyarl oldugu
tespit edilmistir. MIK testi sonucunda ise bu izolat vankomisin ve amfisiline kars1 duyarli,
penisilin ve streptomisine kars1 direngli bulunmustur. Manda siitiinden izole ettigimiz 10

numarali L. lactis olarak tanimlanan ve 13 numarali L. lactis subs. cremoris olarak
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tanimlanan izolatlarin disk diflizyon duyarlilik testlerinde kanamisin ve gentamisin
antibiyotiklerine kars1 direncli, eritromisin ve tetrasiklin antiyotiklerine kars1t duyarli,
vankomisin ve kloramfenikol antibiyotiklerine kars1 orta duyarli olduklar1 tespit
edilmistir. 10 numarali L. lactis olarak tanimlanan izolatin MIK testi sonucunda ise
vankomisin ve amfisilin antibiyotiklerine karsi duyarli, penisilin ve streptomisin
antibiyotiklerine karsi direncli oldugu tespit edilmistir. 13 numarali L. lactis subs.
cremoris olarak tanimlanan izolatin MIK testi sonucunda ise vankomisin ve streptomisine
kars1 direncgli, amfisiline karst duyarli ve penisiline karsi orta duyarli oldugu tespit
edilmistir. Esek siitiinden izole edilen ve L. lactis olarak tanimlanan 29 numarali izolatin
disk diflizyon duyarlilik testinde kanamisin, vankomisin ve gentamisine kars1 direngli,
tetrasikline kars1 duyarli, eritromisin ve kloramfenikole kars1 orta duyarli oldugu tespit
edilmistir. Ayn1 izolatin MIK testi sonucunda vankomisin, amfisilin, streptomisin
antibiyotiklerine direngli, penisilin antibiyotigine karsi orta duyarli oldugu tespit
edilmistir. Esek siitiinden izole edilen bir diger L. lactis olarak tanimlanan 31 numarali
izolatin disk diflizyon duyarlilik testinde tetrasiklin, kanamisin, gentamisine kars1
direncli, kloramfenikole karsi duyarli, eritromisin ve vankomisine karsi orta duyarl
oldugu tespit edilmistir. Aym izolatin MIK testi sonucunda vankomisin, amfisilin,
penisilin, streptomisin antibiyotiklerine direncgli, amfisilin antibiyotigine kars1 duyarl
oldugu tespit edilmistir. Karaaslan ve ark., (2016) yaptiklar1 ¢alismada L. lactis LMG
7930 susunun penisilin ve klindamisine duyarli oldugunu tespit etmislerdir (Armas ve
ark., 2017; Karaaslan ve ark., 2016). Georgountzos ve ark., (2018) yaptiklar1 ¢alismada
Lactococcus lactis spp. lactis susunun amfisilin, seftriakson, klindamisin, kloramfenikol,
eritromisin, oksasilin, teikoplanin ve vankomisine duyarli oldugunu tespit etmistir
(Armas ve ark., 2017; Georgountzos ve ark., 2018). Ramalho ve ark., (2019) Lactococcus
lactis subsp. cremoris LL95' in probiyotik ve antioksidan potansiyeli ile fare davranigina
etkisi’ ni aragtirdiklar1 ¢alismada bu susun amfisilin, kloramfenikol, eritromisin, penisilin,
vankomisin antibiyotiklerine karst duyarli oldugunu tetrasiklin antibiyotigine karsi
direngli oldugunu ve gentamisin antibiyotigine karsi orta duyarli oldugunu tespit etmistir
(Ramalho ve ark., 2019). Walther ve ark., (2008)’ nin mastitis siitii 6rneginden izole
ettikleri 31 adet L. garvieae, 38 adet L. lactis subsp. lactis ve 3 adet L. lactis subsp.
cremoris izolatinin tamaminin amoksisilin-klavulanik asit, enrofloksasin, gentamisin,
linezolid, penisilin, trimetoprim-siilfametoksazol ve vankomisine duyarli oldugunu,
yirmi sekiz adet L. lactis subsp. lactis ve 3 adet L. lactis subsp. cremoris izolatlarinin test

edilen 17 antibiyotigin tiimiine (amikasin, amoksisilin-klavulanik asit, sefalotin,
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kloramfenikol, klindamisin, enrofloksasin, eritromisin, gentamisin, kanamisin, linezolid,
nitrofurantoin, penisilin, kinupristin-dalfopristin; streptomisin, tetrasiklin, trimetoprim-
stilfametoksazol, vankomisin) duyarli oldugunu belirtmislerdir (Walther ve ark., 2008).

Enterokok grubu, vankomisin, tetrasiklin ve eritromisin dahil olmak {izere ¢esitli
terapotik antibiyotiklere kars1 gelisme direncine sahiptir (Garrido ve ark., 2014; Koluman
ve ark., 2009; Krocko ve ark., 2011). Amfisilin ve penisilin gibi B-laktam antibiyotiklere
ve linkosaminler, aminoglikozitler ve trimetoprim-siilfametoksazol gibi antibiyotiklere
kars1 direng gosterirler (Barbosa ve ark., 2010; Garrido ve ark., 2014). Calismamizda
manda peyniri érneginden izole edilen ve Enterococcus faecium olarak tanimlanan izolat
disk difiizyon duyarlilik testinde eritromisin, tetrasiklin, kanamisin ve gentamisin
antibiyotiklerine karsi direnc¢li, vankomisin ve kloramfenikol antibiyotigine karsi orta
duyarl olarak tespit edilmistir. Aym izolatin MIK testi sonucunda ise vankomisin,
penisilin-G ve streptomisine kars1 direncli, amfisiline kars1 ise orta duyarl oldugu tespit
edilmistir. Kim ve ark., (2021) Hanwoo s18ir etinden izole ettikleri laktik asit bakterileri
ile yaptiklari calismada E. faecalis 12D26 susunun kanamisin ve tetrasikline kars1 direngli
olup kloramfenikol, penisilin ve vankomisine kars1 duyarli oldugunu amfisiline kars1 ise
orta derecede duyarli oldugunu tespit etmistir. Ayrica E. faecalis 20D48 susunun
kanamisin ve tetrasikline karsi direncli olup amfisilin, kloramfenikol, penisilin ve
vankomisine karst duyarli oldugunu ve E. faecalis 30D36 susunun kanamisin ve
tetrasikline kars1 direncli olup kloramfenikol, penisilin ve vankomisine karsi duyarl
oldugunu, amfisiline kars1 ise orta derecede duyarli oldugunu tespit etmistir (Kim ve ark.,
2021a).

Weissella' min vankomisine dogal olarak direncli oldugu ve >256 pug/ml' lik
yiiksek minimum inhibitér konsantrasyonuna (MIK) sahip oldugu bilinmektedir. W.
confusa' nin antimikrobiyal duyarliliklar1 tam olarak anlagilamamigtir. Su ana kadar
Klinik ve Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) tarafindan Weissella tiirleri igin
olusturulmus antimikrobiyal duyarliliklara iliskin standart yontemler ve yorumlama
kriterleri bulunmamaktadir. Penisilin, amfisilin, tetrasiklin, klindamisin, eritromisin,
siprofloksasin, daptomisin, imipenem, florokinolonlar (levofloksasin, moksifloksasin),
amoksisilin klavulanat, amfisilin-amillibaktam, ve piperaken icin diisik MIK' ler
kaydedilmistir. W. confusa, seftazidim, kotrimoksazol, rifampin, metronidazol,
teikoplanin ve trimetoprim/siilfametoksazole kars1 yiiksek diizeyde diren¢ gostermektedir
(Kamboj ve ark., 2015). Caligmamizda anne siitiinden izole edilen 24 numarali W.

confusa olarak tanimlanan izolatin disk diflizyon duyarlilik testinde kanamisin
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vankomisin ve gentamisine direngli oldugu, eritromisin, tetrasiklin ve kloramfenikole
kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir. MiK testi sonucunda ise bu izolat vankomisin ve
streptomisine kars1 direngli, amfisiline kars1 duyarl, penisilin-g ye kars1 ise orta duyarl
bulunmustur. Bir bagka anne siitiinden izole ettigimiz 26 numarali W. confusa olarak
tanimlanan izolatin disk difiizyon duyarlilik testinde kanamisin ve vankomisin
antibiyotiklerine kars1 direncli, tetrasiklin ve kloramfenikol antibiyotiklerine karsi
duyarli, eritromisin ve gentamisin antiyotiklerine karsi orta duyarli olduklari tespit
edilmistir. MIK testi sonucunda ise vankomisin, penisilin ve streptomisin
antibiyotiklerine kars1 direngli, amfisilin antibiyotigine karsi duyarli oldugu tespit
edilmistir. Reis ve ark., (2016)’ nin anne siitiinden izole ettikleri W. confusa suslarinin
ikisinde de amfisilin, kloramfenikol, eritromisin, gentamisin, amoksisilin+klavualanik
asit, imipenem ve vankomisine duyarlilik tespit edilmistir. Suslarin birinde tetrasikline
diren¢ ve klindamisine orta derecede duyarlilik tespit edilmis olup diger susta
klindamisine kars1 duyarlilik tespit edilip tetrasikline karsi orta derecede duyarlilik tespit
edilmistir (Reis ve ark., 2016). Nath ve ark., (2020)’ nin geleneksel fermente piringten
izole ettikleri Weissella Confusa GCC_19R1 susunun gentamisin, tetrasiklin, polimiksin-
B, kanamisin, kotrimoksazol, seftriakson, amfisilin, amikasin, klindamisin, penisilin-G,
siprooksasin, azitromisin ve polimiksin-B'ye duyarli oldugunu ayrica vankomisin,
ooksasin, meropenem, noroksasin, rifampsin, streptomisin, metisilin ve sefdinire karsi
direncli bulundugunu belirtmistir (Nath ve ark., 2020a).

Gidalardan izole edilen Pediococcus tiirlerinin antibiyotik duyarliligina iligkin
veriler ¢ok azdir. Genellikle duyarlilik diizeylerinin tiire bagli oldugu diisiiniilen penisilin-
g, imipenem, gentamisin, netilmisin, eritromisin, klindamisin, rifampin, kloramfenikol,
daptomisin ve ramoplanin antibiyotiklerin Pediococcus tiirlerine karsi etkili oldugu
belirtilmektedir(Ammor ve ark., 2007; Danielsen ve ark., 2007; Swenson ve ark., 1990;
Tankovic ve ark., 1993; Temmerman ve ark., 2003; Zarazaga ve ark., 1999). Pediococcus
tiirleri, glikopeptidlere (vankomisin ve teikoplanin) ve streptomisin, kanamisin,
tetrasiklin ~ (6zellikle  Pediococcus  acidilactici),  doksisiklin,  siprofloksasin,
stilfametoksazol ve trimetoprimiilfametoksazole dogal olarak direnglidir (Ammor ve ark.,
2007; Danielsen ve ark., 2007; Swenson ve ark.,, 1990). Tim laktamlara,
aminoglikositlere, makrolidlere, tetrasiklinlere ve kinolonlara direng gosteren bazi
Pediococcus suslari rapor edilmistir (Tankovic ve ark., 1993; Temmerman ve ark., 2003).
Calismamizda Mus kasar1 Orneklerinden izole edilen 36, 39, 40 ve 44 numaral

Pediococcus acidilactici olarak tammlanan izolatlarin disk difiizyon ve MIK test
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sonuglaria gore genel olarak tetrasiklin, kanamisin, vankomisin, gentamisine, amfisilin,
streptomisin ve penisilin-g” ye kars1 direngli, kloramfenikol ve eritromisine karst duyarli
olduklart tespit edilmistir. Singla ve ark., (2018) c¢alismalarinda izole ettikleri P.
pentosaceus ve P. acidilactici suslarinin amoksisilin, eritromisin, seftriakson, kloksasilin,
sefoperazon, penisilin, netilin, gentamisin ve kloramfenikole kars1 ya duyarl ya da orta
derecede direngli oldugunu ve izolatlarin ¢ogunun vankomisine ve nalidiksik aside kars1
direng gostermis oldugunu belirtmistir. Iki Pediococcus tiirii arasinda duyarhilik
modelinde 6nemli bir fark gézlenmedigini bildirmistir (Singla ve ark., 2018). Kim ve ark.,
(2021) P. pentosaceus K162 susunun fizyolojik 6zellikleri ve anti-diyabetik etkisi lizerine
yaptiklar1 ¢alismada P. pentosaceus KI62 susunun uygulanan 16 antibiyotik icerisinde
penisilin-G, rifamfisin ve klindamisine kars1 daha yliksek hassasiyet ve ayrica
vankomisin ile amfisiline kars1 en yiiksek diren¢ gosterdigini bildirmistir (Kim ve ark.,
2021b).

Calismamizdaki bazi suslar i¢in antibiyotik testleri sonug¢larmin literatiirdeki
sonuglar ile uyumlu oldugu tespit edilmis olup bazi suslar i¢in farkliliklar gézlenmistir.
Antibiyotiklere karsi olusan bu farkliliklarin sebebi; antibiyotik direncinin sustan susa

degismekte oldugu diisiincesidir.

4.4.2 Suslarin pH direncleri

Bir susun probiyotik sinifina dahil edilmesi i¢in mide asidine dayanikli olmasi
gerekmektedir. Midede kalma siiresi yaklasik 3 saat oldugu i¢in, 3 saat siireyle diigiik pH
diizeylerinde suslarin pH direnclilik testleri gerceklestirilmistir ve test sonuglar1 Sekil 4.7
ve Sekil 4.8°de verilmistir (Dunne ve ark., 2001; Vinderola ve Reinheimer, 2003).

pH 2.0 degerinde 1. saatin sonunda 1, 3, 13, 26, 29, 31, 36 suslarinin canlilik
seviyesi ortalama 1.5 log iken 3. saatin sonunda higbir susta canlilik gézlenmemistir.

pH 3.0 degerinde 1. saatin sonunda 1 numarali susta canlilik diizeyi 2,5 log iken
3,24, 26, 29, 39, 40 numarali suslarda ~6 log , 10 ve 13 numarali suslarda ~4.5 log, 16,
31, 36 ve 44 numarali suslarda ise ~7 log olarak tespit edilmistir. 3. saatin sonunda 1
numarali susta canlilik seviyesi ~1,5 log iken 3, 16, 31, 36 numarali suslarda ~7 log, 10
ve 29 numarali suslarda 4.5 log civarinda, 24 ve 26 numarali suslarda ~3 log, 39, 40 ve
44 numaral1 suslarda ~6 log diizeyinde hesaplanmistir. 13 numarali susta canlilik tespit
edilmemistir.

Kontrol olarak kullanilan pH 7.4’ te ise 1. saatin sonunda 1, 3, 10, 13 ve 16

numarali suglarda canlilik miktar1 ortalama 6.5 log iken 24, 29, 36 numarali suslarda
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yaklasik 7 log civarinda, 31 numarali susta ~8 log, 36, 39, 40 ve 44 numaral1 suslarda ise
ortalama 7.5 log olarak bulunmustur. 3. saatin sonunda ise 1, 3, 13, 16, 24, 29, 39, 40 ve
44 numarali suslardaki canlilik yaklasik 6.5 log seviyesindeyken, 10 numarali susta 6 log
miktarinda ve 26, 31, 36 numarali suslarda ortalama 7 log civarinda olarak
gozlemlenmistir.

Munoz-Quezada ve ark., (2013)’ nin ¢alismasinda Ent. faecalis F1 ve W. confusa
F8 in pH direngliligini arastirmis ve suslarin sirasiyla pH 2.5 ve 2.0'a tolerans
gosterdigini belirtmistir. Probiyotik bakterilerin diisiik pH ve safra tuzlarma kars1 direnci
bliyiik 6l¢iide tiire baglidir (Mufioz-Quezada ve ark., 2013; Reis ve ark., 2016). Bazi
laktik bakterilerin asit pH' ma toleransi, bu mikroorganizma grubunda bulunabilen bir
enzim olan ATPaz' in varligi ile ilgilidir (Lertworapreecha ve ark., 2011; Reis ve ark.,
2016).

Bin Masalam ve ark., (2018) yaptiklar1 calismada test ettikleri 46 susun mevcut
asidik sartlari, degisken oranlarda tdlere ettigini belirlemistir. Calismada aside en
toleransli suslarin, E. faecium izolatlar1 arasindaki enterokoklar ve W. confusa, L. casei
MSIJ1, L. futsaii EMBM2 ve L. lactis HadRami9 oldugu tespit edilmistir. Caligmadaki 46
LAB susunun asitlik toleranslarmin %52.85 ila %99.55 arasinda degismekte oldugu
bildirilmistir. (Bin Masalam ve ark., 2018). Yapilan bir ¢alismada E. faecium (R.A2), E.
faecium (RA73), E. faecium (R.AS) ve L. mesenteroides (R.A76) suslarinin diisitk pH
kosullarinda canlilig1 arastirilmis, pH:3.0 ve pH:4.0 kosullarinda 3 saatlik bekleme
stiresinin ardindan tespit edilen bakteri canliliginda 6nemli bir azalma goriilmistiir.
Bununla birlikte, 3 saat sonra pH:2.0'de hi¢bir canli koloni tespit edilmemistir. En yiiksek
direng E. faecium R.A2 ve R.AS5 suslarinda gozlenmistir (El-Jeni ve ark., 2016).
Osmanagaoglu ve ark., (2010) yaptiklar1 ¢alismada Pediococcus pentosaceus OZF
susunun bazi probiyotik 6zelliklerini arastirmis ve pH 3.0 igeren ortama 3 saat sonra
maruz kaldiktan sonra susun canli kalabildigini, ancak susun pH 1' e maruz kaldiginda 1.

saat sonunda canlilik kayb1 gosterdigini bildirmislerdir (Osmanagaoglu ve ark., 2010).



pH:2.0 ve Kontrol
10,00

9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00

1,00

1 3 10 13 16 24 26 29 31 36 39 40 44

0,00

= kontrol 0. saat kontrol 1. saat 8 kontrol 3. saat M pH:2 0.saat MpH:2 1.saat M pH:2 3. saat

Sekil 4. 8 izole edilen suslarin pH:2 ve kontrol grubu sonuglar1 (log kob/ml)

pH:3 ve Kontrol
10,00

9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00

1,00

0,00
1 3 10 13 16 24 26 29 31 36 39 40 44

R kontrol 0. saat kontrol 1. saat kontrol 3. saat pH:30.saat M pH:31.saat M pH:3 3.saat

Sekil 4. 9 izole edilen suslarin pH:3 ve kontrol grubu sonuglar1 (log kob/ml)

34



35

Arastirma kapsaminda farkli pH degerlerinin canli hiicre sayisi lizerindeki etkisini

incelemek icin canli hiicre sayisi log-kob/ml olmak {izere kontrol, pH:2 ve pH:3
gruplarina uygulanan ANOVA analiz sonuglar1 Cizelge 4.5’ de yer almaktadir.

Cizelge 4. 5 Calismada kullanilan suslarin farkli pH degerlerinde canli hiicre say1si log-kob/ml olmak iizere

0., 1. ve 3. saat dilimlerindeki 6l¢iimleri; kontrol, pH:2 ve pH:3 gruplarindaki zamana gore istatistiksel
analiz sonuglar1

Kareler Kareler
toplami df ortalamasi F P Fark
Gruplar arast 20,554 2 10,277 Kontrol>
phlog-kob/ml 0  Gruplar igi 10,884 36 ,302 33,992 ,000 pH2,
Toplam 31,438 38 pH3
Gruplar arast 295,703 2 147,851 Kontrol>
phlog-kob/ml 1 ~ Gruplar ici 33,003 36 917 161,277 ,000 pH3
Toplam 328,706 38 >pH2
Gruplar arast 298,942 2 149,471 Kontrol>
phlog-kob/ml 3  Gruplar ici 64,781 36 1,799 83,063 ,000 pH3
Toplam 363,724 38 >pH2

Cizelge 4.5’ de yer alan sonuglar incelendiginde farkli pH degerlerinde canli hiicre
sayisinin 0., 1. ve 3. saat dilimlerindeki 6l¢timleri; kontrol, pH:2 ve pH:3 gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundugunu gostermektedir. Farkin kaynagini
belirlemek amaciyla uygulanan Tukey post hoc testi sonucunda 0. saat diliminde kontrol
grubundaki canli hiicre sayisinin pH:2 ve pH:3 gruplarindan yiiksek oldugu sonucuna
ulagilmistir. 1 ve 3. saat dilimlerinde ise canli kalma miktarlarinin yiiksekten diistige
dogru sirastyla kontrol, pH:3 ve pH:2 seklinde oldugu belirlenmistir.

Aragtirma kapsaminda kontrol, pH:2 ve pH:3 gruplarina ait canli hiicre sayisinin
log-kob/ml olmak tizere 0, 1 ve 3. saat dilimine gore farklilik gosterip gostermedigini
incelemek amaciyla uygulanan tekrarli ANOVA analizi sonuglar1 Cizelge 4.6’ da yer
almaktadir.

Cizelge 4. 6 Canli hiicre sayisinin log-kob/ml olmak iizere kontrol, pH:2 ve pH:3 gruplarina gore farklilik
gosterip gostermedigini incelemek amaciyla uygulanan ANOV A analizi sonuglari

Kareler Kareler
toplami df ortalamasi P Fark
Deneklerarasi 7,152 12 0,596
Ol¢tim 28,560 2 14,280 69,844
>1>
Kontrol Hata 4,907 24 204 0,000 0>1>3
Toplam
Deneklerarasi 3,015 12 0,251
Ol¢iim 389,805 2 194,902 1012,83
deneypH2 ot 4,618 24 192 o 00000 0213
Toplam
Deneklerarasi 49,262 12 4,105
Olglim 36,441 2 18,221
deneypH3 Hata 39,714 24 1,655 11,011 0,000 0>1>3

Toplam
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Cizelge 4.6° da yer alan sonuglar incelendiginde kontrol, pH:2 ve pH:3
gruplarindaki canli hiicre sayilarmin 0, 1 ve 3. saat dilimlerindeki o6l¢iimlerinin
istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Farkin kaynagini
belirlemek amaciyla uygulanan post hoc testi sonucunda kontrol ve deney gruplarindan

elde edilen canli hiicre sayilarinin siire ilerledik¢e azaldigi tespit edilmistir.

4.4.3 Suslarin pepsin direncleri

Kontrol olarak ¢alisilan pH 7.4’ te 1. saatin sonunda 1, 3, 10, 13, 16, 24, 26, 29,
31 ve 36 numarali suslarda canlilik diizeyi ortalama 7.5 log iken 39 ve 44 numaral
suslarda yaklagik 8 log ve 40 numarali susta ise 4.6 log olarak tespit edilmistir. 3. Saatin
sonunda 1, 3, 10, 13 ve 36 numarali suslarda canlilik miktar1 yaklasik 7 log, 16, 24, 26,
29 ve 39 numarali suslarda 7.5 log, 31 ve 44 numarali suslarda 8 log ve ayrica 40 numarali
susta 5 log olarak belirlenmistir.

Pepsin i¢eren pH 2.0 tamponunda 1. saatin sonunda 1 ve 10 numaral1 suslardaki
canlilik seviyesi 6.5 log diizeyinde iken diger suslarda canlilik gdozlenmemistir. 3. saatin
sonunda ise higbir susta canlilik tespit edilmemistir.

Pepsin igeren pH 3.0 tamponunda 1. saatin sonunda 1 ve 44 numarali suslarin
canlilig1 ortalama 9 log iken; 3, 16, 36 ve 40 numarali suslarin ortalama 7.5 log; 10, 13,
29 ve 39 numarali suslarin ~8 log; 24 numarali susun 7 log; 26 ile 31 numarali suslarda
ise ortalama 8.5 log olarak belirlenmistir. Canlilik miktar1 3. saatin sonunda 16, 24 ve 29
numarali suglarda 6.5 log; 31 numarali susta 4.8 log olarak tespit edilirken diger suslarda
3. saatin sonunda canlilik goriilmemistir. Calismada kullanilan suslarin pepsin direng
profilleri Sekil 4.9” da belirtilmistir.

El Jeni ve ark., (2016) yaptiklar1 arastirmada 4 LAB susunun probiyotik
ozelliklerini arastirmak i¢in pepsine (pH:2.0 ve 3.0' de) ve pankreatine (pH:8.0' de)
direngliliklerini test etmistir. 3 mg.ml™' pepsin iceren pH: 2.0’ ye ayarlanmis PBS
tamponu igerisinde hicbir sus hayatta kalmamistir, fakat pepsin igeren pH 3.0' e
ayarlanmis tamponda suslar canliligini siirdiirmiistiir. LAB suslar1, pH 8'de pankreatin
maruziyetine kars1 1y1 bir sekilde hayatta kalmis ve canlilik oranlar1 %86 ile %99 arasinda
degismistir. Test edilen 4 LAB arasinda, E. faecium (R.A2) ve (R.A5) suslar1 pankreatine
en duyarhiyken, L. mesenteroides (R.A76) ve E. faecium (R.AS5) suslari pepsine en duyarl
olarak rapor edilmistir (El-Jeni ve ark., 2016).

Liu ve ark., (2020) yaklardan izole ettikleri Lactobacillus sakei, Enterococcus

hirae, Pediococcus acidilactici, Weissella confusa suslarinin probiyotik potansiyeli ve
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giivenlik degerlendirmelerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda bu dort susun temel olarak

pepsin i¢ceren pH 2.0 tamponuna toleransli oldugunu ve Pediococcus acidilactici susunun

pepsin ile ayn1 ortamda biiyiiyebilecegini bildirmistir (Liu ve ark., 2020).
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Arastirma kapsaminda pepsin miktarinin canli hiicre sayist lizerindeki etkisini

incelemek i¢in kontrol, pepsin pH:2 ve pepsin pH:3 gruplarina uygulanan ANOVA

analizi sonuglar1 Cizelge 4.7’ de yer almaktadir.

Cizelge 4. 7 Pepsin miktarimin kontrol, pepsin pH:2 ve pepsin pH:3 gruplarina gore farklilik gosterip
gostermedigini incelemek amaciyla uygulanan ANOVA analizi sonuglari

Kareler daf Kareler P Fark
toplami ortalamast
Gruplar arast ,540 2 ,270
Pepsin 0. saat ~ Gruplar ici 23,085 36 ,641 0,421 0,659 -
Toplam 23,626 38
Gruplar aras1 389,887 2 194,944 Kontrol,
Pepsin 1.saat  Gruplar ici 85,310 36 2,370 82,264 ,000 pH3
Toplam 475,197 38 >pH2
Gruplar aras1 355,842 2 177,921 Kontrol
Pepsin 3. saat  Gruplar ici 112,431 36 3,123 56,970 ,000 >pH3
Toplam 468,274 38 >pH2

Cizelge 4.7° de yer alan sonuglar incelendiginde pepsin miktarlarinin 1 ve 3.

saatlerdeki dl¢limleri kontrol, pH:2 ve pH:3 gruplarina gore istatistiksel olarak anlaml
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farklilik gostermektedir. Farkin kaynagini belirlemek amaciyla uygulanan Tukey post hoc
testi sonucunda 1. saat diliminde kontrol ve pH:3 grubundaki canli hiicre sayisinin pH:2
grubundakine gore daha yliksek oldugu sonucuna ulagilmistir. 3. saat diliminde ise canli
hiicre sayis1 yiiksekten diisiige dogru sirasiyla kontrol, pepsin pH:3 ve pepsin pH:2
seklinde tespit edilmistir. Ancak Cizelge 4.7’ de goriildiigii lizere pepsin miktarinin 0.
saat dilimindeki Sl¢timlerinde kontrol, pepsin pH:2 ve pepsin pH:3 gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmemistir. Yani 0. saat diliminde deney ve
kontrol gruplarindaki canli hiicre sayilar1 benzerdir.

Arastirma kapsaminda kontrol, pepsin pH:2 ve pepsin pH:3 gruplarina ait canh
hiicre sayilarinin 0, 1 ve 3. saatlerde farklilik gosterip gostermedigini incelemek amaciyla
uygulanan tekrarli ANOVA analizi sonuglart Cizelge 4.8 de yer almaktadir.

Cizelge 4. 8 Pepsin miktarinin kontrol, pepsin pH:2 ve pepsin pH:3 gruplarina gore farklilik gosterip
gostermedigini incelemek amaciyla uygulanan ANOVA analizi sonuglari

Kareler Kareler
toplami df ortalamasi F P Fark
Deneklerarasi 20,709 12 1,726
Ol¢tim 1,522 2 ,761 15,496
Kontrol Hata 1,179 24 049 0,000 0>1>3
Toplam
Deneklerarasi 31,499 12 2,625
Ol¢tim 461,309 2 230,654
deneypH2 Hata 52,055 24 2,169 106,343 0,000 0>1>3
Toplam
Deneklerarasi 38,257 12 3,188
Ol¢tim 321,563 2 160,782
deneypH3 Hata 77.128 24 3214 50,031 0,000 0,1>3
Toplam

Cizelge 4.8’ de yer alan sonuglar incelendiginde kontrol, pepsin pH:2 ve pepsin
pH:3 gruplarindaki canli hiicre sayilarimin 0, 1 ve 3. saat dilimlerindeki ol¢timleri
istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugunu gostermektedir. Farkin kaynagini
belirlemek amaciyla uygulanan Tukey post hoc testi sonucunda kontrol ve pepsin pH:2
gruplarindan elde edilen canli hiicre sayisi degerlerinin siire ilerledik¢e azaldig:
goriilmektedir. Pepsin pH:3 grubunda ise 0 ve 1. saat dilimlerindeki canli hiicre

sayilarinin benzer olup, 3. saat diliminden daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

4.4.4 Suslarin pankreatin direncleri

Pankreatin uygulamasinin 4. saatin sonunda suslardaki canlilik seviyesi deney
grubu ve kontrol gruplari i¢in ortalama ~7 log diizeyinde gozlemlenmistir. Sonuglara ait

veriler Sekil 4.10° da verilmistir. Xia ve ark., (2021) giil regelinden izole ettikleri 61 LAB
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susunun bazi probiyotik Ozelliklerini arastirmis ve 5 adet Pediococcus pantesaceous
susunun probiyotik 6zellikler sergiledigi bildirmistir. Yapilan in vitro testler sonucunda
Pediococcus pantesaceous MP13 olarak tanimlanan izolatin pankreatin ve gastro
intestinal sivi igeren ortamlarda canliligim siirdiirdiigli rapor edilmistir. Bir ¢cok farkl
calismada da insanlardan ve fermente gidalardan izole edilen laktobasil ve pediokok
suslarmin pankreatin ve gastro intestinal sivi iceren ortamlara direncli oldugu ve
canliliklarini siirdiirebildikleri belirtilmistir (Bove ve ark., 2012; Turchi ve ark., 2013;
Xia ve ark., 2021) . El Jeni ve ark., (2016) yaptiklar1 aragtirmada secilen 4 LAB' nin
probiyotik 6zelliklerini arastirmak i¢in pepsine (pH 2.0 ve 3.0' de) ve pankreatine (pH
8.0' de) direnclerini test etmistir. Suslarin pH 8' de pankreatin maruziyetine kars1 hayatta
kaldigin1 ve canlilik oranlarinin %86 ile %99 arasinda degistigini bildirilmistir. Test
edilen 4 LAB susundan, E. faecium (R.A2), E. faecium (RA73), E. faecium (R.AS) ve L.
mesenteroides (R.A76) suslar1 pankreatine en duyarli suslar olaraka belirlenmistir.
Osmanagaoglu ve ark., (2010) yaptiklari ¢alismada Pediococcus pentosaceus OZF
susunun pankreatine direncgli oldugunu ve hiicrelerin maruziyetten 4 saat sonra bile 8.76
kob/mL oraninda canliligin1 korudugunu belirlemistir (El-Jeni ve ark., 2016).

Sornsenee ve ark., (2021) iizerinde calistiklart 8 Lactobacillus paracasei, 1
Lactobacillus  fermentum ve l Lactobacillus brevis suslarmin tiimiiniin canlilik
degisimini pankreatin varliginda 4 saat boyunca takip etmis ve suslarin pankreatine kars1
canliliklarii yiliksek oranda koruduklarini tespit etmistir. Suslardan en yiiksek canlilik
oranini L. paracasei T0603’ iin gosterdigini; bunu L. fermentum TO701 ve L. paracasei
T0601 suslarinin izledigini rapor etmistir (Sornsenee ve ark., 2021).

Nath ve ark., (2020) fermente siit {iriiniinden izole ettikleri Lactobacillus
plantarum susunun probiyotik Ozelliklerinin in-vitro olarak taranmasi konulu
aragtirmalarinda Lactobacillus plantarum GCC_19M1 susunun, %0.5 pankreatin i¢inde
24 saatlik inkiibasyondan sonra onemli bir gelisim gosterdigini bildirmistir. Test
izolatinin canlilik oran1 24 ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasinda sirasiyla %68.42 ve
%55.11 olarak kaydedilmistir. inkiibasyon siiresinin uzamasiyla canl bakteri sayisinda

bir azalma da gozlenmis oldugu belirtilmistir (Nath ve ark., 2020b).
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B Pancreatin 4. saat

Arastirma kapsaminda canli hiicre sayilarinin log-kob/ml olmak iizere kontrol ve

pankreatin gruplarina gore farklililk gosterip gostermedigini incelemek amaciyla

uygulanan t testi sonuglar1 Cizelge 4.9’ da yer almaktadir.

Cizelge 4. 9 Canli hiicre sayilarinin kontrol ve pankreatin gruplarina gore farklilik gdsterip
gostermedigini incelemek amaciyla uygulanan t testi sonuglari

n ortalama ss sd t p

Kontrol 13 70369 22790 24 058 0563
Logkob 0 p reatin 13 69615 40365

Kontrol 13 69323 39049 24 0436 0,666
Logkob 1 b kreatin 13 69892 26206

Kontrol 3 70392 26881 2% 0752 0459
Logkob3  p kreatin 13 71162 25267

Kontrol 3 70115 25810 2% 0652 0521
Logkob4  p kreatin 13 70815 28870

Cizelge 4.9’ da yer alan sonugclar incelendiginde canli hiicre sayilarinin 0, 1, 3 ve

4. saat dilimlerindeki 6l¢iimleri kontrol ve pankreatin gruplarina gore istatistiksel olarak

anlaml farklilik gostermemektedir. Bagka bir ifadeyle tiim zaman dilimlerinde kontrol ve

pankreatin gruplarindaki canli hiicre sayilar1 benzerdir.

Arastirma kapsaminda kontrol ve pankreatin gruplarina ait canli hiicre sayilarinin

log-kob/ml olmak {iizere 0, 1, 3 ve 4. zaman dilimlerine gore farklilik gdsterip

gostermedigini incelemek amaciyla uygulanan tekrarlit ANOVA analizi sonuglar1 Cizelge

4.10° da yer almaktadir.
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Cizelge 4. 10 Kontrol ve pankreatin gruplarina ait canli hiicre sayilarinin log-kob/ml olmak tizere 0, 1, 3
ve 4. zaman dilimlerine gore farklilik gdsterip gostermedigini incelemek amactyla uygulanan tekrarli
ANOVA analizi sonuglari

Kareler daf Kareler F P Fark
toplami ortalamast
Deneklerarasi 2,901 12 ,242
Olciim ,098 3 ,033 0,963
Kontrol Hata 1,218 36 034 0,421 -eemeoeoees
Toplam
Deneklerarasi 2,472 12 ,206 1,221
. . Ol¢lim 2211 3 ,070
Pankreatinin 0 2,073 36 058 0,316 -roeoemes
Toplam

Cizelge 4.10° da yer alan sonuclar incelendiginde kontrol ve pankreatin
gruplarindaki canli hiicre sayilarinin 0, 1, 3 ve 4. saat dilimlerindeki 6l¢iimleri istatistiksel
olarak anlamli farklilik gostermemektedir. Baska bir ifadeyle kontrol ve pankreatin

gruplarindaki canli hiicre sayilar1 zamana gore degisim gostermemektedir.

4.4.5 Suslarin safra tuzu direncleri

Sindirim  sisteminden gecis sirasinda  karsilasilan  kosullar  altinda
mikroorganizmalarin hayatta kalmalar1 probiyotikler i¢in istenen 6zellikler arasindadir.
Sindirim sistemi kosullarinda hayatta kalmasi, probiyotiklerin bagirsaktaki etkileri i¢in
¢ok oOnemlidir. Bu kosullar sindirim sisteminin farkli boliimlerinde farklilik
gostermektedir. Midede probiyotikler ¢cok diisiik pH' a, tuzlara, pepsin ve lizozim gibi
enzimlere maruz kalmaktadirlar. Bu enzimlerin etkileri, probiyotikler de dahil olmak
lizere organizmalarin hayatta kalmasini etkilemektedir (Horackova ve ark., 2012; Vizoso
Pinto ve ark., 2006). Duodenum ve ince bagirsak ortamlari, nétr ila hafif alkali pH' a
gecisi ve safra tuzlarmin varligini, yani diger stres kosullarina erisimi temsil etmektedir
(Horackova ve ark., 2012).

Safra tuzlarina direng yetenegi, Laktokok ve Enterokok cinsi bakterilerde bulunan
safra tuzu hidrolaz enziminin aktivitesi ile ilgilidir. Bu enzim, safra tuzlarinin toksik
etkilerini azaltabilmekte iken, suslarin bagirsakta yasam stirelerini ve faydali etkilerini
artirabilmektedir (Argyri ve ark., 2013; Reis ve ark., 2016).

%0.3’ liikk safra tuzu denemesinin 4. saatinin sonunda 36 numarali susun canlilik
diizeyi 8.41 log iken diger suslarin canlilik diizeyleri ortalama 7.5 log seviyesinde
bulunmustir. %0.5’ lik safra tuzu uygulamasinda 4. saatin sonunda 1 numarali susun
canlilik diizeyi 5 log iken diger suslarin canlilik diizeyleri ortalama 7.5 log olarak tespit
edilmistir. %1’ lik safra tuzu denemesinde 4. saatin sonunda 36 numarali sustaki canlilik

5 log, diger suslardaki canlilik ise ortalama 7.5 log seviyesinde hesaplanmistir. Kontrol
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grubunun tiim uygulamalarinda 4. saatinin sonunda canlilik diizeyleri 1, 10, 13, 16 ve 39
numarali suslarda ortalama 7.5 log; 24, 26, 31, 36 ve 40 numaral1 suslarda ortalama 8.5
log; 44 numarali susta 9 log; 3 ve 29 numarali suslarda 10 log olarak tespit edilmistir.
Sonuglara ait veriler Sekil 4.11-13"de verilmistir.

Bin Masalam ve ark., (2018) yaptiklar1 ¢alismada test ettikleri 46 LAB susunun,
safra toleranslarini 4 saat siireyle test etmistir. Elde edilen sonuglar, test edilen izolatlar
icin hayatta kalma yilizdelerinin %37.7 ve %98-99,55 arasinda oldugunu gostermistir.
Suslarin toplam %71.7" si, 6nemli bir canlilik kayb1 olmaksizin (>%95 sagkalim) safraya
toleransli bulunmustur. Safra toleransli suslarin ¢ogu, Enterococcus faecium ZiNb3, E.
faecium Rashad3 ve E. faecium SMBM3 gibi enterokoklar ve Lactobacillus casei
BgShn3, L. casei Dwan5, L. casei MSJ1, L. plantarum EylLan2, L. acidophilus
Musallam?2, L. paracasei NMBM1, Streptococcus equinus Salam7, Lactococcus garvieae
Emad4, L. garvieae ZSJ5 ve Weisella. confusa SYary olarak tanimlanan izolatlar oldugu
gozlenmistir (Bin Masalam ve ark., 2018). Yuasa ve ark., (2021) Lactobacillus plantarum
SI-1 and L. pentosus MU-1 suslarinin gastrointestinal ortam sartlarina karsi toleransini
arastirmis ve 3 saatlik test siiresi sonunda suslarin canliliginin 6nemli oranda
azalmadigini tespit etmistir (Yuasa ve ark., 2021). Sharma ve ark., (2021) deve siitiinden
izole ettikleri 80 LAB susu ile yaptiklar1 ¢alismada . E. lactis and L. plantarum suslarinin
%0.1, 9%0.2 ve %0.3 safra tuzu iceren ortamlarda biiyiiyebildigini ve canliligini
siirdlirebildigini bildirmistir. Benzer sonucglar kopeklerden izole edilen Enterococcus
tiirleri icinde rapor edilmistir (Lee ve ark., 2011; Sharma ve ark., 2021; Strompfova ve

ark., 2004).
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Sekil 4. 14 Calismada kullanilan suglarin %1 safra tuzu sonuglari (log kob/ml)

Arastirma kapsaminda farkli safra tuzu konsantrasyonlarinin canli hiicre sayisi
olan log-kob/ml {izerindeki etkisini incelemek i¢in kontrol, safra %0,3, safra %0,5 ve
safra %1 gruplarina uygulanan ANOV A analizi sonuglar1 Cizelge 5’ te yer almaktadir.

Cizelge 4. 11 Safra miktarinin kontrol, safra %0,3, safra %0,5 ve safra %1 gruplarina gore farklilik gosterip
gostermedigini incelemek amaciyla uygulanan ANOVA analizi sonuglari

Kareler Kareler
toplami d ortalamasi F P Fark
Gruplar arast ,981 3 ,327 1,540 ,216
Log kob 0 Gruplar igi 10,197 48 212
Toplam 11,178 51
Gruplar aras1 6,569 3 2,190 7,911 ,000 Konrol>safra%0
Log kob 1 Gruplar igi 13,286 48 277 ,3, safra%.0,5,
Toplam 19,855 51 safra %1
Gruplar arast 12,457 3 4,152 12,18 ,000
Log kob 3 Gruplar igi 16,354 48 341 8 Iiszlrf;’é?ssasf;‘j‘f?jf
Toplam 28,811 51 7
Gruplar arast 13,764 3 4,588 8,378 ,000
Log kob 4 Gruplar ici 26,287 48 548 Konrol>saffa0,3,
safra0,5, safra 1
Toplam 40,051 51

Cizelge 5’ te yer alan sonuglar incelendiginde canli hiicre sayilarinin 1, 3 ve 4.

saat dilimlerindeki ol¢timleri kontrol, safra %0,3, safra %0,5 ve safra %1 gruplarinda
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istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugunu géstermistir. Farkin kaynagini belirlemek
amaciyla uygulanan Tukey post hoc testi sonucunda 1, 3 ve 4. saat diliminde kontrol
grubundaki canli hiicre sayisinin miktarinin safra %0,3, safra %0,5 ve safra %l
gruplarindan yiiksek oldugu sonucuna ulasilmistir. Ancak Cizelge 5’ den goriildiigii tizere
0. saat diliminde canli hiicre sayisinin kontrol, safra %0,3, safra %0,5 ve safra %1
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermedigi goriilmiistiir. Bagka bir
ifadeyle 0. saat diliminde kontrol, safra %0,3, safra %0,5 ve safra %1 gruplarindaki canli

hiicre sayis1 benzerdir.

Arastirma kapsaminda kontrol, safra %0,3, safra %0,5 ve safra %1 gruplarina ait
canli hiicre sayilariin log-kob/ml olmak iizere 0, 1, 3 ve 4. saat dilimlerine gore farklilik
gosterip gostermedigini incelemek amaciyla uygulanan tekrarli ANOVA analizi
sonuclar1 Cizelge 6’ da yer almaktadir.

Cizelge 4. 12 Kontrol, safra %0,3, safra %0,5 ve safra %1 gruplarina ait canli hiicre sayilarinin log-

kob/ml olmak iizere 0, 1, 3 ve 4. zaman dilimine gore farklilik gdsterip gostermedigini incelemek
amactyla uygulanan tekrarli ANOVA analizi sonuglari

Kareler Kareler
toplam df ortalamasi F P Fark
Deneklerarasi 7,419 12 ,618
Ol¢tim 34,313 3 11,438 39,929
Kontrol 1 e 10,312 36 286 0,000 4,3>1>0
Toplam
Deneklerarasi 3,565 12 ,297 37,521
Ol¢iim 10,174 3 3,391
Safra %0,3 Hzta 3254 3 090 43>0,1
Toplam
Deneklerarasi 15,112 12 1,259 14,024
Safra %0,5  O6um 7.793 y 2598 43>0>1
’ Hata 6,670 36 ,185 ’
Toplam
Deneklerarasi 9,424 12 ,785 14,471
Ol¢tim 12,502 3 4,167
Safra %l e 10,367 36 288 4.320.1
Toplam

Cizelge 6° da yer alan sonuglar incelendiginde kontrol, safra 9%0,3, safra %0,5 ve
safra %1 gruplarindaki canli hiicre sayilarinin 0, 1, 3 ve 4. saat dilimlerindeki Slgiimleri
istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir. Farkin kaynagini belirlemek amaciyla
uygulanan post hoc testi sonucunda kontrol grubunda 3 ve 4. saat dilimlerindeki canli
hiicre sayilarinin benzer; 0. ve 1. saat dilimlerine gore yiiksek oldugunu ayrica 1. saat
dilimindeki canli hiicre sayisinin da 0. saat dilimine gore yiliksek oldugu sonucunu

gostermektedir. Safra %0,3 ve safra %1 gruplarinda ise 3. ve 4. saat dilimlerindeki canli
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hiicre sayilarinin benzer ve 0 ile 1. saat dilimlerindeki canli hiicre sayilarindan ytiksek
oldugu belirlenmigtir. Diger bir sonucta ise safra %0,5 grubunda 3 ve 4. saat
dilimlerindeki canli hiicre sayilar1 benzer iken 0. ve 1. saat dilimlerine gore yiiksek
oldugu, ayrica 0. saat dilimindeki canli hiicre sayisinin da 1. saat dilimine gore yiiksek

oldugu sonucuna ulasilmistir.

4.4.6 Suslarin hemolitik aktiviteleri

Probiyotik mikroorganizmalar giivenli olmalidir, konak viicudunda jelatin
stvilasmasiin yani sira hemolize neden olmamalidir. Hemoliz ve jelatin hidrolizi,
patojenik bakteriler arasinda iki ana viriilans faktorii olmaya devam etmektedir.
Bakteriyel bir toksin olan hemolisin/sitolisin enterokok suslari tarafindan salgilanan
viriilans faktorlerden biridir. Enterokoklar tarafindan tiretilen hemolisin insan, at, koyun
ve tavsan eritrositlerine karst hemolitik aktivite gostermektedir. Enterokoklarda
hemolisin iiretimini determine eden genler plazmid ya da kromozomal DNA {izerinde
kodlu olabilmektedir. Hayvan model sistemleri ve insan enfeksiyonlar1 iizerine yapilan
calismalar hemolisin tiretiminin enfeksiyon siddetini arttirdigini goéstermistir, bu sebeple
probiyotik olarak kullanilacak suslarda hemolitik aktivite varligi sorun olusturmaktadir
(Giridhara Upadhyaya ve ark., 2009; Koch ve ark., 2004; Morandi ve ark., 2006; Mundy
ve ark., 2000; Yogurtcu, 2011). Yapilan hemolitik aktivite testi sonucunda petrilerde zon
olusumu goézlenmemis oldugundan tiim suslar y-hemolitik olarak degerlendirilmistir.
Hemolitik aktivite testi sonucundaki bazi 6rneklerdeki petri goriintiileri Sekil 4. 14” de

belirtilmistir.

Sekil 4. 15 Hemolitik aktivite testi sonucundaki bazi 6rneklerdeki petri goriintiileri (A: 10 numarali izolat
= Lactococcus lactis, B: 40 numarali izolat = Pediococcus acidilactici, C: Staphylococcus aureus ATCC,
D: Escherichia coli ATCC 25922)
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Hussain ve ark., (2021) el yapimi (Artizanal) siit tirlinlerinden izole ettikleri laktik

asit bakterilerinin patojenlere karst probiyotik ve postbiyotik potansiyelinin
degerlendirilmesi konulu calismasinda Weissella confusa PL6, Enterococcus faecium
PL7, Lactobacillus delbrueckii PLL11 ve PLI13 suslarinin hemolitik aktiviteye sahip
olmadig1 bildirmistir (Hussain ve ark., 2021). Abushelaibi ve ark., (2017) deve siitiinden
izole ettikleri Lactobacillus plantarum M2 ve L. plantarum KO9 suslariin kolonilerini
cevreleyen kanli agar plakalart {izerinde seffaf veya yesilimsi bir bdlgenin
olusmamasindan dolay1 bu suslar1 y—hemolitik veya hemolitik olmayan suslar olarak
siniflandirmistir (Abushelaibi ve ark., 2017). Huang ve ark., (2021) Cin’ deki siit
tirtinlerinden izole edilen probiyotik laktik asit bakterilerinin kismi karakterizasyonunu
arastirdiklari calismalarinda izole ettikleri Lb. plantarum subsp. plantarum, Lb. pentosus,
Lb. fermentum, Lb. paracasei subsp. tolerans, Lb. pantheris, Lac. petauri, Str. Parasuis,
Ent. Olivae ve Weissella para-mesenteroides suslarini hemolitik aktivite acisindan
taramistir ve petrilerdeki kolonilerin ¢evresinde hi¢bir bolge olugsmadigi veya yesilimsi
bir bolge olugsmadigini belirlemis olup bu suslarin hemolitik olmadiklarin1 veya y—

hemolitik olduklarini bildirmistir (Huang ve ark., 2021).
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5. SONUCLAR ve ONERILER

5.1 Sonuclar

Disk diffiizyon testi sonucuna gore kullanilmis olan eritromisin, tetrasiklin,
kanamisin, vankomisin, gentamisin ve kloramfenikol antibiyotikleri arasindan tiim
suslarda en ¢ok direncin kanamisin antibiyotigine, en az direncin ise eritromisin
antibiyotigine kars1 oldugu tespit edilmistir. Disk diffiizyon testi sonuglar1 Cizelge 4.3’ te
verilmistir. MIK testi sonuglarina vankomisin, amfisilin, penisilin-g ve streptomisin
antibiyotikleri arasindan tiim suslarin direngli oldugu antibiyotigin streptomisin, en az
direng gosterilen antibiyotigin ise amfisilin oldugu gozlenmistir. MIK testi sonuglar
Cizelge 4.4’ te verilmistir.

pH testi sonuglarina gore suslarda en fazla canliligin pH:3.0’de 1. saatin sonunda
oldugu tespit edilmisken, pH:2.0 ortaminda 3. saatin sonunda higbir susta canlilik tespit
edilmemistir. pH 2.0 de 1. saatin sonunda suslarin yaklagik olarak yarisi canli bulunmusg
ve en yliksek canliligin esek siitiinden izole edilmis 31 numarali Lactococcus lactis MH9
susunda oldugu belirlenmistir. pH direnclilik testi sonuclar1 Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de
verilmistir.

Suslarin pepsine maruz birakildigr ortamdaki canliliklar arastirildiginda en fazla
canlilik pH:3.0 tamponunda 1. saatin sonunda goriilmiis olup en yliksek canliligin Mus
Kasari-karisik (inek, koyun, kegi siitlerinden)’dan izole 44 numarali Pediococcus
acidilactici MH13 susunda oldugu tespit edilmistir. pH:2.0 tamponundaki pepsin
uygulamasinda 3. saatin bitiminde canlilik sifir olarak dl¢tilmiistiir. Tiim suslarin pepsin
direng profilleri Sekil 4.9’ da belirtilmistir.

Pankreatin uygulamasinda 4. saatin sonunda tiim suslarda canlilik gortilmiis olup
en yiksek canliligin 44 numarali Pediococcus acidilactici MH13 susunda oldugu en
diisiik canliligin ise 26 numarali Weissella confusa MH7 susunda oldugu belirlenmistir.
Pankreatinin uygulandig1 tiim saatler arasinda en yiliksek canlilik oraninin 3. saatin
sonunda oldugu gozlenmistir. Sonuglara ait veriler Sekil 4.10” da verilmistir.

%0.3, %0.5 ve %] olarak uygulanmis safra tuzu ortamlarinin tiim saatlerinde
suslar canli olarak tespit edilmistir. En yiiksek canlilik oran1 %0.3” liik safra ortaminda
Olclilmiis olup en yliksek canlilik gosteren sus 36 numarali Pediococcus acidilactici
MH10 olarak belirlenmistir. En diisiik canlilik orani ise safra tuzunun %1 oldugu ortamda

tespit edilmistir ve en diisiik canlilik gdsteren sus esek siitiinden izole edilen 29 numarali
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Lactococcus lactis MHS8 olarak gozlenmistir. Sonuglara ait veriler Sekil 4.11-13” de
verilmisgtir.

Bakteriyosin testinin sonucunda suslarin incelenen indikator mikroorganizmalara
(L. monocytogenes, M. luteus, S. typhimirium, E. coli O157:H7, P. acidolactici, L. lactis,
L. sakeii) kars1 bakteriyosin iiretimi tespit edilememistir.

Yapilan hemolitik aktivite testi sonucunda higbir petride zon olusumu
gbzlenmemis oldugundan tiim suslar y-hemolitik olarak degerlendirilmistir.

Yapilan testler sonucunda izole edilen suslarin in vitro olarak istenen 6zelliklerin
coguna sahip oldugu ve mevcut potansiyel probiyotik adaylari oldugu tespit edilmis
olmakla birlikte, diger probiyotik se¢im kriterlerine gore suslarin test edilmesi gerektigi

distiniilmektedir.

5.2 Oneriler

Bu calismada probiyotik 6zellikleri arastirilmak {izere yapilan in-vitro analizler
ile suglarin probiyotik sinifina dahil edilmesi i¢in 6nemli veriler elde edilmis olmasina
ragmen, probiyotik se¢im kriterlerinin timil i¢in suslarin taranmast onerilmektedir.

Calismamizda izole edilen suslarin fonksiyonel gidalarin ve geleneksel fermente
gida proseslerinin gelistirilmesinde kullalanilabilecek potansiyel probiyotik adaylari
oldugu disiintildiigiinden, gelecekteki ¢alismalarda bu ozelliklerinin de arastirilmasi
tavsiye edilmektedir.

Calismamizda izole ettigimiz Lactococcus garvieae MH2 ve Weissella confusa
(MH6 ve MH7) suslarinin yapilan literatiir taramasinda probiyotik 6zellik gosteren tiirleri
oldugu gibi patojen olan tiirlerinin de varlig1 tespit edilmistir. Bu suslarin ayrintili olarak

calisilmasi ve patojenite 6zelligi tasiyip tasimadiklarinin arastirilmas: 6nerilmektedir.
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EKLER

EK-1 Besiortamlari

MRS (deMan Rogosa Sharpe) Besiyeri

Bilesen Miktar (g/L)
Kazein pepton 10
Et ekstrakt1 8
Maya ekstrakti 4
Glukoz 20
Dipotasyum hidrojenfosfat 2
MgSO,47H20 0.5
MnSO4.4H20 0.2
Tween 80 1
Triamonyum sitrat 2
Sodyum asetat 5

pH: 6.8 £0.2

TGE (Tripton, Glukoz, Maya Ekstrakti) Besiyeri

Bilesen Miktar (g/L)
Tripton 10

Glukoz 10

Maya ekstrakti 10

Tween 80 1
MgS0O47H20 0.05
MnS04.4H20 0.05

pH: 6.8 £0.2
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TSA (Tryptic Soy Agar) Besiyeri

Bilesen Miktar (g/L)
Kazein pepton 15

Soya pepton 5

Sodyum kloriir 5

Agar-agar 15

pH: 7.3£0.2
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Besiyeri i¢erikleri uygun miktarda distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Yar1 kati besiyeri

icin %0.75, kat1 besiyeri i¢in ise %1.5 agar ilave edilmistir. 121°C” de 15 dakika siiresince sterilizasyon

islemi uygulanmustir.
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EK-3 Tampon ve Cozeltiler

PBS (Fosfat Tampon Soliisyonu)

Bilesen Miktar (g/L)

NaCl 2

NazHPO4 0.144

KH;POq4 0.024

pH:7.4£0.2

Kristal Viyole stok cozeltisi

Kristal Violet lg

Etanol %95

dH,O 100 mL' ye tamamlanir

Bazik Fuksin stok cozeltisi

Bazik fuksin

Etanol

dH,0

iyot

Potasyum Iyodiir
Sodyum karbonat %5
dH,0

3g
%95

100 mL' ye tamamlanir

lg

2g

60 mL
140 mL

Tris-Borik Asit EDTA Tamponu (1X) (pH 8.3)

Tris
Borik asit
EDTA

Distile su

Yiikleme bovasi (Loading die)

Brom fenol blue
Sakkaroz

Distile su

108 g
55¢g
094 ¢g
1000ml

025¢g
40 ¢g
100 mL
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Icerik 100 mL' de ¢oziildiikten sonra 0.22 um ¢apli membran filtreden gegirilmis ve buzdolab: 1si1sinda

saklanmustir.
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Etidvum Bromit cozeltisi

Etidyum Bromit lg
Distile su 100 ml
Icerik 100 mL' de ¢oziildiikten sonra 0.22 pum capli membran filtreden gegirilmis ve buzdolabi 1sisinda

saklanmuistir.

%0.7’ lik agaroz jel

Agaroz 0.7
IX TBE 100 mL
EtBr 4 um

Spheroblast Tamponu

Siikroz 10
Lizozim 2
RNaz A 04

25 mM Tris (pH: 8.4)
25 Mm EDTA (pH: 8)
Bu bilesenler ¢oziilerek 0.22 um ¢apli membran filtreden gegirilierek -20° C’ de stok olarak saklanir.

Lizis Tampon 1
%35 SDS ¢ozeltisi

Lizis Tampon 2
5 M NacCl ¢ozeltisi

N3 Tamponu
5 M Sodyum asetat 60
Asetik asit 11.5

Distile su 28.5



EK-4 Markorler

Gen-100 DNA Ladder 100-3000 bp LC
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EK-5
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Ek SA. Lactobacillus sakei MH]1 izolatina ait 16S ribosomal RNA gen diziliminin NCBI

veri tabanindaki blast sonucu

& Nucleotide BLAST: Searchnuclec X &3 NCBI BlastNucleotide Sequence X 4+ e - ¢4 X
< C 0 & blastncbinim.nih.gov/Blastcgi w B o Duraklatich ) }
HI Uygulamalar W Webof Science [vS.. o Plagiarism Detectio..  €) Search Results - Spr.. @ ASM Single SignOn ¥ food microbiology @ X » Diger yerisaretleri  [5) Okuma listesi
Job Title Nucleotide Sequence Filter Results i
RID COWMEJHB013 Ssarch expires on 06-10 15:49 pm
h [ | exclude
Download All v Organism only top 20 will appear —_
Program BLASTN@ Citation v Type common name, binomial, taxid or group name ‘
Database nt  Seedetails v + Add organism
Query ID lcl|Query_42549 Percent Identity E value Query Coverage
Description  None ‘to ‘ ‘10‘ ‘ ‘ ‘10 ‘
Molecule type dna
Quary Longth 11
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @
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Ek 5D. Lactococcus lactis subsp. cremoris MH4 izolatina ait 16S ribosomal RNA gen
diziliminin NCBI veri tabanindaki blast sonucu

=

&

1 Uygulamalar

(=

(‘

1 Uygulamalar Y Web of Science [vS.. off Plagiarism Detectio.. @ Search Results - Spr...

Nucleatide BLAST: Search nuclec X &3 NCBI BlastSeqd [organism=Lact. X

C O & blastnchinlm.nih.gov/Blast.cgi

¥ Webof Science [v5.. f Plagiarism Detectio.. §) Search Results - Spr.

& NCB BlastSeqd [organism=Lact X |

@ ASM Single Sign On

+ a X

@ ¢ » Qo)

K food microbiology @ X » Okuma listesi

Diger yer igaretleri

Save Search Search Summary v @ How fo read this report? B8 BLAST Help Videos *DBack to Traditional Resuits Page N
Job Title Seqé [organism=Lactococcus lactis subsp. cremoris] Filter Resul

RID COX01R03013 search expires on 05-10 15:55 pm Download All v 5 ) \;\ Scitde

Program BLASTN@ Citation v rgarism: ooy p 20 W aepeec

Database ot See delails v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name

Query ID Icl|Query_31851 * &dd organism

Description None Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type  dna | ‘ to | ‘ ‘ to | | o |

Query Length 1110

Other reports  Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments

Download ~ [ Select columns ¥ Show | 10 ¥ | @

select all 10 sequences selected GenBank Graphics  Distance tree of results ~ EZIMSA Viewer
Max Total Ques Per.  Acc.
Descipuon Saenlvﬂs 3 Score Score gavg vaflle |dent Len Accession
w | w v - v -
Laclococcus lactis subsp. cremeris culture-collection IMALLB0692 16S ribosomal RNA gene, partial sequence acl s cremort 1855 1855 100% 0.0 96,59% 1462 HMOS8872.1
Lactococcus lactis subsp. lactis gene for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain: MJK16 Lactococcus lactis subs... 1855 1855 100% 0.0 96.50% 1421 AB4gd
Lactococcus lactls subsp, cremors strain IMAUS0150 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Laclococous cremoris 1855 1855 100% 0.0 96.58% 1460 -

P Aramak igin buraya yazin i

e &

Nucleotide BLAST: Search nuclec: X & NCBI Blast:Seq4 [organism=Lacti X

C © & blastncbinim.nih.gov/Blastcgi

BLAST ® »» blastn suite » results for RID-COX01R03013

- Save Search Search Summary v

8 1058
1T ¢ 9 @& oW Gonedi A B 00 W
% NCBI Blast:Seq4 organism=lac: X | + 0 - O X
a % #» onumkzanlm
@ ASMSingleSignOn K food microbiclogy @ X » Diger yer isaretleri Okuma listesi

-

Home RecentResults Saved Sirategies Help

@ How o read this report? 8 BLAST Help Videos *DBack to Traditional Results Page

Job Title Seqd4 [organism=Lactococcus lactis subsp. cremoris]... Filter Results
RID COX01R03013 Search expires on 06-10 15:55 pm Download All v
Organism  only top 20 will appear D el
Program BLASTN@ (Citation v
Database ot Seedetails v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name
+ Add organism
Query ID lcl|Query_31851
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna ‘ ‘ fo ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘ to
Query Length 1110
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m
Descriptions Graphic Summary Alignments
Reports QESLEELEM  Organism ‘ Taxonomy |
10 sequences selected (7]
Organism BlastName  Score  Number of Hits Description
Lactococcus firmicutes 10 d
. Lactocoocys cremoris firmicutes 1855 5 Lactococeus cremoris hits Fee -
o - . 1058
R Aramak icin buraya yazin =i G n u e d m . 25°C Guneli A~z O & atkool %}




73

EK SE. Enterococcus faecium MHS izolatina ait 16S ribosomal RNA gen diziliminin

NCBI veri tabanindaki blast sonucu

2 Nucleotide BLAST: Searchnuclec X & NCBI BlastSeqd [organism=Lact: X 4

(o cC o

E-I Web of Science [v.5...

& Dblastncbinim.nih.gov/Blast.cgi

i Uygulamalar o Plagiarism Detectio...

o - J X
a fr » o Duraklatii
@ Search Results - Spr.. @ ASMSingleSignOn %K food microbiology @ X » Dider yer isaretleri Okuma listesi

Save Search Search Summary v © How to read this report? @ BLAST Help Videos *DBack to Traditional Results Page B
Job Title Seqd4 [organism=Lactococcus lactis subsp. cremoris]... Filter Results
RID COXTDBJWO16 Search expires on 06-10 15:5¢ pm Download All v ) \7\ axcliide
Program BLASTN®  Cilation v Organism oniy top 20 will appear :
Dafabaza H Saodelaisv ‘ Type common name, binomial, taxid or group name
Query ID Icl|Query_41827 * &g oranism
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna | ‘ fo | ‘ ‘ to | | to
Query Length 1175

Other reports  Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments Taxonomy

-

Sequences producing significant alignments

select all 10 sequences selected
Description
v

Enterococcus fagcium strain 1698 16S ribosomal RNA gene. partial sequence
Enterocaccus faecium straln BO35 168 ribosomal RNA gene, partial sequence
Enterococcus faecium strain 7016 168 ribosomal RNA gene, partial sequence

5 O Aramakigin buraya yazin

& Nucleotide BLAST: Search nuclec X

cC o

+

'H_, NCBI Blast:Seqd [organism=Lact: X

€ # blastncbinlmnih.gov/Blastcgi

1en0ecaa

Download ¥ [ Selectcolumns ¥ Show 10 ¥ | @

GenBank Graphics Distance tree of results  EEIMSA Viewer
Max Total Query E Per.
SN Score Score Cover value  ident it Accession
v v v v -
Enterococcus faecium 2034 2034 99% 00 97.80% 1463 MTS97570.1
Enterococcus faecium 2034 2034 99% 0.0 97.80% 1445 MT4Seedd
Enterococcus fagchum PR T ST I POt (=) Feedback |
- 1100
A
. 25°C Ganesli Gl %‘

=} X

a & & (@ vk

i Uygulamalar ¥ Web of Science [v5.. o Plagiarism Detectio.. ) Search Results - Spr.. @ ASMSingleSignOn 3K food microbiology @ X » Diger yer isaretleri Okuma listesi
Save Search Search Summary v @ How to read this report? B BLAST Help Videos *DBack to Traditional Results Page E
Job Title Seqd [organism=Lactococcus lactis subsp. cremoris]...  Filter Results
RID COX7DBJWO16 Search expires on 06-10 15:59pm Download All v [ ercixe

i ly top 20 will —
Program BLASTN @  Citation v CILLIEIT e L
Database it Sseleigisy ‘ Type common name, binomial, taxid or group name
+ Add organism
Query ID Icl|Query_41827
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna ‘ ‘ 0 ‘ ‘ to ‘ ‘ to
Query Length 1175
ol [ |
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ -
Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy
Reports ERELCELTS Organism l Taxonomy |
10 sequences selected 9
Organism Blast Name  Score  Number of Hits Description
Enterococcus faecium  firmicutes 2034 10 Enterococcus faecium hits
- N N N N [ - - 1101
58 © Aramakigin buraya yazin g @ = u e o) u o BCGnesi A @& B &0 ﬁ ‘



74
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i Uygulamalar Y Web of Science [v5... f Plagiarism Detectio.. ) Search Results - Spr.. @ ASMSingle SignOn % food microbiology @ X » Diger yer isaretleri Okuma listesi
RID COXROP5J016 Ssarch expires on 06-10 16:08 pm Download All v a
Organism only top 20 wil appear D BlLE
Program BLASTN @ Citation v - -
T mmon name, binomial, taxi I gr nam
Database nt  See details v ’ ype common Tiaime: ifiomiss;taxid or gloup; ame
+ Add organism
Query ID Icl|Query_30881
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna ’ J to ’ ‘ ‘ to \ l to

Query Length 1101

Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ' [Z3 Select columns Show (2]
select all 10 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  EIMSA Viewer
s o Max Total Query E Per.  Acc.
Descrlptlon SuenuﬁsName Score Score Cover value Ident Len Accession
v v v v v
Lactococeus lactis subsp. lactis strain CE1.9 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Lactococcus lactis subsp. lactis 1868 1868 99% 00 97.28% 1236 MH899237.1
Lactococcus lactis subsp. lactis strain NM26-6 16S ribosomal RNA gene, partial sequence actococcus lactis subsp. lactis 1868 1868 98% 00 97.70% 1458 HM218132.1
Lactococeus lactis strain Unkn111 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Lactococcus lactis 1866 1866 99% 0.0 97.28% 1287 KX881768.1
Lactococeus lactis strain 1700 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Lactococeus lactis 1860 1860 98% 00 97.61% 1446 MT597572.1
Lactococcus lactis sirain 1682 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Lactococcys lactis 1860 1860 98% 00 97.61% 1444 MTSYSS:
u Lactococeus lactis strain 1660 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Lactococeus lactis 1860 1860 98% 00 97.61% 1442 MTS! [,TE] Feedback 5
- 1115
2 o TN
| O Aramakicin buraya yazin =] e L] 0 e < “ . 25°C Ganegli oW dx e !) ‘
2 Nucleotide BLAST: Searchnuclec. X 22 NCBI BlastSeqé [organism=Lact. X 4 (] - X
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1 Uygulamalar ¥ Web of Science [vS.. o Plagiarism Detectio.. ) Search Results - Spr.. @ ASMSingleSignOn ¥ food microbiology @ X » Diger yer isaretleri Okuma listesi
RID COXROP5J016 Search expires on 06-10 16:08 pm Download All v D axclide
— Organism only top 20 will appear
Program BLASTN@ Citation v g
: Type common name, binomial, taxid or group name
Database nt See details v ‘ I Lo
4+ Add organism
Query ID Icl|Query_30881
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna ‘ to ‘ ‘ ‘ o ‘ ‘ to ‘

Query Length 1101

Other reports  Distance tree of results MSA viewer @

Descriptions Graphic Summary Alignments

Reports

eage 0rgani5m| Taxonomy |

10 sequences selected 9

Organism BlastName  Score  Number of Hits Description
Lactococcus firmicutes 10
- Lactococcus lactis firmicutes 8
. . Laclococeus lactis subsp. lactis  firmicutes 1868 2 Lactococeus lactis subsp. lactis hits
. Lactococeus lactis firmicutes 1886 8 Lactococcus lactis hits
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EK 5J. Pediococcus acidilactici MH10 izolatina ait 16S ribosomal RNA gen diziliminin

NCBI veri tabanindaki blast sonucu

2 Nucleotide BLAST: Searchnuclec X &3 NCBI Blast:Seqd [organism=Lact: X & NCBI BlastSeqd [organism=Lact: X ‘ +

(o cC o

W Webof Science [v5.. o Plagiarism Detectio...

& Dblastncbinim.nih.gov/Blast.cgi

i Uygulamalar @) Search Results - Spr.. @ ASMSingleSignOn YK food microbiology @ X

o - g X
an »
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RID COY9G39B013 Ssearch expires on 06-10 16:17 pm Download All v —
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Program BLASTN @ Citation v 9
Database M Seodetdiav Type common name, binomial, taxid or group name
+ Add organism
Query ID Icl|Query_43189
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type dna | ‘ 0] | ‘ ‘ to | | o
Query Length 1123 ‘

Other reports  Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments

Taxonomy

Sequences producing significant alignments

selectall 10 sequences selected GenBank  Graphics

Max | Total

Descip’lian Sclemlﬁ:Name Seorbl Sooe

v v

Pediococcys acidilactici strain 2224 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Pediococcys acidiiactici 2006 2006
Pedlococcus acidilactici sirain 8275 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Pedlococcus acidilactic| 2006 2006
Pedlococcus acidilacticl strain 7541 168 ribosomal RNA gene, partial sequence I idilactici 2006 2006
Pediococcus acidiiacticl strain 7074 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Pedlococcus acidiiactici 2006 2006
Pediococcus acidilactici strain PMCB5 chromosome, complete genome Pediococcus acidllacticl 2006 10010

n @ e idilactic sirai | RNA gene. partial sequence Pediococcus acidilactic 2006 2006
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Distance tree of results  [EBMSA Viewer
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99% 0.0 99.02% 1486  MTB04720.1

99% 00 99.02% 1484 MI538961.1

99% 00 99.02% 1455 MT516145.1

99% 0.0 99.02% 1442 MT516005.1
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Program BLASTN @ Citation v CIGLIEE Uil =
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Query ID IcljQuery_43189
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Query Length 1123 _
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m

Descriptions Graphic Summary Alignments Taxonomy
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EK SK. Pediococcus pentosaceus MH11 izolatina ait 16S ribosomal RNA gen
diziliminin NCBI veri tabanindaki blast sonucu

& Nudleotide BLAST: Searchnuclec. X &3 NCBI Blast:Seq4 [organism=lact: X =~ + e - o X
< C ¢ & blastncbinlmnihgowBlastcgi a % *» @ H
i Uygulamalar ¥ Webof Science [v5.. o Plagiarism Detectio.. ) Search Results-Spr.. @ ASMSingleSignOn ‘¥ food microbiology @ X » Diger yer isaretleri Okuma listesi

RID COYFSBNEQ16 Search expires on 06-10 16:21 pm Download All v . (] exciude d

Program BLASTN@ Citation v Organism  only top 20 will appear L

Database it Secdetilsv ‘ Type common name, binomial, taxid or group name

Query ID Icl|Query_13043 Fal g

Description None Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type  dna ‘ ‘ to | ‘ ‘ to ‘ ‘ to

Query Length 1071

Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m

Descriptions Graphic Summary Alignments

Taxonomy

Sequences producing significant alignments

Download ¥ [ Select columns ¥ Show | 10 ¥ | @

selectall 10 sequences selected GenBank Graphics  Distance tree of results IMSA Viewer
R Max Total Query E Per.
Desmvpncn Sc[ennﬁ‘c, o Score Score Cover value Ident ADE"LW e s
v v v
Bacterium QHC53 168 ribosomal RNA gene, partial sequence bacterium QHC53 1823 1823 99% 00 9775% 1113  KJ629306.1
Pediococcus acidilactici strain 2224 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Pedioooccus acidilactici 1816 1816 99% 00 9765% 1486 MTB04720.1
Pediococcus acidilactici strain 8275 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Pediococcus acidilactici 1816 1816 99% 0.0 9765% 1464 MTS538961.1
Pediococcus actici strain 7541 165 ribosomal RNA gene, partial sequence Pediococcus acidilactici 1816 1816 88% 00 9765% 1455 MT516145.1
Pediococcus aci ici strain 7074 16S ribosomal RNA gene. partial sequence Pediococcus acidilacici 1816 1816 89% 00 9765% 1442 MTH
Pediococcus acidilactici strain PMCBS chromosome, complete genome Pediococcus acidilactici 1816 9059 99% 00 97.65% 2044083 CPO! hd
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Program BLASTN@ Cilation v g il
Database T ool ‘ Type common name, binomial, taxid or group name
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Query ID IcljQuery_13043
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Molecule type  dna ‘ ‘ fo ‘ ‘ to ‘ ‘ fo
Query Length 1071
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m
Descriptions Graphic Summary Alignments
Reports BRELCELT Organism | Taxonomy |
10 sequences selected 2]
Organism Blast Name  Score Number of Hits Description
Bacteria bacteria 10
. bacterium QHC53 bacteria 1823 1 bacterium QHCS53 hits
. Pediococeus acidiiactici  fimmicutes 1816 9 Pediococcus acidilactici hits
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EK SL. Pediococcus acidilactici MH12 izolatina ait 16S ribosomal RNA gen
diziliminin NCBI veri tabanindaki blast sonucu

& Nucleotide BLAST: Search nudle: X

&

i Uygulamalar

& Nudleotide BLAST: Search nuclec X

2 NCBI BlastSeq4 [organism=Lact. X 4
C 0 & blastnchinim.nih.gov/Blastcgi
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RID COYNA2ZC013  Search expires on 06-10 16:24 pm Download All v ‘-7-‘ exclie
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Dalabate i Seodebla v ‘ Type common name, binomial, taxid or group name
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Query ID Icl|Query_19427
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna | ‘ to | ‘ ‘ to | | to
Query Length 1082
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m
Graphic Summary Alignments Taxonomy
Sequences producing significant alignments Download ¥ [ Select columns * Show | 10 ¥ | @
selectall 10 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  EEIMSA Viewer
Max Total Query E Per.
Scientific N Acc. L
e ezl Score Score Cover value | Ident o Accession
v v w v v
Pediococcus acidilactici strain Lact11 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Pediococcus acidilactici 1910 1910 99% 00 9B.70% 1538 FJ905315.2
Pediococcus acidilacticl strain WS450 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Pediococcus acldilacticl 1910 1910 99% 00 98.70% 1475 MWEB2988.1
Pediococcus acidilacticl strain 20560 16S ribosomal RNA gene, partial sequence i idil 1910 1910 99% 00 9870% 1439 MW L1
Pediococcys acidilacticl sirain 2224 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Pediococcys acidilactici 1905 1905 99% 0.0 9861% 1486 MTB04720.1
Pediococcus acidilactici strain 252 16S ribosomal RNA gene. partial sequence P acidilactici 1905 1905 99% 00 98.61% 1449 MTS
Pediococcus acidilactic sirain 8275 16S ribosomal RNA gene, partial sequence P acidilactici 1905 1905 98% 0.0 9861% 1464 MTS -
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Query Length 1082
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @ m
Descriptions Graphic Summary Alignments
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10 sequences selected 9
Organism Blast Name Score Number of Hits Description
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EK SM. Pediococcus acidilactici MH13 izolatina ait 16S ribosomal RNA gen

diziliminin NCBI veri tabanindaki blast sonucu

'.'1 Nucleatide BLAST: Search nuclec X 8 NCBI Blast:Seqd [organism=Lact. X +

€ =+ C O & blastncbinimnihgov/Blastcgi
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Query Length 1061
Other reports  Distance tree of results MSA viewer @

Graphic Summary Alignments

Taxonomy

Sequences producing significant alignments

selectall 10 sequences selected

Description Sclentific Name:
- -

Pediococcus acidilactici sirain 2224 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Pediococcus acidilactici

Pediococcys acidilacticl strain 8275 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Pediococcus acidilactici

Pediococcus acidilactici sirain 7541 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Pediococcus acidilactici

Pediococeys acidilacticl sirain 7074 163 ribosomal RNA gene, partial sequence Pediococcus acidilactici

u Pediococcus acidiiactici sirain PMC6S5 chromosome, compiele genome Pediococeus acidilacticl
M Pediococcus acidiactici sirain 8613 16 ribosomal RNA gene. partial secuence
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Pediccoccus acidilacticl
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197 1917 89% 0.0 99.53% 1486 MIEQ4720.1
1917 1917 99% 00 99.53% 1464 MT538961.1
1917 1917 89%% 0.0 9953% 1455 MT516145.1
1917 1917 89% 00 9953% 1442 MT516005.1
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