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OZET

Yuksek Lisans Tezi

ANNE SUTUNDE iZOLE EDILEN LAKTIK ASIiT BAKTERILERININ 16S
rRNA DizZi ANALIZIi ILE TANIMLANMASI, ANTIiBIYOTIK DIRENCLILIK
VE ANTIBAKTERIYAL AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Mehmet SONMEZ
Danisman: Dr. Ogretim Uyesi Yusuf ALAN

2018, Sayfa 61

Bu calismada Saghk Bilimleri Universitesi Van Egitim ve Arastirma Hastanesi Siit
Cocugu Servisinden toplanan 30 anne siiti ©orneginden toplamda 48 sipheli laktik asit
bakterilerisi izole edilmistir. Belirlenen siipheli izolatlarin 16S rRNA PCR analizi sonucunda 24
izolatin 1465 bg bolgesinde bant verdigi gozlemlenmistir. Bu izolatlarin evrensel 16S rRNA
primeri ile hazirlanan PCR drinlerinin sekans analizi yapilarak elde edilen sonuclar BLAST'
(andiginda izolatlarin bes'i Lactobacillus, bes'i Pediococcus ve bir'i ise Enterococcus cinsine
yuksek oranda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Laktik asit bakteri suslarindan izole edilen
plazmit sayilari bir ile bes arasinda degismektedir. Plazmitler buyudklikleri yoninden
degerlendirildiginde, en blyik plazmitin yaklasik 10000 b¢’nin tzerinde oldugu belirlenmistir.
Antibiyotiklere karsi direncliligin belirlenmesi icin yapilan calismada LAB suslari en yiiksek
duyarliligi kloramfenikol’e karsi (% 100) gosterirken, en dusik duyarlilik ise Rifampisin’e (%
36.4) karsi gosterdigi tespit edilmistir. Tzolatlar en yiiksek orta dereceli duyarlihdi Rifampisin’e
(% 54.6) karsi gosterirken, en dusUk orta dereceli duyarliligi ise penisilin G' ye (% 18.2)
gosterdigi belirlenmistir. Suslar en ylksek direnci vankomisin, gentamisin, nalidiksik asit ve
polimiksin antibiyotiklerine karsi (% 100) gosterirken, en dusuk direnci ise Rifampisin’e (% 9.0)
karsi gosterdigi tespit edilmistir. Penisilin'e karsi dokuz izolat direcli iken geriye kalan iki izolat
(6 ve 7) ise orta dereceli duyarlilik gostermistir. izole edilen 11 adet laktik asit bakterisinin
diger bakteriler tzerindeki etkileri incelendiginde test bakterileri Uzerinde hi¢ bir etkisi

olmadigi go6zlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antibiyotik Direnclilik, Antibakteriyel Etki, Laktik Asit

Bakterileri, Molekiler Tanimlama ve Plazmit.



ABSTRACT
Master’s Thesis

THE IDENTIFICATION OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED IN
MOTHER’S MILK WITH 16S rRNA SEQUENCE ANALYSIS AND
DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE AND ANTIBACTERIAL
ACTIVITIES

Mehmet SONMEZ
Supervisor: Lecturer Dr. Yusuf ALAN
2018, Page: 61

In this study, a total of 48 suspected lactic acid bacteria were isolated froii the sample
of 30 mother's 1ilk froim University of Health Sciences Van Education and Research llospital
Dairy Child Service. The 16S rRNA PCR analysis of the suspected isolates revealed that 14
isolates gave a band at 1465 bp. Sequence analysis of PCR products prepared with universal
16S rRNA primer of these isolates revealed that the isolates showed liigh similarity to following
species Lactobacilliis (5), Pediococcus (5) and Enterococcus (1) when they were BLAST.
Plasmid counts isolated froi lactic acid bacteria strains range from 1 to 5. Wlien the plasmids
were evaluated for their size, it was detentiined that the largest plasmid was above about 10,000
bp. LAB strains shovved the highest sensitivity to cliloramphenicol (100%) and the lowest
sensitivity to rifampisin (36.4%) in the study to detemiine resistance to antibiotics. The isolates
shiowed the highest moderate sensitivity to rifampisin (54.6%) while the lowest moderate
sensitivity to penicillin G (18.2%). The strains showed the highest resistance to vancomycin,
gentamicin, nalidixic acid and polymyxin antibiotics (100%) while the lowest resistance to
rifampisin (9.0%). While 9 isolates were resistant against penicillin, the remaining 2 isolates (6
and 7) showed moderate susceptibility. Wlien the antimicrobial effects of 11 isolated lactic acid
bacteria on otlier bacteria were examined, it was observed that they had no effect on test

bacteria.

Keyvvords: Antibiotic Resistance, Antibacterial Effect, Lactic Acid Bacteria,

Molecular Description and Plasmid.
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1. GIRIS

Anne sitl, tim beslenme ihtiyaclarini karsilamasi nedeniyle yeni dogan
bebekler icin en iyi gida olarak bilinmektedir (Prentice, 1996). Anne sutl yenidogan
bebeklerin saghkli biiyime ve gelismesi icin en iyi beslenme secenegidir. Karbonhidrat,
nikleotidler, yag asitleri, immunglobulinler, sitokinler, lizozim, laktoferrin, poliaminler,
canli immin hicreler ve diger immin dizenleyici maddeleri igermesinin yani sira
bebek bagirsagi icin surekli bir bakteri kaynagidir (Marques vd., 2010; Femandez vd.,
2013). Saglikh bir annenin sttt birgok farkh bakteri grubundan yaklasik 109/L bakteri
icermektedir (Feniandez vd., 2009; Morelli vd., 2008).

Anne sitl yenidogan bebek igin en uygun olan ve pek ¢ok farkh bilesigi bir
arada bulunduran biyolojik olarak kompleks bir sividir. Anne siiti; mikroorganizmalar,
bagisikhk saglayan ajanlar, besin maddeleri, iltihabi engelleyen bilesenler, hormonlar,
blyume faktorleri, enzimler gibi bilesenleri icermektedir (Darragh, 2002). Stt kompleks
proteinler, karbohidratlar, lipitler ve polinukleotitlerden olusan ve sayisiz koruma
faktorleri igeren bir karisim seklinde tanimlanmistir (German, 2002). Anne, bebegine
dengeli bir beslenme ve hem dogustan hem de kazanilmis bagisikhik Grinlerini en uygun
diizeyde ancak emzirme yoluyla bebegine saglayabilir; emzirme sonucunda bebegini
cevreden kaynaklanabilen bakteri ve virlis enfeksiyonlarina karsi korur ve gelecekteki
en saglikh Ogrenebilme ve olgunlasma sirecini baslatir. Anne sitii biyoaktif faktorler
iceren ve yapay besinlerle eslesmeyen, ézel bir biyolojik sividir. igerisinde gerekli bitiin
besinleri ideal dengesinde bulundurdugundan hizli biyime dénemindeki bebekler igin
en iyi besin kaynagidir (Wright ve Fenny, 1998; Martin vd., 2004).

Anne sutd tim bebekler, prematureler ve hasta yeni doganlar icin ideal bir
besindir. Yeni doganlarin savunma sisteminde genis bir yer tutar. Anne suti icerigi
bebegdin yasma ve fizyolojik 6zelliklerine gore degisen en uygun besindir. inek siitiinde
kazein, anne sitinde albimin ve globdlin fazladir. Anne sutiindeki kalsiyumun emilimi
daha kolay iken, demir orani daha yiksektir. icerisinde enfeksiyonlara karsi direnci
artiran immungloblinler vardir. Son yillarda yapilan ¢alismalar probiyotiklerin spesifik
ve spesifik olmayan bagisiklik sistemini glclendirerek mide-bagirsak hastaliklarina
karsi konakglyr korudugunu ortaya koymustur (Fukushima vd., 1998; Musumeci vd.,
2006).



Anne sltd, ayni zamanda, insan bagirsaginda bulunan, bagisiklik sistemi icin
cok onemli ve bifidojenik faktorler olarak bilinen sinirli sayidaki bazi potansiyel
probiyotikler ve bunlarin gelisimini saglayan prebiyotikleri icermektedir. Probiyotikler
konagin mikroflorasim degistirerek, sagligina yararli etkiler olusturan yeterli sayida
mikroorganizma toplulugudur. Anne siit, probiyotikler ve besin kaynaklarini olusturan
oligo ve polisakkaritler olarak tanimlanmis prebiyotiklerce son derece zengin besinlerin
basinda geldiginden igerik olarak essizdir. Modern bebek mamalari, anne suti igerigi
temel alinarak formile edilseler bile, dogal biyolojik salgi olan anne sutunin yerini
tutamamaktadir Anne sutiinde bulunan bakterilerin kaynagdi heniiz tartisiimakla birlikte,
ozellikle bazi turlerin anne bagirsagindan endojen yollardan meme bezlerine gectigi 6ne
strilmektedir. BOyle bir hipotez, henuiz bir tartisma konusu olsa da, bu ilgin¢ alanda
yapilacak arastirmalari cesaretlendirmelidir. Clnkd bu dogrulandigi takdirde, anne
bagirsak mikroflorasinin module edilebilmesi gibi bakteriyoterapi ve probiyotiklerin
¢ok amagh kullanimi konusunda yeni ufuklar agilabilir. Bakteriyoterapi komensal veya
yararh bakterilerin, konagin patojenler tarafindan kolonizasyonunu 6nlemek igin
kullaniimasina dayanan bir uygulamadir (Reid vd., 2001). Bu baglamda, saglikli anne
stitti, enfeksiyon hastaliklarina karsi hem anneyi hem de bebedi korumadaki roli ile,
biyoterapotik LAB veya potansiyel probiyotiklerin 6nemli bir kaynagi olabilir (Martin
vd., 2004).

Komensal stafilokoklar ve streptokoklar anne sitiindeki baskin bakteri tlrleri
arasindadir (Heikkila ve Saris, 2003; Martin vd., 2004). Koagulaz- negatif stafilokoklar
ile 5. epidermidis gibi baskin tirlerin, emzirme sirecinde anne sttiinden koken aldiklar
dustnilmektedir (Martin vd., 2004). Buna karsin viridans streptokoklar (S. salivarius
gibi), deri konuklari olarak, nadiren bulunur. Bebegin agiz boslugunun ve sindirimle
ilgili bolgelerin yukari kisminin, baslangicta annenin vajinal ve fekal mikroflorasi
tarafindan, dogum sirasinda kolonize oldugu savunulmaktadir (Mackie vd., 1999). Bu
nedenle, streptokoklarin bebek adzindan memeye ve buradan da site gectikleri
sanilmaktadir (Heikkila ve Saris, 2003). Bununla birlikte meme bezleri tarafindan
uretilen sit, dogumdan 6nceki haftalar boyunca (ve ayrica bebek ile temas olmaksizin)
saglanan st ve dogumdan sonra saglanmis taze stt benzer bakteriyel tirler icerir. Buna
ek olarak, benzer sonuglar sezaryenle dogum yapmis annelerin sitlerinde de

saptanmistir. Bu gibi gozlemler en azindan anne sitinde bulunan bazi bakterilerin asil



kaynaginin belirlenmesinde yeni zorluklar ¢ikarmistir. Bu biyolojik maddede yaygin

olarak bulunan LAB tirlerinin 6zellikle bazilarinin kdkeni heniiz bilinmemektedir.

Anne sitlinin kommensal, mutualistik ve potansiyel olarak probiyotik 6zellik
goOsteren bakterilerin kaynagi oldugu gosterilmistir. Anne sitlyle beslenen bir bebek
strekli olarak canli bakteri almaktadir. Bu nedenle, anne sitiyle beslenen bebeklerin
bagirsak mikrobiyotasi kendi annelerinin sit florasini yansitmakta, eriskinlere benzer
cok cesitli mikrobiyota sutten kesilme doneminde olusmaya baslamaktadir (Favier vd.,
2002). Anne sutlinden izole edilen gok cesitli bakterilerin icinde potansiyel probiyotik
ozelligi olan Enterococcus faecium, Lactobacil gasseri, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus plantarum gibi bakterilerin yaninda bazi Bifidobacterium tirleri de
(Bifidobacterium breve, Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium longum,
Bifidobacterium bifidum vb) bulunmaktadir (Martin vd., 2008; Martin vd., 2007).

1.1. Laktik Asit Bakterileri

“Laktik asit bakterileri (LAB)” terimi ilk defa sutteki laktozu fermente ederek
laktikasit olusturan ve buna bagll olarak da siiti eksitip koagule eden bakteri grubunu

isimlendirmek amaciyla kullanilan bir terim olarak ortaya ¢ikmistir (Khalid, 2011).

Laktik asit bakterileri prokaryot, heterotrof ve kemo-organotrof olan canli grubu
icinde yer alirlar. Bu 6zellikleri tasiyan bakteriler 4 sinifaltinda toplanmislardir. Bunlar;

Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus ve Leuconostoch\ax<Lx (Yeniel, 2006).

Laktik asit bakterileri, Gram pozitif, katalaz negatif, faklltatif anaerobik, spor
olusturmayan, kokobasil ya da basil sekilli, kromozomal DNA yapisindaki
guanin+sitozin (G+C) orani % 55’den az olan bakterilerdir. Karbohidrat fermentasyonu
sirasinda en fazla laktik asit Uretirler. Bunun yaninda tir ve cins Ozelliklerine bagl
olarak asetik asit, karbondioksit, alkol ve bazi tat ve aroma maddelerini de
uretebilmektedirler. Ayrica laktik asit bakterileri gidalarin bozulmasinda rol oynayan
mikroorganizmalar ve insanda hastaliklara neden olan patojen mikroorganizmalar
Uzerinde de drettikleri laktik asit ve bazi antimikrobiyal maddeler (bakteriosin v.s.)

nedeniyle olduricl etkiye sahiptirler (Turantas, 1999).

LABdarin ¢ogunlugu biyosentez yapamadigindan heterotrofik organizmalardir.

Bu sebeble cogu tirler, gelisme faktori olarak cesitli aminoasitler, nikleotidler,



peptitler, vitaminler, yag asitleri, mineralleri ve karbonhidratlara gerek duymaktadir
(Reddy vd., 2008).

LAB turleri gida fermentasyonunda starter kiltir olarak rol almasi ya da ham
materyalde dogal olarak bulunmasiyla koruyucu bir etki gostermektedir. LAB insan ve
hayvanlarin sindirim sisteminde bifidobakterilerle bulunmakta ve probiyotik 6zelligi
ortaya cikarmakta, canlinin saghgini korumada birlikte etki gostermektedir (Ammor
vd., 2008).

Yararli mikroorganizmalar, besin maddelerinin sindirilmesine yardimci olurken,
bu besin maddelerinden aciga cikardiklari bazi maddeler yardimi ile organizmayi
patojen mikroorganizmalarin  zararh etkilerinden korurlar. Bunlar *“probiyotik
mikroorganizmalar grubu” olarak adlandirilirlar. Laktik asit bakterilerinin (LAB) bazi
cins ve tirleri probiyotik mikroorganizmalar grubu icerisinde bulunurlar. LAB insan
saghgr ve gelisimi icin ¢ok énemli bir yer tutan sut Grlnlerinin Gretilmesinde yaygin
olarak kullaniimaktadirlar. LAB tirleri cok eski caglardan beri cesitli fermente gida
uranlerinin dretiminde kullanilmaktadirlar. Bunlarin bazilari giinimizde fermente gida
urinlerinin elde edilmesinde starter (baslatict) kdiltir olarak hala yaygin sekilde
kullaniimaktadirlar (Tannock vd., 1999).

1.2. Anne Sitinde Bulunan Laktik Asit Bakteri ve Onemi

insan mide-bagirsak sisteminin normal mikrobiyal florasinin énemli bir kismini
LAB tirleri olusturmaktadir. Laktik asit bakterileri sindirim sisteminden baska, vajina,
deri ve sa¢ gibi viicudun diger bolgelerinde de bulunmaktadirlar. Bulunduklari bolgede
urettikleri asetaldehit ve CCb gibi maddeler yardimiyla ortamin pH degerini degistirir,
salgiladiklari bakteriosin benzeri maddelerle de diger bakterilerin gelismelerini
onlemeye calisirlar. Ayrica LAB enfeksiyonlardan koruma, laktozu parcalama,
kanserden koruma ve serum kolesterol diizeyini distirme gibi etkilerinin arstiriimasina

yonelik calismalar artmaktadir (Tannock vd., 1999).

Anne sdtiinin dogal mikroflorasmda bulunan ve genellikle izole edilen
bakteriler stafilokoklar, streptokoklar, mikrokoklar, laktobasiller ve enterokoklardir
(Heikkila ve Saris, 2003; Martin vd., 2004). Saghkl annelerin sttinden izole edilen
LAB turleri bakteriyoterapttik ya da probiyotik ajan olarak kullanilabilecek suslar

icermektedir. Bu LAB tirlerinin genellikle L. gasseri, L. rhamnosus, L. acidophilus, L.



plantarum, L. fermentum, E. faecium ve E. faecalis oldugu belirtilmektedir. Bu
bakterilerden L. gasseri, L. rhamnosus ve E. faecium potansiyel probiyotik bakteriler
arasinda degerlendirilmekte ve bunlardan bazilari ticari probiyotik Urlnlerde
kullaniimaktadir (Mailin vd., 2004).

Dogumu izleyen bircok hafta boyunca, insan sitl, bebek bagirsak
mikroflorasinin sirekli bir mikroorganizma kaynagidir ve bu nedenle yenidogan
bagirsak mikroflorasinin baslamasi ve gelisiminde 6nemli bir faktérdiir. Ornegin; ginde
800 mi siit tilketen bir bebek yaklastk 105—107 adet bakteriyi de birlikte almaktadir.
Daha ileri bir sdylemle, bebek fekal florasi anne sitl bakteri kompozisyonunun
biryansimasidir (Heikkila ve Saris, 2003; Martin vd., 2004). Yukaridaki turlere ait
bakteriler, birbirinden cok uzak Ulkelerde saglikli annelerin taze siitlerinden kolayca
izole edilebilmektedir (Martin vd., 2004). Bu da bu bakterilerin anne sutindeki
varliginin yayginhgina isaret eder. Boylelikle, anne sutiinin dogal mikroflorasinin

bilesenleri olarak gorulebilirler.

Dogumu izleyen ilk aylar boyunca, 6zel olarak anne sutiyle beslenme, ¢cocukluk
caginda rastlanan atopik dermatit ve astim gibi hastaliklarin sikhgini azaltmaktadir (
Martin vd., 2004). Laktobasiller degisik mekanizmalarla atopik hastaliklar ve atopiyi
onlemekte etkili olabilir. Vurgulanmasi gereken ilging bir nokta; stitte ¢ok yaygin olan
mikroorganizmalar, saglikli bebek bagirsaginin, atopik bebek bagirsagindan farkli
olmasini saglayan en 6nemli etkendir (Kirjavainen vd., 2001). Laktik asit bakteriler
(LAB) disinda kalan bazi diger bakteri tirlerinin de bebekleri hastane ortaminda
bulunan bazi patojen bakterilere karsi korudugu saptanmistir (Tannock, 1997). Ornegin
metisiline direngli S. aureus'un bebeklerde oral kolonizasyonu, S. viridans tarafindan
engellenebilmektedir (Martin vd., 2004). Burada ilging olan bir nokta da Streptococcus
viridans'ia saglikh bebek bagirsagi mikrobiyotasinda bulunmasidir (Kirjavainen vd.,
2001). Gelisimin erken doneminde yararli bakteri alimi, bagirsak kolonizasyonunun
kritik periyodu ile cakistigi icin, bagirsak kolonizasyonun olusmasi ve devam etmesi

acisindan énemlidir.



1.3. Anne Sitinde Bulunan Bazi Onemli Cinsler

1.3.1. Lactobacillus

Laktobasiller Gram (+), spor olusturmayan, DNA’larinda genellikle %50’den
daha az guanin+sitozin (G+C) igeren basil ya da kokobasillerdir. Oksijene toleransh ya
da anaerobik, asidurik ya da asidofilik ve karmasik besin gereksinimleri olan
(karbohidratlar, aminoasitler, peptitler, yag asidi esterleri, tuzlar, nikleik asit ttrevleri
ve vitaminler gibi) bakterilerdir. Bazi laktobasil tirlerine ait suslar ¢evreden aldiklar
porfirinleri kullanabilir, katalaz aktivitesi ve nitrit rediksiyonu gosterebilirler. Glikozu
karbon kaynagi olarak kullanan laktobasiller ya homofennantatif (%85’ten fazla laktik
asit Uretirler) ya da heterofermantatiftirler (esit oranlarda laktik asit, karbondioksit ve
etanol ve/veya asetik asit Uretirler). Cok sayida bilesigi (sitrat, malat, tartarat, nitrat,
nitrit vb.) metabolize edilebilir ve enerji kaynagl ya da elektron akseptorli olarak

kullanilabilirler (Hammes ve Vogel, 1995).

Lactobacillus cinsi ise homofennantatif (Thermobacterium), fakdltatif
heterofennantatif (Streptobacterium) ve heterofennantatif (Betabacterium) olarak g
gruba ayriimiglardir (Temiz, 1989). Bu siniflandirma glnumizde bircok degisiklige

ugramis olmasina ragmen temel olarak gegerliligini korumaktadir.

Laktobasiller dogada karbohidrat iceren substratlarm zengin oldugu ortamlarda
bulunurlar. Bundan dolay! da insan ya da hayvanlarin mukozal membranlari (meme
bezleri, adiz icerisindeki yarik ve bosluklar, kaim bagirsak ve vajina), bitkilerin ya da
bitkisel materyallerin dis kismi, gubreler ve fermente gidalar gibi degisik cevrelerde

bulunabilmektedirler (Hammes ve Vogel, 1995).

Lactobacillus tirleri bir karbohidrat kaynagi varliginda asidik bir ortam
olustururlar (pH 4.0). Bu nedenle ortamda bulunan diger bakteriler bu pH degerin de

6lmekte ya da ¢cogalmalari durmaktadir (Stiles ve Holzapfel, 1997).

Sutte bulunan L. gasserii, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum, L.
fermentum’ un da aralarinda bulundugu pek cok tiirti probiyotik sagaltici éneme sahiptir
(Gorbach, 2002).



1.3.2. Pediococcus

Gram-pozitif, katalaz-negatif, hareketsiz bakterilerdir. iki boyutlu olarak
bolundikleri icin cift halde veya tetrat formunda bulunurlar. Pediococcus cinsi
bakterilerde zincir formlarina rastlanmaz. Bu morfolojik yapi pediyokoklarin zincir
olusturan koklardan ayrimini saglayan bir 6zelliktir. Bu gruptaki turler fakiltatif aerobik
mikroaerofilik kosullarda gelisebilmektedir. Ayrica bu bakteriler homofermantatif
bakterilerdendir. Laktik asit Gretirken CO2 Uretememektedirler. Ayrica nitrati
indirgeyememektedir. Hicreleri kiiresel veya nadiren ovaldir. Cap uzunluklari 0.6 -1.0
pm. deQerleri arasinda degismektedir. Hareketsiz olan bu tlrler spor olusturmamaktadir.
Ayni zamanda genel olarak yiksek tuz konsantrasyonlarini tolere edebilme 6zelligine
sahiptirler. Gelisebildikleri pH degerleri de 9.0 kadar yuksektir ve pH 5.0’te
gelisememektedir (Sun vd., 2014).

Pediokoklar bitki, meyve ve fermente gidalari igeren farkli ortamlarda gelisim
gosterebilmektedirler. Buna karsilik laktozu kullanimlari zayif ve gereksinimleri olan
gelisme faktorlerinin bulunmamasi nedeniyle sitte iyi gelisemezler. Bu bakteriye ait
turler endustriyel olarak gida fermantasyonunda, gidalarin muhafazasinda ve

biyoteknolojik proseslerde kullaniimaktadirlar (Ayhan, 2000).

1.3.3. Enterococcus

Enterococcus cinsi oval sekilli, tek ya da kisa zincirler halinde bulunur. Gram
(+), hareketli, katalaz-negatif ve fakultatif anaerobdurlar. Homofermentatiftirler ve
karmasik besin gereksinimleri vardir. Genellikle 10 °C ve 45 °C’de pH 9.6 ve % 6.5

NaCl konsantrasyonunda blyurler (Devriese ve Pot, 1995).

Genellikle omurgalilarin  fekal 6rneklerinde bulunur. En tipik tlrleri anne
sitinde de mevcut ve ticari olarak probiyotik deQere sahip olan E. faecium ve E.
faecalis'tir. Birkag susu fermente Uriinlerde baglatici (starter) veya probiyotik olarak
kullanihir. Serolojik olarak D grubunda yer alirlar. Tur isimleri bu bakterilerin bagirsak
kokenli oldugunu ifade etmektedir. Tlk kez insan bagirsagindan izole edilmislerdir.
insanlarin ve monogastrik hayvanlarin bagirsaklari, yesil bitkiler, siit ve toprak dahil
degisik ortamlarda yasarlar. Bu grubun baslica tyeleri sunlardir: E. faecalis (eski adi

Streptococcusfaecalis), E. faecium (Streptococcusfaecium) ve E. durans'vt.



Enterokoklar, firsatgi ¢ok iyi patojen olarak bilinmekte ve 6zellikle de hastane
enfeksiyonlarinda 6nemli rol oynamaktadir. Bu bakteriler, hastane enfeksiyonlarindan
olan, bakteriema, dUriner sistem enfeksiyonu ve endokarditis olarak bilinen
enfeksiyonlardan sorumludurlar. Bununla birlikte enterokoklar, bazi geleneksel
fermente gidalarda baskin mikroflora olarak rol oynarlar. Laktik asit bakterilerinden
olan enterokoklar fermente gidalarin tat, sertlik ve yumusaklik gibi 6zelliklerinde etkili
olurlar (Lukasova vd., 2003). insan ve hayvanlarin dogal mikroflorasinin énemli bir
bolumunu  olusturan  enrekoklarin  temel habitatlari  gastrointestinal  sistemdir.
Enterokoklarin pastorizasyon sicakliklarina direncli olmalarinin yani sira, farkli substrat
ile dusik ve yulksek sicakhk, ekstrem pH ve tuz konsantrasyonlari gibi gelisme
kosullarina adapte olma yetenekleri sayesinde, sit ve et gibi ¢ig materyallerden Uretilen
gida dranleri ile 1si1l islem uygulanan gida Urlnlerinden ¢ok sik izole edilirler. Ayrica
enterokoklar, Urin isleme siresince son Urtnd kontamine edebildikleri icin 6zellikle
peynir ve fermente etlerde gida florasinin énemli bir bolumiini olustururlar (isleroglu
vd., 2008).

1.3.4. Bifidobacterium

Bifidobakteriler ilk kez 1900’de Tissier tarafindan anne sutlyle beslenen
yenidoganlardan alinan fekal orneklerde saptanmistir. Comak sekilli, Gram (+), gaz
uretmeyen ve anaerob 6zellikli bu tire ilk olarak Bacillus bifidus adi verilmistir
(Sgorbati vd., 1995). Bifidobakteriler 20 — 46 °C arasinda ve pH 6.5-7’de buydrler. Bu
organizmalar anne sitl, insan ve diger hayvanlarin fekal drnekleri, arilar, insan vajina
ve dis curiikleri gibi farkli kaynaklardan izole edilmistir (Arunachalam, 1999). Ozellikle
anne sltinde bulunan tdrlerinin  bebek bagirsak mikroflorasinin  kurulmasi ve

dengesinin korunmasinda faydali etkilere sahip oldugu bilinmektedir.

1.3.5. Streptococcus

Streptococcus Uyeleri Gram (+), zincir veya ciftler halinde dizilmis kiresel veya
yumurta sekilli koklardir (Hardie ve Whiley, 1995). Bazi Streptococcus tirleri
kapsulludur (Hardie ve Whiley, 1995; Stiles ve Holzapfel, 1997). Fakultatif anaerob,
spor olusturmayan, katalaz-negatif, homofermantatiftirler ve karmasik besin
gereksinimleri vardir (Hardie ve Whiley, 1995). Bilinen bircok turi insan ve diger

hayvanlarda parazittir ve bazilari énemli patojenlerdir.



Streptococcus thermophilus besin fermantasyonunda tek 6nemli tirdir. Yogurt
ve peynir Uretiminde starter kiiltur olarak 6nemli rol oynamaktadir (Stiles ve Holzapfel,
1997). Anne sitinde bulunan Streptococcus salivarius saglikli insanda agiz boslugunda

bulunan 6nemli bir komensal bakteridir.

1.3.6. Staphylococcus

Staphylococcus uyeleri Gram (+), fakultatif anaerob ve katalaz pozitiftir. Safra
tuzlar varhiginda cogalabilirler. insan, hayvan ve cevresel érneklerden sik sik izole
edilebilirler. insan ve diger organizmalarin deri ve mukoz mebranlarinda yerlesik olarak
bulunurlar. Staphylococcus Uyelerinin biyik bir kismi koagulaz negatiftir. Koagulaz
negatif tdrlerinin patojen olduklari saptanmistir ve hastane enfeksiyonlarinin
nedenlerinden birisi olarak vurgulanmistir (Hebert, 1990). Anne sutlinde bulunan S.
aureus' a bagl mastisit (meme ucu iltihabi) vakalari ¢ok fazladir (Heikila ve Saris,
2003). Anne sitt mikroflorasinin bir yesi olmasina karsin ortamda gereginden fazla
cogaldiginda meme ucu iltihabi ve buna bagh bebek enfeksiyonlarina yol agmaktadir.

Bu da diger anne sutii bakterileri tarafindan inhibe edilmektedir.

1.4. Anne Sutunde Bulunan Laktik Asit Bakterilerinin Saglik Acisindan Yararlari

Saglikli annelerin sutunde bulunan kommensal ya da potansiyel probiyotik
bakteriler hakkmdaki bilgiler ¢ok sinirlidir. Bununla birlikte anne sitiinden genellikle
stafilokoklar, streptokoklar, laktobasiller ve enterokoklar gibi belirli bazi Gram-pozitif
bakteriler izole edilmektedir. Bu bakteriler anne situnin dogal mikroflorasinda
bulumnakta ve c¢esitli Ulkelerde saghikh annelerin sitlerinden kolaylikla izole
edilmektedir (Mackie vd., 1999). Bu nitelikteki bakteriler sayesinde bu bakterileri
iceren anne suti ile beslenen bebeklerin bagirsagindaki enfeksiydz hastaliklara karsi

artan oranda diren¢ kazanilabilece@i dustintlmektedir (Wright vd., 1998).

Anne sitl bebeklerin hastaliklara karsi korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir.
Anne  sltundeki  bu  koruyucu  etkinin  yapisindaki  immunoglobulinler,
immunokomponent hicreler veya bazi antimikrobiyal bilesikler gibi bazi bilesenlerin
timlesik etkilerinden kaynaklandigi distuntlmektedir.  Bilesimindeki prebiyotik
maddeler ise yeni dogmus bagirsak florasinin olusumunu desteklemektedir. Anne
stlindeki mikroorganizmalarin yeni dogan bebeklerin bagirsak florasinin olusumunda

ve gelisiminde 6nemli bir faktor olarak rol aldigi belirtilmistir (Martin vd., 2004).

9



Laktik asit bakterileri (LAB) glvenli kabul edilebilir listesinde yer almakta ve
urettikleri organik asitler, hidrojen peroksit ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal
maddeler ile gidalarda patojen ve bozulma yapici mikroorganizmalarin inhibisyonunda
onemli bir rol oynamaktadirlar (O’Sullivan vd., 2002; Parada vd., 2007). LAB grubunda
yer alan bazi probiyotik suslarin (Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis,
Streptococcus  thermophilus, Lactococcus lactis  subsp. lactis, Leuconostoc
mesenteroides, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus gasseri, Pediococcus
acidilactici) Listeria monocytogenes, enterohemorajik Escherichia coli, Salmonella
typhimurium, Bacillus cereus, Shigella flexneri ve Yersinia enterocolitica gibi patojen
bakterilerin Gremesini 6nledigi bilinmektedir (Karaoglu vd., 2003; Klingberg vd., 2005;
Aslim ve Kilic, 2006). Probiyotik LAB tirleri ayrica serum Kkolesterol seviyesinin
distrdlmesi, laktoz sindirimindeki bozukluklarin dizeltilmesi, immin sistemin
guclendirilmesi, kanser olusumunda rol alan fekal enzimlerin azaltiimasi, ishal tedavisi,
rotavirus ve kolite neden olan Clostridium difficile’nin kontrolii ve Helicobacter pylori
kaynakli Glserin 6nlenmesinde de etkin roller Ustlenebilmektedirler (Franz vd., 1999;
Saavedra, 2001).

Probiyotikler, viicuda canh olarak yeterli miktarda alindiklarinda bagirsaklardaki
mikrobiyel floray1 dengeleyerek insan ve hayvan sagligina olumlu yonde etki edebilen
mikroorganizmalardir. Probiyotikler, antimikrobiyal etki ve antagonistik aktivite
gostererek gastrointestinal enfeksiyonlarin kontrol edilmesine yardimci olmakta,
antibiyotik kaynakli ishalleri engellemekte, $-galaktosidaz gibi 6nemli sindirim
enzimlerinin Uretimi ile birlikte laktoz kullanimini iyilestirmekte ve serum kolesterol
dizeyinin ve kan basincinin azaltilmasina yardimci olmaktadir. Bunlarin yani sira,
probiyotiklerin antimutajenik ve antikanserojenik aktivite gosterebilmeleri, bagisiklik
sistemini duzenleyici 6zellikleri ve anti-alerji fonksiyonlari da diger terap6tik faydalar
arasinda yer almaktadir. Metal detoksifikasyonu saglamalari, kalsiyum, ¢inko, demir,
manganez, bakir ve fosfor gibi mineral ve iz elementlerin biyo yararlanimmi
arttirmalari,  proteinlerin  sindirimini  kolaylastirmalari  ve  vitamin  sentezi
gerceklestirmeleri de saglhk (zerinde gosterdikleri olumlu etkiler arasinda
degerlendirilmektedir (Franz vd., 1999; Saavedra, 2001; Ahmed, 2003).

Gunumuzde antibiyotiklere karsi mikroorganizmalarda ortaya cikan yuksek

direnglilik 6zelligi, antibiyotik kullanimina bagh cesitli zararli yan etkiler, gida
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maddeleri ile birlikte viicuda giren ¢ok sayidaki kanserojenik madde kalintilari gibi
zararl etkilere karsi Lactobacillus, Enterococcus ve Bifidobacterium cinsi bakterilerden
yararlanmaya yonelik uygulamalar artmaktadir (Salminen vd., 1998; Salminen, 1999"
Klaenhammer, 2000).

insan saghi§r acisindan gidalarla birlikte alinmasi gereken probiyotik hiicre sayisi
108 hiicre/glin’dir. Bu probiyotiklerin sindirim sisteminden tim viicuda dagilmasi soz
konusudur. Distk pH ve yiiksek tuza olan toleranslaridan dolayr 6nemli segici kriterlere
sahiptirler. Probiyotik kaltirler, bagirsaktaki epitel hiicrelere yerlesir, zararli bakterilerle
savasarak immiin sistemi desteklerler (Klinberg vd., 2005). Fermentasyon sonucunda
olusan laktik asit, midenin asit seviyesini dengelemesinin disinda, protein ve demirin
Oztimlenmesinde etkili rol oynamaktadir. Kanser tedavisine yardimci olmasi nedeniyle
duzenli bir sekilde fermente drlnlerin tiketimi bazi arastirmacilar tarafindan tavsiye
edilir (Schoneck ve Kaufmann, 1998; Fallon ve Enig, 1999).

1.5. Laktik Asit Bakterilerinin Plazmit Ozellikleri

Plazmit tabiri, ilk olarak Joshua Lederberg tarafindan 1952 yilinda kromozom
disi genetik parcalar igin kullanilmistir. Yalniz plazmitleri Chassy ve arkadaglari ilk
defa 1976’da gozlemlemistir. Plazmitler; kromozom DNA’dan bagimsiz, sitoplazma
icinde, farkli sayilarda, bakteri kromozomal DNA’sina oranla ¢ok daha kii¢iik boyutta
olan halka sekilli cift polinlkleotit ipliginden olusmus DNA molekilleridir. Ayni
zamanda dogrusal plazmitlere de rastlanmaktadir (Pouwels ve Leer, 1993; Wright vd.,
2004; Yiksekdag ve Beyatli, 2009).

Cogu bakterilerde, bazi maya ve mantarlara 6zgii kromozomlardan ayri olarak
bulunan bir baska kalitsal yapiya plazmit adi verilmektedir. Plazmitler temelde hicre
kromozomlarindan ayrilarak olusan sirkuler kalitsal yapilardir. Hiicre béliinecegi zaman

genomik DNA gibi plazmitler de replike olur (Dilsiz, 2009).

Bakterilerin ve mayalarin fermentasyon ¢zellikleri sadece kromozom uzerindeki
genlerden ibaret degildir. Bakteriler, diger mikroorganizmalardan zamanla genetik
materyal olan plazmitleri kazanabilmektedirler. Bu tirden plazmitler lezzet sebebi
olarak tarif ettiimiz metabolitleride Uretebilecekleri gibi bakterilere olumsuz sartlarda
dayaniklilik sagladiklari genleri de bulundurmaktadirlar. Plazmitler aminoasit

metabolizmasi, glikoliz, yag asidi sentezide gerceklestirirler. Ayni zamanda plazmitler
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kilturlerde  bakteriyosin  sentezi  disakkaritlerin  yikilmasi,  gibi  0zellikleri
kazandirabilmektedir. Plazmitler bulundugu mikroorganizmay! enfeksiyon bloklama,
adsorbsiyon, kesme degisimi ve abortif enfeksiyon gibi islevlerle fajlardan
koruyabilmektedir (Aslim ve Beyatl, 2004). Plazmitlerde, replikasyonuna izin veren,
bagimsiz ve yari-bagimsiz olarak adlandirilan replikasyon orijini 6zel DNA bdlgeleri
mevcuttur. Hicre ikiye boélinecedi zaman plazmit replikasyonuda, kromozomal DNA
replikasyonuyla ayni zamanda gergeklesmektedir. Ayrica plazmit kaynakli replikasyon
enzimlerini de igermektedir, bundan dolay! plazmitler de kendi replikasyonlarim
yapabildikleri agiklanmistir. Baska bir kopyasi olusan plazmitler, krozomal DNA’da
oldugu gibi iki yavru hiicreye aktariimistir. Hicrenin blyumesi, gelismesi ve tremesi
icin plazmitler yasamsal 6neme sahip molekillerin kodlandigi kalitsal yapilar degildir,
cunkd plazmiti ¢ikarilan bakteri mutantlarinin higbir sikinti yasamadan ayni ortam
kosullarinda ve besi ortaminda ¢ok iyi bir sekilde Uredikleri gortilmektedir (Tunail,
2009; Yuksekdag ve Beyatli, 2009).

Plazmitleri  bagka  bir  bakteriye  kendini  aktarabilmesine  gorede
siniflandirlandirtlir. Tra-genleri konjlgatif plazmitleri tasirlar, bunlar bir plazmitin
baska bir mikroorganizmaya transferi olan konjugasyonun olusmasini saglarlar.
Nonkonjlgatif plazmitler konjligasyonu baslatici etkiye sahip degildir. Sadece
konjlgatif plazmitlerin destegiyle, aktarilabilirler. Baska bir deyimle seferber plazmitler
denilebilir, bu kahtsal bilgiyi aktarmak icin gereken genlere sahip oldugundan dolayi
konjugatif plazmitlerin paraziti gibi gérundrler, ancak onlarin bulundugu ortamda

yuksek frekansta transfer edilirler (Lederbeg, 1952).

Lactobacillus tdrleri icerisinde plazmitlerin varhgi, bu cinslerin ilk kesfinden
beri bildirilmektedir. Laktobasil tirlerinin bir kacinda bakteriyosin dretimi, bagisiklk,
laktoz metabolizmasi ve antibiyotik direncliligi gibi fenotiplerin ekstra kromozomal
DNA'ya bagl oldugu bilinmesine ragmen plazmitlerin varligi halen tam olarak

aciklanmamustir.

1.6. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Direng Ozellikleri

Antibiyotiklerin tip, veterinerlik, su Urtinleri teknolojisi gibi genis bir kullanim
alanina sahip olmasi, bazi bakterilerinde diren¢ kazanmasini saglamistir. Direng
geninin varligi antibiyotige direncli bakterilerin gelismesinde ve secici antibiyotiklerin

kullanilmasi 6nemli bir yer tutmaktadir (Mathur ve Singh, 2005). Canlilarin dogal
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yapisinda antibiyotik direnclilik bulunmakla birlikte sonradan da kazaniimis
olabilmektedir. Laktik asit bakterileri bazi antibiyotiklere karsi dogal olarak direnc
kazanmistir. Probiyotik suslarin guvenligi ve secilmesi, sindirim sisteminin saghgi icin
antibiyotik diren¢g geni tasimayan ve patojenik olmayan bakterilerden secilmelidir.
Lactobacilli, Leuconostoc, Pediococci ve diger gram pozitif bakterilerden bazilari dogal
olarak fusidik asit, gentamisin, basitrasin, sefoksitin, siproflaksasin, kanamisin,
stlfadiazin, metronidazol, nitrofuratoin, norflaksasin, streptomisin, teikoplanin,
trimetoprim ve vankomisin gibi antibiyotiklere diren¢ gostermektedir (Hamilton Miller
ve Shah, 1998; Danielsen ve Wind, 2003). Antibiyotik diren¢ genlerinin transferinde
plazmidlerin énemli bir rol oynadigi bilinmektedir (Cataloluk ve Godgebakan, 2004).
Yapilan calismalarda bazi bakterilerde plazmide bagl antibiyotik diren¢ 6zelliginin
ortamdaki plazmidin uzaklastirilmasi ile kayboldugu belirtilmektedir (Morelli vd.,
1983). Plazmide bagli antibiyotik direnci iceren LAB suslarmin insan ve hayvanlarda
probiyotik olarak kullaniminin glvenli olmadigi belirtilmektedir. Plazmide bagl
antibiyotik direnci, bu 0zelligin suslarin yapisindaki plazmidler aracihgi ile gida
ortaminda bulunabilecek patojen ya da starter bakterilere aktariima olasiligi nedeniyle

Onem arz etmektedir (Salminen vd., 1998).

Laktobasiller, hiicre duvari sentezini engelleyen $-laktamlara duyarlidir, ama
sefalosporin ve okzasilinlere karsi ¢cok direnclidir. Laktobacillus cinslerinin geneli st
dizeyde vankomisine direng gostermektedir. Laktobasiller aminoglikozidaz tirleri
streptomisin, neomisin, kanamisin, gentamisine Kkarsi direncliyken protein sentezini
onleyen kloramfenikol, Kklindamisin, eritromisin ve tetrasiklin gibi antibiyotiklere
duyarlidir. (Mathur ve Singh, 2005).

Bakterilerin  antibiyotiklere gosterdigi  diren¢  sorununu  ¢bzmek igin
gelistirilmesinin 6nemli miktarda ekonomik kaynak gerektirmesi konunun ne kadar
onemli oldugunu gostermektedir. Antibiyotiklere dzellikle de vankomisine karsi direncli
olmalari, enterokoklardan ileri gelen enfeksiyonlarin tedavisini guclestirmektedir. Bu
durum, biylk o6lglde, enterokoklarin diger bakterilerden direng genlerini elde
etmelerinden ileri  gelmektedir. Son vyapilan arastirmalara ¢ocukluk cagi
infeksiyonlarinin etkeni olan Streptococcus pneumoniae’nm direng gelistirmesi blyik

sorunlara yol acmaktadir. Ayni zamanda stafilokoklar ve enterokoklar gibi bazi
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bakterilerin etkeni oldugu enfeksiyonlari bu giiniin sartlarinda hicbir antibiyotigin tedavi

edememeside potansiyel bir tehlikedir (Favret ve Yousten, 1989).

1.7. Laktik Asit Bakterilerinin Diger Bakteriler Uzerindeki Etkileri

Son yillarda klinik 6neme sahip patojen bakterilerin, antibiyotiklere karsi yaygin
olarak diren¢ kazanma 6zelliklerinden dolayi, konak¢inin mikroflorasinda baskin hale
geldigi bilinen bir gercektir. Bu patojenlerin baskin hale gelmesini énleyebilecek ya da
bu patojenlerden koruyacak yararli bakterilerin kullanimi enfeksiyonlarin tedavisinde
antibiyotik kullanimina karsi alternatif bir yaklasim olusturmustur. Bu yaklasim,
kommensal ya da probiyotik bakterilerin potansiyel patojenlerle basarili bir sekilde
rekabet edebilme 6zelligine dayanmaktadir. Saglikli annelerin sitleri, anneleri ve/veya
bebekleri enfeksiyon hastaliklarina karsi korumada rolii olan potansiyel probiyotik ya
da biyoterapotik LAB’nin kaynagi olabilmektedir. Anne siitlinden izole edilen bakteriler
patojenlere karsi koruma saglamanin yani sira insan probiyotikleri icin genel olarak
onerilen insan orijinli olma, bebekler tarafindan uzun sure givenle tlketilebilirle, sut ve
bagirsak mukoza yapisina adaptasyon ve mukozaya tutunabilme gibi 6zellikleri de
tasidigindan dikkatleri izerlerine cekmistir (Martin vd., 2004).

Probiyotik olarak kullanilacak bir Grintin guvenilir olmasi, kullanildigi insan ve
hayvanda yan etkisi olmamasi, stabil olmasi, distk pH ve safra tuzlari gibi olumsuz
cevre kosullarindan etkilenmeden midede canh kalabilmesi ve bagirsakta metabolize
olmasi, antimikrobiyal maddeler Ureterek patojenik bakterilere antimikrobiyal etki
gOstermesi, antibiyotiklere direncli olmasi istenmektedir. Antibiyotige bagli ortaya
¢ikan hastaliklarda bagirsak florasini duzeltmek amaci ile kullanilabileceklerinden,
bagirsaktaki antibiyotiklerden etkilenmemeli ve gidalara ilave edildiginde kaliteyi
disurmemelidirler. Yapilan c¢ahismalar saglikli annelerin sitlerinden izole edilen
laktobasillerin probiyotik potansiyellerinin ticari probiyotik Grunlerinde kullanilan
suslarla benzerlik gosterdiklerini ortaya koymaktadir. Anne sutlinden izole edilen
kommensal bakterilerin, S. aureus'un neden oldugu yeni dogan enfeksiyonlari ve
annedeki meme enfeksiyonlarini 6nlemede bakteriyoterapttik ajan olarak kullaniima

potansiyeli oldugu gosterilmistir (Heikkila ve Saris, 2003).

Anne sitinde bulunan Lcictobacillus spp. gibi LAB’nin bulunduklari ortamda
pH’yr duslrerek patojen bakterilerin Gremesine engel oldugu ve bu sekilde

enfeksiyonlara karsi savunma gelistirdigine inaniimaktadir (Lonnerdal, 2000).
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Bununla beraber anne sutiindeki LAB (rettikleri  bakteriyosin  gibi
antimikrobiyal etkili metabolitler sayesinde patojenleri inhibe ederek yararli etki de
saglayabilmektedir. Ayrica enterokoklar, antibiyotiklere karsi kismen direng
gostermekte ve E. coli, Salmonella, Shigella ve Enterobacter tirlerinin gelisimini in
vitro kosullarda 6nlemektedir. Klinik calismalarda, iyilesme periyodunu oOnemli
dizeyde kisalttigr belirlendigi icin, diyare tedavisinde antibiyotiklerin yerine
kullanilabilecegi bildirilmektedir (Olivares vd., 2006).

Anne sutlinin pediatrik patojenlere (S. epidermidis, P. aeruginosa, E. coli, S.
typhimurium, V. cholera, S. flexneri) karsi antimikrobiyal aktivitesinin in-vitro olarak
arastirildigr bir calismada, test edilen tim patojen bakterilerin gesitli oranlarda inhibe
oldugu bildirilmistir. Enterokoklarin, Listeria tirlerine karsi sekonder koruyucu madde
olarak kullanilabilecedi agiklanmaktadir. Ozellikle, yumusak tipteki bazi peynirlerde,
pH degerinin kabuk kisminda belirli bir dizeye kadar artisi ile Li. monocytogenes’in
gelisiminin belirli 6lctde kontrol altina alinabildigi bu konuda yirtilen calismalarda
ortaya konulmustur. Tnhibisyonlarm, sitte bulunan imminoglobluinler, Iokositler,
laktoperoksidaz, lisozim ve laktoferrinin yani sira ortamdaki LAB’nin metabolitlerinden
kaynaklanabilecegine de dikkat ¢ekilmistir (Esperanza ve Ricarchito, 1989).

Pediyokoklar tarafindan Gretilen bakteriyosinlerin etki spektrumu genis olup bu
bakteriler ikincil metabolitleri de Uretmektedirler. Pediyokoklar pediyosin olarak
isimlendirilen protein tabiatindaki bakteriyosinler sentezleyerek, zararl bir¢cok bakteriye

karsi antimikrobiyal etki gostermektedir (Ahmad vd., 2017).

Bakteriler icerisinde en basta Lactobacillus olmak (izere Leuconostoc,
Lactococcus, Escherichia, Bacillus, Pediococcus ve Staphylococcus cinslerinin pek ¢ok
tlrd bakteriyosin tretmektedir. Bakteriyosinleri Ureten bakteri suslarina akraba tirler de
dahil olmak Uzere birgok gida patojeni ve bozulma nedeni olan bakteri tiiri Uzerinde
olumsuz etkileri olmasina ragmen bu maddelerin Uretici bakteriye karsi hasar veya
olduruct hicbir etkileri bulunmamaktadir. Pediyokoklarin bazi suslari antimikrobiyal
ozelliklere sahip oldugu icin, fermente Urlnlerde bu bakterilere yer verilmektedir.
Bakteriyosin Uretme yetenegine sahip bakterilerdir. Pediyosin olarak adlandirilan bu
madde ticari olarak piyasada bulunmakta ve gidalarin givenli hale getirilmesinde,
Ozellikle Listeria sp. gelisiminin kontrol altina alinmasinda kullanilabilmektedir.

Ayrica, bakteriyosini kodlayan genler, ayni zamanda uretici susu 6ldirmeyi 6nlemek
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icin, birden cok bagisiklik proteinleri olustururlar. Bagisiklik proteinleri bakteriyosinin
hiicre membranina gecmesinini engelleyebilir. Bakteriyosini hiicre icine alarak
sindirebilir veya membrana adsorbe olan bakteriyosini hiicre disina tekrar yollayabilir

(Bizani vd., 2008).

Bu bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen protein veya peptit
yapisindaki maddelere bakteriyosin adi verilir. Bakteriyosinler, protein dogasindaki
antagonistik, Uretici hiicreler tzerinde oldurticu etki yapmayan ve genellikle dar etki
spektrumuna sahip olarak tanimlanan maddelerdir. Bircok kaynakta bakteriyosinler ve
antibiyotikler esdeger 6zelliklerinden dolayi, birbiriyle karistiriimaktadir. Bunlari
birbirinden ayiran ¢ok fark olmasina ragmen temel kosul, bakteriyosinler antibiyotiklere
gore dar bir etki spektrumuna sahip olmasidir. Ayrica bakteriyosin sentezleyen susa
yakin akraba tirlere karsi da antimikrobiyal etki gostermektedirler (Riley ve Wertz,
2002; Kurt ve Zorba, 2005).

Bu calismadaki temel amacimiz Saghk Bilimleri Universitesi Van Egitim ve
Arastirma Hastanesi St Cocugu Servisinden toplanan anne sitl drneklerinden laktik
asit bakterilerisi izole etmektir. izolasyonu yapilan suslarm biyokimyasal ve molekiler
tanimlamasini yapmaktir. Belirlenen supheli izolatlarin molekdler tanimlamasini 16S
rRNA PCR analizi sonuglarint BLAST layip benzerlik oranlarini belirlemektir. BLAST'
lanmis izolatlarin plazmit igerikleri, antibiyotik direclilikleri ve antimikrobiyal

aktiviteleri tespit etmektir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Kullanilan Cihazlar

Tez calismamiz Mus Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarlari
Uygulama ve Arastirma Merkezi Laboratuvarinda yapilmistir. Kullanilan alet ve
cihazlar; Otoklav (Niive, OT 40L, TURKIYE), Etiv (Nive NB 20, BELCIKA),
Mikroskop (OLYMPUS, Cx21, ALMANYA), Su banyosu (Nive NB 20, BELCiKA),
PCR cihazi (NYX Technik, USA), Jel Gorintuleme Cihazi (Micro DOC, Cleaver
Scientific Ltd.UK), Elektroforez Gi¢ Kaynagli (NYX Technik, USA), jel elektoforez
tanki  (CleaverScientific Ltd. UK) ve santrifij (Centurion Scientific, UK)’den

olusmaktadir.

2.2. Kimyasallar

Bu calismada kullanilan kimyasal maddeler Sigma ve Merck (Almanya),
antimikrobiyal testler icin kullanilan antibiyotik diskleri Oxoid (Almanya)’ dan elde
edilmistir. Molekdler biyoloji malzemeleri Favorgen (Tayvan), Fermentas, Thermo
Scientific’den (USA), gen varhgini tespit etmek amaciyla kullanilan primerler ise

Sentagen’den (Turkiye) temin edilmistir.

2.3. Anne Sutt Ornekleri

Bu calismada laktik asit bakterileri izolasyonu icgin anne st 6rnekleri Saghk
Bilimleri Universitesi Van Egitim ve Arastirma Hastanesi Sut Cocugu Servisinden
toplanmistir. Toplanan st ornekleri steril kaplara alinarak ve mumkin olan en kisa
sirede ve soduk sartlarda +4 °C’de Mus Alparslan Universitesi Merkezi Arastirma
Laboratuarlari Uygulama Arastirma Merkezi Laboratuarina getirilip hemen izolasyona
tabi tutularak, bakteri izolasyonu ve genetik tanimlamadan sonra Orneklerden izole

edilen bakteriler numaralandiriimis ve -20 °C’de stoga alinmistir.

17


Ltd.UK

2.4. Besiyeri ve Hazirlanmasi

In vitro (canhl hicre disinda) yapilan standart mikrobiyolojik analizlerde laktik

streptokoklarin gelistirilmesi icin sivi besiyeri olarak kullanilir.

Laktik asit bakterileri Cizelge 2.1'de kompozisyonu verilen MRS ve MI7 besi
ortaminda gelistirilmistir. izolasyon sonucu tespit edilen sipheli suslart Mi7 besi
ortaminda 42+2°C’de, MRS besi ortaminda 37+2°C’de inkibe edilmistir. Mi7 broth
besiyerinde litreye 42.5 g ve MRS broth besiyerinde litreye 52.2 g olacak sekilde
tartilarak 121°C de 15 dakika otoklavda sterilize edildi. MRS broth ve Mi7 broth’a 15
g/l agar ilave edilerek 121°C de 15 dakika otoklavda sterilize edilerek MRS Agar ile
Mi7 Agar hazirlandi.

Cizelge 2.1. Laktik asit bakteri kdlttrleri icin kullanilan M17 ve MRS besi ortamlarinin kompozisyonu

M17 Broth (Merck) Kimyasallar Miktar (g/1)
Bacto tripton 5

Bacto soyton 5

Et 6zutu 5

Maya 0zt 2.50

Askorbik asit 0.50

Magnezyum sulfat 0.25
Disodyum-P-gliserol-fosfat 19

MRS kulttr ortami, laktobasilin yani sira zengin bir besin maddesi tabani igin
Ozel blyume faktorleri olarak hareket ettigi bilinen polisorbat, asetat, magnezyum ve

manganez igerir.

MRS Broth (Merck) Kimyasallar Miktar (g/1)
Pepton 10

Et 6zutd 8

Maya 6zutu 4

Glikoz 20

Potasyum hidrojen fosfat 2

Diamonyum hidrojen fosfat 2

Sodyum asetat 5

Magnezyum sulfat 0.2

Mangan stilfat 0.04
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Laktik asit bakteri kulturleri icin kullanilan Nutrient Agar besiyerlerinin

kompozisyonu Cizelge 2.2°deki gibi 20 g dehidre besiyeri | litre su ile ¢ozulur ve

otoklavda 121°C’de 15 dakika sure ile sterilize edilir.

Cizelge 2.2. Laktik asit bakteri kiltirleri icin kullanilan Nutrient Agar besiyerlerinin kompozisyonu

Nutrient Agar (Merck)

Pepton
Et ekstrakti

Adar- agar

2.5. Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Kimyasallar Miktar (gr/1)

5

13

12

RNA az A cozeltisi: 0.05 M sodyum asetat 5 mi steril saf su igerisinde

karistirihp tzerine 5 mg RNaz A ilave edilmistir. Kaynayan su ortaminda 5 dk.

bekletikten sonra

-20°C' de saklanmistir. %3 NaCl ile doyurulmus fenol ¢ozeltisinin

hazirlanisi: 20 mi saf steril su icerisine 3 g NaCl ve 100 g fenol ilave ederek 45+2°C’

deki su banyosunda ¢ozilerek oda sicakliginda birakilmistir.

Kristal Violet stok soltisyonu

Kristal violet
Etanol
dH20

Lusol
iyot
Potasyum iyodir

Sodyum karbonat

dH20

Sakkaroz ¢ozeltisi

Tris
EDTA
Sakkaroz

Distile su

:1.0g
% 95
:100 mi

:1.0g
:2.0g
%5 60.0 mi

:140.0 m

:0.79

:0.05¢
1650
: 100 mi pH 8.0+ 0.0

Bazik Fuksin stok soltisyonu

Bazik fuksin
Etanol

dH20

Metilen Mavisi

Metilen mavisi

Etil alkol
dH20

sps cozeltisi
Tris

EDTA

SDS

Distile su

:3.0g
%95
:100 mi

:0.3g
:30.0 mi
: 1OOml’ye

tamamlanir.

:069¢
:0.8g
.20 g
: 100 mi pH 8.0+ 0.02



Tris-EDTA-2 Tris-HCI

Tris :0.15¢ Tris-HCI :31g
Distile su 100 mi Distile su :100ml
pH 7.5+ 0.02 pH 7.0+ 0.02

2.6. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Anne sutlinde laktik asit bakterileri izolasyonu; Kao vd., (2006)nin izolasyon
metodunda kullandiklari islem basamaklari modifiye (santriflj isleminin sayisi
artirilarak) edilerek gerceklestirilmistir. Bu amacla soguk sartlarda laboratuvara
getirilen siit rneginden, homojen olarak 1 mi steril tiiplere alinip, 3500 devir/dk.’de 3
dk. santrifiij edildikten sonra supernatant kismi ependorf tiplere alinip, 10 000
devir/dk.’de 30 s. ve yine supernatant kismi yeni tlplere aktarildiktan sonra 10 000
devir/dk.’de 15 dk. santriflij edilmistir. Pelete 100 pl steril distile su ilave edilip 10-1,
10-2, 10-3, 10-4, 10-5' e kadar dilisyon hazirlanmistir. Ornekler MRS agar ve Mi7
agar petrilerine inokile edilmis ve sirasiyla ekimi yapilan plaklar 37+2°C’de inkibe
edilmistir. inkiibasyon sonunda olusan ve laktik asit bakteri kolonisi oldugu dstiniilen
koloniler alinip stoklanmak Uzere besi ortaminda aktiflestirilmistir Sekil 2.1. de

verilmistir.

Sekil 2.1. Anne sitlnden izole edilen LAB’larin MRS ve M17 besi ortaminda aktiflestirilmesi

2.7. Laktik Asit Bakterilerinin On Tanimlanmasi

Anne sutu drneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda
izolatlarin biyokimyasal (katalaz), morfolojik (kok, ¢ubuk gibi) ve kiltirel dzelliklerine
(gram boyama, koloni morfolojisi) bakilarak tanimlama yapilmistir. Koloni morfolojisi
inktbasyondan sonra petrilerdeki koloniler gorinuslerine, sekline, rengine ve kokusuna

bakilarak degerlendirme yapiimistir.
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2.7.1. Gram boyama

izole edilen potansiyel LAB’lar gram boyama teknigi ile boyanmistir. Boyama
yapilacak preparatlar petrilerdeki koloniler steril 6zelerle lamlara alinip kurutulup
sabitlenmistir. Kristal violet soltsyonu ile 2-3 dk. boyanmis, boya yikanmis ve preparat
uzerine llgol solisyonu damlatilarak 1-2 dk. bekletilmistir. Ligol soliisyonu 6nce saf
alkol ile sonra saf su ile yikanmis ve safranin ile de 5-10 saniye boyanip, su ile
yikanarak boya giderilmistir (Collins vd., 1989; Gicin ve Dilger, 1995). Kurutma
kagidi ile kurutulduktan sonra immersiyon yagi konarak immersiyon objektifi ile bakilip

goruntuler degerlendirilmistir.

2.7.2. Katalaz testi

Izolasyonu yapilan LAB’larin petrilerindeki kolonileri alinip iizerine %3’liik
hidrojen peroksit (H202) damlatilarak gaz kabarciklarinin  olusumuna gore
gbzlemlenmistir. Gaz kabarcigr  olusturan  ornekler katalaz pozitif olarak

degerlendirilmistir (Hammes ve Vogel, 1995).

2.8. Molekduler Biyoloji Metotlari

Laktik asit bakterilerinin  molekiler olarak tanimlanmasi;  primerlerin
belirlenmesi, PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) islemi ve plazmit DNA izolasyonunu

kapsamistir.

2.8.1. Oligonukleotit primerler

izole edilen laktik asit bakterilerinin kolonileri, 16S rRNA’yl kodlayan DNA
bolgesi Uzerinden belirlenen primerler ile yapilan PCR ile de teyit edilmistir. Laktik asit
bakterilerinin tanimlanmasinda kullanilan evrensel 16S rRNA gen primerlerinin

dizilimleri (5’—3) ve bant uzunluklari Cizelge 2.3'te verilmistir.

Cizelge 2.3. Laktik asit bakterilerinin evrensel 16S rRNA genlerinin tanimlanmasi i¢in kullanilan
primerlerin nikleotid dizileri

Gen Primer Adi Dizilim (5’—>3") Uzunluk(bg)
I6STIRNA 27F AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 1465
1492R GGTTACCTT GTTACGACTT
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2.8.2. Kromozomal DNA izolasyonu

Calisma boyunca kullanilan 23 LAB susu MRS broth ve MIi7 broth besi
yerlerinde 37+2°C’de 48 saat aktiflestirilmistir. Daha sonra ependorf tliplerine her
ornekten 1.5 mi birakilmistir ve 5 dak. 13.000 rpm’de santrifiijlenip stipernatant kismi
baska bir yere alinmistir. Elde edilen peletlerin genomik DNA izolasyonlarini Vivantis
Genomik DNA izolasyon Kiti ile yapilmistir. izolasyonu yapilan DNA daha sonraki
calismalarda kullanilmak (izere -20°C’de muhafaza edilmistir.

2.8.3. 16S rRNA PCR ve DNA dizi analizi

PCR islemi toplam 50 pl icerisinde gerceklestirilmistir. 31.5 pl dFEO, I’er pl
ileri ve geri primerlerden, 5 pl PCR buffer (10X), 2 pl dNTP (10 mM), 4 pl MgCh (25
mM) 0.5 pl Tag DNA polimeraz (5 U/ml) ve 5 pl genomik DNA Karistirilarak

hazirlanmistir.

Calismamizda kullandigimiz primerler ticari firmalardan siparis edilmistir
(Sentagen, Ankara). PCR islemi 94°C’de 3 dk. ilk ayristirma ile baslatiimis daha sonra
30 dongl olmak (lizere 94°C’de | dk. denatlrasyon, primerler i¢in uygun yapisma
sicakligl 61°C’ de 1 dk. ve 72 °C’de uygun sentez zamani boyunca gerceklestirilmistir.
PCR drlnleri % I’lik jel hazirlanarak, elektroforeze ylklenmis PCR ile cogaltilan
bolgeler UV 1s1ginda gozlenmis ve fotograflanmistir. DNA Dizi Analizi hizmet alimi

seklinde yapilmustir.

2.8.4. Plazmit DNA izolasyonu

Calismada toplanan anne siiti 6rneklerinden izole edilen, kimyasal ve molekdler
yontemlerle tanimlanan suslarin plazmit DNA izolasyonlari yapilmistir. Bu amagla,
hazir kit ile izolasyonu ve manuel plazmit DNA izolasyon metotlari uygulanmistir.

2.8.4.1. Hazir kit kullanilarak yapilan plazmit DNA izolasyonu

Plazmit DNA izolasyonu; Favorgen Plasmid DNA Extraction Mini Kiti
kullanarak firmanin (FAVORGEN) verdigi prosedure lizozim eklenerek modifiye
edilmis ve gerceklestirilmistir. Bunun icin MRS ve MI7 besi ortaminda bir gece
inklbasyona birakilmis bakteri kulttrd kullaniimistir. Gelismis olan bakteri kiltiriinden
I mi tiiplere alinarak, 3500 devir/dk. 15 dk. santrifilj edilmis ve bakteri hiicreleri
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coktiriilip supematant dokiilir, pelette imi steril distile su eklenip vorteksienerek 2 dk.
da 10000 rpm’de santriftjlenir ve Ustte kalan sivi kismi uzaklastirilir, iki kez bu islem
yapilir. Olusan peletin (zerine 200 pl lizozim (8 mg/ml) konsantrasyonu eklenerek
kanistirthr ve 37+2°C 30 dk. su banyosunda lizozim inkibasyonu yapilmistir. Daha
sonraki asamalar dretici firmanin protokoliine gore gergeklestirilmistir. Elde edilen
potansiyel plazmit DNA’lan jelde goruntilenir, fazla kalan kismida sonraki

calismalarda kullanilmak igin -20°C’de saklanmistir.

2.8.4.2. Geleneksel plazmit DNA izolasyonu

Laktik asit bakteri kiiltirleri MRS broth ve Mi7 broth besi ortaminda 37+2°C’de
24 saat gelistirilip, 5 mI’lik MRS broth ortamlarina birer mi inokiilasyonlar yapilmis ve
alman tupler 30£2°C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Bakteri kilturleri sonra santrifij
tiplerine alinip, 6000 devirde 15 dk. santrifij islemine tabi tutulmustur. Tuplerdeki
hlcre ¢okeltisi kurutulduktan sonra 380 pl stikroz tamponunda ¢6zulmustir. 37+2°C’ye
kadar isitilan bu ortama 96 pl lizozim ilave edilmis ve su banyosunda 37°C’de 5 dk.
bekletilmistir 48 pl Tris-EDTA-1 uygulamasindan sonra, tuplere 28 pl % 20 SDS
cozeltisinden eklenerek Kkaristirilmistir. Son asamada santrifllj tlpleri 37+2°C su

banyosunda 10 dk. stre ile birakilmis lizizin tamamlanmasi saglanmistir.

Elde edilen kdltirlere yeni hazirlanmis 28 pl 3 N NaOH c¢o6zeltisinden ilave
edilmis ve duz bir zemin Uzerinde tipler 10 dk. Sire ile yavasca cevrilerek kromozomal
DNA'nin alkali denattirasyon kosullari saglanmistir. Denatiirasyon asamasinin sonunda
santriflij taplerine 50 pl Tris-HCI ¢ozeltisi eklenerek, 3 dk. stre ile yine diiz bir zeminde
hafifce karistirilmistir. Tiiplere, %3 NaCl ile doyurulmus fenol ¢ézeltisinden 0.7 mi ve
4°C’de tutulan 5 M NaCl ¢ozeltisinden 72 pl aktarilarak, 4°C’de 15 dak. 15000 devirde
santriftj islemi yapilmistir. Mikropipetlerle tlplerde olusan Ust faz alinip yeni tuplere
aktarilmis ve 0.7 mi kloroform/izoamilalkol (24:1) cozeltisi eklenmistir. Olusan bu
karisima 4°C’de 15000 devirde 15 dk. santrifuj islemi uygulanmis, tekrar elde edilen Ust
faz yeni tlplere alinmis ve ayni hacimde soguk etanol ilave edilmistir. Etanol aktarilan
tipler -20°C’de bir gece birakildiktan sonra, 15 dk. 15000 devirde santrifijlenerek
plazmit DNA c¢oktarilmis ve sivi faz uzaklastirilarak c¢okeltiler kurutulmustur.
Kurutulan cokeltiler 20 pl Tris-EDTA-2 icerisinde ¢0zilmis ve RNaz A stok
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cozeltisinden 2 pl ilave edilerek su banyosunda 37+2°C’de 45-50 dk. inkilbe edilmistir
(Andersonve McKay, 1983).

2.8.5. DNA’nIn jel elektroforezi

PCR urdnleri i¢in agaroz jel hazirlamak (zere; %1 oraninda agaroz, IX TBE
tamponu igerisinde homojen olarak Karistirthp eritilmis ve elektroforez tabagina
dokilmastir. Analiz edilecek 6rnekler uygun diliisyonlarmdan genellikle 4 pl alinarak,
L pl yikleme tamponu (%0.25 bromfenol mavisi; %40 sukroz; 100 mM EDTA; pH 8.0)
ile karistirtlmistir. Bu sekilde drnekler jeldeki kuyucuklara yiklenmistir. DNA kontroli
olarak uygun boyutlardaki DNAreferansi; XDNA 1000 baz ciftlik veya 100 baz c¢iftlik
DNA markorleri  (Favorgen) kullanilmistir.  Elektroforez tankinda 500 mA
(NYXTechnik; V37) ve (Cleaver), jel 80 V altinda 60 dk. boyunca kosturulmustur.
DNA ornekleri UV 1s1g1 (312 nm) altinda gorintiilenmis ve fotograflanmistir.

Plazmit DNA drunleri icin agaroz jel hazirlamak tizere; % 0.7 oraninda agaroz,
IX TBE tamponu igerisinde eritilmis ve elektroforez tabagina aktariimistir. Orneklerin
analiz icin uygun dilisyonlarindan genellikle 4 pl alinarak, 1 pl yikleme tamponu ile
karistirllmistir. Bu sekilde ornekler jele yiklenmistir. DNA kontrolli olarak uygun
boyutlardaki DNA referansi; X DNA 1000 baz ciftlik DNA markorleri (Favorgen)
kullaniimistir. Elektroforez tankinda, jel 20-40 V ve 500 mA altinda 4 saat boyunca
kosturulmustur. DNA  ornekleri UV 1s1§1 (312 mu) altinda gorlntilenmis ve

fotograflanmistir.

2.9. izolatlarm Stoklanmasi

Bakteri suslari kisa sireli stoklamalar icin %15Tik gliserol igerisine alinarak
20°C’de saklanmistir. Uzun sireli saklama icin ise, besiyerinde 16 saat gelistirilen
bakterilerden 200 pl alinarak 3 dk. 12.000 rpm’de santrifujlenerek stipernatant kisminin
uzaklastiriimasi ve peletlerin %30 gliserol iceren MRS ve MI7 besi ortaminda

¢Ozdurup, sok sogutma ile -80°C’de gerceklestirilmistir.

2.10. izolatlarm Antibiyotiklere Karsi Diren¢ Ozelliklerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan antibiyotikler Oxoid’den saglanmistir.  Kullanilan

antibiyotikler ve konsantrasyonlari Cizelge 2.4’te verilmistir.

24



Cizelge 2.4. Antibiyotikler ve konsantrasyonlari

Antibiyotik Konsantrasyon(mg)
Penisilin 10

Vankomisin 30

Rifampisin 5

Kloramfenikol 30

Gentamisin 10

Nalidiksik Asit 30

Polimiksin 300

2.10.1. Disk difuzyon metodu

Anne suttinden izole edilen laktik asit bakteri izolatlarinin antibiyotik direng
ozellikleri disk diftizyon metoduna ile belirlemnistir. Bu amacla penisillin, vankomisin,
rifampisin, kloramfenikol, gentamisin, nalidiksik asit ve polimiksin antibiyotiklerine

karsi diren¢ veya duyarlilik 6zellikleri incelenmistir.

Bu calismada kullanilan ve 4°C’de muhafaza edilen laktik asit bakteri suslari
sivi MRS besiyerine asilanarak 37+2°C de 24 saat slre ile aktivasyonu saglamak icin
inklibasyona birakilmistir. Deney tuplerinde sterilize edilen ve 45+2°C ye kadar
sogutulan MRS agarda aktivlestirilmis laktik asit bakteri izolatlariyla hazirlanan 24
saatlik (0.1 mi de 108 adet/ml) kiltir ile asilanmistir (Anonymous, 1999). Deney
tlplerine ekim yapildiktan sonra iyice karistirthip 9.0 cm ¢apindaki steril petri kutularina
15'er mi aktarilmis ve besiyerinin homojen bir sekilde petri kutusu icinde dagiimasi
saglanmistir (Collins vd., 1989). Katilasan besi yerleri izerine antibiyotik diskler uygun
mesafelerle yerlestirilmistir. EKimi yapilan plaklar én inkiibasyon igin 4°C’de 2 saat
birakilmistir. Sonrasinda 37+2°C’de 24 saat sure ile inkibe edilmistir. Son asamada
olusan inhibisyon zonlari mm olarak olculmustir. Calismamiz u¢ tekrar seklinde

yapiImistir.

2.11. izolatlarinin Diger Mikroorganizmalar Uzerindeki Etkilerileri

Anne sutiinden izole edilen laktik asit bakteri izolatlarinin antibakteriyel etkileri

oyuk agar diflizyon metodu ile belirlemnistir. Bu amacla Staphylococcus aureus ATCC
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25923, Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomorias aeroginosa ATCC 9027, Bacillus
subtilis ATCC 6633 ve Bacillus megaterium DSM 32, Enterobacter aerogenes ATCC
13048 ve Klebsiella pneumonia ATCC 13883 gibi bakterilere karsi direnc-duyarlilik
ozellikleri incelenmistir. Calismada kullanilan laktik asit bakteri suslari sivi MRS
besiyerine, indikator bakteriler ise Niitrient sivi besiyerine asilanarak 37°C de 24 saat
stre aktivasyonu saglamak icin inkibasyona birakilmistir (Anonymous, 1999).
Calismada kullanilan indikator bakteriler agar ortaminda 24 saatlik kilttrlerinden distile
suda 0.5 McFarland bulanikhgina esdeger suspansiyonlar hazirlanmistir. Bakteri
stispansiyonlari, her bir indikator bakteri susu igin uygun olan afar ortamlara, steril
eklivyon cubugu ile inklbe edilmistir. Plaklara steril agar delici ile kuyucuklar
actimistir. Hazirlanan kuyucuklara izolatlardan 100 pl konularak indikator bakteriler
icin uygun sicakliklarda 24 saatTik inkiibasyona birakilmistir (Pringsulaka vd., 2012).

Son asamada olusan inhibisyon zonlari mm olarak él¢tlmustr.
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3. BULGULAR ve TARTISMA
3.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Anne sltu 6zel yapida, sindirimi kolay ve enfeksiyondan koruyucu nitelikleri
zengin bir protein icerigine sahiptir. Anne sttunln canli, biyolojik bir karisini oldugu
uzun zamandir bilinmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalar anne sitl mikrobiyal
iceriginin bireyler arasinda hem tlrce hemde sayica belirgin degiskenlik gosterdigini
ileri surmektedir Ayrica anne sutiinde bulunan laktik asit bakterileri mikrobiyal
aktiviteye sahip bazi peptitler veya metabolitler Ureterek, gidalarin mikrobiyal
bozulmalarini énlemede etkili olabilirler. Basta Lactobacillus tirleri olmak tzere cesitli
laktik asit bakterileri ginimuizde probiyotik olarak kullaniimaktadirlar (Tunail ve
Kdsker, 1986; Olson, 1990).

Laktik asit bakterileri dogada 6zellikle sut ve st Grlinlerinde, canhilarin bagirsak
sistemlerinde, bitkilerde ve fermente gidalarda yaygin olarak bulunmaktadir. Laktik asit
bakterileri;  fermantasyon da olusan Orlnlere  gore siniflandirildiklarinda
homofermantatif (glukozdan % 95-100 oraninda laktik asit Oretirler) ve
heterofermantatif (glukozdan % 50 oraninda laktik asit Uretir, ayrica asetik asit, etanol,
fruktoz, gliserol ve mannitol olustururlar) olarak ikiye ayrilirlar. Gida endustrisi
acisindan Lactococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Lactobacillus’iar

onemli laktik asit bakteri gruplaridir (Evren vd., 2011).

Albesharat vd. (2011) yaptiklari ¢alismada anne sitiinden L. brevis, L. oris, L.
animalis, E. durans, E. hirae, Pediococcus spp., S. gallolyticus, S. vestibularis, S.

australis ve S. haemolyticus bakterilerini izole etmislerdir.

Calismanin bu kisminda 30 anne suti orneginden 48 laktik asit bakteri
izolasyonu yapilmistir ve daha sonraki yapilacak olan calismalarda kullanilmak Gzere -
20°C’de stoklanmustir.

3.1.1. izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal olarak tanimlanmasi

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmalarinda geleneksel siniflandirmanin temeli,
morfolojik, fizyolojik ve farkl sicakliklarda, ph degerlerinde, arjinin degredasyonu, tuz

konsantrasyonlarinda gelisimi ve karbonhidrat katabolizmasi gibi
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metabolik/biyokimyasal 06zelliklerin arastirilmasini  iceren fenotipik ydntemlere
dayanmaktadir (Gobbetti vd., 2005)

Saf koltir olarak elde edilen laktik asit bakteri izolatlarinm, biyokimyasal
yontemlerle tanimlanmasinda, gram boyama reaksiyonu, mikroskobik morfoloji ve
katalaz aktivitesine bakilmistir. LAB’larm izolasyonu yapildiktan sonra, petrilerde
koloni goriinusleri beyaz-krem renkli ile ayirt edilebilmektedir. inokiile edilen MRS ve
M7 adar petrilerine ve 48 saat inkilbe edildikten sonra olusan koloni gériintileri Sekil

3.1" de verilmistir.

Sekil 3.1. MRS agar (A) ve Mi7 agar (B) petrilerine agilanan LAB’a ait koloni goriintiisii

Anne sitd drneklerinden izolasyonu yapilan 48 izolatin gram boyama sonucunda
37 izolatin gram pozitif, 11 izolatinda gram negatif oldugu belirlenmistir. izolasyonu
yapilan LAB suslarmdan gram boyama da elde edilen mikroskobik gorintust Sekil
3.2’de verilmistir.

Sekil 3.2. Anne sutiinden izole edilen laktik asit bakterilerinin gram boyama géruntisi
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LAB oksidatif stres sonucu olusan oksijen tirevlerinden hidrojen peroksit (
H202) olusturmakta fakat katalaz enzimi eksikliginden dolayi hidrojen peroksiti oksijen
ve hfoO’ya parcalayamamaktadir. LAB tayininde basit bir yontem olarak katalaz ¢zelligi
kullaniimaktadir. Calismada kullanilan izolatlara morfolojik incelemeden sonra katalaz

testi yapiimistir ve 48 izolatin tamaminin katalaz negatif oldugu tespit edilmistir.

Bu calismada, suslarin mikroskobik o6zellikleri incelendiginde, 26 bakterinin
basil geriye kalan 22 susunda kok seklinde oldugu gorilmektedir. Suslarin
biyokimyasal 6zellikleri arastirildiginda, LAB’a ait 6zellikleri gosterdigi yani Gram
pozitif oldugu ve katalaz aktivitesinin bulunmadigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglar
Cizelge 3.1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Laktik asit bakterilerinin morfolojik ve biyokimyasal sonuclari

Izolatlar Gram Katalaz testi Mikroskobik morfolojisi
reaksiyonu Basil Kok
MS1 + +
MS2 -
MS3 -
MS4 +
MS5 -
MS6 + +
MS7 + +
MS8 - +
MS9 - +
MS10
MS11
MS12
MS13
MS14
MS15
MS16
MS17
MS18
MS19
MS20
MS21
MS22
MS23
MS24
MS25
MS26
MS27
MS28
MS29
MS30
MS31

+ + + +

+ + 0+ + + + + + + +
+ + + + + + + + + +
+ + + + + +

+

+ 4+ 4+ + + + + A+ A+
+
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Cizelge 3.1’ in devami

Izolatlar Gram Katalaz testi Mikroskobik morfolojisi
reaksiyonu Basil Kok
MS32 - - 4
MS33 - 4-
MS34
MS35
MS36
MS37
MS38
MS39
MS40
MS41 - 4
MS42
MS43
MS44
MS45
MS46
MS47 - +
MS48 + +

R
=4+ 4

+ o+ + + o+

3.1.2. izolatlarin 16S rRNA gen bélgesi PCR sonuclari

Mikroorganizmalarin izolasyonu ve identifikasyonu konusunda, klasik kiltirel
yontemlerle yapilan calismalar; bazi mikroorganizma tlrlerinin tremede gucluk
gOstermesi, kdltire alinamamalari, farkli  kdltir ydntemlerinin - uygulanmasinda
deneyimli arastirmacilara gereksinin duyulmasi gibi cesitli nedenler, mikrobiyolojik
calismalarin yani sira molekiler yontemlerin gelismesine de katki saglamistir.
Probiyotik olarak bilinen LAB’larin fizyolojik ve taksonomik o6zellikleri acgisindan
gruplandiriimasi  konusunda yapilan calismalar, ginimizde molekiler tiplendirme

yontemlerinin kullaniimasiyla daha da gelistirilmistir.

16S rRNA genleri tim hicrelerde en ¢ok korunmus olan, yani en az degisiklige
ugrayan bolgelerdir. Bu nedenle diger canlilar gibi bakterilerde de filogenetik (akrabalik
iliskilerinin tanimlanabilmesi i¢in) ayrica bakteride gen ekspresyonu dlzeyinde
proteinin belirlenmesi igin Oncelikli olarak 16S rDNA’nm yerine 16S rRNA deneysel
calismalarda tercih edilen gen bolgesidir. Oysaki, bakteriler arasindaki tire 6zgin
farkliliklarin taksonomik olarak tanimlanmasi icin, herhangi bir bakteri cinsine dahil
olan tdrlerin tamami 16S rDNA’daki degisken gen bdlgelerinin dizi analizinin
belirlenmesi ile kesin olarak tanimlanabilmektedir. 16S IDNA dizisinin referans olarak

kullanilmasiyla anaerobik bakterilerin identifikasyonu diger geleneksel fenotipik
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identifikasyon yontemlerden daha kisa slrede calisilan bakteri tiiriine 6zgln sekans
bolgelerinin tespit edilebilmesi agisindan son derece dnemlidir. Kisaca, anaerobik ve
aerobik bakteri identifikasyonunda mikrobiyolojik testlerin yani sira molekdler
metodlari uygularken dncelikli olarak 16S rDNA bélgesi tercih edilmektedir (Klijn vd.,
1991;Budai, 2008).

Calismada izolatlarin; morfolojilerine, gram boyama reaksiyon 6zellikleri ve
katalaz testleri yapilan ve laktik asit bakterisi oldugu tespit edilen 36 izolatm MRS ve
MIi7 Agar petrilerine ekimi yapilmistir. Molekiiler olarak tanimlama yapilmasi igin
petrilerden alman tek laktik asit bakterilerinin kolonilerinden, DNA izolasyonu
yapitlarak 16S rRNA’yl kodlayan DNA bolgesi Uzerinden tasarlanmis primerler ile
yapilan PCR ile de teyit edilmistir. Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda kullanilan
evrensel 16S rRNA gen primerlerinin dizilimleri Cizelge 2.3’te verilmistir. 16S rRNA
PCR calisma sartlarinda ¢ogaltilan PCR drnleri Sekil 3.3 ve Sekil 3.4" te %1’lik agaroz

jelde goruntilenmistir.

M12 3 456 78 9 101112 131415 1617 18 M

1465 «s>

Sekil 3.3. Anne sittinden izole edilen laktik asit bakterilerinin (1-18. izolatlar) 16S rRNA PCR
ile cogaltilmasi sonucu elde edilen agaroz jel goriintlisi. M: 100 b¢ DNA standardi.

M 19 20 21 22 23 24 2526 27 28 29 30 31 32 33 34 3536 M

Sekil 3.4. Anne siitiinden izole edilen laktik asit bakterilerinin (18-36. izolatlar) 16S rRNA
PCR ile ¢cogaltilmasi sonucu elde edilen agaroz jel gérintisi. M: 100 b¢ DNA standardi
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Bu tarz calismalarda biyokimyasal tanimlama yapilamadan planlanan molekdler
tanimlamalar icin kullanilacak primerler genelde kolonilerden bazilarinda yanlis
tanimlamalara neden olabilmektedir. Bu nedenle molekiler tanimlama ile biyokimyasal
tanimlamalar beraber degerlendirildiginde daha etkin bir tanimlama olmaktadir
(Tabasco vd., 2007).

Calismamizda 36 izolattan 24' (i 1465 bg bolgesinde bant verdigi gozlemlenmis
olup supheli laktik asit bakteriler olabilecegi dustnilmektedir. Bu sekilde LAB
olabilecek izolatlarm biyokimyasal ve molekuler yontem ile tanimlanarak
dogrulanmistir.  Elde edilen bulgularimiz literatir bilgileriyle esdeger oldugu

belirlemnistir.

3.1.3. izolatlarm 16S rRNA PCR urunlerinin DNA dizi analiz sonuclari

PCR sonucunun 16S rRNA genine ait olup olmadigini dogrulamak icin 24
stipheli LAB izolatmin dizi analizi (sekanslama) yapilmistir. Sekans sonucunda elde
edilen diziler Sekil 3.5’te belirtilmistir.

1 nolu izolat

TATAGCAGTCGACGAACTCTGGTATTGATTGGTGCTTGCATCATGATTTACATTTGAGTGAGTGGCGAACTG
GTGAGTAACACGTGGGAAACCTGCCCAGAAGCGGGGGATAACACCTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACT
TGGACCGCATGGTCCGAGCTTGAAAGATGGCTTCGGCTATCACTTTTGGATGGTCCCGCGGCGTATTAGCTAGATGGT
GGGGTAACGGCTCACCATGGCAATGATACGTAGCCGACCTGAGAGGGTAATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGG
CCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAACTCTGTTGTTAAAGAAGAACATATCTGAGAGTAACTGTTCAGGTATTGACGGT
ATTTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTA
TTGGGCGTAAAGCGAGCGCAAGTCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTCAACCGAAGAAAGTGCATCG
GAAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATATGGA
AGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTCGAAAGTATGGGTAGCAAACAGGATT
AGATACCCTGGGTAGTCCATACCGTAAACGATGAATGCTAAGTTGTTGGAGGGATTCCGCCCTTTCAGTGCTGCAGCT
AACGCATTAAGCATTCCCGCCTGGGGGAGTACGGCCGCAAGCCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACA
AGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATACTATGCAAATCTAAGA
GATTAGACGTTCCCTTCGGGGACATGGATACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATTATCAGTTGCCAGCATTAAGTTGGGCACTCTGGTGAGACTGCCGGTGACAA
ACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGT
ACAACGAGTTGCGAACTCGCGAGAGTAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCC
TACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGTCGGTGGGGTAACCTTTAGGAACCAGCCGCTAAGG

Sekil 3.5. Anne sutlinden izole edileni nolu izolatin 16S rRNA genine ait dizi analizi sonuglari

Evrensel 16S rRNA primeri kullanilarak yapilan PCR sonucundaki Grlinlerin

DNA sekans analizi ile elde edilen diziler Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
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programi kullanilarak LAB suslarina olan benzerlikleri tespit edilmistir. Cizelge 3.2' de
goraldugu gibi bes izolatm Lactobacillus, bes izolatin Pediococcus ve bir izolatinda

Enterococcus cinsine yiksek oranda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Cizelge 3.2. Anne siitlinden izole edilen LAB suslarinin sekans analiz sonuglar

izolatlar 16S rRNA Benzerlik
orani (%)

1 Lactobacillusfabifermentans DSM 21115 % 98
4 Pediococcus claussenii ATCC BAA-344 % 97
6 Lactobacillusfabifermentans DSM 21115 % 96
7 Pediococcus claussenii ATCC BAA-344 % 97
10 Pediococcus claussenii ATCC BAA-344 % 97
12 Lactobacillusfabifermentans DSM 21115 % 98
14 Pediococcus claussenii ATCC BAA-344 % 97
17 Lactobacillus senmaizukei DSM 21775 % 94
22 Enterococcus rivorum strain LMG 25899 73 % 96
23 Lactobacillusfabifermentans DSM 21115 % 97
24 Pediococcus claussenii ATCC BAA-344 % 96

3.2. Laktik Asit Bakterileri izolatlarindan Plazmit izolasyonu

Bakterilerin ~ fermentasyonu sadece kromozom  Uzerindeki  genlerden
saglanmamistir. Gelisim esnasinda bakteriler genetik materyal olan plazmitleri zamanla
diger mikroorganizmalardan kazanabilmektedirler. Plazmitler bakterilere kot sartlarda
direng sagladiklari gibi aroma olusumuna sebeb olan metabolitleride Uretebilecek
genleri de bulundurmaktadirlar. Bu plazmitler glikoliz, bakteriyosin sentezi, yag asidi
sentezi, aminoasit metabolizmasi, disakkaritlerin parcalanmasi gibi gorevlerini de yerine
getirmektedirler. Plazmitler mikroorganizmasini fajlara karsi korumanin yaninda lezzet

olusumu gorevi de Gstlenmektedirler (Aslim ve Beyatli, 2004).

Plazmit kokenli genlerin kodladiklari 6nemli metabolik fonksiyonlar baslangic
kalturlerinin gelisimini ve kapasitelerini artirmakdir. Plazmitler antibiyotik direng
Ozelliklerinin ilave olarak bakteriyosin retimi laktoz fermentasyonu ve adir metallere
dayaniklilik gibi 6nemli 6zellikler bulundurmakta ve bu tir &zellikler baslangic
kalturleri icin kabul gormektedir (Perreten vd., 1997). Plazmitler farkli (3-60 kbc)
blyuklikte olabilmekte ve blylklugine bagli olarak birka¢ proteinden yizlerce

proteine kadar degisen sayida proteini kodlayabilmektedirler (Aslim ve Beyatli, 2004).
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Calhismanin bu boluminde izole edilen 11 adet laktik asit bakterisinden izole
edilen plazmitler sayi, blyuklik ve direng 6zellikleri acisindan incelenmistir. Plazmit
DNA izolasyonu materyal ve metot boliminde belirtildigi gibi hazir kit ve manuel
geleneksel yontemleri kullanilarak yapilmistir. izolatlarin igerdikleri plazmitler sayisal
olarak degerlendirildiginde 1-5 arasinda plazmit icerdi§i tespit edilip, Sekil 3.6’da

gosterilmistir.
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Sekil 3.6. Anne sitiinden izole edilen LAB' larin plazmit DNA izolasyonu  sonucu elde
edilen agaroz jel gorintusi. M: | kb¢ DNA standard

Laktik asit bakter isuslarindan izole edilen plazmit sayilari | ile 5 arasinda
degismektedir. Plazmitler biyutklikleri yoninden degerlendirildiginde, en blyuk
plazmitin yaklasik 10000 bg¢’nin iizerinde oldugu belirlenmistir. Laktik asit bakteri
izolatlarinda toplam u¢ (6, 10 ve 24) tanesinde tek plazmit var iken 17, 22 ve 23 nolu
izolatlarda ise iki plazmit varhgi tespit edilmistir. Laktik asit bakteri suslarindan 7 ve 12
nolu izolatlar >10000, 1000 ve 500 b¢ buyukliginde dort adet plazmit icerdigi
belirlenmistir (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Anne stlerinden izole edilen LAB suglarinin plazmit icerikleri

izolatlar Plazmit Sayisi Plazmit Biyikligi (bg)
1 3 >10000,8000
4 5 >10000, 1000,500
6 | >10000
7 4 >10000, 1000, 500
10 1 > 8000
12 4 >10000. 1000, 500
14 3 >10000. 1000,500
17 2 >10000,8000
22 2 >10000. 8000
23 2 >10000,500
24 1 >10000

L. plantarum suslarindan izole edilen plazmit sayilari | ile 3 arasinda

degismektedir. Plazmitler biyutklikleri yonlinden degerlendirildiginde, en biylk
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plazmitin yaklasik 10000 bc¢"nin Gzerinde oldugu belirlenmistir. L. plantarum
izolatlarinda toplam 26 tane tek plazmit varligi tespit edilmistir (Alan, 2014). Ayrica tek
plazmit iceren izolatlarin yanlizca ticari kultUrlerden olusamayacagl gorustni
desteklemektedir. Ayni  zamanda plazmitlerin tasidiklari transpozonlar diger

plazmitlerin gegisini sinirlayabilir (Romero ve Klaenhammer, 1990).

Pediococcus acidilactici  PBF  susundan izole edilen pilazmidlerin
buyukliklerinin saptanmasinda, molekdler biydklikleri bilinen CCC (covalently closed
circular) DNA markdérinin (Supercoiled DNA ladder) elektroforetik hareketleri ile
blyukluklerinin logaritmalari arasinda belirlenen dogrusal iliskiden yararlanildi.
Kullanilan CCC DNA markdériniin agaroz jel fotograflari Gzerinde 6lctlen go¢ araliklari
ile bilinen buylkliklerinin logaritmik de@erlerine bagl olarak egrileri c¢ikarilmistir.
Istatistik analizlerle her farkli jel icin korelasyon katsayisi ve egrinin egimi belirlenerek
agaroz jeldeki fragmentlerin blyuklikleri saptanmistir (Macrina vd., 1978; Elder ve
Southem, 1983).

Laktobasiller de karbonhidratlari fermente etme 6zelligi hem kromozal hemde
plazmitlerde kodlu olmasina ragmen, laktokoklar da yalnizca plazmit DNA kaynakl
oldugu belirtilmistir. Ayrica laktobasiller de laktoz metabolizmasi yapan plazmit kodlu
trler bulunmaktadir. Bu tlrlere L. plantarum, L. casei ve L. acidophilus o6rnek
verilebilir. L. plantarum bakterilerinin plazmitlerinde bulunan gal, FllILac ve phg
genlerinin laktoz metabolizmasina neden oldugu belirtilmektedir. Ayni zamanda L.
plantarum bakterilerinde [3-galaktozidaz enzimini kodlayan genetik madde de

plazmitlerde bulunmaktadir (Mayo vd., 1994)

3.3. Laktik Asit Bakteri izolatlarinm Antibiyotik Direnc Ozellikleri

Antibiyotiklerin kullaniimasi probiyotik bakteriler, faydali bakteriler ve fermente
urtinlerde rol alan laktik asit bakterileri gibi, gida zinciri icerisinde ki bakterilerin insan
ve hayvanlarda tedavi igin kullanilan antibiyotiklere karsi diren¢ kazanmasini
saglamaktadir. Laktik asit bakterilerinde en c¢ok eritromisin ve tetrasiklin gibi
antibiyotiklere karsi direng gostermektedir. Aktarilan bu antibiyotik direng genlerinin,
cogu dikey (hortizal) tasinma ile yayildigi 6ngorulmektedir. Arastirmalarin ¢cogunda,

insan ve hayvan bagirsagindaki bakterilerin genelinde ayni antibiyotiklere karsi direncli
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olmalari da organizmalar arasinda diren¢ geninin transferini ve dagilmasini

dogrulamistir (Ammor vd., 2007).

CGalismanin bu kisminda izole edilen bakterilerin Penisilin (I0gig), Vankomisin
(30pg), Rifampisin (5pg), Kloramfenikol (30pg), Gentamisin (I0pg), Nalidiksik asit
(30gg) ve Polimiksin (300pg), gibi yedi farkli antibiyotige karsi U¢ tekrar yapiimistir.
Antibiyotiklerin gostermis oldugu direng-duyarhilik sonuclari Sekil 3.7' deki gibi
belirlenmistir. Antibiyotige karsi direng 6zelligi her bir izolat icin bashk 2.10.1" deki

gibi belirlenmis ve elde edilen sonuclar Cizelge 3.4.’de verilmistir.

Sekil 3.7. izolatlarin antibiyotik direnc ézelliklerinin disk difuzyon yéntemi ile belirlenmesi sonucu elde
edilen zon gorintleri.

Cizelge 3.4. Anne siittinden izole edilen LAB suslarin antibiyotik direnglilikleri

0
g &

.8 &

C © z = c = x  c
< £ £ = E E £ 2
| D x S © I o e
S = S 8 S S = 5
= & S x Y o z g
1 16' R 14 22 R R R
4 14 R 21 24 R R R

6 10 R 22 25 R R R

7 10 R 19 20 R R R

10 R R 18 22 R R R

12 13 R 17 22 R R R

14 15 R 21 25 R R R

17 R R 19 21 R R R

22 R R 18 22 R R R
23 14 R 22 2% R R R
24 R R 17 23 R R R

(*): Inhibisyon zonu, mm; (R): Direncli
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Penisilin’e karsi en duyarh olan 1 nolu izolat 16 mm c¢apinda inhibisyon zonu
olusturdugu tespit edilmis olup, en az duyarlihgi ise 6 ve 7 nolu izolatlar 10 mm capinda
inhibisyon zonu olusturdugu belirlenmistir. Penisilin’e karsi olusan inhibisyon zon
caplari 10 mm ile 16 mm arasinda degisim gostermektedir. 10, 17, 22, ve 24 nolu
izolatlar ise penisilin'e karsi direcli olduklar tespit edilmistir.

Rifampisin’e karsl en az duyarli olan 1 nolu izolat 14 mm ¢apinda inhibisyon
zonu olusturdugu, en fazla duyarh ise 6 ve 23 nolu izolat 22 mm ¢apinda inhibisyon
zonu olusturdugu tespit edilmistir. Rifampisin’e karsi olusan inhibisyon zon caplari 14

mm ile 22 mm arasinda degisiklik gosterdigi belirlemnistir.

LAB sugslar Kloramfenikol’e karsi 20-26 mm araliginda inhibisyon zonu
olusturmustur. Bu izolatlardan sadece 23 nolu izolat en duyarh olup 26 mm capinda
inhibisyon zonu olusturdugu ve 7 nolu izolat en az duyarli olup 20 mm capinda zon

olusturdugu belirlenmistir.

Bu calismamizdaki laktik asit bakteri suslari Vankomisin (30pg), Gentamisin
(I0pg), Nalidiksik asit (30pg) ve Polimiksin (300pg), antibiyotiklerine karsi % 100
direncli oldugu tespit edilmistir. izolatlar icerisinde en fazla duyarliigi 23 nolu sus
kloramfenikol’e karsi 26 mm capinda inhibisyon zonu olustururken en az duyarhligi 6,7
nolu izolatlar penisilin antibiyotigine karsi 10 mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturdugu
tespit edilmistir.

izolatlarin antbiyotiklere karsi gostermis olduklari direnclilik, orta derece
direnclilik ve duyarhlik araliklari Cizelge 3.5’ de verilmistir.

Cizelge 3.5. Standart antibiyotiklerin karsilastirma degerleri (Han vd., 2015; Celik vd., 2016).
Zon Capl, mm

ANTIBIYOTIK Disk Icerigi Direncli Orta derecede Duyarli
duyarh
Penisillin G 10 pg <14 15-17 >18
Vankomisin 30 pg <9 10-11 >12
Rifampisin 5 pg <16 17-19 >20
Ooramfenikol 30 pg <12 13-17 >18
Gentamisin 10 pg <12 13-14 >15
lalidiksik asit 30 pg <13 14-18 >19
Polimiksin 300 pg <11 12-14 >15
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Kullanilan antibiyotiklere karsi laktik asit bakterileri izolatlarinin gostermis
oldugu 3 (direnglilik, orta derece direnclilik ve duyarliligini) parametrenin yizde (%)

hesaplamalar Cizelge 3.6' da verilmistir.

Cizelge 3.6. Anne sitiinden izole edilen LAB suslarinin diren¢-duyarlilik durumlarinin standart
antibiyotiklerle karsilastirmasi (%) n=I{

S Orta derecede Direngli (%)

Antibiyotikler Duyarli (%) duyarli (%)

Penisillin G 0.0 18.2 81.8
Vankomisin 0.0 0.0 100
Rifampisin 36.4 54.6 9.0
Kloramfenikol 100 0.0 0.0
Gentamisin 0.0 0.0 100
Nalidiksik asit 0.0 0.0 100
Polimiksin 0.0 0.0 100

Cizelge 3.6°da goruldigu gibi LAB suslari en yiiksek duyarlihgr kloramfenikol’e
karsi (% 100) gosterirken, en dustk duyarhilik ise rifampisin’e (% 36.4) karsi gosterdigi
tespit edilmistir. izolatlar en yiiksek orta dereceli duyarhihg rifampisin’e (% 54.6) Kkars
gosterirken, en dlstk orta dereceli duyarhligi ise penisilin G' ye (% 18.2) gosterdigi
belirlenmistir. Suslar en yiksek direnci vankomisin, gentamisin, nalidiksik asit ve
polimiksin antibiyotiklerine karsi (%100) gosterirken, en distk direnci ise rifampisin’e
(% 9.0) karsi gosterdigi tespit edilmistir. Penisilin'e karsi 9 izolat direcli iken geriye
kalan 2 izolat (6 ve 7) ise orta dereceli duyarlilik gostermistir.

Hummel vd. (2007) laktik asit bakterilerinin antibiyotik direncliligi Uzerine
yaptiklari calismada, Lactobacillus, Leucoriostoc, Lactococcuc, Pediococcus ve
Streptococcus cinslerine ait 45 izolat Gzerinde calismislardir. Bu izolatlarinin, 40°’mm
fermente gidalarda starter kiltur olarak kullantlan, 3’G 29 probiyotik 2' si ise ticari
olarak kullanilan tlrlerden secilmislerdir. Sonu¢ olarak, suslarm eritromisin,
kloramfenikol, tetrasiklin ya da p-laktamaz direncleri %7 gibi cok disukken buna
karsilik, aminoglikosid (gentamisin ve streptomisin) ve siprofloksasine %70 gibi yiksek

direng olusturdugunu bildirmislerdir .

Temmerman vd. (2003) 55 probiyotik Grtinden izole ettikleri toplam 268
bakterinin tanimlanmalari ve 187 susun antibiyotiklere karsi duyarliliklarini
arastirmislardir. Bakteri suslarinin % 79’u kanamisine, % 65’inin vankomisine,
%26’smm tetrasikline, %23’Unln penisilin G, % 16’sinm eritromisine ve %1 Tinin ise

kloramfenikol ’e karsi direnclilik gosterdigini belirlemislerdir.
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Anne sutlnden izole ettikleri L. rhamnosus GG, L. fermentum CECT5714, L.
gasseri CECT5714 ve L. gasseri CECT5715 suslanninm gentamisin, siprofloksasin,
kanamisin, nalidiksik asit ve trimethoprime karsi direngli, ampisilin, amoksisilin,
kloramfenikol, sefalotin, eritromisin, penisilin ve tetrasikline ise duyarh oldugunu
belirlemislerdir (Martin vd., 2005a ; 2005b). S. salivarus spp. thermophilus'vm. genel
olarak kloramfenikol, tetrasiklin, eritromisin ve siprofloksasin’e duyarli, gentamisin,
kanamisin ve streptomisin’e ise direncli oldugu bildirilmistir (Ammor vd., 2007a;
2007b). Temmerman vd. (2003) 55 adet probiyotik rtinden izole ettigi 187 adet LAB
izolatinin % 79’unun kanamisin, % 65’inin vankomisin, % 26’sinin tetrasiklin, %
23’Unun penisilin, % 16’sinm etiromisin, % irinin ise kloramfenikole direncli
oldugunu bildirmistir. Bu suslarinin % 64’ Unde ise coklu antibiyotik direncliligi

bulunmustur.

Barton ve Wilksin (2001) toplam 1286 kimes hayvani 6rneginden izole ettikleri
Enterococcus cinsine ait bakterilerin antibiyotik direnglerini test etmiglerdir.
Arastirmada, 160 izolat vankomisine karsi duyarl bulunurken, 109 izolat vankomisine
direncli, 92 izolat ise yuksek seviyede direncli bulunmustur. Diger 17 izolat ise, disik
seviyede diren¢ gostermistir. Enterococcus faceum ise en ¢ok izole edilen tir olarak
bulunmustur. isveg'te perakende satisa sunulan tavuklardan izole edilen Enterococcus
tlrlerinin tetrasiklin, eritromisin ve vankomisin gibi antibiyotiklere karsi direncli
oldugunu belirlemislerdir sucuk ve ¢ig sitten izole ettikleri Enterococcus turlerinin,
tetrasiklin, kloramfenikol, gentamisin, eritromisine karsi direncli olduklarini

belirlemislerdir.

Yilsay vd. (2000) yaptiklari arastirmada E. faecalis, E. faecium, E. durans, E.
mundtis ve E. hirae turlerine ait 101 izolatin, 13 farkh antibiyotige karsi direnclerini
Kirby- Bover disk testi ile saptamislar ve izolatlarin cogununun streptomisin, oksasilin,
eritromisin ve vankomisine karsi yuksek direng gosterdiklerini ve beyaz peynirden izole
edilen suslarin % 89.1’inin streptomisine, % 88.1’inin oksasiline, % 93’Unun eritromisin

ve % 86. Linin vankomisine direncli olduklarini bulmuslardir.

Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, ve Leuconostoc
cinslerine ait 45 LAB susunun kloramfenikol, tetrasiklin, eritromisin ve p-laktam (%
7)’ye, karsilik siprofloksasine, gentamisin ve streptomisin karsi % 70’den daha cok

direng gosterdikleri bildirilmistir (Hummel vd., 2007).
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Ammor vd. (2007) Lactobacillus, Lactococus ve Bifidobakterium'wr\. antibiyotik
direng profilleri oldukca farkli oldugunu belirtmislerdir. Bazi LAB’leri basitrasin,
sefoksitin,  siprofloksasin, fusidik asit, kanamisin, gentamisiii, metronidazol,
nitrofurantoin, norfloksasin, streptomisin ve vankomisin karsi yiiksek dogal direnclilik
gOsterdigini tespit etmislerdir. Bununla birlikte, LAB genellikle peniciline (piperacilin
ve ampicilin) ve B-laktamaz inhibitorlerine karsi duyarli oldugu, fakat oxacillin ve
sefhalosporinlere karsi ¢ok direncli oldugunu belirtmislerdir (Daniels vd., 2003). Ayrica
calismamizda, antibiyotik direnclilik testinin sonucunda, suslarin test edilen
antibiyotiklere karsi genellikle duyarli olduklari belirlenmistir. Literatiirde laktik asit
bakterilerinin Ozellikle kloramfenikol, ampisilin, gentamisin, vankomisin ve penisiline

karsi duyarlihginin daha yiksek oldugu belirlenmistir.

3.4. 1zolatlarin Diger Mikroorganizmalar Uzerindeki Etkileri

Anne situnden izole edilen laktik asit bakteri izolatlarinin antibakteriyal etkileri
oyuk agar diflizyon testi ile belirlenmistir. Bu amacla S. aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027, Bacillus subtilis
ATCC 6633 ve Bacillus megaterium DSM 32, Enterobacter aerogenes ATCC 13048 ve
Klebsiella pneumonia ATCC 13883 kodlu bakterilere karsi direng ve duyarhlik

Ozellikleri arastiriimistir.

Yapilan bir calismada, anne sitiinden izole edilen L. gasseri CECT 5715, L.
gasseri CECT 5714 ve L. fermentum CECT 5716 suslarinin pediatrik patojenlere (S.
choleraesuis, E. coli, S. aureus, Listeria spp.) karsi antimikrobiyal etkili oldugu tespit
edilmistir (Olivares vd., 2006). Martin vd. (2004) anne sitlinden izole edilen ve L.
mesenteroides, L. lactis, L. crispatus, L. rhamnosus ve E. faecalis olarak tanimlanan
LAB suslarinin yeni dogan bebeklerde S. aureus enfeksiyonlarina karsi korunmasinda
rol alabileceklerini belirtmislerdir. Bebeklerin diyareye karsi korunmasinda anne
sttundn yararli oldugu pek ¢ok calisma bulgulariyla desteklenmektedir (Brown vd.,
1989; Lopez Alarcon vd., 1997).

Calismanin bu bolimunde izole edilen 11 adet laktik asit bakterisinin diger
bakteriler Uzerindeki etkileri incelenmistir. Oyuk agar difiizyon yontemi kullanilarak
yapilan, calismada kullandigimiz test bakterileri izerinde hi¢ bir etkisi olmadigi teyit

edilmistir.
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4. SONUC ve ONERILER

Anne sltinin bebek bagirsak mikroflorasinm baslamasi, gelisimi ve
kompozisyonunda &nemli bir faktér oldugu bilinmektedir. Bunun dogal bir sonucu
olarak da memeden beslenen bebeklerin bagirsak florasi mama ile beslenen
bebeklerinkinden farklilik gosterir. Yenidogan bebekler 6zellikle bulasici hastaliklara
duyarhidir. Anne sltinden insan saghgi icin yararh bakteriler izole edilirse bunlar,
zerinde 6nemle durulmasi gereken probiyotik organizmalar olarak degerlendirilebilir.
Clnkd bu bakteriler insan orijinli olduklarindan guvenilirlik, uzun sareli kullanilabilirlik
ve slt Urlnlerine adaptasyon gibi insan probiyotiklerinde aranan bazi temel kriterleri
dogal olarak karsilayabilirler (Martin vd., 2004).

Anne sitinden izole edilen LAB suslarinin genetik elementleri, antimikrobiyal
direclilik gibi oOzelliklerinin belirlendigi bu ¢alismada elde edilen sonuclar asagida

Ozetlemnistir.

Saglik Bilimleri Universitesi Van Egitim ve Arastirma Hastahanesi Siit Cocugu
Servisinden Etik Kurulu izni ile annelerden toplanan sit drneklerinden LAB’lar izole
edilmigtir. Bu izolatlarin bazi kimyasal ve evrensel 16S rRNA primeri kullanilarak PCR
ile tanimlanmasi yapilmis ve sonug olarak toplam 24 adet stipheli LAB elde edilmistir.
Bu izolatlarin evrensel 16S rRNA primeri ile hazirlanan PCR urunlerinin sekans analizi
yapilmis ve izolatlarin 5'i Lactobacillus, 5'i Pediococcus ve I'i ise Enterococcus cinsine

yuksek oranda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir.

Laktik asit bakteri suslarmdan izole edilen plazmit sayilari 1 ila 5 arasinda
degismektedir. Plazmitler buyuklikleri yonunden degerlendirildiginde, en biyuk
plazmitin yaklasik 10000 bg¢’nin Gzerinde oldugu belirlenmistir. Laktik asit bakteri
izolatlarmda toplam 3 (6, 10 ve 24) tanesinde tek plazmit var iken 17, 22 ve 23 nolu

izolatlarda ise 2 plazmit varli§i tespit edilmistir.

Antibiyotiklere karsi direncliligin belirlenmesi icin yapilan calismada LAB
suslari en yiksek duyarliligi kloramfenikol’e karsi (% 100) gosterirken, en dusik
duyarlilik ise rifampisin’e (% 36.4) karsi gosterdigi tespit edilmistir. izolatlar en yiiksek
orta dereceli duyarliligi rifampisin’e (% 54.6) karsi gosterirken, en dusik orta dereceli
duyarhligi ise penisilin G' ye (% 18.2) gosterdigi belirlenmistir. Suslar en yuksek

direnci vankomisin, gentamisin, nalidiksik asit ve polimiksin antibiyotiklerine karsi (%
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100) gosterirken, en dustk direnci ise rifampisin’e (% 9.0) karsi gosterdigi tespit
edilmistir. Penisilin'e karsi 9 izolat direcli iken geriye kalan 2 izolat (6 ve 7) ise orta
dereceli duyarhlik gostermistir. izole edilen 11 adet laktik asit bakterisinin diger
bakteriler Gzerindeki etkileri incelendiginde test bakterileri (zerinde hig bir etkisi

olmadigi gdzlemlenmistir.

Bu arastirmadan elde edilen sonuglara gore izolatlarin incelenen biitiin
ozellikleri ele alindiginda; plazmit sayisi az olan, antibiyotiklere karsi direncli ve
patojen mikroorganizmalar tizerindeki etkilerine gore anne sttiunden izole edilen laktik
asit bakterileriden 6, 10 ve 24 nolu izolatlarin gida endustrisinde kullanilabilecegini

disunmekteyiz.
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