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OZET

AZERBAYCAN’IN FARKLI SUT URUNLERINDEN PROBIYOTIiK BAKTERI
[ZOLASYONU VE TANIMLANMASI

Kamala MAMMADOVA

Biyoloji Anabilim Dali
Temel ve Endiistriyel Mikrobiyoloji Bilim Dali

Anadolu Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Temmuz 2019

Danisman: Prof. Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU

Yaptigimiz ¢alismada Azerbaycan’in farkli yorelerine ait geleneksel olarak
hazirlanmis 6 adet peynir ve 1 adet kesmik Orneginin mikrobiyolojik O6zelliklerine
bakilmistir. Orneklerden izole edilen laktik asit bakterileri (LAB) morfolojik ve
biyokimyasal testlere tabi tutulmustur. Calismamizda kiiltiir bagimsiz ydntemler
kapsaminda mikrobiyal ¢esitliligi belirlemek amaciyla toplam DNA ekstraksiyonu ve
fluoresan in situ hibridizasyon (FISH) deneyleri yapilmistir. DNA ekstraksiyonu sonucu
olusan amplifikasyon f{irtinleri Illumina MiSeq platformu kullanilarak dizilenmistir.
Kiiltiir bagimli yontem olarak 16S rRNA PCR ve plazmid DNA izolasyonu yapilmistir.
Izolatlarn SDS-PAGE yéntemi ile protein profilleri incelenmistir. Rastgele secilmis
izolatlarin antimikrobiyal aktivite yetenekleri agar kuyu diflizyon yontemiyle belirlenmis
ve en bilyiik aktivite gdsteren 12 izolat segilerek diger testlere tabi tutulmustur. izolatlarin
probiyotik ozelliklerini belirlemek icin farkli sicaklik, farkli pH ve farkli tuz
konsantrasyonlarinda  iireme  yetenegi incelenmistir.  Izolatlarin  antibiyotik
direngliliklerini belirlemek amaciyla Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilmis ve
sonug olarak farkli antibiyotiklere kars1 farkli direnglilik gosterdikleri belirlenmistir.
Izolatlarin biyofilm olusturma yetenegi Kongo Kirmizili Agar yéntemi ile belirlenerek,

secilen 12 izolatin tiimiinde biyofilm olusturma yetenegi saptanmuistir.

Anahtar Sozciikler: LAB, Mikrobiyal ¢esitlilik, FISH, SDS-PAGE, Biyofilm.



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF PROBIOTIC BACTERIA FROM DIFFERENT DAIRY
PRODUCTS OF AZERBAIJAN

Kamala MAMMADOVA

Department of Biology Programme

Programme in Basic and Industrial Microbiology.
Anadolu University, Graduate School of Sciences, July 2019

Supervisor: Professor Dr. Mehmet Bur¢in MUTLU

In this study, microbiological properties of 6 traditionally prepared cheese and 1
kesmik sample of different regions of Azerbaijan were examined. The lactic acid bacteria
(LAB) isolated from the samples were subjected to morphological and biochemical tests.
In our study, total DNA extraction and fluorescence in situ hybridization (FISH)
experiments were performed to determine microbial diversity within culture independent
methods. The amplification products resulting from DNA extraction were sequenced
using the lllumina MiSeq platform. As culture dependent method, 16S rRNA PCR and
plasmid DNA were isolated. The protein profiles of the isolates were examined by SDS-
PAGE method. Antimicrobial activity capabilities of randomly selected isolates were
determined by agar well diffusion method and 12 isolates with the greatest activity were
selected and subjected to other tests. To determine the probiotic properties of the isolates,
reproductive ability at different temperatures, pH and salt concentrations were
investigated. The Kirby-Bauer disk diffusion method was used to determine the antibiotic
resistance of the isolates and as a result, they showed different resistance to different
antibiotics. Biofilm formation ability of isolates was determined by Congo Red Agar

method and biofilm formation ability was determined in all 12 isolates.

Keywords: LAB, Microbial diversity, FISH, SDS-PAGE, Biofilm.
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ETIiK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI
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calismamla ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmast durumunda, ortaya

c¢ikacak tiim ahlaki ve hukuki sonuglar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS

Yiizyillardir insana yararli etkilerinin olduguna inanilan Laktik Asit bakterileri,
fermente gidalarda kullanilmasindan dolay1 gida endiistrisinde, tedavi edici 6zellikleriyle
probiyotik olarak tercih edilmesinden dolay1 saglik sektoriinde sik¢a kullanilmaktadir.
Fermente siit liriinleri, insanlik tarafindan kullanilan en eski biyoteknoloji uygulama
bi¢imlerinden birini temsil etmektedir.

Laktik asit bakterileri (LAB), karbonhidrat fermentasyonunun, son iiriinii olarak ya
da major son iiriin olarak laktik asit iireten, gram-pozitif, spor olusturmayan, solunum
yapmayan kok veya ¢ubuk sekilli, morfolojik, metabolik ve fizyolojik benzerlik gosteren,
ayrica filogenetik olarak da yakindan iliskili olan bir grup bakteriden olusmaktadir (Toy,
2018). Bu bakteriler, 6zellikle peynir ve yogurt olmak {izere bircok fermente gidalarin
tiretimine dahil edilmektedir (Ackermann, 2012) Laktik asit bakterileri (LAB) organik
asit, asetoin, diasetil, hidrojen peroksit, reuterin, antifungal peptitler ve bakteriyosinler
gibi c¢ok cesitli antimikrobiyal bilesikleri iiretebilme yetenegine sahip oldugu igin
ozellikle son 15 yildir gida koruyucusu olarak kullanim ac¢isindan ilgileri iizerine
cekmistir (Dinger ve ark., 2009) Gida tiriinlerinde yogun olarak kullanilan LAB, FDA
(Food and Drug Administration) tarafindan GRAS (Generally Recognized as Safe,
genellikle giivenli olarak tanimlanan) statiisiinde yer almaktadir (Turhan ve Enginkaya,
2016).

Probiyotikler genellikle fermente siit {iriinleri veya gida takviyeleri gibi gida
maddelerinin bilesenleri olup, yeterli miktarda alindiklarinda, konak¢inin sagligi tizerine
olumlu etkileri bulunan, patojen olmayan canli mikroorganizmalardir (Altuntas ve ark.,
2017). Probiyotik mikroorganizmalarin en 6nemli grubunu laktik asit bakterileri
olusturmaktadir.

Giliniimiizde probiyotik iceren gidalarin {iretimi ve tiikketimi git gide artmaktadir.
Bu sebepten dolay1 6zellikle son yillarda probiyotik ¢aligsmalara olan ilgi dikkatleri
tizerine ¢cekmektedir.

Yapmis oldugumuz calismada Azerbaycan’in yoresel siit tirlinlerinden Laktik Asit
Bakterilerinin izolasyonu, tanimlanmasi ve probiyotik &zelliklerinin belirlenmesi

hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Siit Ve Siit Uriinleri Hakkinda Genel Bilgi

Hayvansal gidalar igerisinde insan sagligimi 6nemli yonde etkileyen besinler
arasinda siit ve siit tirtinleri de yer almaktadir (Kurtoglu, 2018).

Siit: Bir veya daha fazla inek, keci, koyun veya mandanin sagilmasiyla elde edilen,
kolostrum disindaki meme bezi salgisidir (Teblig No: 2000/ 6). Fizikokimyasal agidan
siit, bir lipit globiilleri emiilsiyonu ve 6zellikle laktoz igeren bir karbonhidrat ¢ozeltisi
icindeki kolloidal bir protein ve mineral agrega siispansiyonudur (Altomonte ve ark.,
2018). Siit ve siit iiriinleri, bir b-galaktosid bag: ile bagl galaktoz ve glukozdan yapilan
disakarit laktoz igerir (Zingone ve ark., 2017). Siit zengin bir besin kaynagidir ve
viicuttaki fizyolojik siirecleri artiran bircok biyoaktif bilesen igerir (Khan ve ark., 2019).
Siitlin enerji icerigini yaglar, karbonhidratlar ve proteinler olusturmaktadir. 100 ml siitte
65 kal, 3,8 g yag, 4,7 g karbonhidrat ve 3,3 g protein bulunmaktadir (Sahindz ve Ozdemir,
2017).

Siit, ozellikle mikrobiyal bozulmaya kars1 hassas, ¢ok kolay bozulabilir bir
maddedir. 19. ylizyilin sonunda siitiin korunmasini ve giivenligini arttirmay1 amaclayan
1s1l islemlerin gelistirilmesinden dnce, siit fermantasyonu gibi geleneksel islemler siitiin
bozulmasin1 6nlemek i¢in kullanilmistir. Giiniimiizde siit, ¢esitli modern isleme
teknolojilerini kullanarak ¢ok ¢esitli siit tirlinlerine doniistiiriilmektedir. Fermente siitler,
ozellikle yogurt, peynir gibi siit tirlinleri ilgili beslenme ve saglik yararlar1 nedeniyle,
biiyiik olgiide artan tiiketim seviyesine sahiptir (Brisson ve Singh, 2013).

Yalniz siitten iiretilen ve igeriginde izin verilen katki ve aroma maddeleri ile
iretimde gerekli diger bilesenleri igeren Uriinler siit iirlinleri olarak adlandirilmaktadir
(Teblig No: 2000/ 6). Yogurt, peynir, tereyagi, kefir ve siit tozu gibi siitten yapilan
besinler siit ve siit iiriinleri grubunda yer almaktadir. Bu besinler, kalsiyum, fosfor,
protein, B2 vitamini ve B12 vitamini olmak fiizere birgok besin 6gesinin Onemli
kaynagidir (Kart ve Demircan, 2014).

Yogurt, fermantasyon sirasinda Streptococcus salivarius subsp thermophilus (S.
thermophilus) ve Lactobacillus delbruecki subsp bulgaricus’un (L. bulgaricus) ozel
olarak simbiyotik kiiltiirlerinin asilanmasiyla iiretilen fermente bir siit iiriinii olarak
bilinmektedir (Bostan ve ark., 2017). Hem aromas1 hem de kendine 6zgii lezzeti igin

diinyanin birgok iilkesinde yaygin olarak tiiketilmektedir.



Peynir; siitlin, peynir mayasi (rennin enzimi) veya organik asitlerle pihtilastirilarak,
peyniralti suyunun ayrilmasindan sonra pihtinin kesilmesi ve tuzlanmast ile elde edilen
fermente siit iriintidiir (Kanak ve ark.,2018).

Peynir bilesiminde viicudumuz tarafindan sentezlenemeyen ve disaridan alinmasi
gereken esansiyel aminoasitler yer almaktadir. Peynir, kalsiyum ve fosfor igerigi
yoniinden de 6nemli bir gidadir, ayn1 zamanda %10-30 oraninda protein igermektedir.
Ayrica, yag oranina bagl olarak degisen miktarlarda yagda ¢6ziinen vitaminler (A, D, E,
K) ve suda ¢6ziinen vitaminler (B2, B6, B12) i¢in kaynak sayilabilecek bir siit tirtintidiir
(Kaynar, 2011).

Cesitli fermente gida triinleri arasinda, siit lirtinleri uygun, stabil ve besleyici
saglik gidalar1 olarak popiilerdir. Laktik Asit Bakterileri, siit fermantasyonlarinda
kullanilan en yaygin baslangic kiiltiirleridir. Bununla birlikte, birkag siit bazli {iriinde,
ikincil veya yardimcr kiiltiirler olarak adlandirilan ek bakteriler, iirin lezzetini ve
dokusunu etkilemek i¢in siklikla kullanilir.

Peynir iiretiminde kullanilan en yaygin baslangi¢ kiiltiirleri Lactococcus lactis
subsp. Lactis, Lc. lactis subsp. Cremoris, S. thermophilus, L. helveticus ve L. delbrueckii
subsp. Bulgaricus'tur (Amalaradjou ve ark., 2017).

Peynir teknolojisi agisindan laktik asit bakterilerinin teknolojik 6neme sahip
mikroorganizmalar olarak tanimlanmasinda; bu mikroorganizmalarin aroma gelistirme
yeteneginin olmasi, bakteriyosin ve ekzopolisakkarit olusturabilmeleri, bakteriyofajlara
olan direnglilikleri, laktoz ve sitrat metabolizmalari, antibiyotik ve agir metallere
direngleri dikkate alinmaktadir (Ertiirkmen ve Oner, 2015).

Tablo 2.1’de bazi1 fermente siit triinlerinde bulunan laktik asit bakterileri

gosterilmistir:



Tablo 2.1. Bazi geleneksel fermente tiriinlerinde bulunan laktik asit bakterileri (Evren ve ark., 2011).

Baz1 geleneksel fermente iiriinlerinde bulunan laktik asit bakterileri

Uriin Laktik Asit Bakteri Adlar1

Peynir | Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus, S.cremoris, Lactobacillus helveticus ve
Lactobacillus delbrueckii, L. casei, L. paracasei, L. plantarum, L. rhamnosus, L. curvatus,
Pediococcus acidilactici, Pe. pentosaceus, Leoconostoc dextranicum, Leoconostoc
mesenteroides

Yogurt | Streptococcus therm ophillus ve Lactobacillus delbroeckii subsp. bulgaricus, Lactococcus
lactis ssp. lactis, Enterococcus faecium, Enterococcus durans, Lactobacillus delbrueckii
ssp. Lactis

Tereyag | Streptococcus salivarius ssp. thermophilus, Streptococcus sp., Lactobacillus delbrueckii
ssp. bulgaricus, Lactobacillus casei ssp. casei, Lactobacillus paracasei ssp. paracase,
Enterococcus faecium, Leuconostoc pseudomesenteroides (Leuconostoc mesenteroides ssp.
dextranicum), Leuconostoc gelidum (Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides),
Weissella paramesenteroides (Leuconostoc paramesenteroides)

Kefir L. bulgaricus, Streptococcus lactis, S. durans L. cellobiosis, S. avium, S. cremoris,
Lactobacillus kefir, Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus kefirgranum,
Lactobacillus parakefir, L.brevis, L. plantarum, L. helveticus, L. acidophilus, L.
delbrueckii, L.rhamnousus, L. casei, L. paracasei, L. fructivorans, L. hilgardi, L.
fermentum, L. viridescens, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Streptococcus thermophilus,
Leuconostoc sp., Leuconostoc mesenteroides

2.2. Probiyotikler
2.2.1. Probiyotiklerin tanim ve tarihgesi

Probiyotikler; insanlarin veya hayvanlarin dogal mikroflorasina ait 6zellikleri
gelistiren, tiiketilmeleri sonucunda agizda, gastrointestinal sistemde, iist solunum
yollarinda ya da iirogenital kanallarda yararlh etkileri ile konak¢inin sagligini 1y1 yonde
etkileyen tek veya karisik canli mikroorganizma kiiltiirleri olarak bilinmektedir (Kivang,
2018).

Probiyotik terimi, son yillarda gidalarda kullanimi ve tiiketimi ile sik-sik karsimiza
¢ikan bir kavramdir. Gegen yiizyilin baginda mikroorganizmalarin saglik itizerindeki
etkilerini gosteren calismalarin, “Probiyotik” kavramimin gelistirilmesinin temeli
olduguna inanilmaktadir. Bagirsak mikrobiyotas1 ve geleneksel olarak fermente edilmis
gidalarda veya dogal kaynaklarda bulunan mikroorganizmalar da dahil olmak iizere, bu
canlilarin saglik yararlari lizerine birgok aragtirma yapilmistir (Xiao ve ark.,2014).

Insan sindirim sistemi, kanal igindeki yere gore degisiklik gosteren bircok
mikrobiyal cesitlilige sahip zengin bir ekosistem barindirir (Giraffa, 2014). Dort yiizden
fazla bakteri tiirii, insanin bagirsak kanalinda bulunur ve bu da onu ¢ok gesitli bir

ekosistem yapar (Hussem, 2017). Insan bagirsaginda ¢ok sayida mikroorganizma



bulunmasina ragmen, sadece birkag mikroorganizma tiirii probiyotik 6zelliklere sahiptir
(Fernando ve Flint, 2012).
Probiyotik terimini ilk kez Alman bakteriyolog ve besin bilimcisi olan Werner

Georg Kollath kullanmistir. Saglikli yasam i¢in mutlaka gerekli olan maddeler igin

' "

onerdigi “Probiotika” terimi, Yunanca

tiremistir (Yurdakok, 2013). 1965 yilinda Lilley ve Stillwell probiyotiki " bagka bir

' yasam i¢in " anlamina gelen iki kelimeden
mikroorganizmanin biiylimesini uyaran mikrobiyel bir madde " olarak tanimladi (Xiao ve
ark.,2014). Robert B. Parker 1974’de probiyotikler i¢in “bagirsak mikrobiyal dengesini
saglayan maddeler” seklinde bir tanimlama getirdi (Yurdakok, 2013). 1989'da Fuller,
probiyotikleri “Bagirsak mikrobiyal dengesini gelistirerek sagligi olumlu yonde etkileyen
canli bir mikrobiyel besin takviyesi” olarak yeniden tanimladi ve bu uzun zaman en
yaygin kullanilan probiyotik tanimi olmustur (Xiao ve ark.,2014). 1992’de Robert
Havenaar ve Jos H. Huis in’t Velt probiyotikleri “bagirsak mikroflorasinin 6zelliklerini
diizelten tekli veya ¢oklu canli mikroorganizmalar” olarak tanimladi (Yurdakok, 2013).

Gida ve Tarim Orgiitii ve WHO, probiyotikleri “yeterli miktarda uygulandiginda,
konaga saglik yarar1 saglayan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlamaktadir
(Tomaro-Duchesneau, 2014).

Probiyotikler giiniimiizde; temel beslenmenin yaninda yeterli miktarda alindigi
zaman, insan sagligin1 olumlu yonde etkileyen yasayan mikroorganizmalar olarak kabul

edilmektedir (Alp, 2017).
2.2.2. Probiyotiklerde aranan kriterler

Probiyotik mikroorganizmalarda aranan 6nemli kriterlerden biri insan kaynakli
olmasidir, yani suslar ya bagirsak duvarindan ya da bagirsak iceriklerinden izole
edilmelidir. Zira insan gastrointestinal sistemi genellikle ndtr ve anaerobik bir ortam
oldugu i¢in, kommensal bakteri izolatlari, bitki materyali kaynaklarindan veya hayvan
gastrointestinal yolundan alinanlara kiyasla diisitk pH’ya sahiptir ve oksijene nispeten
daha duyarli olma egilimindedir. Bu 6zellikler, ayn1 zamanda fermente siitte hayatta
kalma oraninin ytiksek tutulmasi gibi endiistriyel uygulama i¢in baz1 teknik 6zellikleri
kapsayabilir (Xiao ve ark.,2014).

Taksonomik olarak tanimlanmis bir mikroorganizma veya mikroorganizmalarin
kombinasyonu olmalidir. Ciinkii probiyotik etkilerin susa 6zgii oldugu bilinmektedir.

Gida ile alinan probiyotiklerin bagirsak sistemine canli olarak ulagmasi onemli

ozelliklerden biridir, yani gastrointestinal kanalda canlilifint koruyabilmelidir. Ayrica
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gida maddesi en az 10° koloni/g ve daha fazla sayida canli probiyotik bakteri icermeli ve
icinde bulunduklart gidanin tiretimi ve raf omrii siiresince canli kalabilmelidir (Sezen,
2013). Probiyotik olarak kabul olunan mikroorganizma kullanim amaci ig¢in giivenli
olmal1 ve hedef konagin iizerinde saglik yararlar1 gegmisine sahip olmalidir. Probiyotik
tirin tiretiminde kullanilan susun teknolojik 6zelliklerinin uygun olmasi gerekmektedir
(Alp, 2018).

Insan saglig1 g6z dniinde bulunduruldugunda probiyotik mikroorganizmanin toksik
olmamas1 ve transfer edilebilir antibiyotik direng genleri icermemesi oldukc¢a 6nemli
kriterlerdendir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2016).

Probiyotikler bagirsagin epitel dokusuna uymali, konak¢inin bagirsak epiteline
yapismak yetenegine sahip olmalidir (Fernando ve Flint, 2012).

Yukarida saydigimiz Ozellikler disinda Probiyotik susda aranan temel
gereksinimler arasinda “aside ve safraya toleransli olmak, patojen olmamak ve patojenik
bakterilere karsi antagonistik bir aktivite gostermek™ gibi kriterler de yer almaktadir

(Musikasang ve ark.,2009).

Tablo 2.2. Probiyotik bakteri kriterleri

Probiyotik bakterilerde aranan kriterler

[E

Insan kaynakli olmali
Asidik kosullara ve safra tuzlarma karsi dayanikli olmal
Insan sindirim sistemi epitelyum yiizeyine yapisma 6zelligi iyi olmali

Sindirim sisteminde kolonize olabilmeli

2

3

4

5  Patojen olmamali
6  Patojen bakterilere kargi antagonist etki gdstermeli
7 Antimikrobiyal maddeler iiretebilmeli

8  Bagisiklik sistemini iyilestirmeli

9  Hizli metabolize olmali ve hizli gelisebilmeli

10 isleme ve depolama sirasinda canliliklarini koruyabilmek

11 Gidalarda giivenle kullanilabilmeli

2.2.3. Probiyotik olarak kullamilan mikroorganizmalar

Saglik {izerine yararl etkileri bilinen ¢esitli probiyotik sus i¢eren ticari probiyotik

driinler mevcuttur. Probiyotik mikroorganizmalar arasinda daha yaygin olani



bakterilerdir, ayn1 zamanda mayalar ve filamentli mantarlardir (Tomaro-Duchesneau,
2014).

Glinimiizde c¢ogunlukla kullanilan probiyotik bakteri Lactobacillus ve
Bifidobacterium tiiriine ait olup bunlarin disinda Enterococcus, Streptococcus,
Escherichia coli ve Saccharomyces tiirleri gibi mikroorganizmalar probiyotiklerin bazi

ozelliklerine sahiptir. Tablo 2.3 ‘de farkl: tiirlere ait olan probiyotik suslar gosterilmistir.

Tablo 2.3. Probiyotik mikroorganizmalar (Kavas, 2007).

Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar

Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus cellebiosus
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus lactis
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus reuterin
Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei
Lactobacillus Spp.
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus fermentum
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus johsonli
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus helveticus

Lactobacillus salivarius, Lactobacillus gasseri

Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium Spp. | Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis

Bifidobacterium longum, Bifidobacretium thermophilum

) Bacillus subtilis, Bacillus pumilus, Bacillus lentus
Bacillus Spp.
Bacillus licheniformis, Bacillus coagulans, Bacillus cereus

Pediococcus cerevisiae, Pediococcus acidilactici
Pediococcus Spp.
Pediococcus pentosaceus

Streptococcus cremoris, Streptococcus thermophilus
Streptococcus Spp. Streptococcus intermedius, Streptococcus lactis
Streptococcus diacetilactis

Bacteriodes capillus,Bacteriodes suis
Bacteriodes Spp.
Bacteriodes ruminicola, Bacteriodes amylophilus

Propionibacterium Propionibacterium shermanii

Spp. Propionibacterium freudenreichii

Leuconostoc Spp. Leuconostoc mesenteroides




Tablo 2.3. (Devami) Probiyotik mikroorganizmalar (Kavas, 2007).

Probiyotik Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar

Kiifler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces boulardii,
Mayalar . ;
Candida torulopsis

2.2.4. Probiyotiklerin saghk iizerine etkileri ve klinik ozellikleri

Gliniimiizde, sagligin korunmasinda ve gelistirilmesinde probiyotiklerin kullanimi
cok dikkat ¢cekmektedir. Probiyotiklerin insan sagligi iizerindeki etkileri, in vitro, in vivo
veya klinik calismalardan elde edilebilir (Xiao ve ark.,2014). Probiyotikler, saglikli
gastrointestinal fonksiyon ve konakgr beslenmesinde yararl etki i¢in esastir. Bagirsak
florasinin etkisi, patojenlere karsi korunma ve bagisiklik sisteminin gelistirilmesi de
dahil, hayati faydalar saglar. Probiyotikler ayrica ¢evre dostu bir tedavi yontemi olarak
kabul edilir (Muthukumar ve Kandeepan, 2015).

Probiyotikler, alerji, kardiyovaskiiler hastaliklar, enflamatuar barsak hastaligi,
irritabl barsak sendromu, metabolik sendrom ve periodontit gibi oral hastaliklar bir dizi
saglik bozuklugunda arastirilmistir. Probiyotik bakterilerin bagirsak mikrobiyotasini
degistirebilecegi ¢esitli mekanizmalar mevcuttur. Bu mekanizma, hidrojen peroksit,
organik asitler ve bakteriyosinler gibi patojen inhibe edici maddelerin iiretilmesini igerir.
Probiyotik bakterilerin ayni zamanda bagirsak epitel hiicrelerinde patojen yapisma
bolgelerini bloke ettigi gosterilmistir. Ayrica probiyotik bakterilerin, 6zellikle Gram
pozitif / Gram negatif oraninin artmasiyla bagirsak mikrobiyotasini degistirdigi de
kanitlanmistir. Arastirmalar, bu orandaki bir azalmanin, sistemik enflamasyona katkida
bulunan yaglanma, hepatik trigliserit birikimi, karaciger yaglanmasi, diyabet ve artan
lipopolisakkarit seviyelerine (Gram-negatif bakterilerden kaynaklanan) bagli oldugunu
gostermistir (Tomaro-Duchesneau, 2014).

Probiyotik bakterilerin dis c¢lirigli lizerinde de etkisi oldugu gdoriilmiistiir.
Probiyotiklerin dis ¢iirtigii lizerinde faydali bir etkiye sahip olabilmesi icin, dis
ylzeylerine yapisabilmeli ve biyofilm olusturan bakteriyel topluluklara entegre
olabilmelidir. Ayni zamanda karyojenik bakterilere antagonistik etki gostererek
¢ogalmasini 6nlemelidir (Kivang, 2018).

Probiyotik mikroorganizmalarin insan sagligina katkida bulundugu diger 6nemli

etkiler arasinda laktoz intolerans1 ve kabizlik semptomlarinin hafifletilmesi, gesitli tip
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diyarelerin 6nlenmesi ve tedavisi, immiin sistemin uyarilmasi gibi etkiler yer almaktadir
(Sezen, 2013). Probiyotik bakterilerin fizyolojik etkileri iizerinde yapilan birkag
arastirmalar diyare, laktoz intoleransi ve kolon kanserini dnleyici etki i¢in gerekli dozun
10°-10% (9 —10 log10) kob/giin oldugunu gostermistir (Kus, 2010).

Kolon mikroflorasi i¢indeki probiyotik mikroorganizmalar, kanserojen maddeleri
kansere donistiirebilen bagirsak bakteriyel enzimlerini inhibe ederek anti-kanserojen
etkiye aracilik edebilir. Probiyotikler bu aktiviteyi asagida yazilan {i¢ mekanizmadan biri
ile etkilenebilecegi one siiriilmiistiir:

e Prokarsinojenleri yok ederek,
e Prokarsinojenik bir enzimin aktivitesini modiile ederek,
e Tiimor baskilanmasi ile

Deneysel ve epidemiyolojik c¢alismalar, siitliin mayalanmasinda rutin olarak
kullanilan bakteri kiiltlirlerinin, bazi tiimorlerin ve tlimor hiicrelerinin biiylimesini
Onleyerek bazi kanser tiirlerinin riskini azaltabilecegine dair baz1 kanitlar saglar (Okuklu,
2014).

Yukarida belirtildigi gibi probiyotiklerin diyare vakalarinda, basarili oldugu
gosterilmigtir. Ayrica, Laktobasil’lerin trettigi B-galaktosidaz enziminin, bu enzimin
edinim eksikligi olan kisilerde diyarenin Onlenmesinde yararli olabilecegi de One
stiriilmiistiir (Samanje, 2018).

Probiyotiklerin uygulanmasi, saglikli ve hastalikli bireylerde spesifik ve spesifik
olmayan bir dizi konak¢1 immiin yanitin olusmasina yol agmaktadir. Buna 6rnek olarak
periferal kan l6kositleri ve natural killer hiicre aktivitesi ve fagositik etkinliginin
artmasin1 gosterebiliriz. Ayn1 zamanda non-spesifik salgisal IgA ve spesifik antikor
tepkilerinin 6zellikle mukozal IgA’nin uyarildigi gézlemlenmistir (Alp, 2017).

Probiyotiklerin 6zellikle Lactobacillus salivarius®un, kronik gastrit, peptik iilser ve
mide kanserine yol acan Helicobacter pylori“nin aktivitesini ve kolonizasyonunu
engelleme yetenekleri arastirilmistir. Insan ve hayvanlar {izerinde yapilan arastirmalar
sonucu probiyotiklerin veya probiyotik son triinlerinin H. pylori enfeksiyonlarimi
durdurabilecegini gostermistir (Oral, 2015).

Birgok arastirmaci, probiyotiklerin kolesterol diisiirticii etkilere sahip oldugunu 6ne
sirmiistiir. Bu etkinin mekanizmas1 kesin olarak agiklanamamistir. Mekanizmay1
aciklamaya calisan iki hipotez vardir. Bunlardan biri, bakterilerin dogrudan kolesterolii

hiicre zarina baglayabilmesi veya igerebilmesidir. Digeri, safra tuzu hidroliz enzimleri,
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kolesteroliin parcalanmasiyla sonuglanan safra tuzlarinin dekonjilitasyonunu saglar
(Yavuzdurmaz, 2007).

Probiyotiklerin  bagisiklik  sisteminin  dengesini ve  Sitokin  sentezini
diizenlenleyerek iltithabi veya alerjik reaksiyonlarin azaltilmasinda da 6nemli rol
oynadiklari bilinmektedir (Tok ve Aslim, 2007).

Probiyotiklerin etki mekanizmalarinin {i¢ sekilde oldugu diisiiniilmektedir:

e Antimikrobiyel bilesikler iireterek, besin elementleri ve kolonizasyon bolgeleri

icin rekabet ederek patojen ve zararli bakterilerin sayilarini azaltmak,

e Sindirim sistemini tesvik eden enzimlerin tiretimi, amonyak, aminveya toksik
enzimlerin {retiminin azaltilmasi ve bagirsak duvarimin fonksiyonlarinin
tyilestirilmesi ile mikrobiyel metabolizmay1 (enzimatik aktiviteyi) degistirmek,

e Antikor diizeyinin ve makrofaj aktivitesinin artirilmasi ile bagisiklik sistemini

iyilestirmek (Giilgor ve Ozgelik, 2014).

Tablo 2.4. Probiyotiklerin etki mekanizmalar: (Kesepara, 2018).

Probiyotiklerin etki mekanizmasi

Mutajenlerin baglanmasi/inhibisyonu
Prokarsinojenlerin aktif karsinojenlere doniisiimiiniin
inhibisyonu

Prokarsinojeni bakterilerin gelisiminin baskilanmasi

Kanser Onleyici Etki ATSINOJENT HAKECTICTY
Karsinojenlerin emiliminin azaltilmast

Immiin fonksiyonlarin arttirilmasi

Safra tuzu konsantrasyonu iizerine etki

Beyaz kan hiicrelerinin fagositik aktivitelerinin arttirilmasi
Enfeksiyon ve tiimor olusumuna karsi spesifik olmayan
savunma mekanizmasinin giiclenmesi Antijene spesifik immiin
yanita yardim Ig A iiretiminin artirilmast

Immiin Sistemin Diizenlenmesi

Laktoz Sindirimine Katki Bakteriyel B-galaktosidaz ile laktozun sindirimi
H. pylori inhibitérlerinin {iretimi (laktik asit, bakteriyosinler
gibi)

Enfekiyonun Tedavisi/Korunmasi H pylori iireaz aktivitesinin azaltilmasi

Helicobacter pylori

Bakteriyel hiicreler araciligiyla kolesteroliin asimilasyonu
Bakteriyel asit hidrolazlari ile safra tuzlarmin dekonjugasyonu

Kalp hastaliklarinin 6nlenmesi ve Bakteri duvarina kolestrol baglanmasi

kan kolestrol seviyesine etki Hepatik kolesterol sentezinin azaltilmasi ve/veya kolesteroliin

bakteriyel kisa zincirli yag asitleri tiretimi ile plazmadan
karacigere taginmast
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Tablo 2.4. (Devami)Probiyotiklerin etki mekanizmalar: (Kesepara, 2018).

Probiyotiklerin etki mekanizmasi

Alerji Antijenik maddelerin dolagim sistemine ge¢isinin 6nlenmesi

Bagirsak flora populasyonlari tizerine etki
Bagirsak mukozasinda agregasyon ile diger patojenlerin
baglanmasinin 6nlenmesi

Enterik patojenlere kars: direng Bagirsak ortammin patojenlere uygun olmayan kosullara
degisimi (bakteriyosin, pH, kisa zincirli yag asitleri)
Bagirsak miisin {retimine etki ile patojenlerin tutunmasinin
engellemesi

Saglik {tzerindeki yararli etkileri klinik deneylerle kanitlanmis ve ticari
preparatlarda yaygin olarak kullanilan mikroorganizmalardir arasinda L. acidophilus, L.
casei Shirota, Lactobacillus GG, L. johnsonii Lj1, L. reuteri ve B. lactis Bb12 tiirleri yer
almaktadir (Giil, 2015).

Tablo 2.5. Bazi Probiyotik suslarimin klinik etkileri (Unver, 2014).

Probiyotik mikroorganizmalarin klinik 6zellikleri.

Cocuklarda rotaviriis diyarenin énlenmesi

Cesitli diyarelerin yetigkenlerde ve ¢ocuklarda dnlenmesi ve tedavisi

Lactobacillus rhamnosus Cocuklarda solunum yolu enfeksiyonlarinin azaltilmasi

GG Alerji olma riski yiiksek ¢cocuklarda atopik dermatit hastaliginin
engellenmesi, iirogenital sistemin korunmasi, bagirsak gegirgenliginin

azaltilmasi, bagigiklik sisteminin gii¢lendirilmesi

Bagirsak florasinin diizeltilmesi ve dengelenmesi, Bagisiklik sisteminin

Lactobacillus johnsonii gelistirilmesi,

(acidophilus) LA-1 Helicobacter pylorie tedavisinde kullanim,

Diyarenin 6nlenmesi, intestinal floranin diizenlenmesi

Bifidobacterium lactis Bb- | immiin sistemin gelistirilmesi, kabizlig1 dnleyici etki, kanda kolesterol

12 seviyesini diisiirme

] . Bagisiklik sisteminin gelistirilmesi, HIV pozitif bilesenleri tolere
Lactobacillus reuterin ] ) ) )
edebilme, ¢ocuklarda diyarenin dnlemesine yardimei1 olma

Lactobacillus casei Instestinal floranin gelistirilmesi, mesna kanserine kars1 yardime1 olma

. Intestinal floranm korunmast, fekal kisa zincirli yag asidi miktarinin
Lactobacillus plantarum ] _
uygun seviyeye gore diistiriilmesi

. Antibiyotiklerin neden oldugu diyarenin dnlemesine yardimci olma, Cl.
Saccharomyces boulardii

Difficile kaynakli kolit tedavisinde kullanim
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2.2.5. Prebiyotikler

Gibson ve Roberfroid 1995 yilinda prebiyotigi “kolondaki bir veya simirli sayidaki
bakterinin aktivitesini ve biiylimesini uyararak konagi faydali olarak etkileyen ve sonug
olarak konagin sagligini gelistiren sindirilemeyen gida katkis1” olarak tanimlamigtir
(Ozyurt ve Otles, 2014). Prebiyotik tanimi farkli yillar igerisinde ¢ok kez degisime
ugramistir ve en son 2017 yilinda, Uluslararasi Probiyotik ve Prebiyotik Bilimsel Dernegi
(ISAPP- International Scientific Association for Probiotics and Prebiotics) tarafindan,
konagin bagirsak mikrobiyotasindaki mikroorganizmalar tarafindan secici olarak
kullanilan ve saglik {izerine yararli etkileri olan substratlar olarak tanimlanmistir
(Nabizadehasl, 2018).

Giliniimiizde "prebiyotikler" kalin bagirsaklarda fermente olabilen ve non-patojen
bakterilerin besin kaynag1 olan besinsel-lifler olarak bilinmektedir (Ilkgiil, 2005).

Bir besin bileseninin prebiyotik 6zellik tasiyabilmesi i¢in;

e Konakg¢iin sagligi iizerinde olumlu etkileri olmali,

e Bir veya kisith sayida olmak {izere daha ¢ok bakterinin ¢ogalmasini uyarmali,

e Kolon mikroflora bakterileri tarafindan hidrolize edilebilmeli (Tasdemir, 2017)

e (astro-intestinal sistemin {ist bolgelerinde hidrolize ve absorbe edilmemeli,

e Mide asidine ve ince bagirsaktan emilime diren¢ gosterebilmeli

e Bagirsak mikrobiyotasinda Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri tarafindan

selektif olarak fermente edilebilmelidir (Kiyak, 2018).

Prebiyotikler temel olarak gastrointestinal kanalda faydali bakteriyel biiylimeyi
tesvik eden oligosakaritlerden olusur. Prebiyotik oligosakaritler, laktik, asetik ve diger
kisa zincirli organik asitlerin tiretiminden sorumlu olan segici bakteri tiirlerine gerekli
enerjiyi saglayabilmektedir. Bu oligosakaritler, esas olarak mannan oligosakaritler
(MOS), FOS (kisa zincirli fruktooligosakaritler, scFOS dahil) ve trans-
galaktooligosakaritler (galaktooligosakaritler, GOS dahil olmak iizere TOS) seklindedir
(Lauzon ve ark., 2014).

Yaygin olarak bilinen prebiyotikler:

e Oligofruktoz
e [Iniilin
o Galacto-oligosakaritler

e Lactulose
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e Anne siitii oligosakaritleri’dir. (Guarner ve ark., 2011).
Prebiyotikler iniilin tipli fruktanlar yani dogal iniilin, enzimatik hidrolize edilmis

iniilin veya oligofruktozlar ve sentetik fruktooligosakkaritler olarak siiflandirilir

(Elaltunkara, 2018).

Tablo 2.6. Prebiyotiklerin konuk¢u icin yararl etkinlikleri (Uthan, 2018); (Tuncay, 2016)

Prebiyotiklerin konukcu icin yararh etkinlikleri Kaynak

Yararl1 bakterilerin gelisimini destekleyip patojenik bakterilerin gelisimini engelleme

Glukoz absorpsiyonunu yavaslatma ve insulini diigiirerek kan sekeri direncini gelistirme

Kisa zincirli yag asitlerinin (short chain fatty acids (SCFA)) arttirma

Yag profilini gelistirme, koroner kalp hastalig1 riskini diistiren HDL kolesterolii arttirma,
LDL kolesterol ve trigliseridi diisiirme

Intestinal duvarda iltihaplanmay1 ve sizintili bagirsak sendromunu énleme

Enfeksiyonlardan koruyarak bagisiklik sistemini diizene sokma ve alerji, egzama, astim
ve ciddi otoimmiin hastaliklardan korunmaya yardimeci olma

8T0¢ Ueyin)

Gastrointestinal bolgenin mukozal alanina yararli olan ve besin saglayan propiyonat ve
biitirat gibi kisa zincirli yag asitlerindeki ¢6ziinebilir liflerin intestinal fermentasyonunu
uyarma

Kalsiyum ve diger minerallerin emilimini arttirma,

Kolon pH'sin1 diislirme

Kolorektal kanser riskinin azaltma

[Itihaph bagirsak diizensizligi ve intestinal diizensizlikte olumlu etkilere sahip olma

Kisa barsakta ve ¢ekumda (kalin barsagin ilk kismi) Ig A seviyesini yiikseltme o3
Sodyum ve su emilimini arttirma E E
Vitamin sentezini gelistirme gibi 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir 2

Probiyotik ve prebiyotik kombinasyonu ise “sinbiyotik™ olarak adlandirilmaktadir.
Sinbiyotigin gosterecegi etki, probiyotik ve prebiyotigin tek bagina gosterecegi etkiden
daha fazladir. Bu nedenle fonksiyonel gida iiretim formiilasyonlarinda probiyotik ya da
prebiyotigin tek basina kullanilmalar1 yerine sinbiyotigin yer verilmesi onerilmektedir
(Sener ve ark., 2008).

2.3. Laktik Asit Bakterileri

Ilk kez 19. Yiizyil sonlarinda siitte koagulasyona ve fermantasyona yol agan
bakteriler laktik asit bakterileri olarak adlandirilmistir (Soran, 2018). Laktik Asit
Bakterileri (LAB), karbonhidrat fermantasyonunun ana metabolik son {iriinii olarak laktik
asit lireten bakterilerden olusan fonksiyonel bir mikroorganizma grubudur (Salvetti ve

ark., 2012). LAB genel olarak giivenli (GRAS) statiisiinde olup, filogenetik olarak
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oldukea yiiksek heterojeniteye sahip bakteriyel bir grup olarak tanimlanmaktadir (Goze,
2018). Bu bakteriler ¢ogunlukla hareketsiz ve spor olusturmayan (Sporolactocillus
inulinus hari¢), Gram-pozitif, katalaz-negatif, fakiiltatif olarak anacrobik (aerotolerant
anaerob), solunmayan basiller veya koklardir (Giindiiz, 2018). LAB gelisme sicakliklar
bakimindan termofil ve mezofil 6zellik gostermekte olup ayni zamanda 10-45 °C arasi
sicakliklarda, yiiksek tuz kon santrasyonlarinda gelisme ve asit veya alkali tolere etme
yeteneklerine sahiptirler (Evren ve ark., 2011).

LAB tiirleri siit ve siit lirtinlerinde, hayvan barsak mukozalarinda, bitkilerde-bitki
artiklarinda ve insanlarda gastrointestinal sistem gibi ¢ok ¢esitli ortamlarda bulunabilirler
(Oztiirk, 2019). LAB insan ve hayvan saghg iizerindeki yararli etkileri nedeniyle
probiyotik tiirler olarak, endiistriyel agidan fermente iirlinlerin olusumunda rol almalar1
nedeniyle starter kiiltiir olarak, fonksiyon icra etmektedirler (Demirbas, 2016). Laktik asit
bakterileri, fermente et, siit, meyve, sebze ve tahil irlinlerinin {retim ve
olgunlastirilmasinda 6nemli rol oynamalar1 nedeni ile gida teknolojisinde ¢ok biiyiik

onem tagimaktadir (Con ve Gokalp, 2000).
2.3.1. LAB smiflandirilmasi

Ik saf LAB kiiltiirii J. Lister tarafindan 1873'te elde edilen, Bacterium lactis
olmustur (Al-Bayati, 2014). LAB’mn ilk smiflandirmasimt fizyolojik o6zelliklere
(morfolojisi, ekolojisi ve 6zellikle optimal iireme sicaklari) dayanarak 1919 yilinda Orla-
Jensen olusturmustur. LAB Thermobacterium, Streptobacterium ve Betabacterium
olmak tizere li¢ taksonomiye ayrilmistir (Yoriik ve Giiner, 2011).

LAB, taksonomik olarak, morfolojik yapilarina, laktik asit konfigiirasyonlarina,
seker fermantasyonlarina, tuz, yag asitleri bilesimine, gelisme sicakliklarina ve DNA baz
dizisi gibi genetik kriterlere bagli olarak siniflandirilmaktadirlar (Sihca, 2012).

LAB arasinda en ¢ok incelenen ve kullanilan bakteriler, Firmicutes ve
Actinobacteria olmak tizere iki farkli filumda bulunur. Firmicutes filumunda, LAB' nin
en dnemli cinsleri Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus ve Weissella yer almaktadir ve bu bakterilerin hepsi Lactobacillales
ailesine ait olan diisiik GC igerikli organizmalardir (%31-49). Actinobacteria filumunda
ise LAB yiikksek GC igerigine (%58-61) sahip olan Bifidobacterium cinsine aittir
(Kazancigil, 2018).

LAB?’ leri karbonhidratlar1 farkli metabolik yollar kullanarak pargalamalar1 ve farkli

son iriinler olusturmalarina goére homofermentatif ve heterofermentatif LAB olarak iki
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farkli smifa ayrilir (Dalca, 2015). Homofermentatif grubun iirettigi tek fermantasyon
iriinii laktik asittir. Heterofermentatif grubun {iyeleri ise laktik asit, etanol ve CO:
tiretirler (Demir, 2014). Homofermentatifler, aldolaz enzimine sahiptir ve bu sebepten
glikozu, dogrudan laktik aside fermente edebilirler. Heterofermentatifler ise alternatif
pentoz monofosfat yolunu kullanarak, heksozu fosfoketolaz enzimi tarafindan pentoza
doniistiiriir. Heterofermentatifler, lezzet arttirici maddeler iiretmesi nedeniyle siit
endiistrisinde siklikla kullanilir (Ustok, 2007).

Homofermentatif laktik asit bakterileri Streptococcus ve Pediococcus cinslerini
icerir. Heterofermentatif laktik asit bakterileri ise Leuconostoc cinsi ile Lactobacillus
cinsinin bir alt grubu olan Betabacteria’dan olusur (Dursun, 2010).

Glikoz
|
l Homolaktik Heterolaktik l
Glikoz -6-P Glikoz -6-P
Fruktoz-6-P 6 fosfoglukonat
Fruktoz-1,6-DP Ribulaz-3-P
Gliseraldehit-3-P «——» Dihidroksiaseton-P Ksiloz-5-P
Gliseraldehit-3-P Asenl-P
2 Priivat
| |
l Priivat Asetaldehit
2 Laktat I l

Laktat Etonal

Sekil 2.1. LAB ’De Glikoliz (Diindar, 2017).

Fermantasyon sonucu ana {iriin olarak organik asit iireten bu bakteriler sitokrom
icermezler, elektron tagima sistemi bulundurmazlar ve enerji ihtiyaclarini substrat
diizeyinde fosforilasyon ile karsilarlar (Uyar, 2018).

LAB giiniimiizde yaygin fizyolojik siniflandirmaya goére 20 cinsten olusmakta olup
gida teknolojisi agisindan Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,

Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Sterptococcus, Tetragenococcus,
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Vagococcus ve Weissella cinslerine ait tiirlerden olusmaktadir (Zehir, 2017). (Ozkalp,
2018).

2.3.1.1. Lactobacillus

LAB gruplari arasinda en ¢ok ¢esitlilik gosteren grup Lactobacillus cinsine ait tiirler
oldugu bilinmektedir. Homo- ve hetero-fermentatif tiirler igeren bu genis grup, ayni
zamanda farkli ve ¢esitli morfolojik yapilara sahiptir (Arik, 2018). Lactobacilli cinsi,
fermantasyon Ozelliklerine gore geleneksel olarak {i¢ gruba ayrilan, 17 alttiirden olusan
175 taninmus tiirdi igerir:

e Zorunlu homo-fermantatif,

o Fakiiltatif hetero-fermantatif

e Zorunlu hetero-fermantatif.
(Lalanne ve ark., 2012).

Zorunlu homofermentatif qrupa “Lb. Delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. delbrueckii
subsp. lactis, Lb. helveticus ve L. Acidophilus”, Fakultatif heterofermentatiflere “L. casei
subsp. Casei”, Zorunlu heterofermentatiflere ise “L. Kefir” 6rnek gosterebiliriz (Hassan
ve Frank, 2001).

Bu gruba dahil olan bakteriler gram pozitif, katalaz negatif, anaerobik, spor
olusturmayan bakterilerdir ve genelde hareketsiz olsalar da bazi tiirleri flagellalara
sahiptirler. Cogu Lactobacillus cinsi bakteriler cogunlukla basil (kisa, dolgun ¢ubuklar,
uzun, ince cubuklar) sekillidir ancak bazi tiirleri farkli uzunlukta olup kokobasil
seklindedirler (Giiney, 2015). Genellikle gelisme sicakliklar1 5 ile 53°C arasinda, pH
araliklari ise 5,5 ile 5,8 arasinda degismektedir (Arslan, 2017).

Bu bakteriler genis yasam spektruna sahip olup fermente et, siit, meyve, sebze ve
tahil tiriinlerinde, insan gastrointestinal sistem ve vajinada yerlesirler. Bazi durumlarda
ara sira firsatg1r patojenler olabilirler (Goldstein ve ark., 2015). Lactobacillus cinsi,
fenotipik  Ozellikleri baz alinarak yapilan degerlendirmede Thermobacterium,
Steroptobacterium, Betabacterium seklinde ii¢ alt gruba ayrilmaktadir (Oztiirk, 2019).
Fenotipik tanimlamanin genellikle giivenilmez olmasi nedeniyle Lactobacillus tiirlerinin
tanimlanmasi, molekiiler yollarla (16S rRNA genleri) yapilir.

Birgok Lactobacilli, temel olarak asitlenme nedeniyle korunmaya katkida
bulunduklar i¢in, ayn1 zamanda essiz lezzet ve doku Ozelliklerine katkida bulunma

kapasiteleri nedeniyle gida ve yem iiriinleri ile iligkilidir (Lalanne ve ark., 2012).
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2.3.1.2. Lactococcus

Lactococcus cinsi nispeten yeni bir taksonomik gruptur. Mevcut taksonomik
gruplamalar organizmalarin fenotipik, biyokimyasal ve molekiiler 6zelliklerine dayanir.
Lactococcus lar, gesitli fermente gidalarda yararli mikroorganizmalar olarak
bilinmektedir (Biiylikyoriik, 2007). Bu mikroorganizmalar morfolojik olarak kiiresel
hiicrelerdir. Hiicreler genellikle kisa zincirlerde, ciftler halinde ortaya ¢ikar. Aym
zamanda tek hiicreler de bulunabilir. Lactococcus’/ar Gram pozitif, mikroaerofilik,
katalaz igermeyen hiicreler olup koruyucu ozellige sahiptirler (Vedamuthu, 2013).
Laktokok suslar1 en ¢ok siit endiistrisinde starter bakteriler olarak kullanilmaktadir (Tiikel
ve Akgelik, 2000). Lactococcus "lar cinsinin bes tiirii bilinmesine ragmen su anda sadece
Lc. lactis siit teknolojisinde kullanilir. Lc. Lactis’ in {ig alttiirii ayirt edilmistir: Lc. lactis
subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris ve Lc. lactis subsp. hordniae (Kazancigil, 2018).
Siit imalatinda sadece Lc. lactis subsp. lactis ve Lc. lactis subsp. cremoris 6nemlidir.
Lactococcus tiirlerinden L. lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris ve L. lactis ssp. lactis
biovar diacetylactis peynir, yayikalti, eksi krema ve yogurt gibi fermente siit iirtinlerinin
iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Basaran ve ark., 2004).

2.3.1.3. Enterococcus

Onceleri “fekal orijinli streptokoklar” olarak adlandirilan enterokok grubu
bakterileri ilk kez 1937 yilinda Sherman tarafindan tanimlanmistir (Ates, 2017). Bu
mikroorganizmalar insan ve hayvanlarda normal barsak florasinin 6nemli sakinleri olarak
bilinir (Yildirim, 2007). Enterokoklar tek tek veya cift olarak kisa zincirler halinde
bulunan Gram pozitif, katalaz negatif, fakiiltatif anaerob koklardir. Bu bakteriler 10-45°
C arasinda treyebilir, % 6.5’1ik NaCl’lii ortamda tliremeyi siirdiirebilir, 60° C’de 30
dakika canli kalabilir ve eskulini hidrolize edebilirler (Tok, 2006). Enterokoklar, 4,6-9,9
pH araliginda yasayabilir ve %40 oranina kadar safra tuzlarini tolere etmek yetenegine
sahiptirler (Glines, 2018). Enterokoklar ¢evre, gida ve klinik mikrobiyoloji agisindan
onemli laktik asit bakterileri olarak bilinmektedir (Diken, 2016). LAB grubunda yer alan
Enterococcus cinsi, bazi peynirlerinin olgunlagsmasi ve aroma gelisimine katkida bulunan
yardimer kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Enterococcus suslaridan bazilar1 E.faecalis ve E.
faecium suslar1 ¢ogu iilkelerde probiyotik olarak kullamlir (Isevi, 2011).

Enterokoklarin ayni zamanda tiriner sistem enfeksiyonlari, bakteriyemi, bakteriyel
endokardit, divertikiilit ve menenjit gibi 6nemli klinik enfeksiyonlara neden oldugu da

bilinmektedir (Giines, 2018).
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2.3.1.4. Leuconostoc

Leuconostoc tiirleri, gram-pozitif, katalaz, oksidaz ve PYR (L-pyrrolidonyl-b-
naphthylamide) negatif, alfa hemolitik veya hemolitik olmayan koklar olup, ¢ogunlukla
bitki ve sebzelerde, ¢evrede, daha az oranda da sarap ve siit lriinlerinde bulundugu
belirtilmektedir (Hatipoglu ve ark., 2008). Leuconostoc’lar laktik asit, etanol, asetat ve
CO02 tiretmek igin laktoz ve sitrat kullanan heterofermentatik laktik asit bakterileri olup
diasetil, asetoin ve 2, 3-biitandiol iiretme kapasiteleri nedeniyle, tereyagi ve krem
fermantasyonunda baslangig kiiltiir olarak kullanilir. Bu bakteriler proteolitik ve lipolitik
enzimlere sahip olduklari i¢in doku, lezzet, kimyasal bilesim, aroma ve fermente
iriinlerin diger bazi kalite kriterlerinde dikkate deger bir rol oynamaktadir (Ekinci ve ark.,
2018). Bu nedenle Leuconostoc’lar geleneksel peynirlerde tipik lezzetlerine katkida
bulunmak nedeniyle yardimci maddeler olarak da eklenebilirler (Cicotello ve ark., 2018).

2.3.1.5. Pediococcus

Pediococcus tiirleri karbonhidratlardan D- ve L-laktat iireten homofermentatif
Gram-pozitif, kok sekilli bakterilerdir (Ekinci ve ark., 2018). Pediococcus cinsine ait
tiirler tuza dayanikli tiirler olup %3.5 tuz konsantrasyonunda rahatlikla gelisebilmektedir.
Bu cinse ait tiirler asit iiretimlerinin yiiksek olmasi, tuza toleransli olmalar1 ve oldukca
genis bir sicaklik araliginda (7-45°C) gelisebilmeleri nedeniyle 6nemlidirler (Akepaer,
2015).

Pediococcus’lar dogal olarak mandira iiriinlerine, taze sebze, bira ve sarap gibi
fermente Uriinlerde, etlerde bulunmaktadir. Pediococcus’lar sebze ve etlerin
fermantasyonlarinin kontroliiyle iliskili olup peynirin olugmasinda ikinci flora gibi rol
almaktadirlar. Bu mikroorganizmalar sadece aromaya katkida bulunmayip, sekil ve renk
gelisimini de saglamaktadir (Biler, 2009). Pediococcus tiirleri diinyanin gesitli cografi
bolgelerinde geleneksel olarak iiretilen ¢edar, koyun siit peynirleri ve geleneksel olarak
tiretilen diger bazi ¢ig siit peynirlerinden izole edilebilir (Ekinci ve ark., 2018).

Giliniimiizde Pediococcus cinsinde taninan 11 tiir bulunmaktadir. Bunlar: P.
asidilaktik, P. argentinicus, P. Cellicola, P. claussenii, P. damnosus, P. etanolidiiranlar,
P. inopinatus, P. parvulus P. pentosaceus (alt tiir pentosaceus ve intermedius), P.

siamensis ve P stilesii tiirleridir (Wade ve ark.,2018).
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2.3.2. Antimikrobiyal maddeler hakkinda genel bilgi

Antimikrobiyal gida katki maddeleri, gidalardaki bozulmalarin geciktirilmesi ve
gidalarda treyebilecek mikroorganizmalarin gelisimini engellemek amaci ile gidalara
ilave edilmektedir. Gida endiistrisinde en yaygin olarak kullanilan antimikrobiyal gida
katk1 maddeleri arasinda nitrit ve nitrat bilesikleri, kiikiirtdioksit ve ¢esitli siilfitler, nisin,
benzoik asit ve tuzlari, sorbik asit ve tuzlari, propiyonik asit ve tuzlari, asetik asit ve
asetatlar gibi antimikrobiyaller yer almaktadir (Oztiirkcan ve Acar, 2017). Son yiizy1lin
ortalarindan itibaren besinleri koruma ve raf 0mriinii uzatmak amaciyla gida iiretiminde
ticari sentetik maddelerin kullanilmasina izin verilmistir. Lakin son yillarda insanlar,
sentetik katki maddelerinin tiikketimiyle iliskili hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ve sagligi
olumsuz yonde etkilemeleri nedeniyle bu maddelerin kullanimi konusunda ciddi
endiselerini dile getirmisler ve bu da dogal maddelerin gida koruyucu olarak kullanilmasi
konusuna ilgiyi bir hayli arttirmistir. Mikroorganizmalarin mevcut koruyucu maddelere
kars1 gelistirdikleri diren¢ dogal kaynakli besin koruyucular olarak kullanilmasina izin
vermektedir (Hasimi ve ark., 2015).

Gida enddistrisinde kullanilan dogal antimikrobiyal maddelere esansiyel yaglari
ornek gosterebiliriz. Bu yaglar eterik veya ugucu yaglar olarak da isimlendirilir. Esansiyel
yaglar bitkilerin kok, kabuk, yaprak, meyvelerinden farkli ekstraksiyon yontemleri
kullanarak elde edilen ve oda sicakliginda sivi halde olan maddelerdir (Korkmaz, 2018).

Gliniimiizde mikroorganizmalar tarafindan iretilen antimikrobiyal maddeler
dikkatleri tizerine ¢ekmektedir ve gida endiistrisinde sik¢a tercih edilmektedir. Bu
mikroorganizmalar arasinda en ¢ok ilgi odagina doniisen ve tercih edilen Laktik asit

bakterileri ve onlar tarafindan iiretilen metabolitlerdir.
2.3.2.1. Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Antimikrobiyal Maddeler

Gidalarin  giivenliginin ~ saglanmasinda ~ mimkiin ~ oldugunca  proses
uygulamalarindan kagmilmasi ve dogal katki maddelerinin kullanimi gerekmektedir.
Cesitli gidalarda dogal olarak bulunan veya baslangi¢ kiiltiir olarak kullanilan birgok
laktik asit bakterisi tarafindan iiretilen antimikrobiyal maddeler, gidanin bozulmasina
neden olan mikroorganizmalara veya gida kaynakli patojenleri ihtiva eden bir grup
mikroorganizmaya kars1 antagonistik aktivite gosterdigi bilinmektedir. Bu bakterilerin
tirettigi antimikrobiyal maddelerin gida korumasi i¢in kullanilmasi ¢ok eski ¢aglardan

beri uygulanan bir yontemdir.
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Laktik asit bakterilerinin diger mikroorganizmalara karsi gosterdigi bu
antagonistik aktivite asagidaki mekanizmalar ile gergeklestigi bilinmektedir:

e Laktik asit bakterilerinin karbonhidrat kaynaklarini fermente etmeleri sonucu;
laktik ve asetik gibi organik asitler tiretilmektedir ve gidalarda bulunan birgok
mikroorganizma bu iiretilen organik asitlere karsi hassastir ve sonucta diisen
pH’y1 da tolere edememektedir.

e Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen H.O: birgok mikroorganizma tizerine
inhibitor etki gosterebilmektedir.

e Bazi laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen ve “bakteriyosin veya bakteriyosin
benzeri metabolitler” olarak isimlendirilen antimikrobiyal karakterli proteinler,
ozellikle yakin iligkili bakteriler iizerinde inhibitor etki gostermektedir.

e Baz laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen, diasetil, alkol ve CO. gibi
metabolitler bazi mikroorganizmalar iizerine inhibitor etki gosterebilmektedir
(Con ve Gokalp, 2000).

Siit tirlinlerinin glivenligini ve kalitesini artirmak ve gida kaynakli hastaliklarin
meydana gelme olasiligini azaltmak i¢in antimikrobiyal maddeler iireten LAB, fermente
veya fermente edilmemis siit iiriinlerinin iiretiminde de kullanilmaktadir (Yiice, 2017).

LAB gida ortaminda bulunan karbonhidratlar1 fermantasyon yoluyla molekiiler
kiitlesi kiigiik organik bilesiklere doniistiiriir. Bu bilesikler organik asitler (laktik asit ve
asetik asit, propiyonik asit), diasetil, hidrojen peroksit, reuterin ve bakteriyosinler olarak
gruplandirilan, gida gilivenligini etkileyen ve raf Omriinii kisaltan, bozulma etkeni

mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Uner, 2012).
2.3.2.1.1. Organik Asitler (laktik asit ve asetik asit, propiyonik asit)

Organik asitlerin, hiicre zar1 potansiyelinin korunmasina miidahale ederek, aktif
tasimay1 inhibe ederek, hiicre i¢i pH’1 azaltarak ve ¢esitli metabolik fonksiyonlar1 inhibe
ederek antimikrobiyal olarak islev gordiigi disiiniilmektedir (Bryan ve ark.,
2015).Organik asitlerler anyon ve protonlarina ayrigmamis formda iken bakteri
hiicrelerinin lipit membranlarindan kolayca gecebilmekte ve hiicre sitoplazmasinin notral
pH’ sinda anyon ve protonlarina ayrisabilmekte ve RNA, DNA protein ve hiicre duvari
sentezini azaltabildigi bilinmektedir (Torlak, 2009).

Laktik asit bakterilerinin ana metaboliti olan laktik asit, ortam pH’sin1 diistirerek
birgok mikroorganizmanin gelisimini inhibe etmektedir. Asidin dissosiye olmamis

hidrofobik formu hiicrenin membranindan gegerek hiicre iginde dissosiye olmakta,
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sitoplazmay1 asitlendirmektedir ve dissosiye olmamis asit elektrokimyasal proton
degisimini bozarak, bakteriostasise, hassas bakterilerin Oliimiine neden olmaktadir

(Sthca, 2012).
2.3.2.1.2. Hidrojen peroksit

Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen metabolitlerden biri de oksitleyici bir
bilesik olan hidrojen peroksittir. Hidrojen peroksit, avoprotein oksidazlar veya NADH
peroksidaz etkisinin bir sonucu olarak oksijen varliginda fretilir. H2O2’nin
antimikrobiyal etkisi, enzimlerin denatiire olmasmna ve membran lipidlerinin
peroksidasyonuna neden olan siilthidril gruplarimin oksidasyonu ve dolayisiyla rakip
organizmalar i¢in 6ldiiriicli olabilen membran geg¢irgenligini artirabilir, ayrica mikrobiyal
DNA'ya zarar verebilen siiperoksit ve hidroksil radikalleri gibi bakteri yok edici
radikallerin liretimi i¢in bir 6ncii olabilir (Bryan ve ark., 2015). Bu madde bir¢ok patojen
mikroorganizmanin vejetatif hiicreleri ile sporlar iizerinde 6ldiiriicli etkiye sahiptir.
Ozellikle fermente et iiriinlerinde hidrojen peroksit olusumu, antimikrobiyal etkisi ve
iriinlere renk ve lezzet konusunda sagladigi katkilariyla biiyiik bir 6nem tasidigi

bilinmektedir (Geng, 2016).
2.3.2.1.3. Bakteriyosin

Bakteriyosinler, mikroorganizmalar tarafindan, ribozomal olarak sentezlenen
(prepeptitler olarak ribozomlarda sentezlenen), evrimsel olarak yakin (¢ogunlukla) veya
yakin olmayan tiirler iizerine etki gosteren, antibakteriyel aktiviteye sahip proteinlerdir
(Avci, 2015). Tlk bakteriyosin izolasyon galismas1 Gram negatif bakteri olan Escherichia
coli tizerinde gergeklestirilmistir ve izole edilen molekiil 1925 yilinda colisin olarak
adlandirilmigtir (Isik, 2018). ‘Bakteriyosin’ terimi ilk olarak 1953 yilinda Jacob ve
arkadaslar1 tarafindan kullanilmistir. Bircok gida kaynakli laktik asit bakterisi tiirii;
Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus,
Carnobacterium ve Propionibacterium, bakteriyosin adi verilen kiigiik antimikrobiyal
proteinler iiretdikleri bilinmektedir (Nalvuran, 2013).

Bakteriyosinler genellikle gastrointestinal sistemde proteazlarin etkisiyle inaktif
hale gelen, ¢ogu kiiciik katyonik molekiiller olup, 30 ila 60 arasi amino asit igerirler
(Demirci, 2013).

Bakteriyosinlerin ¢ogunlukla Gram-pozitif bakteriler tarafindan iretildigi

bilinmektedir. Lakin son arastirmalar bakteriyosinlerin baz1 Arke iiyeleri tarafindan da
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tiretildigini gostermistir (Zengin, 2012). Ayni1 zamanda Gram negatif bakteriler tarafindan
(Escherichia coli, Shigella sp., Serratia sp., Klebsiella sp., Pseudomonas sp.) iiretilen
bakteriyosinler de mevcuttur ki bunlar da mikrosinler olarak isimlendirilmektedir.
Mikrosinler protein biiyiikliikleri, mikrobiyel hedefleri, etki mekanizmalar1 ve direng
sistemleri agisindan farklilik gostermektedir (Alkis, 2016).

Bakteriyosinler literatiirde siklikla antibiyotikler ve antimikrobiyal aktiviteye sahip
farkli tiplerdeki peptitlerle karistirilmaktadirlar. Lakin bunlar arasinda keskin farklar
mevcuttur (Isik, 2018).

e Bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenen {irlinlerdir, antibiyotikler ise
enzimatik islenme araciligiyla aktif formlarini kazanirlar.

e Bakteriyosinlerin genellikle gelisme fazinda tiretilen birincil metabolitlerdir,
antibiyotikler ise durma fazinda iiretilen ikincil metabolitlerdir.

e Her bakteriyosinin kendi direnglilik proteini vardir. Direnglilik proteinini
kodlayan genler bakteriyosinin yapisal genleri ile baglantilidir, lakin antibiyotik
direngliligi yoneten genler ise yapisal antibiyotik genlerle baglantisizdir (Demirci,
2013).

e Bakteriyosinlerin etki spektrumlar1 dardir, antibiyotikler ise genis etki
spektrumuna sahiptir (Ustiindag ve Yal¢in, 2017).

Gida korunmasinda kullanim potansiyellerinden dolayr en iyi calisiimis
bakteriyosin grubu, laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan {iretilen bakteriyosinlerdir.
1993 yilinda Klaenhammer LAB tarafindan iiretilen bu bakteriyosinleri; enzimatik
duyarhiliklari, molekiiler agirliklari, 1s1 duyarhiliklari, translasyon sonrasi modifiye edilen
amino asitlerinin olup olmayis1 ve etki mekanizmalarin1 esas alarak 4 grup altinda
smiflandirmistir (Delibas, 2016).

e Sif[, Lantiyonin i¢eren bakteriyosinler veya Lantibiyotikler;

o Siuf II, Kiigiik, 1siya dayanikli, Lantiyonin igermeyen membran aktif peptitler;

o Smf III, Biiyiik 1s1ya dayanikli proteinler;

o Smif IV, aktivite igin gerekli protein ve bir veya daha fazla kimyasal kistmdan
(lipid, karbonhidrat) olusan kompleks bakteriyosinler (Santos ve ark., 2015).

2.3.2.1.4. 1. Grup bakteriyosinler

Bu gruptaki bakteriyosinler, lantiyonin kopriileri iceren ve molekiil biiyiikliikleri 5

kDa’dan diisiik olan, yapilarinda lantiyonin (Lan) ve B-metillantiyonin (MeLan) olarak
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adlandirilan tiirev amino asitler bulunan lantibiyotiklerdir. Ayrica bu grup liyelerinde,
biyokimyasal 6zelliklerini etkileyen dehidroalanin ve dehidrobiitirin gibi, dehidro amino
asitler de bulunmaktadir (Ustiindag, 2016). Lantibiyotikler, kimyasal yapilarma ve
antimikrobiyal aktivitelerine gore kendi aralarinda Tip A ve Tip B olarak iki alt gruba
ayrilmaktadir. Tip A lantibiyotikler, pozitif yiiklii olup hidrofobik polipeptit yapisinda
lineer ve diizgiin olmayan sekillidirler. Ortalama 21-38 aminoasitten olusurlar. Tip A
lantibiyotikler, bakteri membraninda porlar olusturarak antimikrobiyal aktivite
gostermektedir. Biyokimyasal ve genetik diizeyde en iyi tanimlanmis olan “nisin” bir tip
A bakteriyosindir (Abanoz, 2014).

Tip B lantibiyotikler yiiksiiz veya negatif yiikli olup, globiiler peptit
yapisindadirlar. ~ Spesifik  enzimleri inhibe ederek antimikrobiyal aktivite
gosterebilmektedir (Kurt ve Zorba, 2005).

2.3.2.1.5. 11 Grup bakteriyosinler

Diisiik sicaklikli stabil peptitler olup molekiil biiyiikliikleri 10 kDa’dan kiigiiktiir ve
30-100 amino asit igerir. Bu gruba dahil olan bakteriyosinler lanthionine icermezler ve
bazilar1 121°C’ye kadar olan sicakliklara kars1 yapisini koruyabilir (Dinger ve ark., 2009).
Bu sinif 4 alt gruba ayrilir. Bu sinifin en 6nemli alt gurubu lla alt grubu bakteriyosinlerdir.
Listeria ssp. iizerindeki inhibitor etkilerinden dolay1 “Pediocin benzeri gii¢lii antilisteriyal
etkili bakteriyosinler” olarak adlandirilmistir (Sezer, 2007). Etki mekanizmalar1 Tip A
lantibiyotiklerde oldugu gibidir. Bu gruba dahil olan bakteriyosinlere pediosin AcH,
sakasin A ve lokosin A 6rnek gosterebiliriz (Akkog ve ark., 2009).

2.3.2.1.6. 111 Grup bakteriyosinler

Biiyiik molekiil yapisinda (> 30 kDa), 1s1l yapisabilen ve litik molekiillerdir. Bu
gruba dahil olan bakteriyosinler, hedef mikroorganizmalarin hiicre duvarinin hidrolizine
yol acan proteinlerin hiicre duvarini parcalama aktivitesine sahiptir (Arena ve ark., 2017).
Lactobacillus helveticus tarafindan iiretilen helvetisin J, Streptococcus zooepidermicus
tarafindan tretilen zoosin A, Enterococcus faecalis tarafindan Uretilen enterolisin A,
Streptococcus milleri tarafindan iiretilen millerisin B, Brevibacterium linens tarafindan
tiretilen linosin M 18 bu gruba dahil edilmektedir (Kaya, 2013).
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2.3.2.1.7. Grup IV bakteriyosinler

Dordiincii grup bakteriyosinler, polipeptit yapisinda, lipoprotein veya glikoprotein

gibi ilave bazi yapilar i¢cermeleri ile karakterize edilmektedir. Plantarasin-S, laktosin 27

ve leukonosin S bu gruba dahildir (Karaoglu, 2013).

Tablo 2.7. Bakteriyosinlerin simiflandirilmast (Ipcak ve ark., 2017).

Grup Yapisi Karakteristigi Ornek Kaynak
Sif | » <5kDa molekiiler * Post translasyonel Nisin, Egan et al.,
(Lantibiyotikler)  agirlikta, modifikasyona ugrarlar ~ Mersacidin 2016; Lopez
Simif Ia ve Siif Ib  + Globiiler peptid, » Katyonik, hidrofobik, Cuellar et al.,
* Sinif Ib yiiksiiz veya bu yiizden hedef hiicrede 2016
(-) yiike sahip gbzenek olustururlar.

Simf 11 e Smuf ITa 3-10 kDa; * Bu gruba ait Pediocin PA-1, Nesetal.,,

Smuif Ila, Stmf IIb, Siuf IIb 25-65 kDa bakteriyosinlerin Sakacin P, 1996;

Smif Iic molekiiler agirlikta, aktivitesi Leucocin A, Martinis et al.,
* N-terminal dizimi icin iki farkl peptid 2002
TyrGly-Asn-Gly-Val, tamamlayici rol oynar.

*N-terminalinin sonunda  Peptidler bireysel olarak
S-S baglari ile formiile herhangi bir aktivite
edilmis iki sistein vardir, gostermez.

* Istya dayanikli

Simf 11T * >30 kDa molekiiler Helvecitin J, Riley and
agirlikta, Helvecitin V- Wertz, 2002;
* Isiya dayanikli 1829, Martinis et al.,

Lactacin Ave 2002
B,Acidophilucin
A

Simf IV * Bu gruba giren * Aktivite i¢in proteinle ~ Leuconocin S,  Riley and

bakteriyosinler hakkinda beraber bir veya daha Lactocin 27 Wertz, 2002

bilgi ¢ok sinirhidir

fazla

bilesige (lipid,
karbonhidrat

vb.) ihtiyag duyarlar

Bakteriyosinlerin gidalarda inhibisyon etkileri, bakteriyel etki mekanizmalari,

uygun kosullara (pH, NaCl, 1s1 uygulamalar1) goreceli tolerans ve toksisite eksikligi

gidalarda biyokoruyucu olarak rol oynanmasinda destek olmaktadir. Bununla birlikte
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bakteriyosinlerin kullanimint smirlayan faktorler bulunmaktadir. Bu faktorlere; dar
aktivite spektrumu, kendiliginden bakteriyojenikligin kaybi, proteolitik enzimler boyunca
inaktivasyon, gida ortamlarina kiiltiiriin zayif adaptasyonu, diisiik iiretim seviyesi ve
bakteriyosine dayanikli bakterilerin ortaya ¢ikmasini gosterebiliriz (Seckin ve Baladura,
2010). Buna ragmen giliniimiizde bakteriyosine dayali biyokoruyucu teknolojiler tizerinde
ayrintili calismalar mevcuttur.
Gidalara koruyucu olarak bakteriyosin ilavesi ile;
e (Gidalann raf 6mrii uzatilabilmekte,
e Saklama kosullar altindaki sicakliklarda ekstra koruma saglanmakta,
e Gida kdkenli patojenlerin besin zinciri ile dagilim riski azaltilabilmekte,
e (Gidalarda bozulmalara yol agan mikroorganizmalar nedeni ile yasanan
ekonomik kayiplar en aza indirgenmekte,
e Kimyasal koruyucularin kullanimlar azaltilabilmekte,
e Koruma ic¢in daha az prosesin uygulanmasi sebebi ile iirliniin organoleptik
ozellikleri ve besinsel degeri de daha iyi korunabilmektedir (Uludag, 2015).
Gidalarda bakteriyosinlerin kullanimi i¢in 3 uygulama sekli mevcuttur:
e Direk olarak bakteriyosinlerin gidalara ilavesi,
e Ambalajlama materyaline (yenilebilir filmlere) bakteriyosin ilavesi (Tiiremis,
2012)
e Bakteriyosin lireten mikroorganizmalarin gidalarin iiretiminde startir kiiltiir

olarak kullanilmas1 (Uylaser ve ark., 2008).
2.3.2.2. Ekstraseliiler polisakkarit (EPS)

Ekzopolisakkaritler (EPS) genel olarak hiicre yapismasinda ve korumasinda gorev
alan, bakteriyel hiicre yiizeyinde kapsiil seklinde bulunan veya hiicre disina salgilanan
hiicre dis1 polisakkaritler olarak bilinmektedir. EPS’ler ¢ogu zaman sekerlerin
monosakkarik kalintilarindan veya seker tiirevlerinden olusmakta olup, bitkiler, algler,
fungi ve bakteriler tarafindan {iretilmektedir (Kirma, 2016). Hiicreler tarafindan
salgilanan EPS mikrobiyal hiicrelerin fagositoza, faj saldirilarina, antibiyotiklere, toksik
bilesiklere, ozmotik strese ve bakteriyosinlere kars1 korunmasinda etkilidir (Giirsoy ve

ark., 2010).

25



Laktik asit bakterileri genelde “GRAS” statiisiinde yer aldigi igin trettikleri

EPS’ler de ticari potansiyele laktik asit

sahiptir.

Ekzopolisakkarit {iretebilen

bakterilerinden bazilar1 Tablo 2.8’de gosterilmistir:

Tablo 2.8. EPS iireten LAB (Kirma, 2016).

Laktik Asit Bakterileri

Lactobacillus Cinsi

Streptococcus Cinsi

Lactococcus Cinsi

Leuconostoc Cinsi

Lb. hilgardii
Lb. casei
Lb. helveticus

Lb. delbrueckii spp.
lactis

Streptococcus mutans
Streptococcus subrinus

Streptococcus salivarius
spp. Thermophilus

Lactococcus lactis
spp. Lactis

Lactococcus lactis
spp. Ceremois

Lactococcus
mesenteroides spp.
ceremois
Lactococcus
mesenteroides spp.
Mesenteroides

Lb. delbrueckii spp.
Bulgaricus

Laktik asit bakterileri tarafindan {retilen EPS’ler homopolisakkarit ve
heteropolisakkarit olmakla iki gruba ayrilir. Homopolisakkaritler tek bir monosakkaritten
olusup, fruktan ve glukan yapilarini igerir, yliksek molekiil agirligina sahiptir. LAB
tarafindan iretilen polimerlerin ¢ogu heteropolisakkaritler olup, D-glikoz, D-galaktoz, L-
ramnoz veya nadir olarak N-asetilglikozamin, N-asetilgalaktozamin ve glukoranik asit
yapilarindan olusur (Milci ve Yaygin, 2005).

EPS iiretimi igin 6zel gen kiimeleri, mezofilik LAB cinsleri i¢in (Lactococcus)
plazmid tizerinde, termofilik cinsler igin (Streptococcus ve Lactobacillus) ise kromozom
tarafindan kodlanmaktadir (Zehir, 2017).

LAB’de EPS ya bir dis katman gibi hiicre yiizeyine sikica baglanmis kapsiiller
seklinde ya da c¢evreye direk olarak salgilanan hiicre dis1t EPS seklinde olur. Bunlardan
hiicre dis1 EPS ticari tirtinler (dekstranlar) olarak 6nem tasimakta olup kimyada jel
filtrasyon ve kromotografi igslemlerinde (Sephadex columns); tipta ise kan plazmasi
ikamesi (Dekstran 70) olarak genis bir alanda kullanilmaktadir (Ispirli, 2016).

EPS’lerin ayn1 zamanda tip, tekstil, madencilikte metal ayirma, petrol aritma,
endiistriyel atik aritma, kozmetik, ilag iiretme ve gida sanayisi gibi genis kullanim alanlar

vardir. EPS’ler ozellikle gida sanayinde kivam artiric, jellestirici ve emiilsifiye edici

ozellikleri sebebiyle kullanilmaktadir (Soyucok ve ark., 2016).
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2.3.3. Biyofilmin genel 6zellikleri

Bakterilerin canli veya cansiz herhangi bir ylizeye yapisarak kendi tirettikleri hiicre
dis1 polimerik yapidaki bir matrikse (ekzopolisakkarit) gomiilii (Aydemir, 2018), uyumlu
ve yapisal biitiinliikk icerisinde yasadigi kompleks bir organizasyon biyofilm olarak
adlandirilmaktadir (Arar, 2015). Biyofilm yapisim1 gozlemleyen ilk kisi 1684 yilinda
Leeuwenhoek olmustur. Bu tarihten iki yiizyil sonra Amerikali mikrobiyolog Arthur
Henrici biyofilm matriksinin varligini belirlemistir. Biyofilm terimini ilk kez 1981 yilinda
Costerton kullanmistir (Celik, 2018).

Biyofilm olusturan bakteriler birbirleriyle haberleserek varliklarin1 devam ettirmek
icin gerekli olan yagamsal islevlerini yerine getirirler (Arar, 2015). Bu mikroorganizmalar
iletisim sinyali olarak gesitli kimyasal mekanizmalar kullanirlar. Mikroorganizmalarin
hiicre yogunlugu belli bir seviye lizerine ¢ikinca bakteriler “autoinducer” adi verilen
sinyal molekiilleri salgilar, bdylece ¢cevredeki bakterilerde gen ekspresyonu aktif duruma
gecer ve bakteriler gevrelerinde iiretilen sinyal molekiillerini algilayarak etraflarinda
bulunan diger mikroorganizmalarin yogunlugunu hissederler. Bu iletisim “Quorum
sensing” olarak adlandirilir ve hiicre yogunluguna baglidir (Hepdeniz ve Seckin, 2017).

Biyofilm olusumu, bakteri tiirii, bakteri sayisi, hiicre hareketliligi disinda ortam
sicakligi ve pH‘1, baglandig1 yiizeyin 6zelligi, ortamdaki besin miktar1 ve igerigi gibi
bir¢ok cevresel faktorler ile de yakindan iligkilidir (Aydemir, 2018). Biyofilm igerisindeki
bakteriler antibiyotiklere, antimikrobiyallere ve bagisiklik sistemine direng gosterir
(Kirmusaoglu, 2017). Biyofilmde diren¢ olusmasinin sebebi ise bakteriler arasi
konjugasyon, plazmid, EPS varhigi ve cesitli bakterilerin katilimi ile olusan bir
popiilasyonda bazi mikroorganizmalarin kalkan gérevi yerine getirmesidir (Unal, 2005).

Biyofilmi olusturan topluluklar tek bir mikroorganizma tiiriinden olusabilir veya
farkli tiirde mikroorganizmalar1 igerebilir. Biyofilm yapisi polisakkaritler, protein,
ekstraseliiler DNA, su ve iyonlar gibi farkli bilesenleri i¢eren kompleks dinamik bir
yapidir (Temel ve Erag, 2018).

Biyofilm kiitlesinin %97 gibi biiyliik bir kismi1 su, %1-2 EPS, %1-2 globuler
glikoproteinler ve diger proteinler, %1-2 niikleik asit, lipit, fosfolipitlerden olugmakta
olup, bu oranlar mevcut organizmalarin c¢esidine, fizyolojik Ozelliklerine, gelisme
ortaminin dogasina, akiskanin tipine, genel fiziksel 6zelliklere gore degisebilmektedir

(Giin ve Ekinci, 2009).
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Biyofilmin tek hiicreye nazaran daha fazla istiinliikklere sahip olmasi Dorlon
tarafindan (2002) dort ana madde altinda toplanmistir:

e Biyofilmi olusturan bakterilerin salgiladigi EPS mukoza yapis1 ortamindaki C-N-
PO4 gibi besin maddelerini konsantre bir hale getirerek kullanimini
arttirmaktadir.

e Biyofilm igerisindeki bakteriler antimikrobiyel maddeler, sicaklik, yiizey
gerilimini degistiren ajanlar, konakgiya ait fagositler, konakg¢1 radikalleri ve
proteazlar gibi ¢esitli faktor ve kosullara kars1 direng gelistirirler.

e Yiizeyde bulunan bakteriler tabakali bir dizilim olustururlar, bu da g¢esitli
kimyasallara kars1 kalkan yaratmasina olanak saglar. Ayn1 zamanda yiizeydeki
tabakada katalaz, peroksidaz, proteaz ve lipaz inhibitorleri salgilanarak
antimikrobiyellere kars1 i¢ yiizeyde olan bakterileri korur.

e Biyofilm parg¢alar1 zamanla olgun biyofilmden koparak daha genis ylizeye yayilir
ki, bu da tek hiicreye nazaran daha kolay bir tutunma gergeklestirir (Olmez, 2009).
Biyofilmler hem saglik {izerine hem de endiistriye olan etkileri nedeniyle gida
sanayinde oldukg¢a 6nem tagimaktadir.

Siit Uretim tesislerinde, biyofilmler iki kategoriye ayrilabilir:

e Isletme tesislerine 6zgii olan ve iiriinle dogrudan temas halindeki yiizeylerde
olusan islem veya proses biyofilmleri;

e Temizlik ve sanitasyonun zayif oldugu ve kanalizasyon g¢evresindeki nislerde
oldugu gibi, isletme ortaminda olusan ¢evresel biyofilmler.

Proses biyofilmleri gevresel biyofilmlerden iki ana yolla farklihk gosterir: Ik
olarak, bir iglem biyofilminde, kullanilan iglem birimi belirli bakteri gruplar1 i¢in ortam
olusturdugundan bir veya birkag tiir dominant olabilir. Ikincisi, islem biyofilmleri siklikla
hizli biiyime oranlart ile karakterize edilir. Buna karsilik, cevresel biyofilmlerin
gelismesi birkag giin veya hafta siirebilir (Bremer ve ark., 2015).

Bakteriyel biyofilm olusumunun birka¢ adimi vardir: ilk yapigma (ylizeye geri
dontistimlii baglanma), ikinci yapisma (yiizeye geri doniisiimsiiz baglanma) (Vatan ve
Saltoglu, 2017), mikro-koloni olusumu (hiicre-hiicre yapigmasi), olgun biyofilm
olusumu, biyofilmin kopmasi ve yayilmasidir (McLandsborough, 2015). Dogal ortamda
mikroorganizmalarin dogrudan bir yiizeye bagli olmadiklar1 ve uygun yiizeyin lizerinde
olusan ince film tabakasina baglandiklar1 bilinmektedir. Biyofilm olusumunun ikinci

asamasinda bakteri hiicreleri yiizeyle tam olarak temas kurmamaktadir. Tutunmanin
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(yapisma) ilk asamasi olan geri doniisiimlii tutunmada bakteri hiicresi ile yiizey arasinda
zayi1f etkilesimler olarak bilinen elektrostatik giigler, hidrofobik etkilesimler ve Van Der
Walls giicleri meydana gelmektedir. Yiizeyle ilk temasin gergeklesmesinde hidrofobik
etkilesimler rol oynar. Bu fazda olan bakteriler yiizeyin yakinindadir, ancak heniiz
ylizeyle temas etmis degillerdir. Mikroorganizmalar geri doniisiimli tutunma
asamasinda, yilizeyde yasamak icin yeterli besin maddesinin olup olmadigini arastirdiktan
sonra geri doniistimsiiz tutunma asamasina gegilir (Dian1 ve ark., 2016). Mikro-koloni
olusumu, bakteriler herhangi bir fiziksel yiizeye veya biyolojik dokulara yapistiktan sonra
gerceklesir. Kimyasal sinyaller araciligiyla bakterilerin ¢ogalmasi baslar ve ortamdaki
kimyasal sinyallerin yogunlugunun belirli bir esik degeri ge¢mesi ile ekzopolisakkarit
iiretimi gerceklesir. Boylece, ekzopolisakkarit matrisinde kimyasal bir sinyal kullanarak
bakteri hiicre boliinmeleri gerceklesir ve sonugta mikro-koloni olusumu meydana gelir
(Tagkan, 2019). En son asamada ise, mikrokoloniler biiyliyerek kompleks yapilara veya
kiimelere dontigiirler. Bakteri veya bakteri kiimeleri biyofilm tabakasindan koparak
ortama yayilirlar. Ayrilma evresi, dis kuvvetlerin etkisiyle olabilecegi gibi, biyofilm
olusumun bir pargasi olarak da tek bir hiicrenin veya bir¢ok hiicrenin toplu sekilde
kopmasiyla meydana gelebilmektedir (Kokiimer, 2013).

Bir biyofilm olusumu ii¢ mekanizmadan biriyle olusabilir:

a) EKkli hiicrelerin ylizey hareketliligi ile yeniden dagitilmasi,

b) Ekli hiicrelerin ikili boliinmesi,

€) Hiicrelerin dokme sividan gelismekte olan biyofilmlere alinmasi.

Biyofilm olusturan bakteriler, bu mekanizmalarin tiimiinii bir kerede veya bagka
sekilde kullanabilir. Biyofilmlerin yapisal olgunluga ulagmasi 10 giin siirebilir (Agle,
2015).

Biyofilm yapist ilkel dolasim sistemine benzer, {i¢ boyutlu olarak EPS ile
¢evrelenmis su kanallar1 ve ¢ok katli bakteri tabakalarindan olusmaktadir. Mikrokoloniler
arasma yayilmis bu su kanallar1 oksijen ve besin gibi yasamsal substanslar1 tagimakla
beraber, metabolik atiklarin uzaklastirilma isleminde de rol alir (Yildirim, 2006).

Gilinlimiizde Biyofilmin doga i¢in herhangi bir faydasinin olmadig fikri ileri
stirilmektedir (Biilbiil ve Filik, 2019).

2.3.4. Laktik asit bakterilerinin tamémmlanmasinda kullanilan yontemler

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi ve karakterizasyonu endiistriyel, bilimsel ve

ticari agidan yillardir 5nemini koruyan, gittik¢e daha fazla 6nem kazanan bir konu haline
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gelmistir. LAB’larin identifikasyonunda kullanilan ydntemler genel olarak fenotipik
yontemler ve molekiiler (genotipik) yontemler olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
Geleneksel fenotipik yontemler arasinda morfolojik, fizyolojik, metabolik, biyokimyasal
ozellikler ve kemotaksonomik markorler (hiicresel yag asitleri, mikolik asit, polar lipitler,
quininler, poliaminler, hiicre duvar1 bilesikleri, ekzopolisakkaritler) ile beraber faj
tiplendirmeleri, hiicre yiizeyindeki antijenler, antimikrobiyel duyarlilik profilleri ve
toplam hiicre ya da hiicre duvari proteinlerinin elektroforetik patternleri (1D ya da 2D)
yer almaktadir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2011).

Laktik asit bakterilerinin fenotipik olarak tanimlanmasinda Gram boyama, katalaz
testi, arjininden amonyak ftretimi, glikozdan gaz olusturma, eskiilin hidrolizi,
karbonhidrat fermentasyon testleri, degisik sicaklik ve pH degerlerinde iireme, farkli tuz
konsantrasyonlarinda gelisme gibi testler uygulanmaktadir (Sengiin, 2011).

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda kullanilan ¢esitli fenotipik yontemler bir
cins icindeki alt tiirleri ve suslart etkin bir sekilde ayirt etmede ¢ogu zaman yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle LAB’in tanimlanmasinda genotipik Ozelliklere dayanan
molekiiler metotlar kullanilir (Adigiizel, 2008).

Genotipik yontemler tiir seviyesinden, ayri ayri sus seviyesine kadar, farkli ayirt
etme diizeyine sahiptir. Bunlarin birgogu genellikle kontrollii reaksiyon kosullar1 altinda,
tasarlanmis primerlerin kullanimai ile hedeflenen DNA kisimlarimin biiytitiilmesine olanak
tantyan polimeraz zincir reaksiyona dayanmaktadir. Molekiiler tanimlama testlerine
(genotipik yoOntemler) plazmid profil analizleri, Restriksiyon Parga Uzunluk
Polimorfizmi (Restriction Fragment Lenght Polymorphism-PCR), kromozomal DNA’nin
restriksiyon endoniikleaz analizi, Rastgele Cogaltilmig Polimorfik DNA-PCR (Random
Amplification of Polymorphic DNA-PCR; RAPD-PCR), Vurgulu Alan Jel Elektroforezi
(Pulsed Field Gel Electrophoresis; PFGE), (Samantir 2014), Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) yontemlerini 6rnek gosterebiliriz. Bu yontemlerin her biri bakteri
izolatlarini cins, tiir, alttiir ve sus diizeyinde siniflandirmaya, tanimlamaya ve karakterize
etmeye ¢aligsmaktadir. Her yontemin uygulama, ekipman gereksinimi, tekrar edilebilirlik
ve ¢ozlime ulagmadaki kesinlik diizeyleri acisindan avantajlar1 ve dezavantajlar1 vardir.
Ancak genellikle, son yillarda kullanilan DNA’ya dayali molekiiler yontemler son derece
giivenilir, basit ve pahali olmayan tanimlama ve simiflandirma yontemleri olarak

degerlendirilmektedir (Y1lmaz ve Temiz, 2003).
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rRNA' ya spesifik sekanslar i¢cin molekiiler yontemler icerisinde genis g¢apta
kullanilan, sadece kiiltiirlenmis mikroorganizmalarin degil, ayni zamanda heniiz
kiltiirlenmemis mikroorganizmalarin da tespit edilmesini saglayan yontemlerden biri de
Fluorescence in situ hybridization (FISH) yontemidir. FISH bireysel mikrobiyal
hiicrelerin eszamanli gorsellestirilmesi, tanimlanmasi ve lokalizasyonuna izin veren bir
teknik olarak, mikrobiyolojinin her alaninda birgok uygulama i¢in yararlidir (Moter ve
Gobel, 2000). rRNA-hedefli niikleik asit problari ile yerinde hibridizasyon floresan birkag
saat icinde karmasik numunelerdeki mikroorganizmalar1 dogrudan tanimlamak igin
kullanilabilir, bu nedenle gevresel ve tibbi mikrobiyolojide yaygin bir kullanim alanina
sahiptir (Wagner ve ark., 2003). Tipik bir FISH protokolii:”> numunenin fiksasyonu ve
gecirgenligi; hibridizasyon; baglanmamis probu ¢ikarmak ic¢in yikama adimlari; ve
etiketli hiicrelerin mikroskopi ile saptanmasi’’ adimlarini igerir (Amann ve ark., 2001).

2.3.4.1. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), bir DNA zinciri iizerinde tespit edilen ilgili
hedef niikleik asit dizisinin in vitro sartlarda ¢ogaltilmasi amaci ile kullanilan hassas,
spesifik ve tekrarlanabilir sonuclarin alinmasima imkan saglayan DNA’ya dayali
molekiiler bir tekniktir (Aslan, 2016). PZR kavramu ilk olarak 1974 yilinda Panet ve
Khorana tarafindan tanimlanmustir.

PZR reaksiyonu sirastyla; hedef DNA ¢ift zincirinin agilmasi (denaturation; 94 °C’
de 30-90 saniye), primerin baglanmasi (annealing; 55-60 °C’ de 0.5-2 dakika) ve primerin
uzamasi (extension; 72 °C’ de 1 dakika) olarak {i¢ asamada gerceklesmektedir (Cakir ve
Cakmakg1, 2005). Islem sonucu elde edilen PZR firiinlerinin tanimlanmasinda genellikle
agaroz jel elektroforez yontemi kullaniimaktadir. Agaroz jel elektroforezle amplikonlar
ayristirilarak ¢ogaltilan DNA pargasinin biiyilikligii gortliniir hale getirilir (Giindogdu,
2016).

PZR molekiiler genetik caligsmalarda yer alan, DNA klonlanmasina nazaran daha az
zahmetli ve kisa siirmesi sebebiyle gelistirilen, farmasotik, klinik, antropoloji, arkeoloji,
ziraat gibi bircok uygulama alanlarinda kullanilan bir yontem olarak bilinmektedir
(Okutucu ve Pehlivan, 2003). Polimeraz zincir reaksiyonu ayni zamanda basitlik,
verimlilik, maliyet, hiz ve uygunluk bakimindan gida mikrobiyolojisinde de sik sik tercih
edilen bir yontemdir. Giliniimiizde otomasyon sayesinde PZR reaksiyonlari, birkag
dakikadan birkag¢ saate kadar olan siirede, yiiksek miktarda belirli ve giivenilir bir DNA

sekansi1 veren termosikerler i¢inde kurulmaktadir (Fairchild ve ark., 2006).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

3.1.1. Siit iiriinleri

Tablo 3.1. Orneklerin ozellikleri

Ornek adi Cesidi Tuzluluk derecesi Yaghlik derecesi
Gedebey: peyniri Beyaz peynir Az Tuzlu Orta Yagl
Gedebey: peyniri Beyaz peynir Orta Tuzlu Orta Yagh
Nax¢ivan peyniri Beyaz peynir Az Tuzlu Az Yagh
Ordubad peyniri Beyaz peynir Az Tuzlu Az Yagh
Ivanovka peyniri Beyaz peynir Orta Tuzlu Yagh

Garabag Motal peyniri ~ Tulum peyniri Tuzlu Yagh

fvanovka kesmik Eksimik tarzi Tuzsuz Yagh

3.1.2. Besi ortamlari
3.1.2.1. M17 Agar (1.15108 Merck)

Besiyeri icerigi 1000 ml distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,2 + 0,2’ye ayarlanmis
ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilligi saglanmustir (http-1).

Tablo 3.2. M17 Agar igerigi

Malzeme g/L

Soya peptonu 5,09/L
Et peptonu 2,5¢g/L
Kasein peptonu 2,5¢g/L
Maya ekstrakti 25¢0/L
Et ekstrakt1 500/L
D (+) laktoz 5,0 g/L
Askorbik asit 0,5g/L

Sodium B-glycerophosphate 19,0 g/L
Magnesium sulfate 0,25 g/L
Agar-agar 12,75 g/L
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3.1.2.2. M-17 Broth (1.15029 Merck)

Besiyeri igerigi 1000 ml distile suda ¢6ziildiikten sonra, pH 7,2 = 0,2’ye ayarlanmis
ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (http-2).

Tablo 3.3. M-17 Broth igerigi

Malzeme g/L
Kasein peptonu 2.5g/L
Et peptonu (peptic) 2.5¢g/L
Soya peptonu (pepainic) 5g/L
Maya ekstrakti 25¢/L
Et ekstrakti 59/L

Sodium B-glycerophosphate 19 g/L

Magnesium sulfat 0.25¢g/L
Askorbik asit 0.5¢9/L
Lactose mono-hydrate 5,09/L

3.1.2.3. MRS AGAR (Lactobacillus Agar acc. DE MAN, ROGOSA and SHARPE
(MRS) agar (Oxoid)). (1.10660 Merck)

Ticari olarak (1.10660. Merck) satilan besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten
sonra, pH 5,4 £ 0,2’ye ayarlanmis ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir
(http-3).

Tablo 3.4. MRS Agar igerigi

Malzeme g/L
Kasein peptonu 10,0 g/L
Et ekstrakti 10,0 g/L
Maya ekstrakti 4,0 g/L
D (+) Glucose 20,0 g/L
K2HPO4 2,0 g/L
Tween 80 1,0g/L
Di-Ammonium hidrojen sitrat 2,09/L
Sodyum asetat 5,0 g/L
MgSO4 0,2 g/L
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Tablo 3.4 (Devam1)MRS Agar i¢erigi

Malzeme g/L
Agar-agar 14,0 g/L
MnSO4 0,04 g/L

3.1.2.3.1. MRS agar %6,0 tuz ilaveli

Daha once igerigi verilen MRS agar besiyeri igerisine 60gr/1000 ml olacak sekilde
sodyum kloriir eklenmis ve distile suda c¢oziildikten sonra 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir (Uyar, 2018).

3.1.2.3.2. MRS agar %7,5 tuz ilaveli

Daha 6nce igerigi verilen MRS agar besiyeri igerisine 75gr/1000 ml olacak sekilde
sodyum kloriir eklenerek distile suda ¢ozildikten sonra 121°C’de 15 dakika
otoklavlanarak sterilligi saglanmigtir (Er, 2016).

3.1.2.3.3. MRS agar %10 tuz ilaveli

Daha 6nce igerigi verilen MRS agar besiyeri igerisine 100gr/1000 ml olacak sekilde
sodyum kloriir eklenerek, pH 5,4’e ayarlanmis ve igerik distile suda ¢oziildiikten sonra
121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilligi saglanmistir (Pektas, 2014).
3.1.2.4. MRS broth (1.10660. Merck)

Ticari olarak (1.10660. Merck) satilan besiyeri igerigi 1000ml distile suda 52,2 g
¢oziildikten sonra, pH 6,2+ 0,2’ye ayarlanmis ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril edilmistir (http-4)

Tablo 3.5. MRS broth icerigi

Malzeme g/L
Kazein pefptonu 10,0 g/L
Et ekstrakt1 8,0 g/L
Maya ekstrakti 4,0 g/L
D(+) Glikoz 20,0 g/L
K2HPO4 2,0 g/L
Tween 80 1,0 g/L
Di-Ammonium hidrojen sitrat 2,09/L
Sodyum asetat 5,009/L
MgSO4 0,2 g/L
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Tablo 3.5. (Devam)MRS broth igerigi

Malzeme g/L

MnSO4 0,04 g/L

3.1.2.5. Plate count agar (PCA) (Merck 1.05463)

Ticari olarak (Merck 1.05463) satilan besiyeri igerigi 22,5 g/L olacak sekilde
damitik su iginde 1sitilarak eritilmis, pH's1 7,0+0,2° e ayarlanarak 121°C’de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir (Halkman ve Sagdas, 2014).

Tablo 3.6. Plate Count Agar i¢erigi

Malzeme g/L
Kazein peptonu 5,0g/L
Maya ekstrakti 2,5g/L
D(+) Glikoz 1,0g/L
Agar-agar 14,0 g/L

3.1.2.6. Potato dextrose agar (PDA) (Merck 1.10130)

Ticari olarak (Merck 1.10130) satilan dehidre besiyeri, 39,0 g/L olacak sekilde
damitik su iginde 1sitilarak eritilmis, pH's1 5,6+0,2 ayarlanarak 121°C'de otoklavda 15
dakika sterilize edilmistir (http-5).

Tablo 3.7. Potato Dextrose Agar i¢erigi

Malzeme g/L
Patates infizyonu 4,0 g/L;
D(+) Glikoz 20,0 g/L;
Agar-agar 15,0 g/L

3.1.2.7. Violet red bile agar (VRBA) (Merck 1.01406)
Ticari olarak (Merck 1.01406) satilan dehidre besiyeri, 39,5 g/L olacak sekilde

damitik su i¢inde karistirilarak pH's1 7,4+0,2'e ayarlanmis ve kaynamaya birakilmistir.
Kaynama bagladiktan sonra en ¢ok 2 dakika daha kaynama sicakliginda tutulup, sterilligi

saglanmistir (http-6).
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Tablo 3.8. Violet Red Bile Agar igerigi

Malzeme g/L

Et peptonu 7,0 g/L;
Maya ekstrakti 3,09/L;
Laktoz 10,0 g/L;
NaCl 5g/L;

Ox Bile (Bile Salt Mixture) 1,59/L;
Neutral Red 0,03 g/L;
Kristal Violet 0,002 g/L;
Agar-agar 13,0 g/L

3.1.2.8. Kongo kirnuzili agar

Tiim maddeler 1 litre distile su igerisinde eritilip otoklavda 121°C'de otoklavda 15
dakika steril edilmistir (Kaiser ve ark., 2013), (Aydinl ve ark., 1996).

Tablo 3.9. Kongo kirmizili agar icerigi

Malzeme g/L Marka
Agar 10¢ Merck
Stikroz 509 (Fisher Chemical)
MRS broth 52,2 ¢ (1.10660. Merck)
Kongo kirmizisi 8¢ Sigma

3.1.2.9. Mueller- hinton broth (Merck 1.10293)

Dehidre besiyeri 21,0 g/L olacak sekilde damitik su i¢inde eritilerek otoklavda 121
°C'de 15 dakika sterilize edilmistir. Hazirlanmis besiyerinin 25 °C'de pH'st 7,4+0,2'dir
(http-7).

Tablo 3.10. MH Broth i¢erigi

Malzeme g/L
Meat infusion 209
Casein hydrolysate 1759
Starch 1549
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3.1.2.10. Mueller-hinton agar (Merck 1.05437)

Dehidre besiyeri, 34,0 g/L konsantrasyonda damitik su i¢inde 1sitilarak eritilmis ve
otoklavda 121 °C'de 15 dakika sterilize edilmistir. Hazirlanmis besiyerinin 25 °C'de pH's1
7,4+0,2'dir (http-8).

Tablo 3.11. MH Agar igerigi

Malzeme g/L
Meat infusion 209
Casein hydrolysate  17,5¢
Starch 159
Agar-agar 13,09

3.1.3. Kullanilan ¢oézeltiler
3.1.3.1. Fizyolojik tuzlu su (%0.85 ’lik sodyum kloriir ¢ozeltisi)

Fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi sodyum kloriir distile su igerisinde ¢oziilerek

kullanilmustir (http-9).

Tablo 3.12. Fizyolojik tuzlu su i¢erigi

Malzeme g/L

Sodyum kloriir (NaCl) 85¢g
Distile su 1000 ml

3.1.3.2. %20’lik gliserol ¢ozeltisi

Gliserol ve distile su karigtirllip 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
edildikten sonra kullanilmigtir (Uyar, 2018).

Tablo 3.13. %20 lik gliserol ¢ozeltisi

Malzeme g/L
Gliserol 20 ml
Distile su 80 ml
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3.1.3.3. %3’ liik H>O: ¢ozeltisi

0,1 mL saf (%35) hidrojen peroksit alinip distile su ilavesi ile 30 mL’ye
tamamlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 1 mL bagka bir erlene alinmis ve tekrar distile

su ile 30 mL’ye tamamlanmistir (Er, 2016).
3.1.4. Kullamlan boyalar
3.1.4.1. Kiristal violet

Kristal violet 10 ml etil alkol igersinde ¢6ziilmiistlir. Daha sonra iizerine ayr1 bir
sisede 20 ml distile su igerisinde ¢oziinmiis olan amonyum oksalat eklenmistir. Karisim

filtreden gegirilerek kullanilmigtir (Pektas, 2014).

Tablo 3.14. Kristal violet icerigi

Malzeme g/L

Kristal violet 209¢
Amonyum Oksalat 0,29
Distile su 20 ml
Etil Alkol (%95) 20 ml

3.1.4.2. Safranin

Safranin alkol igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra tizerine distile su ilave edilmis ve

24 saat sonunda ¢ozelti filtre kdgidindan gegirilerek stiziilmiistiir (Pektas, 2014).

Tablo 3.15. Safranin

Malzeme g/L

Safranin 0,25¢g

Etil alkol (%95) 10 ml

Distile su 100 mi
3.1.4.3. Lugol

Potasyum iyodiir 30 ml distile suda ¢6ziilmiis ve {izerine iyot eklenmistir. Cozelti

distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir (Funda, 2009).
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Tablo 3.16. Lugol icerigi

Malzeme g/L

Iyot 5¢g
Potasyum iyodiir (KI) 10g
Distile su 100 ml

3.1.5. Kullanilan kimyasallar

Tablo 3.17. Kullanilan kimyasallar ve markalar

Kimyasal Marka
MQ su Gibco
Agarose Sigma
10X TAE ¢ozeltisi Fisher
PCR Mix Biolabs
PCR DNA Marker Invitrogen
Tris-HCI Sigma
EDTA Gibco
SDS Amresco
Lizozim Sigma
Proteinaz K Sigma
Fenol-Kloroform-izoamil alkol Amresco

Etanol

Izopropanol

CTAB

Tris base

EDTA (0.5 M pH 8)
SDS-Page i¢in Marker
Acrylamide/ bis-acrylamide (%30)
Temed

NaCl

5M NaCl

PBS 10x

Formamide

UltraPure Distilled Water (DNAse, RNAse, Free)

DAPI

Riedel de Haen
Sigma
Amresco
Sigma
Amresco
Sigma
Sigma
Fluka
Sigma
Promega
Multicell
Promega
Invitrogen
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3.1.6. Kullanilan antibiyotikler

Tablo 3.18. Kullanilan antibiyotikler ve markalari

Antibiyotik Firmasi
Siprofloksasin Himedia
Penisilin-G Himedia
Gentamisin Himedia
Nalidixic Acid Bioanalyse
Vancomycin Himedia
Clindamycin Oxoid
Azitromisin Himedia
Rifampisin Himedia

3.1.7. Kullanilan test bakterileri

Calismada kullanilan test mikroorganizmalar1 ’Bacillus cereus, Esherichia coli
(ATCC 35218), Staphylococcus aureus (ATCC 29123), Salmonella typhi*” Anadolu Univ.

Eczacilik Fakiiltesinden elde edilmistir.
3.1.8. Toplam niikleik asit ekstraksiyonu i¢in ekstraksiyon tamponu

Ekstraksiyon tamponu kullanilmadan once pH’s1 8.0’a ayarlanmalidir (Poyraz,
2018).

Tablo 3.19. Toplam Niikleik Asit Ekstraksiyonu I¢in Ekstraksiyon Tampon icerigi

Madde Miktar

100 mM EDTA 1.5760 gr
100 mM Tris-HCI ~ 0.7880 gr
MQ su 100 ml

3.1.9. SDS -PAGE ig¢in gerekli malzemeler

Tablo 3.20. Kullanilan jeller ve icerikleri

Madde %12 Ayirma jeli 10 ml
H20 3.3ml
%30 akrilamid karigimi 4 ml
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Tablo 3.20. (Devami)Kullanilan jeller ve i¢erikieri

Madde %12 Ayirma jeli 10 ml
1.5 M Tris (pH 8.8) 2.5ml
%10 SDS 0.1ml

%10 Amonyum persiillfat 0.1 ml
TEMED 0.004 ml

Tablo 3.21. Yiikleme jeli

Madde Yiikleme jeli 3 ml

H20 2.1ml
%30 akrilamid karisimi 0.5 ml
1.0 M Tris (pH 6.8) 0.38 mi
%10 SDS 0.03 ml
%10 Amonyum persiilfat ~ 0.03 ml
TEMED 0.003 ml

Tablo 3.22. Jel Tamponlar:

Madde Ayirma jeli icin kullanilan buffer  Yiikleme jeli i¢in kullanilan
(1.5 M Tris pH:8.8) buffer (1M Tris pH: 6.8)

Tris -base (sigma) 18,16 g 12,11 ¢

Ultra saf su (deiyonize su) 100 ml 100 ml

Buffer’larin pH’1 3N HCI' la ayarlanmistir (Erbulucu, 2012).

Tablo 3.23. %10 SDS (sodyum dodesil siilfat) Soliisyonu (Béliikbas, 2007)

Madde Miktar

Sodyum dodesil siilfat (SDS) 109
Distile su 100 ml
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Tablo 3.24. %10 Amonyum persiilfat Solusyonu (APS) (Bolikbas, 2007)

Madde Miktar

Amonyumpersiilfat 109
Distile su 100 ml

Tablo 3.25. Boyama soliisyonu (%0.025 coomassie blue R-250, %40 methanol) (Ates, 2017)

Madde Miktar

Coomassie blue R-250 0.5¢g

Methanol 800 ml
Acetic acid 140 ml
Distile su 2000 ml

Tablo 3.26. 10x SDS Running Buffer (Yiiriitme tamponu)

pH 8.3 olarak ayarlanmistir (Uziimcii, 2009).

Madde Miktar
25mM Trisma- 30
Base

192 mM Glycine 1449
%10’ luk SDS 19
Distile su 1000 ml

Tablo 3.27. 4x Loading sample buffer (10 ml)

4x Loading sample buffer 1x’e déniistiiriilerek kullanilmigtir (Uziimcii, 2009).

Madde Miktar

1 M Tris- HCI (pH 6.8) 2mi

SDS 08¢
100% Glycerol 4ml
147MB - 0.4 ml
mercaptoethanol

Bromophonol blue 8 mg
0.5M EDTA 1ml
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3.1.10. FISH tamponlari

Tablo 3.28. FISH Hibridizasyon Tamponu (Amann ve ark.,1990)

Madde Miktar

IM-Tris-HCI (pH 8) 40 pl
5M-NaCl 360 pl

Tablo 3.28. (Devami) FISH Hibridizasyon Tamponu (Amann ve ark.,1990)

Madde Miktar
Formamide 700 pl
%10 SDS 2 ul
MQ su 900 pl

Tablo 3.29. FISH yitkama Tamponu (Amann ve ark.,1990)

Madde Miktar

1 M Tris-HCI (ph8) 1 ml

5M-NaCl 700 pl

0,5M EDTA 500ul

MQ su 50 ml
3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin toplanmasi1 ve muhafiza edilmesi

Bu ¢aligmada Azerbaycan’in farkli yorelerine ait siit {irlinleri (peynir ve kesmik)
gerekli kosullar altinda laboratuvara getirildikten sonra (+) 4° C’de muhafiza edilmistir.
Sekil 3.1‘de olan numaralandirilmis noktalar Grneklerin  aldigr  lokasyonlari

gostermektedir.
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Sekil 3.1. Azerbaycan Haritasi ve Orneklerin alindig1 lokasyonlar

Ornekler:

Gedebey: peyniri (GDP:)
Gedebey: peyniri (GDP-)
Naxgivan peyniri (NP)
Garabag Motal peyniri (MP)
Ordubad peyniri (OP)
fvanovka peyniri (PIV)
Ivanovka kesmik (KiV)

N o g s~ e e

Sekil 3.2. Siit iirtinleri (peynir ve kaymak)
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3.2.2. Homojenize islemi

Laktik asit bakterisi izolasyonu amaciyla toplanan 6rneklerden ilk asama olarak
homojenize islemi yapilmistir. Bu islem i¢in 6rneklerden steril kosullar altinda her biri
25 gram olmakla hassas terazide tartim yapilmigtir. Tartim sonrasinda steril kabinde
ornekler onceden hazirlanmis 225ml %0,85 NaCl igeren Fizyoloji Tuzlu Su (FTS) ile
karistirilarak filtreli membran torbaya dokiilmiis (stomacher torbasi) ve stomacher

cihazinda en az 60 saniye olmak kosulu ile homojenize hale getirilmistir (Pichart, 2004).

Sekil 3.3. Stomacher cihazi

3.2.3. Diliisyon hazirlama (seyreltme islemi)

Yaptigimiz ¢alismada Orneklerin 10-1 -1077¢ kadar seyreltme islemi yapilmustir.
Onceden steril edilmis tiiplere her biri 9 ml olmakla FTS aktarilmistir. Homojenize
edilmis 6rnekler 10-1 diliisyonu olarak kabul edilmis ve bunu takiben 10-1 diliisyonundan
1 ml alinarak igerisinde 9 ml FTS olan tiipe ekleyip 10-2 diliisyonu elde edilmistir. Aynm
sekilde devam ederek diger diliisyonlar (107¢ kadar) hazirlanmistir (Halkman, 2005).
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Sekil 3.4. Orneklerden hazirlanan 107 diliisyonu
3.2.4. Ekim

Hazirladigimiz diliisyonlardan (1074, 107, 107, 1077 diliisyonlar1) MRSA (De Man
Rogosa Sharpe, Merck Agar), M17A, PDA (Potato Dextrose Agar), VRBA, PCA Kati
besiyerlerine 100 pl ekleyerek drigalski spatiilii yardimi ile ¢ift paralel sekilde yayma
plak yontemi ile ekim yapilmis, aerobik ve anaerobik kosullarda uygun dereceli etiivlerde

inkiibasyona kaldirilmistir (Tunali, 2014).

Sekil 3.5. Ekim hazirliklari ve ekim islemi
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Sekil 3.6. Cizgi Ekim

3.2.5. Bakteri Sayimi

Yapmis oldugumuz bu calismada bakteri sayimi i¢in 2 yontem kullanilmustir.

Bunlardan biri klasik geleneksel yontem, digeri Tempo sayim yontemidir.
3.2.5.1. Klasik sayim yontemi

Klasik sayim yontemi uzun yillardan beri kullanilan bir yontem olup, ekim sonrasi
inkiibasyon sonucu kati besiyerinde canli hiicrelerin koloni olusturmasi ve bu kolonilerin
sayilarak ornekteki canli hiicre sayisinin hesaplanmasi esasina dayanir. Koloni sayis1 30-
300 arasi olan petrilerin isleme alinmasi gerekir. Sayim sonucu kati besiyerinde olan
toplam koloni sayis1 seyreltme faktorii ile carpilarak hesaplanma yapilir (Gliven ve Zorba,

2016).

Tablo 3.30. Klasik sayim yontemi

Klasik sayim yontemi

Bakteri Kullanilan Inkiibasyon Inkiibasyon
cesidi Besiyeri derecesi siiresi

TMAB PCA 30°C 48 saat

TC VRBA 37°C 24 saat

YM PDA 27°C 3-5 giin

LAB MRSA & M17A 30+1°C 48-72 saat
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3.2.5.1.1. Toplam mezofilik aerobik bakteri sayimi

Orneklerin TMAB sayimmu igin, Plate Count agar (PCA) besiyeri kullanilmistir
(Sezen, 2007). Uygun diliisyonlardan gift paralel sekilde yayma plak yontemi ile ekim
yapilmig, 30 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir (Halkman, 2005). Inkiibasyondan sonra
koloni igeren petriler sayilarak seyreltim faktoriiyle carpilmis ve sayilar kaydedilmistir.

3.2.5.1.2. Koliform grubu bakteri sayimi

Orneklerin koliform grubu bakteri saymmi igin Violet Red Bile agar (VRBA)
kullanilmigtir. Uygun diliisyonlardan gift paralel sekilde yayma plak yontemi ile VRBA
besiyerine ekim yapilmis ve 370 C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir (Tekingen ve
ark., 1993). Inkiibasyon sonunda olusan koloniler sayilmis ve diliisyonu faktorii ile
carpilmustir.
3.2.5.1.3. Maya — kiif sayimi

Maya ve kiif sayimi i¢in Potato Dextrose agara (PDA) yayma plak yontemi ile ekim
yapilmistir (Kaya ve Zorba, 2018). Ekim yapilan plaklar 250 °C’de 5-7 giin inkiibasyona
birakilmis ve inkiibasyondan sonra koloniler sayilarak maya ve kiif sayis1 bulunmustur
(Halkman, 2005).
3.2.5.1.4. LAB sayim

LAB saymmi i¢in Man Ragosa Sharpe agar (MRS agar) ve M17 agar kullanilmistir
(Durak ve ark., 2015). Yayma plak yontemiyle ekim yapilmis, 30 £ 1 °C’de 48-72 saat
inkiibe edilmis ve koloni igeren petriler sayilmistir.
3.2.5.2. Tempo sayim yontemi

Otomatik sayim yontemi Tempo BioMeriux cihazi yardimiyla mevcut Tempo
kitleri ile gerceklestirilmistir. Kitler kartus ve besiyerinden olusur. Toplam 8 Tempo Kiti
vardir: CC, EB, TC, EC, STA, AC, LAB ve YM.
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Sekil 3.8. Besiyerlerinin kartuslara doldurulma islemi

Oncelikle hazirlik asamasi yapilmistir. Bu asamada uygun kosullarda laboratuvara
getirilen 6rneklerden (peynir ve kesmik 6rn.) hassas terazide 25 gr tartim yapilmis ve 225
ml FTS ile karigtirilarak stomacher cihazinda 60 saniye siirecinde homojenize hale
getirilmistir. Hazirlanan karisim (1:10) 107 diliisyonu olarak kabul edilmis ve islemlere
bu diliisyon iizerinden devam edilmistir.

Sonraki asama Tempo Hazirlik istasyonu (Tempo PRep) bilgisayariyla
gerceklestirilmistir. Bu asamada ise bilgisayarda sirasiyla besiyeri, kartus okutma iglemi
yapilir ve buna esasen diliisyon aralig1 (1/40; 1/400) se¢ilir. Diliisyon birimi cfu/ml
seklinde ayarlanir. Belirlenen diliisyon aralig1 1/40 ise 3ml distile su +1ml 6rnek, eger

1/400 ise 3.9ml distile su + 0.1ml 6rnek besiyerlerine aktarilir. Aktarma iglemi bittikten
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sonra besiyeri sigeleri yaklasik 3-5 saniye vortex cihazi yardimiyla Kkaristirilarak
homojenize hale getirilir. Sonrasinda kartuslar besiyeri icerisine yerlestirilerek Rak
yardimi ile Tempo Doldurucusu cihazina koyulur. Bu cihaz yardimi ile besiyeri + 6rnek
karisimi kartuslara doldurulur. Son asama olarak kartuslar uygun dereceli etiivlere
kaldirilarak inkiibasyona birakilir. Tablo 3.31°de Tempo Kitleri ve uygun dereceli

inkiibasyon siirecleri gosterilmistir:

Tablo 3.31. Tempo Sayim Yontemi

Tempo Kid sire " Carecen
Coliform Count (CC) 24-27 saat 37°C
Enterobacteriaceae (EB) 24-27 saat 37°C
Total Coliform (TC) 24-27 saat 37°C
E.Coli (EC) 24-27 saat 37°C
Staphylococcus aureus (STA)  24-27 saat 37°C
Aerobic Count (AC) 48 saat 30°C
Lactic Acid Bacteria (LAB) 48 saat 30°C
Yeast/Mold (YM) 72-76 saat 27°C

Inkiibasyon siireci bittikten sonra Tempo Okuma cihazinda (Tempo Reader)
okutma iglemi yapilmis, sayim belirlenmis (http-10), Azerbaycan ve Tiirk Gida Kodeksi
Tebligine gore degerlendirme yapilmistir.

3.2.6. lizolasyon

MRS ve M17 agarlarda iireyen kolonilerden sayim yapildiktan sonra her bir
besiyerinden LAB’ ne benzer koloniler rastgele secilmistir. Secilen koloniler, MRS
Agardan alinanlar MRS brotha; M17 Agardan alinanlar M17 brotha ekilmistir (Kara ve
Akkaya, 2015). Daha sonra tekrar brotlardan agarlara ¢izim ekimi yapilarak koloniler
saflagtirtlmistir (Pichart, 2004). Bu asamadan sonra elde ettigimiz saf kiiltiirleri diger
testlerde kullanabilmek icin %20’lik gliserol ¢ozeltisinde -80° C’de muhafaza edilmistir
(Yigit, 2009).
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Sekil 3.10. Saf kiiltiirler

3.2.7. lzolatlarm tammmlanmas1 (morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
ozelliklerinin belirlenmesi)
3.2.7.1. Gram Boyama
Izolatlarin, Gram 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla, Christian Gram tarafindan
gelistirilmis (1884) olan Gram boyama teknigi kullanilmistir (Karahan ve ark., 2002).
Bunun i¢in, canlanan kiiltiirlerden (48 saat) 6ze yardimiyla 1 tutam alip, distile su ile

karigtirarak lam iizerine iyice yayarak, preparat hazirlanmistir. Hazirlanan preparatlar,

havada kurutularak, bek alevinde fikse edilmistir (Bostanci, 2019). Fikse edilen
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preparatlara 1 dakika kristal viyolet boyasi, 1 dakika liigol-iyot ¢ozeltisi, 15 saniye %96-
lik alkol, 30 saniye safranin boyasi ile miidahile edilmistir. Her boyama agamasindan
sonra preparat distile su ile yikanmistir. Boyama islemi bittikten sonra preparat havada
kurutulmus, 1 damla immersiyon yag damlatilip 151k mikroskobunun 100" liik objektifi
ile incelenmistir. Mikroskopta incelenen sonuglara goére mor renkli bakteriler Gram (+),

pembe renkli olanlar ise Gram (-) olarak kabul edilir (Karahan ve ark., 2002).
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Sekil 3.12. Gram boyama ydntemi ile boyanmuis preparatlar
3.2.7.2. Katalaz Testi

[zolatlarn  biyokimyasal ~o6zelliklerini incelemek amaciyla katalaz —testi
yapilmistir.48 saatlik canlanan kiiltiirlerin katalaz enzimine sahip olup olmadiklarin
belirlemek amaciyla izolatlar temiz bir lam tiizerine almip %3’lik H202 c¢ozeltisi
damlatilmistir. Gaz kabarciklarinin olusumu katalaz testi acisindan pozitif sonug olarak
degerlendirilmistir (Bell ve ark., 2005). Laktik Asit Bakterileri Katalaz negatif olduklari
i¢in katalaz pozitif olan izolatlar elenmistir (Ozteber, 2013).

3.2.7.3. Antimikrobiyal etkinin belirlenmesi

Rastgele secilen izolatlarin antimikrobiyal etkisini belirlemek amaciyla agar kuyu

difizyon yontemi kullanilmigtir. 10ml MRS Broth’da canlandirilmis 24-48 saatlik
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kiiltiirler 10000 rpm’ de 10 dakika 4 °C’ de santrifiij edilmis ve siipernatant elde
edilmistir. Daha sonra siipernatantlar1 0,45 pl por ¢apli membran filtreden siiziilmiistiir
(Demir, 2014).

Kullanilan test bakterileri — E.coli, S. Aureus, S.typhi, B.cereus uygun derecelerde
24 saat MH Broth’ da canlandirilmis ve 0,1 ml MH agar {lizerine homojen bir sekilde
yayilmigtir. Daha sonra agar iizerinde mantar delici yardimiyla delikler agilmis ve her
kuyucuga 100 pl farkli bakteri slipernatant1 eklenmistir. 2 saat siipernatantin emilmesi
beklendikten sonra petriler 24 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir (Al-Bayati1, 2014;
Sezer, 2007).

3.2.7.4. Farklh sicakliklarda gelisim

Gram pozitif, Katalaz negatif olarak secilen, en biiyiik antimikrobiyal etki gosteren
izolatlarin farkli sicakliklarda toleransinin belirlenmesi i¢in 48 saatlik aktif kiiltiirlerden
MRS agar petrilerine inokiilasyon yapilarak, 48 saat siireyle 4°C, 15°C, 30°C ve 45°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Belirlenen siirenin sonunda kiiltiir gelisimi kontrol edilerek

farkli sicakliklarda gelisim degerlendirilmistir (Funda, 2009).
3.2.7.5. Farkl tuz konsantrasyonlarinda gelisim

Gram pozitif, Katalaz negatif olarak secilen, en biiyiik antimikrobiyal etki gdsteren
izolatlarin tuza karsi olan toleranslarinin belirlenmesi i¢in; sirasi ile %6, %7,5 ve %10
oraninda tuz iceren MRS agar ortam1 hazirlanmis ve 48 saatlik aktif kiiltiirlerden her {i¢
ortama inokiilasyon yapilarak izolatlar 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon ~sonucu izolatlarin  farkli tuz konsantrasyonlarmdaki  gelisimi
derecelendirilerek sonuglar degerlendirilmistir (Holt ve ark., 2000).
3.2.7.6. pH; 3,9 gelisim

Secilen izolatlarin yiiksek asitlige sahip ortamda gelisip gelismedigini belirlemek
amaciyla; MRS broth besiyerinin pH’st 1M HCI ve 1M NaOH yardimi ile 3,9’a
ayarlanarak 121 °C 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Mevcut izolatlarin 48
saatlik aktif kiiltiirlerinden pH s1 3,9’a ayarlanmis MRS broth besiyerine inokiile edilmis
ve izolatlar 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siireci sonunda
bulaniklik goriilen tiipler pozitif, bulaniklik goriilmeyen tiipler ise negatif olarak

degerlendirilmistir (G-Allegria ve ark., 2004).
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3.2.7.7. pH; 9,6’da gelisim

Secilen izolatlarin pH 9,6’da gelisip gelismedigini belirlemek icin MRS broth besi
ortaminin pH’st 1M HCI ve IM NaOH ile 9,6’ya ayarlanmig, 121 °C 15 dakika
otoklavlanarak steril edilmistir. Mevcut izolatlarin 48 saatlik aktif kiiltiirlerinden
hazirlanan MRS broth besi ortamina inokiilasyon yapilarak izolatlar 48 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Belirtilen siire sonunda bulaniklik goriilen tiipler pozitif,

bulaniklik goriilmeyen tiipler ise negatif olarak degerlendirilmistir (Ertekin ve Con,

2014).
3.2.8. Biyofilm olusumu

48 saatlik canlanan kiiltiirler %10 siikroz ve Kongo kirmizisi igeren MRS ortamina
inokiile edilmis ve 37 °C'de 24 saat aerobik olarak inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyon
siiresi sonunda gelisen kiiltiirlerin morfolojik gériiniimleri incelenmistir. izolatlardan
siyah renkli koloniler pozitif (Tsveteslava ve ark., 2017), renk degistirmemis olan sari
renkli koloniler negatif degerlendirilmistir (Kivang ve Erikgi, 2018).

Biyofilm i¢indeki bakteriler antibiyotiklere, antimikrobiyallere ve bagisiklik sistemine

direng gosterir (Kirmusaoglu, 2017).

3.2.9. PCR

Izolatlarin genotipik tanimlanmasi i¢in kullandigimiz PCR isleminde ilk asama
olarak kalip DNA hazirlanmistir. Bunun i¢in 24-48 saatlik taze kiiltiir kullanilmistir. Saf
kiiltiirden kiirdan yardimiyla bir parca alinarak icerisinde 200ul MQ (Nucleaz Free) su
olan PCR tiiplerine eklenmis ve ¢ozdiiriilmiistiir. Sonrasinda hiicrelerin lize edilmesini
saglamak i¢in 10 dakika 96 °C’de PCR cihazina yerlestirilmistir. Bir sonraki adim olarak
her bir PCR tiipiine 12.5 pl 1x Master Mix, 9.5 ul su (MQ su), 1ul 27F Forward primer,
1ul 1492 R Reverse primer, 1 pl kalip DNA eklenmis ve toplam 25 ul * ye
tamamlanmistir. En son PCR tiipleri PCR cihazina yerlestirilerek “Bacter 507
programinda yiiriitiilmistiir. Bu programa esasen:

e Denaturasyon- 94 °C’"de- 3 dakika

e (30x)- Denaturasyon- 94 °C’de- 30 san; Baglanma- 50 °C’de-1 dakika; Uzama —
72°C’ de- 2 dakika,

e (1x)- Final uzama- 72 °C’de 10 dakika’ dir (Ramadan, 2014 protokolii modifiye
edilmistir).
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Sekil 3.13. Applied Biosystem Thermal Cycler cihazi
3.2.9.1. Agaroz jel elektroforez

PCR islemi sonucu elde edilen PCR iiriinlerinin gerekli bant olusumunu tespit
etmek amaciyla Agaroz jelde vyiiriitiilmiistir. Ornek sayisina esasen tabla olgiisii
belirlenmis ve %1 lik agaroz jel hazirlanmigtir.

Jel hazirlarken 1gr agaroz hassas terazide tartilmis, tizerine 100 ml 1x TAE (Tris-
Asetik asit-EDTA) eklenmis ve homojen bir karisim elde edilene kadar 1sitilmistir. Sonra
hazirlanan jelin ¢ok sicak olmamasi kosulu ile igerisine GelRed Nucleic Acid Stain boya
eklenip tablaya aktarilmig, lzerine tarak takilarak yaklagik 20 dakika donmasi
beklenmistir. 5 pl 6rnek 1 pl yiikleme boyast ile karistirilip kuyucuklara eklenmistir. Ayni
zamanda 1 pl 1 kb DNA Ladder marker 5 ul yiikleme boyasiyla (Fermentas 6X Loading
Dye Solution) karistirilarak agaroz jele yiiklenmistir. Olusan bantlar1 incelemek amaglh
(+) ve (-) kontrollerin de jele yiiklenmesi yapilmistir. (+) kontrol i¢in daha once PCR
sonucu ¢ikan ornek, (-) kontrol i¢in ise kalip DNA’s1 olmayan mix karigimi kullanilmistir.

Son asama olarak 40 dakika 90 V elektrik akimai ile ytriitilmiistiir.
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Sekil 3.14. Agaroz jel elektroforezi

Sonug olarak jeller UV 15181 veren transilliiminatér Biolab Uvitec cihazi ile

incelenmis ve fotograflanmistir (Sonmez, 2018).
3.2.10. Toplam niikleik asit ekstraksiyonu

Bu islem gida 6rneklerinin 107 diliisyonu iizerinden yapilmis ve isleme baglamadan
once 151k mikroskobu yardimiyla bakteri yogunlugu belirlenmistir.
Ornekler her biri 2 ml olarak ependorf tiiplerine aktarildiktan sonra 5 saniye
vortekslenerek homojenize hale getirilmis ve 15 dakikada 13000 rpm” de santrifiij
yapildiktan sonra isleme pelet kismi iizerinden devam edilmistir. Pelet {izerine 600 pl
ekstraksiyon tamponu eklenmis ve ters-diiz yapilarak karismasi saglanmistir. Daha sonra
10 ul lizozim enzimi ekleyip 15 dakika 37 °C” de ¢alkalayici etiivde inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon islemi bittikten sonra karisimin iizerine 10 pl proteinaz K
enzimi ekleyip 2-3 saniye vortekslenmistir. Her bir tiipe 0.3 gr zirkonyum boncuklar
eklenmis ve 90 saniye vortekslenmistir. Karistirma islemi bittikten sonra 60 pl SDS
ekleyip, 30 dakika 37 °C’ de ¢alkalayic1 etiivde inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonucu 120 pl NaCl soliisyonu, 90 pl CTAB eklenmis ve ters-diiz yapilarak karigmasi
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saglanmis, 55 °C” lik su banyosunda 1 saat bekletilmistir. Islem sonrasinda 12000 g’de
(rcf” de) 10 dakika santrifiijlenmis ve Siipernatant kismi iizerinden isleme devam
edilmistir. Siipernatant tizerine 1 hacim fenol: kloroform: izoamilalkol (25:24:1) eklenip
12000 g'de 2 dakika santrifiijlenmistir. Daha sonra {ist kisim alinip temiz tiipe aktarilmig
ve lizerine 1/10 kadar NaAc ve 2 hacim 100% liik soguk etanol eklenmistir. Siispansiyon
karistirilmis ve -20 °C’de 1 gece bekletilmistir. Bekleme siirece ardindan siispansiyon
14000 g'de 10 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant kismi uzaklastirilmis ve pelet
tizerine 6nceden -20 °C’de bekletilmis 70% lik etanol (alkol) eklenerek 11 dakika 12000
g’de santrifiijlenmistir. En son agsama olarak alkol dokiilerek peleti tamamen kuruttuktan
sonra lizerine 100 ul mq su eklenmis ve jel elektroforeze tabi tutulmustur (Poyraz, 2018;
Quigley ve ark., 2012 modifiye hali).

3.2.10.1. Agaroz jel elektroforezi

Temiz bir erlen icerisine 100 ml 1X TAE koyulmus ve 1g agaroz tartilarak 1X TAE
icerisine eklenmistir. Agarozun erimesi ve homojen bir hale gelmesi i¢in tamamen
berraklagincaya kadar 1sitilmistir. Agaroz jel, 45-50 °C’ye kadar sogutulurken igerisine
belirtilen miktarda Sul GelRed Nucleic Acid Stain boyasi ilave edilmis, hafifce
kopliklenmeyecek sekilde karigtirllmistir. Taraklar elektroforez kiivetine uygun sekilde
yerlestirilmis ve jel kiivet igerisine dokiilmiistiir. Jel oda sicakliginda yaklasik 35-40
dakika bekletilerek donmasi saglanmistir. Elektroforez tankinin igerisine jel
yerlestirilmistir, jelin ylizeyini kaplayacak bigcimde 1X TAE ilave edilmis ve ardindan
taraklar cikarilmigtir. Spl Ekstraksiyon diriinii, 1ul yiikleme boyasi (Fermentas 6X
Loading Dye Solution) ile karistirllmis ve kuyucuklara yiiklenerek elektroforez
baglatilmistir. Elektroforez islemi 300 Amper, 90 Volt, 60 dakika siiresinde
gerceklestirilmistir. Islem bittikten sonra elektroforez sonlandirilmis ve jel dikkatlice
kiivetten alinmustir. Sonuglar Jel goriintiileme sistemi transilliiminatdr Biolab Uvitec
cihazinda goriintiilenmis ve olusan bantlar Invitrogen markasina ait DNA Ladder markir
ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.
3.2.10.2.Mllumina MiSeq platformu ile 16S rDNA gen-hedefli DNA dizileme ve

komiinite analizi

Orneklerden elde edilen Toplam niikleik asit ekstraktlarindan lllumina MiSeq
platformu (16S rDNA gen-hedefli, ¢ift-uglu dizileme) kullanilarak 16S rDNA'ya dayali
gen dizileme, BM Labosis Firmasi’nda (Ankara, Tiirkiye) gerceklestirilmistir.
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Amplifikasyon i¢in “Earth Microbiome Project”de (http-11) 6nerilen protokole uygun,
genin V3-V4 bolgesini hedef alan 515F (5’-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3") — 806R
(5’-GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3’) primer setleri kullanilmistir (Caporaso ve ark.,
2011; Apprill ve ark., 2015; Parada ve ark., 2016).

3.2.11. SDS-PAGE yontemi

SDS-PAGE bir elektroforez yontemi olup, proteinlerin poliakrilamid jel gibi bir
mobil ortamda elektrik akimi yardimiyla molekiil agirliklarina goére ayrilmalarinm
saglamaktadir. Bu yontem yardimi ile proteinlerin ¢esitliliginin tanimlanmasi, kalitatif ve
kantitatif 6l¢timler yapilmast miimkiindiir (Giiven, 2008).

SDS-PAGE yonteminde kullanilan jel, dikey jel sistemine ait olup “ayirma jeli” (alt
kisim) ve “yiikleme jeli” (iist kisim) adlandirilan iki kisimdan olusur. Dikey jel sisteminde
kullanilan cam plakalar 10 x 8 cm ve 10 x 7.5 cm o6lgiilerinde olup, Bio-Rad jel
elektroforez tankina yerlestirilmis ve igerisine Sml % 12’lik ayirici jel dokiilmiistiir.
Ayirict jelin polimerizasyonu igin 1 saat beklenmistir. Jel kuruduktan sonra iistte kalan
bos kisma hazirlanan yiikleme jeli eklenmis, taraklar takilmis ve 40 dakika siirecinde
kurumaya birakilmistir. Jel kuruduktan sonra plakalar elektroforez tankina yerlestirilmis,
elektrot tamponu ilave edilmis ve taraklar ¢ikarilmistir.

Daha sonra jele yilikleme kosulu ile 6rnekler hazirlanmistir. Bunun igin 48 saatlik
kat1 besiyerinde canlanan kiiltiirlerden piring tanesi kadar alarak 100 pl 50mM TRIiS-
HCL da ¢ozdiiriilerek homojenize hale getirilmistir. Bu karisim icerisine gz karar1 glass
Beads (cam boncuk) aktararak 5 dakika vortekslenmis, tizerine 200 ul SDS loading buffer
aktarilmig ve cam beher igerisinde 5 dakika kaynatilmistir (Mutlu, 2006 modifiye
edilmistir).

Hazirlanan 6rnekler jel kuyucuklarma her biri 25 pl olacak sekilde aktarilmugtir. Jel
sistemine; yiikleme jeldeki gog¢ i¢in 90V, ayirict jelde go¢ igin ise 120 V akim
ayarlanmustir. Ornekler jelde yaklasik 2 saat yiiriitiildiikten sonra plakalar tampon
icerisinden alinmig ve jeller Commasie Brilliant Blue Cozeltisinde 1 gece bekletilmigdir.
Bu iglemin ardindan jelleri boyadan arindirmak icin saf su ile 1 ka¢ defa yikama islemi

yapilmistir (Uymaz, 2009).
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Sekil 3.15. SDS- PAGE

3.2.12. Secilen izolatlardan plazmit izolasyonu

Plazmidler sitoplazmada yerlesen, kromozomal DNA’dan bagimsiz ve
kromozomal DNA’ya oranla ¢ok daha kii¢iik boyutlarda, farkli sayilarda olan halkasal
sekilli, kendilerini esleyebilmek yetenegine sahip DNA molekiilleridir (Saglam ve
Karahan, 2017).

Plazmit izolasyonu i¢in PrepEase TM Quick MiniSpin Plasmid Kiti kullanilmis ve
12 adet bakteri iizerinden isleme devam edilmistir. Islem i¢in 48 saatlik canlanan kiiltiirler
kullanilmistir. Izolasyon asagidaki adimlar: takiben devam etmistir:

1. Taze kiiltiirden 2 ml mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmis, 11000 X g’de 30 saniye
santrifiijlenmis, yeterli miktarda pelet elde edene kadar tekrarlanmis ve isleme
pelet iizerinden devam edilmistir.

2. Bir sonraki asamada bakterileri lize etmek ve nétr hale getirmek igin asagidaki
adimlar takip edilmistir.

a. Pelet tizerine ilk 6nce 250 pul RNase A-Al buffer eklenmistir.

b. Son olarak 300 pl A3 buffer eklenmis ve 6-8 defa ters-diiz edilerek
karigtirilmastir.

c. Daha sonra 250 pl A2 buffer eklenmis 6-8 defa ters-diiz edilerek peletin
¢Ozlinmesi saglanmistir ve 2-3 dakika oda sicakligina inkiibe edilmistir.

3. Elde ettigimiz lizat1 berraklastirmak i¢in 11000 x g’ de oda sicakliginda veya 4
°C’ de 5 dakika santrifiij edilmistir.
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4. Bir sonraki asamada DNA’ y1 kolona tutturmak i¢in asagidaki adimlar takip
edilmistir.
a. PrepEase TM MiniSpin kolonu 2 ml’ lik toplama tiipiine yerlestirilmis,
b. Elde edilen lizat kolon igerisine aktarilmas,
c. 11000xg’ de 1 dakika santrifiijlenmis ve siiziintii atilmistir.
5. Kolonun yikanmasi ve kurutulmasi i¢in asagidaki adimlar takip edilmistir.
a. 450 pl etanol iceren AQ buffer kolona eklenmis,
b. 11000 x g’ de santrifiij edilmis ve siiziintii uzaklastirtlmastir.
6. DNA’ nin uzaklastirilmasi i¢in asagidaki adimlar takip edilmistir.
a. PrepEase TM MiniSpin kolonu 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tlip igerisine
yerlestirilmis,
b. Uzerine 50 ul AE Buffer eklenmis,
c. 1 dakika inkiibe edilmis,
d. 11000x g’del dakika santrifiijlenmistir.
e. Son olarak elde ettigimiz siiziintii plazmid DNA igermistir (Sekil 4.13).
Elde edilen plazmid DNA jel elektroforeze tabi tutulmustur.

3.2.13. Antibiyotik direnci

Peynir ve kesmik orneklerinden izole edilen LAB’ lerinin antibiyotik direncini
saptamak icin Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi uygulanmistir. Ilk asamada kiiltiirler
MRS Broth s1vi besiyerinde 48 saat siire ile aktive edilmis, daha sonra hiicre yogunlugu
0,5 McFarland (1-2x108 kob/mL) standardina gére ayarlanmistir (Agani, 2019). Suslarin
antibiyotik duyarhiliklarini belirlemek amaciyla, literatiir géz onilinde bulundurularak
ticari olarak satilan 8 farkli antibiyotige ait antimikrobiyal ilaglarin: “VVankomisin,
Nalidixic Acid, Siprofloksasin, Gentamisin, Penisilin-G, Rifampisin, Clindamycin,
Azitromisin” kagit diskleri kullanilmistir. Antibiyotik direng testi uygulanacak LAB
suglari, MRS broth’da aktif hale getirildikten sonra MRS agara yayma plak yontemi ile
ekimleri yapilmis ve steril kosullar altinda besiyeri yiizeyine dispenser araciligi ile
antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. 24 saatlik 37 °C’ de inkiibasyonu takiben antibiyotik
diskleri etrafinda olugan inhibisyon zon caplar1 dikkate alinarak, NCCLS dokiiman M2-
A9 (Wikler ve ark., 2006) kriterlerine gore bakteri suslari; direncli ve duyarli olarak
degerlendirilmistir (Kanak ve ark., 2018).
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Sekil 3.16. Ticari olarak elde edilen antibiyotik diskleri

3.2.14. FiSH yontemi

Orneklerde mikrobiyal gesitliligi belirlemek amaciyla FISH yéntemi kullanilmustir.
Uygun protokole esasen ilk asamada 6rneklerden her biri 2 ml olmak kosuluyla ependorf
tiplere aktarilmig ve 8000 X g de 5 dakika santrifiijjlenmistir. Siipernatant kisim
uzaklastirilmis ve isleme pelet tizerinden devam edilerek 2 ml 1x’lik PBS eklenmis ve
8000 x g’de 10 dakika yeniden santrifiijlenmistir. Bu asamada silipernatant atildiktan
sonra her bir tiipe 1 ml PBS eklenmistir. Hazirlanan karisimdan 0,5 ml alinip yeni tiipe
aktarilmis ve tizerine %4 Formaldehid igeren PBS karisimindan 1,5 ml eklenmistir. Bu
karisim 1 gece fiksasyon icin -20 ° C’de muhafaza edilmistir.

Fiksasyon islemi bittikten sonra hazirlanan 6rnekler yaklagik 10 ml 1x’ lik PBS ile
karistirilmis ve 0.2 um por ¢apli membran filtreden gegirilmistir. Daha sonra membran
filtre kurumaya birakilmistir. Her 6rnegin filtresinden kesim yapilmis ve isaretlenmistir.
Bu yontemde bakteri probu olarak EUB 338 kullanilmistir. 2 pl prob 18 pl hibridizasyon
tamponu ile karistirilmis ve karigim filtrenin tizerini tam 1slatacak sekilde damlatilmistir.
Hazirlanan filtreler karanlik ve nemli ortamda 46 © C* ye ayarlanmis firinda 2 saat
hibridizasyon islemine tabi tutulmustur. Hibridizasyon siireci dolduktan sonra filtreler
48° C su banyosunda yikama tamponu icerisinde en az 15dakika bekletilmistir. Daha
sonra filtre pargaciklari kurumaya birakilmistir. Kuruduktan sonra filtrelerin tizerine 25

ul DAPI eklenip 5 dakika bekletilmistir. Sonrasinda sirasiyla saf etanol ve MQ su ile
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yikanarak kurumaya birakilmistir. Montajlamak amaciyla filtrelere lam tizerinde gliserol
damlatilmig ve {lizerine lamel kapatilmistir. Floresan mikroskopunda goriintiilemek
amactyla hazirlanan filtreler -20° C’de karanlikta bekletilmistir (Amann ve ark., 1990;
Amann ve ark., 1995).
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4. BULGULAR

4.1. Siit ve Siit Uriinlerinden Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu ve Sayim
Sonuglar
Azerbaycan’in farkl illerine ait 6 peynir, 1 kesmik, 1 kaymak o6rneginin farklh
dilisyonlarindan MRSA, M17A, PCA, PDA VRBA besiortamlarina ekim yapilmis ve
besiyerlerinde lireme sonucu klasik sayim yontemi ile koloni sayim1 gergeklestirilmistir.
Ayni zamanda Azerbaycan (2010) (http-12) ve Tiirk (2011) (http-13) Gida Kodeksi
Tebligine esasen orneklerin uygun dilisyonlarindan Tempo cihazinda mikroorganizma

sayisina bakilmigtir.

Tablo 4.1. Izolatlarin Klasik (geleneksel) sayim sonuglari.

Farkh Besi Ortamlarinda Koloni Sayis1 (CFU/mL)

Gida Ornegi
M17A MRSA PCA PDA VRBA
10°x300<  10*x22 10%x 40 104x17 -
10°x300<  10%23 10x21 10°x18 -
10°x300<  10°x1 105x2 10°x2 -
Qarabag Motal 10°x300< - 105x4 105x2 -
Peyniri 10°x300<  10°%5 - - -
105x300< - - - -
- 107x6 - - -

10*x160 10%x 280 10#x300< 10#x300< =

10%150 10°x240 10%300<  10°x270 -
105x45 105%99 105300<  10°x167 ]

10571 105%200 105300<  10°x95 ]

ety Rl e 105%25 105x100 105%20 -
10°x8 105x19 10°x80 105x17 -

107x2 107x9 107x9 - -

107x10 107x3 107x4 107x5 :

10220 10% 112 10 300<  10% 300< -

10% 300<  10% 130 10 300<  10% 300< -

105x145 105x77 105%120 105170 -

Godeboy B Peyniri  A2%11 105x85 105170 105110 -
- 10513 105x22 10°x54 -

1056 10515 105x13 10°x62 -

107x1 107%5 - 1075 -

- 107x1 107x4 - -
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Tablo 4.1. (Devami)izolatlarin Klasik (geleneksel) sayim sonuglari.

Farkh Besi Ortamlarinda Koloni Sayis1 (CFU/mL)

Gida Ornegi

M17A MRSA PCA PDA VRBA
10%x300< 10*x300< 10#x300< 10#x300< 10%x2
10#x300< 10#x300< 10#x300< 10#x300< 10%x1
10°x300< 10°x300< 10°x300< 10°x240 =
10°x280 10°x300< 10°x300< 10°x150 =

Naxgrvan peyniri 10°x23 10°x20 10°x70 10°x85 -
10515 1057 10°x84 10°x97 ;
] 107x3 ] 107x8 ;
] 107x2 - - -
104120 104x240 10x300<  10%300< 101
10*x64 104x240 10%300<  10%x300<  10%x3
105x34 105x95 10%300<  105%250 }
- 10°x44 10576 10%300< 105180 ]
Ordubad peyniri
10°x10 10°x3 10°x56 10°x32 -
10°%5 10°x7 10°x54 10°x60 -
- 107x1 107x6 107x5 -
- 107x2 - 107x7 }

10* x300< 104x300<  10*x300< 104x300<  10*x9
10* x300< 10x300<  10*x300< 104x300<  10*x6
10°x300<  10°x300< 10° x 240 10°x 100 10°x 1
10°x300<  10°x 300< 10°x300<  10°x 209 -

Ivanovka Peyniri

10°x92 10%x 74 10°x28 1010 .
10%x79 10%x 65 10°x41 10°x39 .
107x 8 10’x 5 10’x 3 107x0 -
10"x 9 10x 10 107x 1 107x 1 -

104x300< 104x300< 104x300< 10%x38 .
104x300< 104x300< 104x300< 10%x39 .
10°x300< 10°x300< 10°x103 10°x7 .

. o 10°x300< 10°x300< 10°x104 10°x3 -
Ivanovka Kesmigi
10°x61 10°x21 10°x7 10%x1 -
10°x45 10°x14 10°x9 10°x2 -
107x4 107x1 107x5 = .
107x4 107x1 107x2 107x1 -

10#x300< 10#x300< 10#x300< 10#x300< 10°x8
10#x300< 10#x300< 10#x300< 10#x300< 10%x2

10°%200< 10°x212 10°x160 10°x300< -
: . 10°x280< 10°x280 10°x300< 10°x300< -
Ismayilli kaymag:

10°x80 10%x52 10°x40 10°x40 -

10°x40 10°x35 10°x25 10°x68 -

107x3 107x11 107x15 107x3 -

107x5 107x6 107x18 107x3 -
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Tablo 4.2. Tempo (BioMeriux) sayim sonug¢lar

Niimune Test Mod Sonug
TC 24-27s  =2,8 E2 CFU/mL
STA 24-27s =13 E2 CFU/mL
EC 22-27s =14 E2 CFU/mL
Qarabag Motal Peyniri 32 Z2rs =R AL
CcC 22-27s <10 CFU/mL
AC  40-48s > 4,9 E5 CFU/mL
LAB 40-48s >4,9 E5 CFU/mL
YM  72-76s  =4,9 E4 CFU/mL
TC 24-27s  =3,0 E2 CFU/mL
STA 24-27s =45 CFU/mL
EC 22-27s  =2,1 E2 CFU/mL
Gedebey A Peyniri EB 22-27s  =3,0 E2 CFU/mL
CcC 22-27s =21 CFU/mL
AC  40-48s >4,9E5CFU/mL
LAB 40-48s >4,9E5CFU/mL
YM  72-76s >4,9E4 CFU/mL
TC 24-27s  =8,3E2 CFU/mL
STA 24-27s =67 CFU/mL
EC 22-27s -
Gedebey B Peyniri EB 22-27s =100 CFU/mL
CcC 22-27s =19 E2 CFU/mL
LAB 40-48s =3,0 E5 CFU/mL
AC  40-48s > 4,9 E5 CFU/mL
YM 72-76 s >4,9 E4 CFU/mL
TC 24-27s <10 CFU/mL
STA 24-27s <10 CFU/mL
EC 22-27s <10 CFU/mL
e EB 22-27s  >4,9 E4 CFU/mL
CcC 22-27s <10 CFU/mL
AC  40-48s =2,0E2 CFU/mL
LAB 40-48s =3,0 E5 CFU/mL
YM 72-76s =10 CFU/mL
TC 24-27 s =2,5 E4 CFU/mL
STA 24-27s <10 CFU/mL
EC 22-27s  =3,0 E2 CFU/mL
Ordubad Peyniri EB 22-27s =9,9 E2 CFU/mL
CC 22-27s =3,5 E2 CFU/mL
AC  40-48s > 4,9 E5 CFU/mL
LAB 40-48s > 4,9 E5 CFU/mL
YM  72-76s > 4,9 E4 CFU/mL
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Tablo 4.2. (Devami) Tempo (BioMeriux) sayim sonuglart

Niimune Test Mod Sonug

TC 24-27s  >4,9 E4 CFU/mL
STA 24-27s =12 E2 CFU/mL
EC 22-27s

EB 22-27s  >4,9E4 CFU/mL
CcC 22-27s  >4,9 E4 CFU/mL
AC  40-48s >49E5CFU/mL
LAB 40-48s  >49E5CFU/mL
YM 72-76s  >4,9E4 CFU/mL
TC 24-27s =86 CFU/mL
STA 24-27s =10 CFU/mL

EC 22-27s =86 CFU/mL

EB 22-27s =21 CFU/mL

CcC 22-27s =32 CFU/mL

AC  40-48s  >4,9E5CFU/mL
LAB 40-48s  >49E5CFU/mL
YM 72-76s >4,9E4 CFU/mL
TC 24-27s  >49 E4 CFU/mL
STA 24-27s <10 CFU/mL

EC 22-217s =

EB 22-27s  >4,9 E4 CFU/mL
CcC 22-27s  >4,9 E4 CFU/mL
AC  40-48s > 4,9 E5 CFU/mL
LAB  40-48s > 4,9 E5 CFU/mL
YM  72-76s  >4,9 E4 CFU/mL

Ivanovka Peyniri

Ivanovka Kesmigi

Ismayilli Kaymag1

Inkiibasyon sonucu MRS agar ve M17 agar iizerinde iiremis kiiciik, mat, krem rengi
ya da beyaz renkteki laktik asit bakterisi ihtimali olan koloniler rasgele secilerek
saflagtirma yapilmistir. Gram boyama ve katalaz aktivitesi sonucuna bakilarak hiicre
sekilleri belirlenmis, Gram pozitif, Katalaz negatif izolatlar segilerek ileriki caligmalarda
kullanilmak iizere ependorf tiip igerisinde %?20’lik gliserol ¢ozeltisinde -85 °C’de
stoklanmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda toplamda 95 adet laktik asit bakterisi izole
edilmistir. Elde edilen izolatlardan “25’ i Nax¢ivan peynirine, 7° 1 Garabag Motal
peynirine, 13’ Ivanovka peynirine, 18’i Ordubad peynirine, 11°i Gedebey (a) peynirine,
13’ii Gedebey (b) peynirine, 8’i Ivanovka kesmigi” ornegine aittir. (Kaymak &rnegi

bozulma nedeniyle sayim disinda higbir teste tabi tutulmamistir)
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Sekil 4.1. Orneklerden elde edilen izolatlar

4.2. Siit ve Siit Uriinlerinden Izole edilen Laktik Asit Bakterilerinin Morfolojik, ve

Biyokimyasal ézellikleri

Nax¢ivan peynirine ait 25 izolattan 14’0 basil, 2’1 kokobasil, 9’u kok, Garabag
Motal peynirine ait 7 izolattan tiimii basil, [vanovka peynirine ait 13 izolattan 12’i kok,
1’1 kokobasil, Ordubad peynirine ait 18 izolattan 8’i basil, 10’u kok, Gedebey (a)
peynirine ait 11 izolattan 5’1 basil, 4’1 kok, 2’1 kokobasil, Gedebey (b) peynirine ait 13
izolattan 8’i kok, 4’ii kokobasil, 1’1 basil, Ivanovka kesmigine ait 8 izolattan 6’1 kok, 1’i
kokobasil, 1’1 basil hiicre sekline sahip oldugu goriilmiistiir. Sonuglara esasen izolatlardan
“Naxg1van, Motal peynirlerinde basil, ivanovka, Gedebey (b) peynirlerinde, Ivanovka
kesmiginde kok, Ordubad ve Gedebey (a) peynirlerinde hem kok hem basil”, hiicre

seklinin Ustiinliik tegkil ettigi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.2. Mikroskopta goriintiilenen hiicre morfolojileri

Tablo 4.3. Qarabag P. Orneginden elde edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglari.

Dilisyon Gram

ausy Arahg Boyama

Katalaz Morfolojisi

£ M MRSA 10 G(+) K(-)  Basil
5w MRSA 10 G(+) K(-)  Basil
ERE VA MRSA 10 G(+)  K()  Basil
§° M, MRSA 10 G(+) K(-)  Basil
e Ms MRSA 10 G(+) K(-) Basil
S M MRSA 10 G(+) K(-)  Basil

Tablo 4.4. Gedebey a/b Orneklerinden elde edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglart.

Gedebey

Dilisyon o

Agar frlit Katalaz Morfolojisi
< .
< GA; MRSA 10° G(+) K(-) Basil
;m GA, MRSA 10 G(+) K(-) Kok
& GAg MRSA 105 G(+) K(-) Kok
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Tablo 4.4. (Devami)Gedebey a/b Orneklerinden elde edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal test
sonuglart.

Agar i'::ﬁgn Katalaz Morfolojisi
GA4 MRSA 10 G(+) K(-)  Basil
GAs M17A 10+ G(+) K(-) Basil
GAs M17A 10° G(+) K(-) Kok
GA M17A 10° G(+) K(-) Kok
GAs MRSA 10 G(+) K(-)  Basil
GAg M17A 10° G(+) K(-)  Kokobasil
n GAw  MRSA 10 G() K(-)  Basil
ﬁ GB; M17A 10 G(+) K() Kok
=GB M17A 10 G(+) K(-)  Kokobasil
§ GBs M17A 10 G(+) K(-) Kok
f>:; GB, M17A 10 G(+) K(-) Kokobasil
% GBs MRSA 10 G(+) K() Kok
GBs MRSA 10 G(+) K(-)  Basil
GB; MRSA 10° G(+) K(-) Kok
GBs MRSA 10 G(+) K(-) Kok
GBs MRSA 10 G(+) K(-) Kok
GBuo MRSA 10+ G(+) K(-) Kokobasil
GBu  MI7A 10 G(+) K(-) Kok
GBy  MI7A 10 G(+) K(-) Kok

Tablo 4.5. Nax¢ivan P. Orneginden elde edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal test sonuclar:

D|I|syf)n Gram Katalaz Morfolojisi
Arahg Boyama
Ny MRSA 10¢ G(+) K(-) Basil
N2 M17A 106 G(+) K(-) Basil
= N M17A 10° G(+) K(-) Kok
5N MRSA 10° G(+)  K()  Kokobasil
(=T
§ Ns MRSA 106 G(+) K(-) Basil
> Ne MRSA 10° G(+) K(-) Basil
<
Ny MRSA 10° G(+) K(-)  Basil
Ng M17A 10 G(+) K(-) Kok
No MRSA 10° G(+) K(-) Kok
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Tablo 4.5. (Devami)Nax¢ivan P. Orneginden elde edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal test
sonuglart

Agar i'::ﬁgn Katalaz Morfolojisi
N1o MRSA 10 G+)  K(-)  Basil
Nus MRSA 10 G+  K(-)  Basil
Nz M17A 10 G+  K(-)  Basil
= N MRSA 10 G+  K(-)  Basil
E» Nig MRSA 10 G+  K()  Basil
5 N M17A 10% G+  K() Kok
2 N MRSA 104 G+  K(-)  Basil
Z Ny MRSA 10°% G(+) K(-)  Basil
Nis MRSA 10° G(+) K(-) Kokobasil
Nio MRSA 10 G+  K()  Basil
Nzo M17A 10 G+  K() Kok

Tablo 4.6. Ordubad P. Orneginden elde edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglari

iirlflign CB;c:;;nma Katalaz Morfolojisi
O MRSA 10° G(+) K(-)  Basil
02 MRSA 10° G(+) K(-)  Basil
Os MRSA 10° G(+) K(-)  Basil
O4 MRSA 10 G(+) K(-)  Basil
Os MRSA 10° G(+) K(-)  Basil
Os MRSA 10 G(+) K(-)  Basil
Oy MRSA 107 G(+) K(-) Kok
3§ Os MRSA 104 G+  K() Kok
a O MRSA 10° G(+) K(-) Kok
g O M17A 10° G(+) K(-)  Basil
S Ou MRSA 10 G(+) K(-)  Basil
Ow M17A 10° G(+) K(-) Kok
O M17A 10° G(+) K(-) Kok
O M17A 10 G(+) K(-) Kok
Ois M17A 10° G(+) K(-) Kok
O M17A 10° G(+) K(-) Kok
O M17A 10° G(+) K(-) Kok
Oss M17A 10° G(+) K(-) Kok
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Tablo 4.7. Ivanovka P. Orneginden elde edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglart

Dilisyon Gram

Agar Arahgi Boyama

Katalaz Morfolojisi

Pivi  MRSA 10° G(+) K(-) Kok
PiV,  MRSA 10 G(H) K(-) Kok
PiVs  MRSA 10 G(+) K(-) Kok
Pivi  MRSA 107 G(+) K(-) Kok
‘s PiVs  MRSA 107 G(+) K(-) Kok
E’ PiVe  MRSA 10° G() K(-) Kok
2  Piv;  MRSA 104 G+  K() Kok
§ PiVs  MRSA 10 G(#) K Kok
T PiVe M17A 10 G(+) K() Kok
PiVio M17A 10° G(+) K(-) Kokobasil
Pivi  MI7A 10 G(+) K(-) Kok
Pivi,  MI7A 10 G() K(-) Kok
PiVis  MI7A 10 G(+) K(-) Kok

Tablo 4.8. Ivanovka K. Orneginden elde edilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal test sonuglar

Dilisyon

Agar Arahg:

Katalaz Morfolojisi

KiVi  MRSA 10 G+  K() Kok

5 KiV, MRSA 10° G(+) K(-) Kokobasil

E Kivs MRSA 10 G+  K() Kok

% KiVs  MRSA 10+ G+  K() Kok

T KiVs  MRSA 10° G+  K(-)  Basil

5 kive MI7A 10°% G KA Kok
Kiv,  MI7A 10° G+)  K() Kok
Kive  MI7A 10+ G+  K() Kok

4.3. Antimikrobiyal Etki Sonuclar:
Rastgele secilen izolatlarin antimikrobiyal etkileri belirlenerek en biiyiik aktivite
gosteren kiiltiirler diger asamalarda isleme alinmistir. Antimikrobiyal etki sonuglar1 Tablo

4.9’da mm cinsinden verilmistir.
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Tablo 4.9. Antimikrobiyal etki sonuglar

. Patojenler
1zolatlar

S.typhi, B.cereus S.aureus E. Coli
N7 12 10 7 14
N2o 13 10 10 12
N21 7 8 7 12
N2z 10 10 10 10
N2s 11 10 12 11
N24 12 10 9 10
Na2s 12 9 9 12
M2 10 9 12 12
My 8 10 10 12
KiVs 12 7 10 9
Gau 10 2 17 2
Gb: 10 10 17 11

Sekil 4.3. Antimikrobiyal etki sonucu
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4.4, Siit ve Siit Uriinlerinden Izole edilen Laktik Asit Bakterilerinin Probiyotik

Ozellikleri (Fizyolojik 6zellikleri)

Izolatlarin fizyolojik &zeliklerini belirlemek amaciyla farkli sicaklik, farkli tuz
konsantrasyonlar1 ve farkli pH’larda gelisimleri incelenmistir.

[zolatlardan N7, N2o, Na1, N22. N23 Naa Nas M2, M7, KiVs Gaii Gb; izolatlart
secilerek 5 °C, 15 °C, 30 °C ve 45 °C sicakliklarda 48 saat siireyle gelismeleri
gozlemlenmistir.

Izolatlarn tiimii 30 °C ve 15 °C ¢ok iyi {ireme performans1 gosterirken, 45 °C’de
N7, N22, N24, N2s izolatlart hig tireme gostermemis digerleri ise az lireme gostermistir. 5 °C

sadece KiVs ¢ok az iireme gdstermis, geriye kalan izolatlarda iireme gézlemlenmemistir.

Tablo 4.10. Segilen izolatlarin farkli sicakliklarda gelisim sonuglari

izolatlar 5°C 15°C 30 °C 45°C

N7 - + + -
N2o - + + +
Na1 - + + +
N2z - + + -
N2s - + + +
N24 - + + -
Na2s + + -
M2 + + +
M7 + + +
KiVs + + + +
Gan + + +
Gb2 + + +
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Sekil 4.4. 5 °C, 15 °C, 30 °C ve 45 °C sicakliklarda iireme sonug¢lart

Daha sonra N7, N2o N21, N22, N23, N2g, Nos, M2, M7, KiVs Gaas, Gb; izolatlarinin farkl
tuz konsantrasyonlarinda gelisimini gozlemlemek i¢in %6, %7,5 ve %10 oraninda NaCl
iceren besiortamina inokiile edilerek inkiibasyona kaldirilmistir. Inkiibasyon sonrasi
izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarinda olan toleranslari grafik x’de gosterilmistir.
Izolatlarin hepsi %6 ve %7,5 NaCl iceren besiyerinde iyi iireme gdstermis, %10 NaCl
iceren besiyerinde ise izolatlardan 3’1 ¢ok iyi gelisme gosterirken, 8’1 ¢ok az ilireme

gostermis, 1’1 hi¢ gelisme gostermemistir.

Farkli Tuz Konsantirasyonlarinda Geligsme

N7 |N20 N21 N22 N23 N24 N25 M2 M7 Kiv8 GAl GB2

1
10% 2 1 3 1 2 0 1 1 1 2 2
m7.5% 4 4 4 3 4 3 3 3 3 4 4 3
H6% NACI 4 4 4 4 4 4 4 4 3 4 4

m6% NACI m75% m10%

Sekil 4.5. Farkl tuz konsantrasyonlarinda gelisme
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Uremeler (0: Yok, 1: Cok Az 2: Az 3: lyi,

degerleri ile ifade edilmistir.

Sekil 4.7. %7,5 NaCl iceren besiyerinde tireme sonucu
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Sekil 4.8. %10 NaCl i¢eren besiyerinde tireme sonucu

N7,N20, N21, N22, N23, N24, N25, M2, M7, KiV8, Gall, Gb2 izolatlarinin farkli
pH’larda gelisimine bakmak i¢in besiyerinin pH’1 sirasiyla 3.9 ve 9.6 ‘ya ayarlanmus,
izolatlar besiyerine inokiile edildikten sonra 48 saat siire ile uygun dereceli etlivde
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucu olarak izolatlarin tiimiiniin pH 3.9 ve pH

9.6’da iyi iireme gosterdigi gdzlemlenmistir.

,..
e

>\ NS
.

-

Sekil 4.9. pH 3.9 ve pH 9.6 'da tireme sonucu
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4.5. Biyofilm Sonucu

48 saatlik canlanan izolatlarin (N7, N20, N21, N22, N23, N24, N25, M2, M7,
KiV8, Gall, Gb2) Kongo kirmiz1 igceren MRSA besiyerine ekimi yapilmis ve 37°C
dereceli etiivde 24 saat sonra inkiibasyon sonuglari incelenmistir. Sonucglara esasen
mevcut izolatlarin hepsinde siyah koloniler gézlemlenmis ve biyofilm pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Sekil 4.11. Kongo kirmizist iceren MRSA da biyofilm sonucu
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4.6. PCR Sonuglari

PCR iiriinleri %1°lik agaroz jellerde yiiriitiilmiis ve sonuglar Jel goriintiileme
sistemi transilliiminator Biolab Uvitec cihazinda goriintiilenmistir. Lakin hedeflenen baz
cifti (1500 bp) elde edilememistir. PCR’ da gerekli olan baz ¢iftinin elde edilmemesinin
kalip DNA miktari, Mg konsantrasyonu, dNTP konsantrasyonu, primer konsantrasyonu
gibi nedenleri olabilir. Yaptigimiz ¢alismada primer ve kalip DNA disindaki diger {irtinler
Master Mix seklinde ticari olarak elde edildigi i¢in konsantrasyonlar1 degistirilememistir.
Lakin farkli primer setleri kullanilarak reaksiyonlar tekrarlanmistir, buna ragmen sonug
elde edilememistir. Sonuclart etkileyen diger faktorlerden biri de annealing sicaklig

oldugu diistiniilmektedir.

4.7. Orneklerden Yapilan Toplam Niikleik Asit Ekstraksiyonu Sonucu

Yapmis oldugumuz g¢alismada Orneklerin bakteriyal gesitliligini tespit etmek
amaciyla toplam nukleik asit ekstraksiyonu yapilmistir. Isik mikroskobu yardimi ile
orneklerin bakteri yogunlugu tespit edildikten sonra uygun ekstraksiyon protokolii
kullanilarak 5 adet farkli peynir 6rnegi ve 1 adet kesmik 6rneginden genomik DNA
izolasyonu basariyla gerceklestirilmistir. Elde edilen genomik DNA’lara ait jel
goriintiileri sekil 4.10” da gosterilmistir. Elde edilmis ekstraksiyon sonuglart BM Labosis

Firmasi’nda (Ankara, Tiirkiye) degerlendirilmistir.

-
Trrrrerrre
. 2

Sekil 4.12. Toplam niikleik asit ekstraksiyon jel goriintiisii
4.7.1. Hlumina platformu ile 16S rDNA gen-hedefli MiSeq dizileme

BM Labosis Firmasi’nda (Ankara, Tiirkiye) sadece Gedebey Peyniri, Qarabag
Motal Peyniri ve ivanovka Kesmik &rneklerinin toplam niikleik asit sonuglarina esasen

[llumina platformu ile 16S rDNA gen-hedefli MiSeq dizileme sonuglari elde edilmistir.
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[llumina platformu ile elde edilen amplikon biiyiikliigii ortalama ~420 bazdir. Barkod ve

primer diziler uzaklastirildiktan sonra elde edilen okuma uzunlugu ortalama 400bp olarak

elde edilmistir. Verilerin taksonomik profilini ve istatistiksel dagilimini belirlemek igin

EzBiocloud yazilim paketi kullanilmistir. Bu platform ile yapilan analizde OTU toplama

stratejisi de novo kiimeleme algoritmasi ile yapilmistir. Dizilerin hizalanmasinda

PYNAST, taksonomi atama isleminde Uclust ve PKSSU4 veritabani kullanilmistir. Elde

edilen OTU’lardan tek bir dizi ile temsil edilen dizi verileri uzaklastirilmistir ve

istatistiksel cesitlilik tahminleri bu veriler iizerinden gergeklestirilmistir.

Sekil 4.13’de Orneklerin okuma sayilar1 verilmistir. Goriildiigii gibi D2 kodlu

Gedebey 1 orneginin 189473, D4 kodlu Qarabag Motal 6rneginin 197230, D6 kodlu

Ivanovka Kesmik drneginin okuma sayis1 203510 olarak elde edilmistir.

FDMP19H000631_1a_L1_D_4_1_fq_gz - 197,230
FDMP19HO00631_1a_L1_D_6_1_fq gz 203,510
FDMP19H000631_1a_L1_D_2_1_fq_gz - 189,473

20,000 40,000

The number of valid reads
[CL_OPEN_REF_UCLUST_MC2, Bacteria, 97% ]
[Option : ]

50,000 80,000 100,000

120,000 140,000 160,000 180,000

Sekil 4.13. Orneklerden elde edilen okuma sayilar:

200,000

220,00¢

Illumina platformu ile dizileme sonucu elde edilen veriler ve hesaplanan tahmini

cesitlilik ve tiir zenginligi degerleri Tablo 4.11°de gdsterilmistir.

Tablo 4.11. /llumina platformu ile elde edilen veriler ve degerler.

Method CL _OPEN _REF UCLUST MC2 Database chunlab
Cut off 0.97 Normalization none
Target Bacteria Count 1000
Sample Target .

name reads OTUs ACE CHAO Jackknife NPShannon
D 4 197230 3505 4126.02 3918.08 4333.00 03.08

D 6 203510 643 933.40 837.45 882.51 2.15

D 2 189473 4251 502391 4798.78 5269.00 3.84
e Shamon_simpson_ pEnelc Cond's s o

D 4 03.04 0.29 4564 99.58

D 6 2.14 0.22 1144 99.89

D 2 3.79 0.13 5344 99.46
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Good’s coverage degerleri (0.9989-0.9946) Tablo 4.11°de gorildigi tzere
ornekleme noktasindaki ¢ogu filotipin bagaril bir sekilde tanimlandigini gostermektedir.
Orneklere ait dizi okumalarma gore seyrelme (Rarefaction) grafigi sekil 4.14’de
verilmistir.

Rarefaction curve
[CL_OPEN_REF_UCLUST_MC2, Bacteria, 97% ]
[Option : ]

4,500
4,000
3,500
3,000

2,500

OTus

2,000
1,500

1,000

0 20,000 40,000 £0,000 80,000 100,000 120,000 140,000 160,000 180,000 200,000 220,000

Reads

FDMP1SHCCOS31 1a L1 D_4 1 fq gz FDMP19HOC0631 1a L1 D_6_1 fq gz FDMP19HO00631_1a_L1_D_2_1 fq_gz

Sekil 4.14. Rarefaction (seyrelme) grafigi

“PD” (phylogenetic diversity) degeri filogenetik ¢esitliligin bir 6lgiisii olup, agag
tizerindeki belirli bir takson kiimesini kapsayacak sekilde gerekli olan tiim filogenetik
dallarin minimum toplam uzunlugu olarak tanimlanmaktadir. Daha biiyiik PD degerleri,
daha fazla tahmini g¢esitlilik 6zelligini anlamina gelmektedir. Buna gore D2 ve D4
ornekleri cesitlilik agisindan zengin 6rnekler olarak degerlendirilmektedir. D6 6rnegi ise
bu anlamda daha diisiik bir degere sahiptir.

Yapmis oldugumuz g¢alismada 3 6rnek igerisinden sadece D2 kodlu Gedebey 1
ornegi ileri analizlerde degerlendirilmeye alinmigtir.

Ornekler arasinda D2 kodlu &rnege ait kaliteli okuma sayis1 189473 tiir.
EzBiocloud databank iizerinden yapilan taksonomik analiz sonuclari Sekil 4.15°de

verilmistir.
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—

[ streptococcus 80,918 [ Lactobacillus 21,052

| Lactococcus 20,447 [ Pseudomonas 7,117

. Escherichia 4,055 Acinetobacter 4,013

[ enterobacteriaceae g 2,060 [ marinobacter 2,626
Enterococcus 2,204 | | ETC[<1.0] 43,878
Unclassified in higher taxonomic rank 113

Sekil 4.15. Genus diizeyinde taksonomik kompozisyon

Genus diizeyinde Streptococcus cinsinin 80,918 okuma ile en yiiksek oranda temsil
edildigi goriilmektedir. Daha sonra Lactobacillus ve Lactococcus cinsleri gelmektedir.

=

—

|| streptococcaceae 101,365 [ Lactobacillaceae 21,058 | | Enterobacteriaceae 9,637
. Pseudomonadaceae 7,125 . Moraxellaceae 4,172 Marinobacter_f 2,626
B Lachnospiraceae 2,323 [ enterococcaceae 2,207 | | ETC[<1.0] 38,870

Sekil 4.16. Familya diizeyinde taksonomik kompozisyon
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Familya diizeyinde Streptococcaceae familyasinin 101,365 okuma sayisi ile en
yiikksek oranda temsil edildigi goriilmektedir. Daha sonra Lactobacillaceae ve
Enterobacteriaceae familyalar1 gelmektedir.

D2 6rnegine ait 16S amplikon dizileri okumalari i¢indeki Laktik asit bakterilerine
0zgl okumalar ve bunlarn ait oldugu gruplarin cins diizeyinde dagilimi Sekil 4.17°de
verilmigtir.

Lactic acid bacteria

Lactate-producing bacteria generally considered as probiotics

m Genus

ol (R O

¢ Bifidobacterium '
6 Locobeciivs (R RN
6 Lactococcus (K N

G Leuconostoc 0.04 |

6 Pediococcus m
6 Weissella ml

Sekil 4.17. Laktik asit bakterilerine 6zgii okumalar ve cins diizeyinde dagilim

4.8. Tzolatlarin Toplam Protein Profillerinin SDS-PAGE Yontemiyle Belirlenmesi
Uygun SDS-PAGE protokolii kullanilarak N7, N2o, N2z, N22, N23, N24, N2s, M2, M7,
KiVg, Ga1, Gby izolatlar1 ve 6 adet drnek (kesmik ve peynir rnekleri) isleme almmugtir

ve SDS-PAGE jel goriintiileri (Sekil 4.18) elde edilmistir.

Sekil 4.18. SDS PAGE jel goriintiileri
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Bu ¢alisma kapsaminda 200.000-6.500 dalton arasinda molekiiler agirliga sahip
proteinler iceren standart Sigma protein karisimi kullanilmig ve izolatlar igerisinde ayni
molekiiler agirliga sahip bantlar saptanmustir. izolatlarm protein profillerine bakildiginda

200.000 — 20.000 arasinda bantlarin yogun oldugu tespit edilmistir.
4.9. Tzolatlardan Plazmid DNA izolasyonu

Plazmid izolasyonu igin PrepEase "™ Quick MiniSpin Plasmid Kitleri kullanilmistir
ve 12 adet bakteri isleme alinmistir. Lakin plazmid DNA izolasyonu basarisiz
sonuclanmistir. Laboratuvar kosullarinda plazmitler kiltiirin  muhafaza siiresi,
antibiyotik kullanimi, besiyerinin bilesimi, plazmid gideren kimyasallarin etkisi ile
sicakligin degistirilmesi gibi kosullardan etkilenmektedirler, ayn1 zamanda bazi laktik asit
bakterilerinde plazmid bulunmamaktadir. Yaptigimiz c¢alismada pozitif kontrol
kullanilmadig1 igin kitin c¢alisip c¢alismadigr belirlenememistir, bu sebebin sonucu

olumsuz etkileyecegi diisiiniilmektedir.

Sekil 4.19. Plazmid DNA
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Sekil 4.20. Plazmid DNA jel goriintiisii

4.10. Antibiyotik Duyarhhk Testi Sonug¢lari
N7 N2o, N21, N22, N2z Naa, Nos, M2, M7 KiVs Gair, Gb izolatlarimim antibiyotik

duyarlilik testi sonuglar1 Tabloda gdsterilmistir.

Calisma igin ticari olarak satilan Siprofloksasin, Penisilin-G, Gentamisin, Nalidixic
Acid, Vancomycin, Clindamycin, Azitromisin ve Rifampisin olmak {izere 8 farkl
antibiyotik kullanilmigtir. Yaptigimiz calisma sonucunda izolatlarin duyarlilik ve
direnglilik durumlari kiiltiirden kiiltiire degiserek farklilik gdstermistir. izolatlardan 8’i
Siprofloksasin’e, 2’i Clindamycin’e, 1’1 Rifampisin’e, 1’1 Azitromisin’e, 11’1
Vancomycin’e, 2’1 Penisilin-G’e, tiimiiniin Gentamisin ve Nalidixic Acid ‘e direnglilik

gosterdigi gozlemlenmistir.

Tablo 4.12. Secilen izolatlarin antibiyotik duyarlilik testi

ZlElclelele 0] 3
S g Szl2l8lglz|<
S|l=|3|E|2|8|8|3|X
e o|2|&8|s|2|lc|lc|T
=~ a5zl S8 S

5| © > Z
Nz |R 30|20 |13 |R |R |25 |R
N2o |[R 15|20 |23 |R |R |25 |R

84



Tablo 4.12. (Devami)Segilen izolatlarin antibiyotik duyarlilik testi

= c - c c c S
REIREHEEEE
S |X|E|a|E|E|E|E|e
S |&|8|E|S|g|8|T|X
2 5|88l 8|c|c|T
S 515|228 |8| 8|5

» | © <> z

N21 R (40 (25 |20 |[R |R |35 |R
N2z 40 |25 |15 (10 |R |30 |R
N23 3 |20 |25 |15 [R |R |25 |R
N24 R (10 (20 |15 |[R |R |30 |R
N2s 15 (25 |30 |30 |[R |R |35 |R
M2 10 (R |23 |20 |[R |R |20 |R
My 8 |23 |15 |15 (IR |R |R |R
Kive |[R |R |[R |R |[R |R |R |R
Gan |[R (40 (27 |22 |[R |R |35 |R
Gbh2 |R |40 |25 |21 |[R |R |30 |R

(Sonuglar mm cinsinde verilmistir. R: diren¢li demektir).

Sekil 4.21. Antibiyotik direng sonuglar:
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Sekil 4.22. Antibiyotik direng sonucu

Sekil 4.23. Antibiyotik direng sonucu

4.11. FISH Yontemi ve DAPI Boyama Sonuglari

Yapilan ¢alismada farkli peynir ve kesmik Orneklerindeki mikrobiyal ¢esitliligi
belirlemek amaciyla bakteria spesifik Eub 338 probu ve DAPI (4',6-Diamidine-2'-
phenylindole dihydrochloride) boyas1 kullanilmistir.
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Caligmada DAPI sinyalleri ile olumlu sonug elde edilse de prob sinyalleri zayif
olmustur.

Floresan mikroskobu ile elde edilen DAPI boyama sonuglar1 asagida gosterilmistir.

Sekil 4.24. Gedebey, Peynirine ait DAPI boyama

Gedebeya peynirine ait DAPI boyama sonucuna (Sekil 4.24) esasen 6rnek igerisinde

kok ve basil sekilli bakterilerin oldugu gézlemlenmistir.

Sekil 4.25. Kesmik ornegine ait DAPI boyama

Kesmik 6rneginde DAPI boyama sonucuna (Sekil 4.25) gore kok sekilli bakterilerin

yogun oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.26. Motal Peynirine ait DAPI boyama

Garabag Motal peynirinde DAPI boyama sonucuna (Sekil 4.26) gore kok ve basil

sekilli bakterilerin oldugu belirlenmistir.

Sekil 4.27. Nax¢wvan peynirine ait DAPI boyama

Naxgivan peynirinde DAPI boyama sonucuna esasen (Sekil 4.27) kok, diplokok ve

streptokok sekilli bakterilerin oldugu gézlemlenmistir.
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Sekil 4.28. [vanovka Peynirine ait DAPI boyama

Ivanovka peynirinde DAPI boyama sonucuna gore ( Sekil 4.28) genel olarak kok

ve basil sekilli hiicrelerin oldugu belirlenmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Yapmis oldugumuz calismada Azerbaycan’in farkli illerine ait 6 peynir ve 1
kesmik, 1 kaymak o6rneginden laktik asit bakteri izolasyonu gergeklestirilmistir. MRS
agar, M17 agar, PCA, PDA, VRBA besi ortamlarina ekim yapilmis ve inkiibasyon sonucu
klasik sayim yontemi ile koloni sayimi gergeklestirilmistir. Ayn1 zamanda Azerbaycan
(2010) (http-12) ve Tiirk (2011) (http-13) Gida Kodeksi Tebligine esasen 6rneklerin
uygun dilisyonlarindan Tempo cihazinda mikroorganizma sayisina bakilmistir. Otomatik
sayim yontemi (Tempo BioMeriux) ile elde edilen veriler her iki {ilkenin Gida Tebligine
gore karsilastirilmis ve tebliglere gore degerlendirme yapildiginda peynir ve kaymak gibi
slitten yapilan tirtinlerde S.aureus, Salmonella ve L.monocytogenes gibi patojen bakteriler
belirli 6rnek sayisinda belirli miktarlar i¢in istenmeyen bakteriler olarak gosterilmistir.
Azerbaycan Gida Tebliginde degerlendirilmeler g/sm3, Tiirk Gida Tebliginde ise kob/g-
ml birimleri lizerinden yapilmistir. Calismamizda Tempo BioMeriux sayim sonuglari
tebliglerle kiyaslandiginda bazi degerlerin beklenen degerlerin iistiine ¢iktig1 goriilse de
bunun getirme ve saklanma kosullarinda olusa bilecek kontaminasyondan kaynaklandigi
distiniilmektedir.

Sayim sonrasi petrilerde gelisen kiigiik, mat, krem rengi ya da beyaz renkteki laktik
asit bakterisi olas1 olan koloniler rasgele segilerek saflastirma yapilmstir. Izole edilen
kiiltiirlerin Gram boyama ve Katalaz aktivitesi belirlenmis, Gram (-), Katalaz (+) olan
izolatlar elenmis, sonug olarak toplam 95 izolat elde edilmistir. Elde edilen izolatlardan
8 tanesi kesmik Ornegine, 87 tanesi farkli peynir orneklerine aittir. Kaymak ornegi
bozulma nedeni ile, sayim diginda higbir teste tabi tutulmamistir.

Izolatlarin hiicre morfolojisi 151k mikroskobunda belirlenmistir. Sonuglara esasen
izolatlardan “Naxcivan, Garabag Motal peynirlerinde basil, Ivanovka, Gedebey (b)
peynirlerinde, Ivanovka kesmiginde kok, Ordubad ve Gedebey (a) peynirlerinde hem kok
hem basil”, hiicre seklinin Ustiinliik teskil ettigi gozlemlenmistir.

Rastgele segilen izolatlarin antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu diflizyon yontemi
ile belirlenmis, Bacillus cereus, Esherichia coli (ATCC 35218), Staphylococcus aureus
(ATCC 29123) ve Salmonella typhi iizerinde etkili olan ve en biiyiik aktivite gosteren 12
bakteri (N7, N2o, N21, N2z, N23, Naa, Nos. M2, M7, KiVs, Gaga, Gby) secilmistir.

Sanpa ve arkadaslarinin (2019) yaptigi calismada geleneksel fermente balik
iriinlinden MRS agar kullanilarak izole edilen laktik asit bakterilerinin hiicresiz

stipernatantinin gida kaynakli patojenlere (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
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Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Shigella sp. ve Vibrio sp.) kars1 antibakteriyel
aktivitesi belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda ise farkli siit tirtinlerinden MRS agar ve
M17 agar kullanarak laktik asit bakterileri izole edilmis, izolatlarin hiicresiz siipernatanti
elde edilmis ve Bacillus cereus, Esherichia coli (ATCC 35218), Staphylococcus aureus
(ATCC 29123) ve Salmonella typhi’e kars1 antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir.

Muhammad ve arkadaslarinin (2019) yaptigi diger bir ¢alismada fermente sert
peynirden izole edilen Lactobacillus plantarum’un gida kaynakli patojenlere (Salmonella
typhimurium, Escherichia coli O157: H7, Listeria monocytogenes ve Staphylococcus
aureus) kars1 antimikrobiyal aktivitesi Oxford fincan teknigi ve karisik kiiltiir inhibisyon
deneyleri kullanilarak incelenmistir. Bizim ¢aligmamizda ise izolatlarin antimikrobiyal
etkisi agar kuyu diflizyon yontemi ile saptanmustir.

Agcaoili ve arkadaslarmin (2019) yaptig1 ¢calismada geleneksel olarak hazirlanan
fermente edilmis tirlinlerden elde edilen 30 laktik asit bakteri izolatinin (17 Lactobacillus
plantarum, 13 Enterococcus spp.) Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Escherichia
coli ATCC 25922' ye karsi antibakteriyel aktivitesini belirlemek i¢in disk difiizyon
metodu kullanilmigtir. Bizim c¢alismamizda ise geleneksel olarak hazirlanan siit
tiriinlerinden elde edilen laktik asit bakterilerinden 12 izolat segilerek Bacillus cereus,
Esherichia coli (ATCC 35218), Staphylococcus aureus (ATCC 29123) ve Salmonella
typhi’e kars1 antimikrobiyal aktivitesi agar kuyu diflizyon yontemi ile belirlenmistir.
Lakin bizim ¢aligmamizda laktik asit bakterilerinin tiirleri izolatlarin belirlenememistir.

Mohamad ve arkadaglarinin yaptig1 diger ¢alismada (2019) mango tursusundan
standart yontemlerle izole edilen LAB'nin (1 Lactobacillus fermentum, 2 L. pentosus ve
2 L. paracasei) antibakteriyel aktivitesi, bizim ¢aligmamizda oldugu gibi LAB'nin
hiicresiz siipernatani kullanilarak agar kuyu difiizyon metodu ile belirlenmistir. Bes LAB
izolatinin tamaminda, test edilen patojenlere karsi antibakteriyel aktivitenin oldugu
gozlemlenmistir.

Calismamizin ilerleyen asamalarinda antimikrobiyal aktiviteye sahip olan 12
izolatin tanimlanmasi ve daha genis spektrumda patojenlere karsi test edilmesi, ayrica
antimikrobiyal maddenin belirlenmesi hedeflenmistir.

Yaptigimiz ¢alismada elde ettigimiz N7, Nao, No1, N2z, Nas, N2a, Nos, M2, M7, KiVs,
Gau1, Gbzizolatlarinin Kongo Kirmizili Agar yontemi ile biyofilm olusturma yetenekleri
arastirilmistir. Sonug olarak tiim izolatlarda siyah renkli koloniler gozlemlenmis ve

biyofilm pozitif olarak degerlendirilmistir. Bakteriyel biyofilmler, dogal ortamlarinda
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birgok mikroorganizma tiirli icin tercih edilen bir biiyiime seklidir. Patojenlerin bir
biyofilm igerisine entegre olma kabiliyetleri hayatta kalmalar1 i¢in ¢ok 6nemlidir. Laktik
asit bakterileri (6zellikle Lactobacillus) topluluklarinda biyofilm olusumu olasilig: ¢esitli
endiistriyel ve tibbi ortamlarda Onemlidir ¢ilinkii bu bakteriler farkli patojenik
mikroorganizmalarin kolonizasyonunu ortadan kaldirabilir. Alternatif olarak, gida
kaynakli patojenlere karsi biyo-kontrol ajanlar1 olarak laktik asit bakteri biyofilmlerinin
hizla genisleyen potansiyeli ile yeni firsatlar ortaya ¢ikmaktadir (Jalilsood ve ark., 2015).

Rewatkar ve Wadher (2013) tarafindan yapilan ¢alismada 60 Klinik izolat igin
biyofilm olusumunun tespiti i¢in Tiip yontemi (TM) ve Kongo Kirmizili agar (CRA)
yontemi karsilastirilmistir. Sonug olarak CRA yontemi ile 60 izolattan, 54'i yiiksek
biyofilm iireticisi olarak tespit edilmis, TM yontemi ile 50 izolatin biyofilm olusumunun
kot oldugu, 10 tane izolatin ise biyofilm tireticisi olmadig tespit edilmistir. Dolayisiyla
mevcut sorusturmadan, CRA yontemi hizli, hassas ve tekrarlanabilir bir yontem olarak
kabul edilmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise diger testlere esasen secilen toplam 12
adet laktik asit bakterisinin biyofilm olusturma yetenegi CRA yontemiyle belirlenmis ve
tiimiinde biyofilm sonucu pozitif olarak degerlendirilmistir.

Sultan ve Nabiel’in (2019) yaptiklar1 bir calismada {iropatojenler tarafindan
biyofilm tiretiminin tespiti Doku Kiiltiiri Plak yontemi (TCPM), tiip yontemi (TM) ve
Kongo Kirmizili Agar (CRA) yontemi ile yapilmistir. Yapilan deney sonucu olarak
incelenen {i¢ fenotipik biyofilm saptama ydnteminden biyofilm tespiti i¢in en ideal
yontem Doku Kiiltiirli Plak yontemi oldugu fikrini ileri siirmiisler. Tiip yontemi biyofilm
tespitinde Kongo Kirmizili Agar yonteminden daha iistiin olup daha iy1 hassasiyet ve
0zgiil sonuglar gostermistir. Bizim calismamizda ise patojenlerin aksine, laktik asit
bakterilerinde biyofilm olusumunun saptanmasi i¢in Kongo Kirmizili Agar yontemi ile
olumlu sonuglar elde edilmistir.

Peynir ve kesmik 6rneklerinden elde ettigimiz Gram (+), Katalaz (-), biyofilm (+),
antimikrobiyal etkiye sahip N7, N2o, N21, N22, N23, N2a, N2s, M2, M7, KiVs, Gair, Gb2 kodlu
izolatlarin 8 farkli antibiyotige (Siprofloksasin, Penisilin-G, Gentamisin, Nalidixic Acid,
Vancomycin, Clindamycin, Azitromisin ve Rifampisin) olan diren¢ ve duyarliliklari
Kirby-Bauer disk diflizyon teknigi kullanilarak belirlenmistir. Deney sonucu olarak
izolatlardan 8’1 Siprofloksasin’e, 2’1 Clindamycin’e, 1’1 Rifampisin’e, 1’1 Azitromisin’e,
11’1 Vancomycin’e, 2’1 Penisilin-G’e, tiimiiniin Gentamisin ve Nalidixic Acid ‘e

direnglilik gosterdigi gozlemlenmistir. Sonuglar Tablo 4.12°de mm cinsinden verilmistir.
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Rewatkar ve Wadher (2016) tarafindan yapilan c¢alismada Kirby-Bauer disk
difiizyon teknigi kullanilarak biyofilm tireten bakterilerin antibiyotik duyarlilik testleri
yapilmis ve netice itibariyla biyofilm iireten bakteriler antibiyotiklere daha fazla duyarl
olduklar1 belirlenmistir. Bizim yapmis oldugumuz caligmada ise segilen tiim izolatlar
biyofilm iiretme yetenegine sahip olduklar1 halde antibiyotiklere hem duyarli hem de
direncli olduklar1 saptanmistir (Tablo 4.12).

Hassan ve arkadaslarinin (2011) yapmis oldugu bir ¢alismada biyofilm {ireten
bakterilerin CLSI kurallarina gore Kirby-Bauer disk difiizyon teknigi kullanilarak
antibiyotik duyarlilik testi yapilmistir. Biyofilm {ireten bakterilerde, biyofilm
tiretmeyenlere gore daha yiiksek antibiyotik direncinin oldugu gézlemlenmistir. Bizim
calismamizda ise segilen tlim bakteriler biyofilm iiretme yetenegine sahip olmustur ve
ticari olarak elde edilen farkli antibiyotiklere kars1 farkli direnclilik gostermistir.

Turhan ve Enginkayanin (2016) yapmis oldugu benzer bir ¢alismada bazi ticari
probiyotik gidalardan izole edilen laktik asit bakterilerinin (Lactobacillus spp.,
Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium spp.) antibiyotik direnglilikleri Kirby-
Bauer Disk Difiizyon yontemi ile belirlemistir. Yapilan calismada analiz tiir diizeyinde
gerceklestirilmistir. Analiz sonuglarina gore Lactobacillus spp. izolatlarinda vankomisin
(%20), tetrasiklin (%20), ampisilin (%20), gentamisin (%20) ve siprofloksasine (%80)
karst direng saptanirken, izolatlarin eritromisin (%100), kloramfenikol (%100) ve
nitrofurantoin’e (%100) ise duyarli olduklart bulunmustur. Lactobacillus acidophilus
izolatlarinin ise gentamisin (%25) ve siprofloksasine (%75) kars1 direngli olduklari
saptanirken, tiim L. acidophilus izolatlarinin vankomisin, eritromisin, tetrasiklin,
ampisilin, kloramfenikol, ripamfisin ve nitrofurantoin’e duyarli olduklari bulunmustur.
Bifidobacterium spp. izolatinin vankomisin, tetrasiklin, ampisilin ve siprofloksasin’e
kars1 direngli oldugu, buna karsin eritromisin, gentamisin, kloramfenikol ve
nitrofurantoin’e duyarli oldugu belirlemisler. Bizim ¢aligmamizda secilen izolatlar tiir
diizeyinde belirlenmemis, lakin bu ¢alisma ile kiyasla 12 izolattan gentamisine (%100),
siprofloksasine (~%66), vancomycine (~%91), rifampisine (~%8) kars1 direngli oldugu
belirlenmistir.

Bizim ¢aligmaya benzer olarak Sharma ve arkadaslarinin (2016) yaptig1 diger bir
caligmada ticari olarak temin edilebilen probiyotik Lactobacilli'ler antibiyotik direngligi
degerlendirilmistir. Calismada toplam 30 izolat (Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus

acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus plantarum ve
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Lactobacillus fermentum) 45 antibiyotige karsi disk diflizyon yontemi kullanilarak
antibiyotik duyarlilik testine tabi tutulmustur. izolatlar, nalidiksik asit, vankomisin,
kanamisin, teikoplanin, ko-trimoksazol, amikasin, streptomisin, norfloksasin, sefepime
ve nitrofurantoine karsi yiiksek direng gostermistir. Bunun yani sira, tobramisin,
gentamisin, ampisillin, sefaklor, metisilin, penisilin, tetrasiklin, levofloksasin,
azitromisin, kloramfenikol, amoxyclav, sulbaktam, oksasilin, ofloksasin, siprofloksasin,
kloksasilin ve novobiosinin dogru diisiik diren¢ gostermistir. Izolatlarn higbiri
klindamisin, eritromisin, linezolid, kuinopristin / dalfopristin ve doksisiklin direng
gostermemistir. Tiim izolatlar, cefatrixone, seftazidim, sefadroksil, sefotaksim, sefalotin,
sefoperazon ve netillin karst duyarli oldugu bulunmustur. Bu calisma, antibiyotik
direncinin, gida giivenligi konusunda endise yaratabilecek farkli probiyotik tiirlerinde
yaygin oldugunu gostermistir. Bu nedenle, antibiyotik duyarliligi, probiyotiklerin
degerlendirilmesinde giivenlik degerlendirmesinin  6nemli bir pargasi olarak
distiniilmelidir.

Laktik asit bakterilerinin ¢ogunun antibiyotiklere direncli oldugu, bu direncliligin
yapisal oldugu ve transfer edilemedigi kabul edilmistir. Ayn1 zamanda L. fermentum, L.
plantarum, L. reuteri gibi bazi laktik asit bakterilerinin plazmitler tarafindan kodlanan
antibiyotik direnglilik genleri tasidigi, antibiyotik direncliliginin patojen ve patojen
olmayan bakterilere transferinin saglik agisindan ve probiyotiklerin giivenilirligi
acisindan biiyiik 6nem tasidig: belirtilmistir (Yigit 2009).

Kendi ¢aligmamizda ilerleyen asamalarda elde ettigimiz laktik asit bakterilerinin
probiyotik ozellikleri belirlendikten sonra bu 6zelligin g6z Oniinde bulundurulmasi
hedeflenmistir.

Yapmis oldugumuz c¢alismada orneklerin bakteriyal ¢esitliligini tespit etmek
amactyla toplam nukleik asit ekstraksiyonu yapilmis ve elde edilmis ekstraksiyon
sonuglart BM Labosis Firmasi’nda (Ankara, Tiirkiye) degerlendirilmistir. BM Labosis
Firmasi’nda (Ankara, Tirkiye) sadece Gedebey Peyniri, Qarabag Motal Peyniri ve
Ivanovka Kesmik &rneklerinin toplam niikleik asit sonuglaria esasen lllumina platformu
ile 16S rDNA gen-hedefli MiSeq dizileme sonuglar elde edilmistir. Illumina platformu
ile elde edilen amplikon biiyiikligii ortalama ~420 baz olup, barkod ve primer diziler
uzaklastirildiktan sonra elde edilen okuma uzunlugu ortalama 400bp olarak elde
edilmistir. Elde edilen verilere gére D2 kodlu Gedebey 1 6rneginin 189473, D4 kodlu

Qarabag Motal drneginin 197230, D6 kodlu Ivanovka Kesmik 6rneginin okuma sayisi
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203510’dur. Good’s coverage degerleri D4 kodlu 6rnek i¢in %99.68, D6 kodlu 6rnek igin
%99.89, D2 kodlu 6rnek i¢in %99.46 olup, 6rnekleme noktasindaki ¢ogu filotipin basaril
bir sekilde tanimlandigin1 gostermektedir. Calismamizin diger asamalarinda 3 6rnek
icerisinden sadece D2 kodlu Gedebey 1 Ornegi ileri analizlerde degerlendirilmeye
alimmustir. D2 6rneginin Genus diizeyinde taksonomik kompozisyon degerlerine gore
Streptococcus cinsinin 80,918 okuma ile en yiiksek oranda temsil edildigi goriilmektedir.
Daha sonra 21,052 oranda Lactobacillus cinsi ve 20,447 oranda Lactococcus cinsi
gelmektedir. D2 6rneginin Familya diizeyinde Streptococcaceae familyasinin 101,365
okuma sayis1 ile en yiiksek oranda temsil edildigi goriilmektedir. Daha sonra 21,058
okuma sayist ile Lactobacillaceae ve 9,637 okuma sayisi ile Enterobacteriaceae
familyalar1 gelmektedir. D2 6rnegine ait 16S amplikon dizileri okumalar1 igindeki Laktik
asit bakterilerine 6zgii okumalar ve bunlarin ait oldugu gruplarin cins diizeyinde dagilimi
Sekil 4.17°de gosterilmistir.

Cin'in Guangxi eyaletinde Song ve arkadaglarinin (2017) yaptig1 c¢alismada
mastisitli ineklerden elde ettikleri siit 6rneklerindeki mikrobiyal ¢esitliligi belirlemek igin
Illumina MiSeq platformunu kullanarak bakteriyel 16S rRNA genlerinin DNA dizilimi
yoluyla analizi yapilmigtir. Sonug¢ olarak on bakteriyel fila (Akidobakteriler,
Aktinobakteriler, Swflandiriimamis Bakteriler, Suiflandiriimis Bakteroidetler, Aday-
boliinme-TM7,  Siyanobakteriler, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria ve
Tenericutes), 2 mantar fila (Ascomycota ve Basidiomycota) tanimlanmustir. Bakteriyel
fila igerisinde baskin olan filum Firmicutes, bunu takiben Tenericutes olarak
belirlenmistir. Cins diizeyinde, en ¢ok sayida bakteri operasyonel taksonomik {inite
(OTU) Enterococcus ve Mycoplasma oldugu belirlenmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada
ise saglikli ineklerden elde edilen siitlerin geleneksel olarak islenmesinden elde edilen
yoresel farkli peynir ve kesmik 6rneklerindeki mikrobiyal gesitlilik Illumina platformu
ile 16S rDNA gen-hedefli MiSeq dizileme ile belirlenmistir. Ve sonug¢ olarak cins
diizeyinde en ¢ok Streptococcus cinsinin 80,918 okuma ile baskin oldugu goriilmektedir.

Diger bir calisma ise Sant'‘Anna ve arkadaglari tarafindan (2019) Brezilya'da yoresel
Minas zanaat peyniri lizerinde yapilmistir. Bu peynir, lezzet ve duyusal yonleri
artirabilecek spesifik mikroorganizmalarin asilanmasindan sorumlu olan "pingo" adi
verilen endojen bir baglangi¢ kiiltiiriiniin eklenmesiyle ¢ig inek siitii kullanilarak yapilir.
Bu calismada islenmemis siitiin bakteri toplulugunu ve endojen baslangi¢ kiiltiirii

degerlendirmek, ayni zamanda altmis glinde Serra do Salitre bolgesinde (Brezilya)
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olgunlasan peynirin i¢ ve dis yiizeyindeki bakteri toplulugundaki olasi degisimleri ortaya
cikarmak igin Illumina MiSeq 16S rRNA gen amplikonu siralamasi kullanilmistir.
Peynirin olgunlasma siiresi boyunca familya diizeyinde Planococcaceae ve
Streptococcaceae yaygin oldugu gorilmistir. Aynm1 zamanda peynirlerin yiizeyinde
Planococcaceae familyasinin Leuconostocaceae familyas:t ile giiglii etkilesimler
gelistirdigi goriilmiis ve gevresel faktorlerle iligskilendirilmistir. Yapilan bu c¢alismaya
gore cografi konum, nem ve asitlik gibi abiyotik faktorler mikrobiyal degisimin ana
nedenleri olarak degerlendirilmistir. Bizim yaptigimiz ¢alismada ise yoresel olgun
peynirler ticari olarak elde edilmistir. 16S rDNA gen-hedefli MiSeq dizileme ile
mikrobiyal cesitlilik belirlenmis ve bu calismada oldugu gibi Streptococcaceae
familyasinin baskin oldugu belirlenmistir.

Wang ve arkadaglarinin (2019) yapmis oldugu ¢alismada Illumina MiSeq
siralamast ve kiiltiire bagli yontemler kullanarak siit isleme sirasinda ekipman
ylizeylerinde olusan biyofilmlerin bakteriyel bilesimini arastirilmistir. [llumina sekansi
alt1 sinif, on sira, on bes aile, on sekiz cins ve on sekiz tiirden olusan sekiz adet phyla
tanimlamistir. Buna karsilik, kiiltiir bazli yontem kullanilarak ayni 6rneklerden sadece
sekiz tlir izole edilmistir. Tanimlanan bakterilerin biyofilm olusturma kabiliyetini
belirlemek icin kristal viyole boyama yoluyla biyofilm olusum analizi yapilmistir.
Yetistirilebilen sekiz tiirden besi, Acinetobacter baumannii, Acinetobacter junii,
Enterococcus faecalis, Corynebacterium callunae ve Stenotrophomonas maltophilia,
biyofilm olusturabildigi belirlenmistir. Bizim yaptigimiz c¢alismada Illumina MiSeq
dizileme ile genel mikrobiyal ¢esitlilik belirlenmistir. Ayni zamanda belirli kriterlere gore
secilen kiiltiirlerin biyofilm olusturma yetenegine bakilmistir. Bahsettigimiz ¢alismadan
farkli olarak, bizim c¢aligmamizda kiiltiirlerin biyofilm olusturma yetenegi Kongo
Kirmizili Agar yontemiyle saptanmistir, lakin bu izolatlarin hangi tiire ait oldugu
belirlenmemistir.

lllumina MiSeq platformu ile mikrobiyal ¢esitliligin belirlenmesi yalnizca siit
tirtinleriyle sinirlanmamakta olup, ayn1 zamanda farkli gida (Sun ve ark., 2018), cevresel
ornekler (Abdallah ve ark.,2018) ve bagirsak mikrobiyotasi: (Zhu ve ark., 2018) gibi
cesitli analizleri kapsamaktadir.

Sun ve arkadaslarinin (2018) Gelencksel Cin soya fasulyesi ezmeleri lizerinde
yaptig1 caligmada Illumina Miseq Sekansi kullanarak mikrobiyal ¢esitliligi aragtirilmistir.

Toplamda, on dokuz ornekten 687.888 okuma sayilt bakteri dizisi ve yirmi 6rnekten
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1.091.649 okuma sayili mantar dizisi elde edilmistir. Bakteriyel sekanslar arasinda,
baskin fila Firmicutes (% 74.77), Proteobacteria (% 22.61) ve Actinobacteria (% 2.55)
olarak degerlendirilmistir. Genus diizeyinde ise Staphylococcus cinsinin g¢ogunluk
olusturdugu belirlenmistir.

Zhu ve arkadaslarinin (2018) yaptigi diger bir ¢alismada dogu Himalayalarda
yasayan Sichuan takinin (vahsi ve esir tiirlerin) diskist iizerinden bagirsak
mikrobiyotasinin mikrobiyal toplulugunu ve c¢esitliligini karakterize etmek igin 16S
rRNA'nin V4 bolgesini hedef alan Illumina Miseq platformu kullanilmistir. Sonuglara
gore Firmicutes (%57.4), Bacteroidetes (%24.2) ve Proteobacteria (%12.3) filalarinin
baskin oldugu belirlenmistir. Aile / cins diizeyinde ise Ruminococcaceae,
Bacteroidaceae, Acinetobacter, Clostridium, Lachnospiraceae, Rikenellaceae, Bacillus,
Comamonas ve Spirochaetaceae 'nin gogunluk teskil ettigi gozlemlenmistir.

Yaptigimiz ¢calismada farkli peynir ve kesmik 6rneklerindeki mikrobiyal ¢esitliligi
belirlemek i¢in kullanilan diger yontemlerden biri de FISH yontemi olmustur. FISH
yonteminde bakteria spesifik Eub 338 probu ve DAPI boyasi kullanilmis ve sonuglar
floresan mikroskobu ile incelenmistir. DAPI boyama ile sonuglara esasen pozitif sinyaller
elde edilmis ve Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28’de sonuglar
gosterilmistir. Netice itibariyla morfolojik olarak degerlendirme yapilmis ve
calismamizda kullanilan siit iiriinlerinde genel olarak kok, basil, diplokok, streptokok
hiicre sekillerinin tstiinliik teskil ettigi gozlemlenmistir. Floresan mikroskobunda Eub
338 probu ile zayif sinyaller elde edilmistir. Hibridizasyon sonrast filtreleri kapatmak i¢in
solmay1 engelleyen citifluor (antifade soliisyon) yerine gliserol kullanilmasi aradan gegen
siire zarfinda zayif sinyallerin olusmasina neden olmustur. Calismanin ilerleyen
asamalarinda FISH yonteminin tekrarlanmasi planlanmistir.

Machado ve arkadaglarinin (2013) yaptigi calismada Lactobacillus spp'yi
tanimlamak i¢in Peptid Niikleik Asit (PNA) FISH probu kullanmiglar. Prob (Lac663),
farkli Lactobacillus tiirlerine ait 36 susta ve diger bakteri tiirlerinin 20 susunda test
edilmistir.  Yontemin duyarliligi ve ozgilligii sirastyla %100 ve %95 olarak
degerlendirilmistir. Ayrica yontemin uygulanabilirligi Laciotacillus suslari ile probiyotik
aralik konsantrasyonlarinda ve diger taksonomik olarak iliskili bakterilerde ve ayrica
patojenik bakterilerde eklenen siit 6rneklerinde test edilmistir. Lac663 probu, yalnizca
Lactobacillus suslarina baglanmistir ve tarif edilen PNA-FISH metodu, bu potansiyel

probiyotik bakterilerin insan sagligi iizerinde etkili bir yarar1 oldugu diisliniilen
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konsantrasyonlarda dogrudan Lactobacillus spp. 6lgebilmistir. Bizim ¢alismamizda ise
genel bakteria spesifik Eub338 probu kullanilmis ve analizi yapilan 6rneklerdeki kiiltiire
alinmis ve alinmamis mikrobiyal ¢esitliligi belirlemek amaglanmistir.

Kolloffel ve arkadaslarinin (1999) yaptigi ¢alismada farkli olgun Gruyere Sure
peynirinin yiizey mikroflorast in situ hibridizasyon teknigiyle gruba ve tiire 6zgii
oligoniikleotit problar1 kullanilarak belirlenmistir. Prob olarak Eub338 kullanilmis ve
mikrobiyal toplulugun biiyiik bir kismi (%70’1) saptanabilmistir. rRNA-hedefli
oligontikleotit problari ile fliioresan in situ hibridizasyon ile tespit edilebilen bakteri sayis1
olarak tanimlanan fizyolojik olarak aktif bakteriler, DAPI boyamasi ile saptanan toplam
sayilar ve canli sayim teknigi ile karsilastirilmistir . Bizim ¢aligmamizda da benzer olarak
Eub338 probu kullanilmis ve DAPI boyamasi yapilmistir. Lakin bu ¢alismadan farkli
olarak, yaptigimiz ¢alismada DAPI boyamasi ile morfolojik yogunluk belirlenmistir.

Gunasekera ve arkadaslar1 (2003) yaptiklar galismada Pseudomonas spp. tespiti ve
numaralandirilmasi i¢in spesifik bir fliioresans in situ hibridizasyon (FISH) probunu
gelistirmisler. 16S rRNA dizileri, Pseudomonas cinsi igin spesifik oligoniikleotit probu
gelistirmek amaciyla analiz edilmis ve 20 farkli Pseudomonas spp ve Pseudomonas
disindaki cinslerden (negatif kontroller olarak) 23 bakteri tiirii test edilmistir. Bu
calismada sunulan yontem siitteki Pseudomonas spp eszamanli olarak tespit edilmesine,
tanimlanmasina ve numaralandirilmasina izin vermektedir. Pseudomonas'in hizli ve
dogru numaralandirilmasi, siit tesislerinde belirli kirlilik kaynaklarinin tanimlanmasini,
pastOrizasyon islemlerinin dogru sekilde onaylanmasini ve islenmis siitlin raf dmriiniin
tahmin edilmesini kolaylastirir.

FISH yontemiyle ayn1 zamada gecerli problar kullanarak siit tesislerinde siitiin
bozulmasina neden olan Pseudomonas spp gibi belirli kirlilik kaynaklarinin tanimlanmasi
(Bottari ve ark., 2006), Salmonella spp. Listeria monocytogenes gibi gida kaynakli
patojen mikroorganizmalarin hizli bir sekilde tespiti (Oliveira ve ark.,2004), cevresel
analizlerde mikrobiyal ¢esitliligin belirlenmesi (Llobet-Brossa ve ark., 1998) ve baska
analizler miimkiindiir.

Yaptigimiz calismada sonug¢ olarak tiim verileri gozden gecirdigimiz zaman
Azerbaycan’in farkli siit iiriinlerinden elde edilen sayim sonuglarina gore tiim 6rneklerde
belirli sayida laktik asit bakterisi oldugu gézlemlenmistir. Morfolojik degerlendirilmelere
gore koloni iizerinde morfolojilerine esasen laktik asit bakteri olas1 mikroorganizmalar

secilerek saflastirilmig ve morfolojik, biyokimyasal testlerle belirlenmistir. Daha sonra
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rastgele secilen izolatlarin antimikrobiyal aktivitesi belirlenmis ve 12 izolatta ytliksek
aktivite saptanmigtir. Yiksek aktivite gosteren izolatlarin antibiyotik direnglilikleri
belirlenmis ve farkli antibiyotiklere karsi farkli direng sonuglar1 elde edilmistir. Aym
zamanda Kongo Kirmizili Agar yontemiyle izolatlarin tiimiinde biyofilm olusturma
yeteneginin oldugu saptanmustir. Segilen izolatlar farkli sicaklik, farkli tuz
konsantrasyonlar1 ve farkli pH’larda gelistirilmis ve genel olarak pozitif sonuglar elde
edilmistir. Izolatlardan plazmit DNA izolasyonu yapildiginda pozitif sonuc¢ elde
edilememistir. Daha sonra Orneklerdeki mikrobiyal c¢esitlilik DNA ekstraksiyon
sonuglarina esasen Illumina MiSeq platformu ile belirlenmistir. Orneklerdeki mikrobiyal
topluluklarin morfolojik yogunlugu FISH yontemi ile saptanmistir. Genel olarak
calismamizin amaci Azerbaycan’in farkl siit tirlinleri ile ilgili yapilan diger calismalar

gibi literatiire katkida bulunmak olmustur.
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