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Bu tezde, farkli kaynaklardan (anne siitii, anne siitilyle beslenen bebeklerin diskist ve ev
yapimi tursu) izole edilen laktik asit bakterileri tiirlerinin tanilanmasi yapilarak, izolatlarin bazi
patojenlere karsi inhibisyon etkisinin belirlenmesi, biyofilm olusturma potansiyelleri, antibiyotik
duyarlilig1 ve hiicre dis1 enzim {iretiminin belirlenmesi amag¢lanmustir.

Secilen 10 izolatin molekiiler tanilanmasi, 16S rRNA gen bdlgesi dizi analizi yontemi ile
yapilmigtir. Bu yonteme gore, BSTO1, BST02-05, BST02-07, BST02-10, BD01-05, BD02-02
izolatlar1 Limosilactobacillus fermentum,, TUO1-01 izolat1 Lactiplantibacillus plantarum, BD03-01,
BDO04-05 izolat1 Lacticaseibacillus rhamnosus, BD04-03 izolat1 ise Enterococcus faecalis tirleri
tamimlanmigtir. Tanilanmasi yapilan izolatlar, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi'ne (NCBI)
kaydedilmistir.

Agar spot testinde, Lactococcus garvieae LGlsusu hari¢ izolatlarin tamamina yakini
referans izolatlara kars1 inhibisyon etkisi gostermistir. Kuyu difiizyon testinde, BST02-07 izolat1
harig, tiim izolatlar Pseudomonas aeruginosa izolatin1 inhibe etmistir. Capraz ¢izgi testinde, TUO1-
01, BD02-02 izolatlarinin Escherichia coli’e karsi en fazla inhibisyon etkisi gdsterdigi belirlenmistir.
Caligsmada elde edilen izolatlarin tiimiiniin proteaz enzim aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir.
BSTO1, BST02-05, BST02-07, BDO1-05 izolatlarinin orta derecede biyofilm olusturma yeteneginde
oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Anne siitii, bebek diskisi, tursu, 16S rRNA, enzim aktivitesi



CUKUROVA UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

MSc THESIS

Inhibition Effects Lactic Acid Bacteria Isolated From
Various Sources Against Some Pathogens

Rayyan Nawfal Mahmood ALNUAIMI

Adbvisor: Asst.Prof. Dr. Fatmagiin AYDIN

Department of Biotechnology
ABSTRACT

In this thesis, by identifying the lactic acid bacteria species isolated from different sources
(breast milk, feces of breast-fed babies and homemade pickles), determining the inhibition effect of
the isolates against some pathogens, biofilm formation potential, antibiotic susceptibility and
extracellular enzyme production capacity is intended to be determined.

46 lactic acid bacteria (LAB) were isolated 17 from breast milk, 21 from baby feces, and 8
from pickles. Of these, 10 isolates were selected to examine their characteristics, taking into account
gram staining, catalase, and cell morphologies. Molecular identification of 10 selected isolates was
performed by 16S rRNA gene region sequence analysis method. According to this method, we found
the BSTO1, BST02-05, BST02-07, BST02-10, BD01-05, BD02-02 isolates are Limosilactobacillus
fermentum, TUO1-01 isolate is Lactiplantibacillus plantarum, BD03-01, BD04-05 isolate is
Lacticaseibacillus rhamnosus, BD04-03. The BD04-03 isolate was identified as Enterococcus
faecalis species. Identified isolates were registered with the National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

In the agar spot test, almost all of the isolates except Lactococcus garvieae LG1 strain
showed inhibitory effects against indicator microorganisms. In the well diffusion test, all isolates
inhibited Pseudomonas aeruginosa isolate, except isolate BST02-07. In the cross-line test, TUO01-01,
BD02-02 isolates showed the highest inhibition effect against Escherichia coli. All of the isolates
obtained in the study were determined to have protease enzyme activity. BST01, BST02-05, BST02-
07, BD01-05 isolates were found to have moderate biofilm-forming ability.

Keywords: Breast milk, baby feaces, pickles, 16S rRNA, enzyme activity
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB) dogada ozellikle anne siitii, siit {irlinleri, peynir, et, tursu,
ekmekte bol miktarda bulunmakla birlikte insanlarin agiz boslugunda, sindirim sisteminde ve kadin
genital organlarinda bulunmaktadir (Joghataei ve ark., 2019). Laktik asit bakterileri ¢ubuk veya
kiiresel, gram-pozitif, hareketsiz ve katalaz testi negatif olup, gelisme ortamindaki karbonu
metabolize etmeleri sonucu ara iiriin olarak laktik asit tiretmektedirler (Ismail, Yulvizar ve ark., 2018;
Abd Mutalib ve ark., 2023).

LAB, Lactococcus, Enterococcus, Qenococcus, Pediococcus, Streptococcus ve
Lactobacillus dahil olmak iizere ¢ok sayida cinse ait Gram pozitif bakterilerdir. Gram-pozitif
bakterilerin hiicre duvari, glikopolimerlerin ve proteinlerin karmasik bir birlesimidir. Sitoplazmik
membrani ¢evreleyen ve teikoik asitler veya polisakkaritler gibi diger glikopolimerlerle bulunan bir
peptidoglikan (PG) kesesinden olusur. Kisa peptidlerle ¢apraz baglanan glikan iplik¢iklerinden
olusan kese, sitoplazmik zar1 cevreleyen kapali, torba seklinde bir yapi olusturur. Biiyiime ve
boliinme sirasinda hiicre seklini ve biitiinliiglinii korudugu i¢in bakteri fizyolojisinde énemli bir rol
oynar; ayrica bakteri ile ¢evresi arasinda arayliz gorevi goriir. Peptidoglikan belirli bir kimyasal
bilesime sahiptir ve PG'nin yapisal analizi, b-1,4 baglart yoluyla baglanan alternatif N-
asetilglukosamin (glcnac) ve N-asetilmuramik asitten (murnac) yapilan glikan zincirlerinden
olusmaktadir. Peptidik zincirler, N-terminalleri araciligiyla murnakin laktil grubuna kovalent olarak
baglanmistir. Bu peptidik zincirler, tiirler arasinda bilesim bakimindan farklilik goéstermistir ve
bakteri biitiinliigiinii saglayan hiicre etrafinda {i¢ boyutlu bir yap1 olusturan bir veya daha fazla amino
asidin kisa zincirleri aracilifiyla dogrudan veya dolayli olarak ¢apraz baglanabilmektedir. LAB'de
kok peptidin amino asit dizisi L-Ala-g-D-Glu-X-D-Ala iken, {i¢iincii amino asit (X) bir di-amino asit
olugsmaktadir. Cogu zaman L-Lys'dir (6rn., L. lactis ve ¢ogu lactobacilli'de) ama ayni1 zamanda
mezodiaminopimelik asit (mdap) (6rn. L. plantarum'da) veya Lornithine (0rn. L. fermentum'da)
olabilir. LAB arasinda, D-Ala yeni sentezlenen PG'de besinci konumda baskindir; bununla birlikte,
D-Lac kalintilart L. casei ve L. plantarum gibi dogal olarak vankomisine direngli laktobasillerde
bulunmaktadir. Komsu kok peptitleri arasindaki ¢apraz baglanma, bir peptit zincirinin dordiincii
pozisyonundaki D-Ala ile baska bir zincirin {igiincii pozisyonundaki diamino asit (4-3 ¢apraz bag)
arasinda gergeklesmektedir ( Chapot-Chartier ve Kulakauskas, 2014).

LAB bakterileri, laktik asit, organik asitler, diasetil, hidrojen peroksit, bakteriyosinler veya
bakterisidal gibi maddeler salgilayarak insan ve hayvan viicudundaki mantar, bakteri ve viral
hastaliklarla miicadele edebilmektedir. Karbonhidratlar1 fermente ederek mikroorganizmalari
etkileyen ve ayrica yag dokusunda tahribat olusturarak mikroorganizmalarla miicadele eden, anti-
enflamatuar sitokin iireten bir yiizey aktif madde 6zelligi tasimaktadir (Thakur ve ark., 2023; Wang
ve ark., 2023; Yusuf ve Hamid 2013). LAB {irettigi maddeler biyokoruyucu olarak sayilmakta ve

fermente gidalarin muhafazasinda yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Okoye ve ark., 2023).



LAB igeren fermente maddelerin bagirsaktaki mikroorganizmalara, gastrointestinal sistemin
sagligina ve sindirim siirecine olumlu etki gosterdigi belirlenmistir (Katina ve ark., 2023).

Eski ¢aglardan bu yana gidalari, hayvansal {irlinleri, meyve ve sebzeleri uzun siire muhafaza
etmek ve tiiketilene kadar saklamak i¢in yore halki ilkel, basit ve ev yapimi olan fermantasyon
islemine yonelmistir. Siitiin lor ve peynire, etin pastirmaya doniistiirilmesi, meyve ve sebzelerin
muhafaza edilebilir tursu haline getirilmesi fermantasyonun yaygin érneklerindendir. Tayland gibi
bazi ilkelerde peynir, et, tursu gibi yiizden fazla geleneksel fermente gida cesidi bulunur ve
fermantasyon deneyimi nesilden nesile giiniimiize kadar aktarilmaya devam etmektedir. Gliniimiizde
insanlar koruyucu madde icermeyen saglikli, dogal gida kaynagi olan ve sindirim sorunlar i¢in
iyilestirici tirlinler olarak bilinen geleneksel fermente gidalara yonelmektedir (Petchkongkaew ve
ark., 2023).

Fermente gidalarda bulunan bakteriler saglik sorunlarimi gideren, sindirim sisteminde
sindirilmeyen maddeleri tiiketerek enfeksiyon ve enfeksiyonlara neden olan bakterilerle miicadele
etmektedirler (Mohan Keerthivasan ve ark., 2023). Bazi bilim insanlar1 gastrointestinal sistemin
desteklenmesi siirecinde laktik asit bakterilerinin etkisini gérmek ve daha etkili hale getirmek
amaciyla insan viicudundaki biyolojik olarak pargalanan polimerlere yiikleme islemi
gerceklestirmistir. Ayn1 zamanda bagirsak florasinda kalici olarak bulunmalar i¢in probiyotikleri
asamal1 olarak serbest birakmanin toksik etki gdstermedigi de belirtmislerdir (Liu ve ark., 2023).
Probiyotikler, konakgida belirli miktar ve konsantrasyonlarda bulunarak iirettigi metabolitlerle viicut
sisteminin saglikli ¢caligmasini saglayan mikroorganizmalardir. Probiyotikler adezyon ve beslenme
icin patojenlerle rekabet eden farkli etki mekanizmasi ile karakterize edilmistir. Ayrica sindirim
sisteminde 6zellikle sindirim kanalinda anti-patojen metabolitler iiretebilmektedirler (Aydin, 2023;
Vasudha ve ark., 2023).

Anne siitiindeki yararl bakteriler ile probiyotikler ilgili calismalar yapilmadan once siitlin
steril bir sivi oldugu ve izole edilen mikroorganizmalarin kontaminasyonlardan kaynaklandigi
diistintilmekteydi (Hernandez ve ark., 2023). Anne siitiiniin mikrobiyolojik bilesiminin, cografi
yerlesim, annenin kilosu, beslenme sekli ve giinliik besinleri yeme aligkanliklar1 gibi bazi faktorlere
bagli olarak kadindan kadimna farklilik gdsterebilmektedir. Yapilan ¢calismalar sonucunda, anne siitii
ile beslenen ¢ocuklarin hazir siit kullanan ¢ocuklara gore hastaliklara karsi daha direncli oldugu tespit
edilmistir (Hou ve ark., 2023).

Anne siitiinde bulunan koruyucu etkinin antimikrobiyal etkiye dayandigi belirlenmistir. LAB
bakterilerinin sekerleri fermente ederek organik asit tiretmesi, bu da gevresel pH'1 diisiirerek asidik
kosullar1 tolere edemeyen bazi patojenik bakterilerin yasamasimi engellemesi bu antimikrobiyal
etkinin nedenlerindendir (Gabriele ve ark., 2017). Ayrica LAB bakterileri tarafindan {iretilen organik
asidin hiicre zarma niifuz ederek gram-negatif bakterileri inhibe edebildigi, boylece islevlerini
etkileyerek, sitoplazmay1 asitlestirerek ve aside duyarli enzimleri inhibe edebildigi belirlenmistir.

LAB bakterileri, E. coli ve S. aureus gibi bazi gida kaynakli patojenlerin ve zararli bakterilerin



biiyiimesini engelleyen bir polipeptit olan bakteriyosin de iiretebilmektedir (Wang ve ark., 2021).
Tibet sigirlarinin diskisindan izole edilen Lactobacillus suslarinin Ent P2 geni (enterosin P benzeri
bakteriyosin) icerdigi ve genis bir inhibitor spektruma sahip oldugu belirlenmis olup patojenik
bakterilere kars1 antagonizma gosterdigi tespit edilmistir (Wang ve ark., 2018).

Bakteriler dogada, serbestce yiizen planktonik bakteriler ya da biyofilm olusturan
mikroorganizmalarin hareketsiz kolonileri olarak iki sekilde bulunabilirler (Salas-Jara ve ark., 2016).
Biyofilm olusumu ve bakterilerin ylizeylere baglanma diizeyi; ortamin pH’ s1 ve sicakligi, bakteri
tiirii ve hiicre duvarmin yapisi, bakteri sayisi, baglandig1 ylizeyin ozellikleri, hiicre hareketliligi,
ortamdaki besin maddelerin igerigi ve miktari, iyon konsantrasyonu gibi birgok faktore bagli olarak
degisebilmektedir (Simdes ve ark, 2010). Biyofilm yapilar1 ile bakteriler; nem, 1s1 ve pH
degisiklikleri gibi ¢evresel kosullardaki degisimlerden ve immiin sistem bilesenlerinin
fagositosundan kendilerini koruyarak avantaj saglamis olurlar (Donlan ve Costerton, 2002).

Biyofilmlerdeki mikroorganizmalar, antibiyotiklere ve biyositlere karsi 1000 kat daha
direnclidir (Robert ve ark.,2010). Ayrica biyofilm matrisi polimerik maddelerden olusur ve
antibiyotik difiizyon yetenegini bozabilir, boylece mikroorganizma viriilans kabiliyetine katkida
bulunur. Aeromonas, halk sagligi igin tehlikesi olarak kabul edilen (Elhariry, 2011) ve farkh
ylizeylerde biyofilm olusturan yapisma yetenegine sahip bir bakteridir (Odeyemi ve Ahmad, 2017).
Lactobacillus spp. gibi probiyotik bakteriler tarafindan biyofilm olusumu, patojenik bakterilerin
kolonizasyonunu 6nleyebilmektedir. Ayrica bazi biyofilm olusturan suslar tarafindan iiretilen EPS
(ekstraseliiler polimerik maddeler)’nin, bazi patojenik bakteriler tarafindan biyofilm olusumunu
engelleyebildigi de tespit edilmistir (Salas-Jara ve ark., 2016). Laktik asit bakterilerinin
biyofilmlerinin olusumu ve sindirim sistemi sagligina olan faydalari, probiyotik takviyelerin ve
fermente gidalarin kullanimiyla desteklenir. Bu {iriinler, saglikli bir bagirsak mikrobiyotasi
olusturarak sindirim sistemi sagligin1 korumaya yardime olabilmektedir (ilhan ve ark., 2009).

Son on yilda DNA dizileme teknikleri, reaksiyon basina maliyet ve kullanici kolayligi
acisindan Onemli ilerlemeler kaydetmistir. Bununla birlikte, fenotipik araglar, daha Once
tanimlanmamais laktik asit bakterisi (LAB) tiirlerinin ilk siniflandirilmasinda énemlidir. Fenotipik
araglar, bir organizmanin gézlemlenebilir 6zelliklerini temel alir. Bu 6zellikler arasinda morfoloji
(sekil, biiyiikliik), fizyoloji (metabolik aktivite), biyokimya (enzim aktivitesi), biliylime 6zellikleri
(optimal sicaklik, pH aralig1) gibi faktorler yer alir. Bu araglar, belirli bir LAB tiirtiniin kimligini
belirlemek ve smiflandirmak icin kullanilmistir. Ozellikle daha 6nce tanimlanmamis LAB tiirlerinin
ilk smiflandirilmasinda, fenotipik araglar 6nemlidir. Bu araglar, DNA dizileme gibi molekiiler
tekniklerin maliyetli veya karmasik oldugu durumlarda kullanilabilir. Fenotipik araclar,
laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilan basit ve hizli testler veya kiiltiir bazli yontemlerdir. DNA
dizileme teknikleri, daha sonra daha ayrmntili bir analiz i¢in kullanilabilir ve LAB tiirlerinin daha
kesin bir tanim1 ve smiflandirilmasi igin énemli bir aragtir. Ancak, fenotipik araglar, baglangigta

tanimlanmamis LAB tiirlerini siniflandirmak i¢in hala énemlidir ve molekiiler tekniklerle birlikte



kullanildiginda daha kapsamli bir sonug elde etmek i¢in birlikte kullanilabilir (Sharma ve ark., 2020).
Laktik asit bakterileri, diisiik guanin art1 sitozin DNA igerigine sahip Gram-pozitif bakterilere aittir.
Lactobacillus, Leuconostoc ve Pediococcus cinsleri, morfolojik ve fizyolojik dzelliklere dayanarak
geleneksel olarak ayrilabilmelerine ragmen filogenetik olarak karisik durumdadirlar. Streptococcus
cinsi, Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus ve Vagococcus olmak lizere dort cins olarak
ayrilmistir. Laktik asit bakterilerinin geleneksel fenotipik tanimlamasi oldukca zahmetli ve her
zaman giivenilir degildir. Niikleik asit probu teknolojisi, daha hizli1 ve daha giivenilir bir ayrim i¢in
bir alternatif olabilir. 16S veya 23S rRNA hedefli oligoniikleotidler, LAB'nin spesifik tanimlanmasi
icin kullanilmigtir. Bu oligontikleotidler, LAB'yi diger bakteri tiirlerinden ayirt etmek i¢in kullanilan
belirli genetik bolgelere baglanir. Bu teknik, hizli ve giivenilir bir tan1 saglayabilir ve LAB'"nin tiir
diizeyinde ayrimini yapabilmektedir (Schleifer ve ark., 1995)

Bu calismada laktik asit bakterilerinin ev yapimi tursulardan, anne siitiinden ve bebek
diskilarindan izole edilerek saflastirilmasi ve daha sonra 16S rRNA dizileri kullanilarak molekiiler
tekniklerle identifikasyonun yapilmasi, elde edilen izolatlarin bazi patojenlere karsi inhibisyon
etkisinin, biyofilm olusturma potansiyellerinin, antibiyotik direncinin belirlenmesi ile hiicre disi

enzim Uretim aktivite tespitinin yapilmasi amaglanmistir.


https://www.google.com/search?q=Gram-pozitif
https://www.google.com/search?q=Lactobacillus
https://www.google.com/search?q=Leuconostoc
https://www.google.com/search?q=Pediococcus
https://www.google.com/search?q=Streptococcus
https://www.google.com/search?q=Enterococcus
https://www.google.com/search?q=Lactococcus
https://www.google.com/search?q=Streptococcus
https://www.google.com/search?q=Vagococcus
https://www.google.com/search?q=16S
https://www.google.com/search?q=23S
https://www.google.com/search?q=LAB
https://www.google.com/search?q=LAB
https://www.google.com/search?q=LAB

2. ONCEKI CALISMALAR

Salminen (2004) laktik asit bakterilerini gram pozitif, spor olusturmayan, katalaz negatif,
genellikle hareketsiz ve mikroskop altinda basil ve kok seklinde tanimlanistir. Sitokromlar ve
porfirinleri (solunum zincirlerinin bilesenleri) sentezleme yeteneklerinden yoksundurlar ve bu
nedenle bir proton gradyani olusturarak ATP olusturmadiklar1 bildirmistir.

Smith ve ark., (2005) yaptiklar1 ¢alismada izole ettikleri laktik asit bakterilerinin (LAB)
patojen bakterilerin biiylimesini engelleme 6zelligine sahip maddeler iiretme yetenegine sahip
oldugunu belirlemislerdir. Dort LAB 58C'de kiymada streptomisine direncli E. coli O157:H7 ve
Salmonella kokteyl karisimini inhibe edip etmedigini arastirmislardir. LAB izolatlarmi 10" kob/ml'de
10° kob/ml patojen konsantrasyonu igeren triptik soya brotha ilave etmislerdir. Ornekler 58 °C' de
saklanmig ve patojen popiilasyonlarini 0, 4, 8 ve 12. giinlerde belirlenmistir. 4 giinliik depolamadan
sonra, LAB izolatlar1t NP 35 ve NP 3'e maruz kalan her iki patojenin sayisinda énemli farkliliklar
oldugunu belirlemislerdir. 8 ve 12 giinlik depolamadan sonra, tim LAB her iki patojenin
popiilasyonunu ortalama 3 ila 5 log dongii azaldigimi saptamislardir. Laktik asit bakterilerinin
etkisini incelemek i¢in vakumla paketlenmis taze kiymada yaptiklar ¢aligmada her bir LAB izolatt,
12 giinliik depolama sonrasinda E. coli O157: H7'de ortalama 1,5 log dongiisii farkliliga yol agmis
ve Salmonella popiilasyonlar1 ortalama 3 log dongiisii azalttigini tespit etmislerdir. 4 adet LAB'den
karisik konsantre bir kiiltiir hazirlayarak 10® kob/g patojen ile inokiile edilen kiymada 3 giinliik
depolamadan sonra, karisik kiiltiir E. coli O157: H7'de kontrole kiyasla 2.0 log azalma saglarken, 5
giinliik depolamadan sonra 3 log azalma oldugunu belirlemislerdir. Salmonella 5. giinden sonra tespit
edilemeyecek seviyelere diistiiglinii kaydetmiglerdir. LAB'nin kiymanin duyusal kalitesi tizerinde
herhangi bir olumsuz etkisi olmadigini belirtmislerdir.

Al-Allaf ve ark., (2009) tarafindan yapilan caligmada kiymadan LAB’nin izolasyonu ve
tamlamasmni yapmuslardir. Izolatlarin, gram pozitif ve gram negatif patojenik bakterilerine
(Escherichia coli, Pseudomonas aerouginosa, Bacillus cereus, Klebsiella pneumoniae, Proteus spp.,
Salmonella spp., Corynebacterium spp., Streptococcus pneumoniae ve Staphylococcus aureus) karsi
antimikrobiyal aktivite etkisini agar kuyu difiizyon yontemi kullanilarak belirlemislerdir. LAB’nin
olusturdugu zon ¢api 0,6 ila 4 mm arasinda saptanmis olup patojen bakterilere karsi inhibisyon etkisi
gosterdiklerini tespit etmislerdir.

Albesharat ve ark., (2011) yaptiklar1 ¢calismada 70 farkli 6rnekten (15 bebek ve 15 yetigkin,
15 anne siitii ve 25 fermente gida) bakteri izole etmislerdir. Saglikli kadinlarin anne siitiinde, anne
ve bebek digkisinda ve fermente gida Omneklerinde LAB'nin varligmmi genotipik diizeyde
arastirmiglardir. Otuz alt1 farkli tiir (Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Weissella ve
Pediococcus) tespit edilmistir. Baz1 tiirler tek bir kaynaga 6zgii iken Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus fermentum, Pediococcus pentosaceus ve Lactobacillus brevis tiirleri tiim kaynaklarda

bulunmustur. Annelerin digkisinda, siitiinde ve bebeklerinin diskisinda L. plantarum, L. fermentum,



L. brevis, Enterococcus faecium, E. faecalis ve P. pentosaceus'un ayn1 RAPD genotipleri
bulunmustur.

Daoudou ve ark., (2011) tarafindan yapilan c¢alismada, on bes sus izole edilerek
karakterizasyonu yapilmistir. Tim LAB izolatlarin E. faecalis, E. coli, Salmonella arizonae,
Enterococcus avium ve Enterococcus casseliflavus'a karst antimikrobiyal aktivite sagladigini
belirlenmistir. Izolatlarin trimetoprim, sefiksim ve eritromisine direngli, kloramfenikol,
amoksisilin/klavulanik asit ve tetrasiklin'e duyarli oldugu tespit edilmistir. Calismada
enteropatojenik bakterilere karsi saglikli tavuk bagirsagindan antibakteriyel bilesikler iiretebilen
LAB izole edilmistir.

Martin ve ark., (2012) tarafindan yapilan bir calismada, anne siitiiniin bebegin bagirsaginda
potansiyel bir bakteri kaynagi oldugu belirtmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglari, anne siitii ve bebek
disk1 6rneklerinde ayni1 spesifik Bifidobacterium, Lactobacillus ve Staphylococcus bakteri suslariin
varligini tespit etmiglerdir. Anne siitii ve bebek digkisindan 20 anne-bebek ciftinden izole edilen
bakterilerin kimligi sus diizeyinde belirlemislerdir. Staphylococcus, Lactobacillus ve
Bifidobacterium DNA's1 analiz edilen 6rneklerin neredeyse tamami qrti-PCR ile tespit edilmistir. Bu
ornekler farkli agar besiyerlerinde kiiltlire alinmistir. Her morfolojiyi temsil eden bir koloni se¢ilmis
ve klasik testler ile molekiiler teknikler birlestirilerek tiir diizeyinde tanimlanmistir.

Ambalam ve ark., 2012 tarafindan yapilan ¢alismada, Lactobacillus'tan 17 susa Kongo
kirmizisi baglama testi yapilmistir. Kongo kirmizis1 baglanmasi testinde besiyeri olarak KK-MRS
agar (%0,01 Kongo kirmizis1 iceren MRS) kullanmslardir. Izolatlar1t KK-MRS agar iizerine ekerek
37 °C'de 72 saat inkiibe etmislerdir. KK'ye baglanan hiicreler KK-MRS agarda yogun kirmizi
koloniler olusturdugunu KKB olmayan hiicrelerin renksiz koloniler olusturdugunu belirtmislerdir.
Iki otoaggresyon olusturan izolatm, L. Crispatus 12005 ve L. paracasei F8, safra veya miisinden
bagimsiz olarak biyofilm gelistirdigini tespit etmislerdir. Erken (24 saatlik kiiltlirler) biyofilm
olusumunun hidrofobik hiicre yiizeyi proteinlerinde artis ve yliksek kongo kirmizi baglama 6zelligi
ile ilgili oldugunu, ge¢ olgunlasan (72 saatlik kiiltiir) biyofilmin ise daha fazla karbonhidrat
iceriginden oldugunu belirtmislerdir.

Moraes ve ark., (2013) tarafindan yapilan ¢alismada, yirmi dokuz laktik asit bakterisi Biolog,
APISOCHL, 16S rDNA dizilimi ve tiire 6zgii PZR (Polimeraz Zincirleme Reaksiyonu) kullanilarak
tanimlanmigtir. Tanilama sonuglar1 karsilastirildiginda, uygun LAB tanilamasi i¢in polifazik bir
yaklagimin gerekli oldugu ve molekiiler analizlerin en giivenilir oldugunu belirlemislerdir.

Chapot-Chartier ve Kulakauskas, (2014) Gram pozitif bakteriler arasinda genel yapilar ve
biyosentez yollar1 korunmasina ragmen, ¢aligmalar LAB hiicre duvarlarinin benzersiz 6zellikler
gosterdigini ortaya c¢ikarmistir. Hiicre duvari biyosentezinde, modifikasyonunda ve bozunma
yollarinda yer alan genler tamimlanmis olup, bu genlerin bakteriyel fizyolojideki roliinii aragtirmak
icin kullanilabilecek mutantlarin yapimina olanak saglamistir. PGH (peptidoglikan hidrolaz

aktivitesini) ve bakteriyel otolizi kontrol eden molekiiler mekanizmalarin sifresinin ¢6ziilmesi, hiicre



duvar1 proteinlerinin bakteri yilizeyine baglanmasi, bakteriyofajlarin hedef bakteri ylizeyine
adsorpsiyonu ve probiyotik bakteriler ile probiyotik bakteriler arasindaki ¢apraz iletisim konusunda
ilerleme kaydedilmistir. Elde edilen sonuglar, LAB hiicre duvar yapist ve fonksiyonunu daha fazla
arastirllmigtir. PG (peptidoglikan)’in yeni yapisal modifikasyonlari, ilgili genlerle birlikte tespit
edilmistir. Ayrica PGH'lerin O-glikosilasyonu LAB'de rapor edilmistir ve L. plantarum'un olarak
major otolizini Acm2'nin PG-hidrolize edici aktivitesini modiile ettigi bulunmustur. Buna ek atomik
kuvvet mikroskobu (AFM) goriintiilemesinin nano dlgekte bakteriyel ylizey mimarisini kesfetmeye
yonelik giliglii bir teknik oldugu kamitlanmustir. Ayrica, probiyotik bakterilerde bulunan aktif
bilesiklerin tanimlanmasi, 6rnegin inflamatuar bagirsak hastaliklarinda oldugu gibi hastalik tedavi
stratejilerinin gelistirilmesine yol agmuistir.

Daba ve ark., (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, ¢ig siitten on iki bakteriyosin iireten laktik
asit bakterisi 6rnegini izole etmislerdir. Siit izolatlarindan besinin Staphylococcus, Bacillus ve test
edilen tiim Listeria monocytogenes suslarina kars1 etkili inhibitr aktiviteye sahip oldugunu tespit
etmislerdir. Ayrica iki bakteriyosinojenik izolatin Pseudomonas aeruginosa ve Escherichia coli
dahil olmak iizere Gram-negatif bakterilere karsi etkili oldugunu belirlemislerdir. Sivi ortamda
yapilan testlerde, 4°C'de 14 giinliik bir depolama siiresi boyunca bakteriyosin varliginda Listeria
tiremesinde 3 log'luk bir azalmaya neden oldugunu saptamislardir.

Jalilsood ve ark., (2015) tarafindan yapilan calismada, Pandanus amaryllifolius’dan
Lactobacillus plantarum PA21 tiirlinii izole etmislerdir. Bu izolatin ¢esitli bozulmalara ve patojenik
bakterilere kars1 onleyici etki saglayacak giiclii biyofilm olusturma yeteneginde oldugunu tespit
etmislerdir.

Saez ve ark., (2018) Arjantin sehrinde pazarlanan 31 adet fermente siit ve sebze gidasin
tursu iiretimi i¢in LAB kaynagi olarak se¢mislerdir. Lactobacillus susu olarak tanimlanan altmig dort
izolat, fermente gidalarin {iretimi i¢in ilgili teknolojik 6zellikler agisindan taranmustir. L. plantarum
CRL2162 ve L. rhamnosus CRL2164'in E. coli ve Listeria innocua'ya Kars1 yiiksek biiylime ve
inhibitor aktivite ile en iyi performansi gosterdigini tespit etmislerdir. Secilen suslar arasinda karisik
kiiltiirlerde kullanimlarini engelleyecek belirgin bir antagonizma goriilmedigini, bu suslarin yiiksek
kalitede standardize edilmis fermente sebze {irlinleri elde etmek igin starter kiiltiir olarak potansiyel
olabilecegini belirlemisglerdir.

Muruzovi¢ ve ark., (2018) tarafindan yapilan diger calismada farkl sicaklik, pH, farkli tuz,
glikoz ve laktoz konsantrasyonlarinin Enterococcus hirae KGPMF9, Streptococcus uberis
KGPMF?2, Lactococcus lactis subsp. lactis KGPMF23 and Lactobacillus fermentum KGPMF29
planktonik biiylime, biyofilm olusumu ve olusan biyofilmi {izerindeki etkilerini incelemislerdir. L.
Sfermentum KGPMF29'un planktonik biiylimenin ve biyofilm olusturma yeteneginin, asidik ortamda
ve farkli glikoz ve laktoz konsantrasyonlarinin varhiginda uyarildigini, E. hirae KGPMF9'un
planktonik biiylimesinin asidik ortamda uyarildigini ve biyofilm olusumunun test edilen tiim pH

ortamlarinda simirlandigini tespit etmislerdir. Glikoz ve laktoz, E. hirae KGPMF9'un planktonik



biiyiimesi ve biyofilm olusumu iizerinde herhangi bir etki gdstermedigini veya zayif bir etki
gosterdigini belirlemislerdir. Bu sonuglarin, gevresel faktorlerin peynirdeki laktik asit bakterilerinin
biiyiimesi ve gelisimi lizerindeki etkisinin daha iyi anlasilmasina katki saglayacagini belirtmislerdir.

Haney ve ark., (2018) tarafindan yapilan ¢caligmada, peptitlerin, gram-pozitif ve gram-negatif
bakterilerden olusan biyofilmleri engelleme ve yok etme yetenegi {lizerine etkisini arastirmiglardir.
Biyofilmlerin metabolik aktivitesini degerlendirmek i¢in tetrazolyum kloriir boyasinin yani sira
yapisan biyofilm biyokiitlesini 6l¢cmek i¢in kristal viyole boyama yontemi kullanmiglardir. Bu
boyalar kullanilarak olusturulan ortam bilesiminin biyofilm tespit yoOntemlerinin okumalari
izerindeki etkisini, iki P. aeruginosa susuna (PAO1 ve PA14) ve ayrica metisiline direncli bir S.
aureus susuna karsi degerlendirmislerdir. Ortam bilesiminin, bu boya bazli yontemlerle elde edilen
boyama modellerini 6nemli dl¢lide degistirdigini tespit etmislerdir.

Alang ve ark., (2019) tarafindan yapilan calismada, LAB'nin siitteki antimikrobiyal
aktivitesini aragtirmisglardir. LAB izolatlarinin antibakteriyel aktivitesini degerlendirmesinde kuyu
difiizyon yontemi kullanilmiglardir. Sonug olarak, 14 LAB izolat1 arasinda hiicresiz slipernatantin
EPEC'e kars1 en giiclii antibakteriyel aktivitesinin K1B, S. aureusis K4A2 ve Salmonella typhinin
K5B2 oldugunu belirlemislerdir. 16S rDNA dizisine gore K1B, K4A2 ve K5B2 izolatlarim sirasiyla
9%99,758, %100 ve %99,759 benzerlikle Enterococcus faecalis ATCC19433T olarak tanilamislardir.
KI1B, K4A2 ve K5B2 izolatinin patojen biiyiimesini inhibe ettigini saptamislardir.

Toe ve ark., (2019) tarafindan yapilan ¢aligmasinda, Malezya’da gidalardan izole edilen
sekiz LAB'in hiicre dig1 proteolitik aktiviteleri ve amino asit iiretme yetenekleri agisindan
incelemiglerdir. Caligilan tiim LAB asidik ve alkali pH kosullar1 altinda ¢ok yonlii hiicre dist
proteolitik aktiviteler sergilemistir. izolatlardan Pediococcus pentosaceus UP-2, aspartat, lizin,
metiyonin, treonin, izoldsin, glutamat, prolin, alanin, valin, 16sin dahil olmak {izere 15 AA'y1 hiicre
dis1 olarak tiretmek i¢in en yiiksek aminoasit iiretme yetenegi gosterdigini tespit etmislerdir.

Husain ve ark., (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, evcil tavuklardan elde edilen LAB'1in
antimikrobiyal potansiyelini arastirmiglardir. Arastirmacilar, elde edilen izotlarin, E. coli ve S.
aureus gibi patojenik bakterilere karsi inhibitor aktivitelerini kuyu difiizyon yontemi kullanarak
arastirmiglardir. B. subtilis PATA-5 susunun dogal antibiyotik siklik lipopeptitler, yani siirfaktin
iiretebildigini tespit etmislerdir.

Morifuji ve ark., (2020) tarafindan yapilan ¢alismada, LAB tarafindan fermente edilen siitiin
insanlarda ve sicanlarda diyetteki karotenoid biyoyararlanimini nasil etkiledigini degerlendirmeyi ve
Lactobacilli tarafindan fermente edilen siitteki aktif bilesenlerin diyetteki karotenoid emilimini
arttirdig1 mekanizmalar1 arastirmay1 amaglanmistir. Erkek sicanlara (n = 8/grup) -karoten veya [-
karoten + fermente siit uygulandi. Sicanlar (n = 6/grup) aymi zamanda [-karoten tasima
mekanizmalarint arastirmak icin bir kolesterol emilim inhibitdrii olan ezetimib ile 6n isleme tabi
tutulmustur. Insanlarda randomize ¢apraz gecis yontemi kullamlarak 3 ¢alisma gerceklestirilmistir.

Denekler (n = 16/¢aligma) sebze (havug, domates veya ispanak) igeceklerini tek basina veya fermente



siitlii icecekle birlikte tiikettiler. Tiiketildikten sonra c¢esitli zaman noktalarinda kan Ornekleri
toplanmistir. Siganlarda, konsantrasyon-zaman egrisi (AUC) altindaki serum B-karoten alaninin, -
karoten + fermente siit icin, yalnizca -karoten i¢in oldugundan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu
gosterdi. Fermente siitiin ekzopolisakkarit (EPS) igerigi ile serum p-karoten AUC'si arasinda anlamli
bir korelasyon (r = 0.83, p <0.001) gozlenmistir. insanlarda, plazma triasilgliserolden zengin
lipoprotein (TRL) fraksiyonundaki B-karoten i¢in konsantrasyon-zaman egrisi altindaki artimli alan
(1AUC), havug + fermente siit oldugunda 6nemli 6lgtide (1,8 kat, aralik: 0,6-3,9) daha yiiksek olarak
kaydedilmistir. tek basina havug icecegine kiyasla tiiketilmistir. Yalnizca domates igecegi tiiketen
deneklerle karsilastirildiginda, domates + fermente siit tiikketen deneklerde plazma TRL
fraksiyonunda likopen i¢in 6nemli 6l¢iide (6,5 kat, aralik: 0,04-7,7) daha yiiksek iAUC g6zlenmistir.
Ispanak + fermente siit tilketiminden sonra tiim fraksiyonlarda plazma luteinde onemli bir artig
gdzlenmistir, ancak tek basina ispanak igecegi ile bu durum gozlemlenmemistir. B-karoten ve
fermente siitiin birlikte tiikketilmesinin insanlarda ve siganlarda diyetteki B-karoten biyoyararlanimini
onemli Olciide arttirdigini belirtmislerdir.

As ve ark., (2020) yalnizca anne siitiiyle beslenen bebek diskisindan laktik asit bakterisinin
ozelliklerini izole etmislerdir. Elde edilen izolatin, gram-pozitif fakiiltatif anaerobik katalaz negatif,
oksidaz negatif hareketli ekzopolisakkarit iireten kokobasil oldugunu, 37 °C ve pH 8'de optimum
iiredigini tespit etmislerdir. I6STRNA kismi dizilimi ile genotipik tanilama, tiirii Weissella confusa
olarak tanilamislardir. Antibiyogram c¢aligmasinda izolatin Amoxycillin, Ampicillin, Bacitracin,
Chloramphenicol, Ciprofloxacin, Co-Trimoxazole ve Vancomycin'e diren¢li oldugunu ve ¢oklu
antibiyotik diren¢ indeksinin 0.7 oldugunu tespit etmislerdir.

Abdullah ve ark., (2022) Bat1 Sumatra'ya 6zgii geleneksel fermente bir yemek olan dadiahta
bulunan ve probiyotik potansiyeli olan LAB'ni hem geleneksel olarak hem de molekiiler yontemlerle
tan1lamiglardir. LAB'nin tamimlanmasinda 16S rRNA geni kullanilarak yapilan PZR sonucu izolatin
1419 bp'lik baz uzunlugunda oldugunu, filogenetik analizden Limapuluh Kota Regency dadiah'indan
izolae edilen LAB'nin Lactobacillus plantarum'a akraba oldugu tespit etmislerdir.

Speranza ve ark., (2020) tarafindan yapilan c¢aligmada farkli yiizeylere (6rn. ambalaj
malzemeleri, seramik, plastik, kagit, polimerler vb.) yapisabilen probiyotik bakterilerin, endiistriyel
uygulamalar i¢in yeni biyoteknolojik ¢oziimler olarak kullanilip kullanilamayacagini
aragtirmistirmiglardir. Patojenik ve bozulmaya neden olan bakterilerin biiyliimesini biyolojik olarak
kontrol ederek belirlemislerdir. Sonuglar, biyofilm varliginda (6,5-7 log kob/cm?) patojenik hiicre
yiiklerinin, yoklugunda g6zlemlenenlere kiyasla her zaman daha diisiik oldugunu ve E. coli O157:H7
icin Onemli bir azalma (>1-2 logaritmik dongii) gosterdigini tespit etmislerdir. Listeria
monocytogenes, S. aureus ve Salmonella enterica igin hiicre yiikiindeki azalmalar 0,5 ile 1,5
logaritmik dongii arasinda degistigini saptamislardir. Aktif ambalaj olarak test edildiginde biyofilm
polipropilen, polivinil kloriir, yagh kagit, polietilen ve seramik {izerinde basariyla olustugunu

belirlemiglerdir. Yumusak peynirlerde mikroorganizmalarin biiyiimesi kontrol edildiginde,



biyofilmin, L. monocytogenes'in 15 °C' deki mikrobiyolojik stabilitesini 3 ve 4 giinden fazla uzatarak
biiyiimesini yavaslatmadaki etkinliginin oldugunu tespit etmislerdir. Elde edilen sonuglara gore
gelistirilen probiyotik LAB biyofilminin patojenik ve gida bozucu bakterilere kars1 biyokontrol ajani
olarak kullanilma potansiyelinin iyi oldugunu ileri siirmiislerdir.

Akoglu (2020), tarafindan yapilan ¢alismada, Tirkiye'deki yerel bir peynirden olan (6)
laktik asit bakteri susu (Enterococcus durans EC4, Enterococcus lactis EC61, E. faecalis EC41,
Enterococcus faecium EC63, L. garvieae LC61, L.lactis 1L.C62) izole edilerek izole edilen laktik asit
bakterilerinin (LAB) planktonik biiyiimesi ve biyofilm olusturma yetenegi iizerine etkili ¢evresel
kosullar (farkli sicaklik, pH, tuz, glikoz konsantrasyonu ve laktoz konsantrasyonlari) arastirilmistir.
Ede edilen sonuglara gore arastirmacilar Enterococcus lactis EC61 ve E. faecalis EC41'in degisen
cevresel kosullara en direngli bakteriler oldugu ve 6.5, 7.0, 7.5 ve 8.0 ph degerlerinde; %4 ve %6.5
tuz konsantrasyonlarinda; %0,5 glukoz konsantrasyonunda; %0.5, %1.5 ve %2.5 laktoz
konsantrasyonlarinda planktonik liremelerini siirdiirebildiklerini tespit etmislerdir. Tiim suslarin
biyofilm olusturma yetenegine sahip oldugu ve o6zellikle Enterococcus lactis EC61 ve E. faecalis
EC41 suslarinin biyofilm olusumunun, asidik pH’da ve artan glukoz ve laktoz konsantrasyonlarinda
onemli dlclide arttigini, artan tuz konsantrasyonunda ise énemli 6l¢iide azaldigini belerlemislerdir.

Tatsaporn ve Kornkanok, (2020) yaptiklar ¢alismada, fermente tavuk ve baliktan izole
edilen LAB'nin patojenik mikroorganizmalar tarafindan olusturulan biyofilm olusumunu &nlemek
onlemede etkisini incelemislerdir. izole laktik asit bakterilerin, fizyolojik 6zelliklerini, gida kaynakli
patojenlerin planktonik ve biyofilmine karst %0,5-1,3 w/v nisin igeren ham siipernatantin
antimikrobiyal aktivitesini, test edilen tiim patojenlerle otoaggregasyon, koaggregasyon ile biyofilm
olusturma yetenegini, asit ile safra tuzu kosullarinda bakteriyel hayatta kalmasini, hemolitik aktivite
ve antibiyotiklerin minimum inhibitér konsantrasyonunu arastirmiglardir. Tim LAB’nin
koaggregasyon prosesi yoluyla test edilen tiim patojenlerin biyofilm olugumunu 6nlemek icin
biyofilm gelistirebildiklerini belirlemislerdir. Ayrica izolatlarin, safra tuzuna % 6-8 oraninda tolerans
gosterdiklerini diisiik pH'a kismen direncli olduklarini, hemolizin negatif ve Avrupa standartlarinin
izin verdigi diizeyde antibiyotik duyarliligina sahip olduklarini tespit etmislerdir.

Hajwal (2023), tarafindan yapilan bir ¢calismada, alt1 ayliktan kiigiik on iki bebek, 1 Nisan
2021 ile 1 Ekim 2022 tarihleri arasinda Irak'in Ramadi kentindeki Kadin ve Cocuk Hastanesi'nden
orneklenmistir. Bebekler anne siitli ve biberon siitii ile beslenenler olarak iki ana gruba ayrilmistir.
Disk1 ornekleri toplanarak Lactobacillus tiirleri izole edilmistir. Staphylococcus, Klebsiella ve
Psedudomonas bakterilerine karsi izolatlardan hazirlanan ekstraktlarin ve Amoxicillin, Amikacin ve
Cefixime antibiyotiklerinin inhibisyon etkisini aragtirmiglardir. Analiz sonuglarina gore, Cefixime
ile Lactobacillus tirii ekstraktinin diger tiim tedavi tiirlerine kiyasla 6nemli Ol¢lide en yiiksek
ortalama inhibisyon capina sahip oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmacilar, anne siitiiyle beslenen
bebeklerin, biberonla beslenen gruba kiyasla tedaviye onemli dlglide daha iyi yamit verdigini

saptamislardir.
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Duche ve ark., (2023) tarafindan yapilan ¢alismada, potansiyel probiyotik LAB suslari
fenotipik ve genotipik antibiyotik diren¢ profilleri agisindan incelenmistir. Yontemler farkli
antibiyotiklere kars1 duyarlilik Kirby Bauer standart disk difiizyon protokolii ile test edilmistir.
Mensei ne olursa olsun, LAB suslar1 sefalosporinlere, aminoglikozitlere, kinolonlara, glikopeptitlere
ve birkag istisna diginda beta-laktamlar arasinda metisiline kars1 belirgin fenotipik direng gosterirken,
beta-laktamlarin bir alt grubu olan makrolidlere, siilfonamidlere ve karbapenemlere karsi bazi

varyasyonlarla birlikte yliksek duyarlilik gdsterdigini tespit etmislerdir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
Bu ¢alismada kullanilan Lactobacillus suglart farkli kaynaklardan (anne siitii, bebek fecesi

ve ev yapimi tursu) izole edilmistir.

3.1.1. Bakterilerin Uretilmesinde Kullamlan Besiyerleri

MRS Agar
Bilesimi Miktar (g/l)
Bakteriyolojik agar 10
Bakteriyolojik pepton 10
Dekstroz 20
Dipotasyum fosfat 2
Magnezyum siilfat 0,2
Manganaz siilfat 0,05
Et ekstrakti 8
Sodyum asetat 5
Tween 80 1
Maya 0z 4

2

Amonyum sitrat
MRS kati1 besiyererine L-sistein (% 0,05 w/v) ve kalsiyum karbonat (% 0,05 w/v) eklenip

¢Oziilmiistiir. Otoklavda 121 °C’de, 1,2 atm’de 15 dk steril edilmistir. Kullanilincaya kadar +4 °C’de

muhafaza edilmistir.
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MRS Broth

Bilesimi Miktar (g/l)
Kazeinden elde edilen pepton 10,0
Et ekstresi 8,0
Maya ekstresi 4,0
D(+)-glikoz 20,0
Dipotasyum hidrojen fosfat 2,0
Tween® 80 1,0
Di-amonyum hidrojen sitrat 2,0
Sodyum asetat 5,0
Magnezyum siilfat 0,2
Manganez siilfat 0,04

MRS siv1 besiyererine L-sistein (%0,05 w/v) eklenip ¢oziilmiistiir. Otoklavda 121 °C’de, 1,2
atm’de 15 dk sterilize edilmistir. Kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

MRS-KK Agar

Bilesimi Miktar (g/l)
MRS agar 62
Kongo kirmizisi 40
Coomassie brillant blue 20

Besiyeri hazirlanarak (25°C — pH 5,7 £ 0,2) otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize

edilmistir. Kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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Tryptic Soy Agar (TSA)

Bilesimi Miktar (g/l)
Pankreas kazein sindirimi * 15
Soya fasulyesi kiispesinin papaik sindirimi ** 5
Sodyum klorit 5

Agar 15
Dekstroz (Glikoz) 2,5
Dipotasyum hidrojen fosfat 2,5

pH 25 °C’de 7,3+0,2

* Kazeinin enzimatik sindirimi, triptikaz peptonuna esdegerdir

** Soya fasulyesinin papaik sindirimi, fiton peptonuna esdegerdir.

Besiyeri hazirlanarak otoklavda 121 °C’de, 1,2 atm’de 15 dk sterilize edilmistir.

Kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Tryptic Soy Broth (TSB)

Bilesimi Miktar (g/1)
Pankreas kazein sindirimi 17
Soya fasulyesi kiispesinin papaik sindirimi 3
Dipotasyum hidrojen fosfat 2,5
Dekstroz (Glikoz) 2,5
Sodyum klorit 5

pH 25 °C’de 7,3+0,2

Besiyeri hazirlanarak otoklavda 121 °C’de, 1,2 atm’de 15 dk sterilize edilmistir.

Kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

MRS ve Nisasta (% 1,5)

Bilesimi Miktar (g)
MRS Agar 18,06
Nisasta 4,5
L-sistein 0,15
Saf su 300 ml

Besiyerinin icerisnde L-sistein ve nisasta eklenip ¢ozlilmiistiir. Otoklavda 121 °C’de, 1,2

atm’de 15 dk steril edilmistir. Kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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Iyodin Soliisyonu (% 1 w/v)

Bilesimi Miktar (g)
Iyot 1
Saf su 100 ml

Iyot 100 ml saf su igerisinde karistirict kullanilarak ¢dzdiiriilmiistiir.

MRS Agar ve Tween 80 (%1)

Bilesimi Miktar (g)
MRS Agar 18,06
Tween 80 3
L-sistein 0,15
Saf su 300 ml

MRS agar igerisine L-sistein eklendikten sonra (pH 25 °C- 6,0 £+ 0,2) besiyeri otoklavda 121
°C’ de 15 dakika sterilize edilerek 45-50 °C'ye sogutulmustur. Besiyeri igerisine 0,22 mikron
millipore filtre ile steril kosullarda kademeli olarak tween 80 (%]1) ilave edip (laminer akig altinda)
¢cOziilmiistiir. Daha sonra besiyeri petri tabaklarma doékiilmiistiir. Kullanilincaya kadar +4 °C’de

muhafaza edilmistir.

MRS Agar ve Yagsiz Siit (%1,2)

Bilesimi Miktar (g)
MRS Agar 18,06
Yagsiz siit 3,6

L- sistein 0,15
Glucose 0,9
Saf su 300 ml

MRS Agar hazirlandiktan sonra besiyeri otoklavda 121 °C’de 5 dakika sterilize edilmistir.
MRS ortaminin otoklav ile sterilizasyonunu tamamladiktan sonra, 0,22 mikron millipore filtre
kullanarak steril kosullarda (laminer akis altinda) kademeli olarak 50 ml yagsiz siit ilave edip

¢cOziilmiistiir. Kullanilincaya kadar 4 °C’de buzdolabinda saklanmusgtir.
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MRS Agar ve Tributirin (%1)

Bilesimi Miktar (g)
MRS Agar 18,06
Tributirin 3
L-sistein 0,15
Saf su 300 ml

Besiyeri hazirlanarak otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edildikten sonra 45-50 °C'ye
sogutulmustur. MRS ortaminin otoklav ile sterilizasyonu tamamladiktan sonra, 0,22 mikron
millipore filtre ile steril kosullarda kademeli olarak tributirin (%1) ilave edip (laminer akis altinda)

¢cOziilmiistiir. Besiyeri petri tabaklarina dokiilmiistiir. Kullanilincaya kadar 4 °C’de buzdolabinda

saklanmustir.

MRS Agar ve %1 Karboksimetil Seliiloz (CMC)
Bilesimi Miktar (g)
MRS Agar 18,06
Karboksimetil seliilloz (CMC) 3
L-sistein 0,15
Saf su 300 ml

Besiyerine karboksimetil selilloz (CMC) (%1) eklenip ¢ozdiiriilmiistiir. Besiyeri
hazirlanarak (pH (25°C — 5,7 £ 0,2) otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Daha sonra
cozelti 45-50 °C'ye kadar soguyunca besiyeri petri tabaklarina dékiilmiistiir. Kullanilincaya kadar 4

°C’de buzdolabinda saklanmustir.

MRS Agar (%1,2 Yumusak Agar ve Glukoz %0,2)

Bilesimi Miktar (g)
MRS Agar 18.06
Agar 3,6

L- sistein 0,15
Glikoz 0,6

Saf su 300 ml

Besiyeri hazirlanarak otoklavda 121 °C’de, 1,2 atm’de 15 dk sterilize edilmistir.

Kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.
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TSB Broth (%0,7 Yumusak agar ve %0,25 glikoz)

Bilesimi Miktar (g)
TSB 6
Agar 1,4
L-sistein 0,1
Glikoz 0,5
Saf su 200 ml

Besiyeri hazirlanarak otoklavda 121 °C’de, 1,2 atm’de 15 dk sterilize edilmistir.

Kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

MRS Broth (%0,2 sakkaroz)

Bilesimi Miktar (g)
MRS broth 15,68
Sakkaroz 0,6
Saf su 300 ml

Besiyerine sakkaroz (%0,2) eklenmistir ve otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir,
Besiyeri, 10 ml'lik steril kapakli cam tiipler igerisine alinmistir. Kullanilincaya kadar +4 °C’de
muhafaza edilmistir.

TSB Broth (%0,25 glikoz)

Bilesimi Miktar (g)
TSB broth 9
Glikoz 0,75
Saf su 300 ml

Besiyeri hazirlanarak otoklavda 121 °C’de, 1,2 atm’de 15 dk sterilize edilmistir.

Kullanilincaya kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir.

Kristal Viyole Soliisyonu (%0,1)

Bilesimi Miktar (g)
Kristal viyole 1

Etanol 50 ml
Ultra saf su 1L

1 g kristal viyole 50 ml etanol i¢inde eritilerek ve toplam hacim distile su/ultra saf su ile 1

I'ye tamamlanmustir.
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Asetik Asit, Glasial (%33)

Bilesimi Miktar (g)
Asetik asit glasiyal % 99,5 33
Ultra saf su 100 ml

Asetik asit 1000 ml’e tamamlanmuistir. Daha sonra sivi kullanincaya kadar 100 ml'lik bir cam

siseye konulmustur.

3.1.2. Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar, terazi (ADAM), manyetik hot plate ( heidolph) , pH metre —
(Orion 3 star) , otoklav, laminer kabin (Bio MAT) - besiyerlerini hazirlamak i¢in kullanilmstir.
Laminer kabin (Hera), bakteri ekimi i¢in kullanilmistir. Buzdolab: (BEKO), inkiibator (memmert),
sicak su banyosu (GFL 1086), ABI 3500 genetik analiz cihazi , elektroforez cihazi, mikrodalga
firin, ultraviyole light, spektrofotometre (Shimadzu UV -1800), sogutmali santrifiij (Beckman
coulter avanti j-30i), santrifiij, mikroplaka okuyucu ez read 400 — (biyokrom) , mikroskop - floresans
mikroskobu (Olympus Cx43), dijital koloni sayaci, Mcfarland standard spektrofotometre, ¢calkalayici
inkiibator (innova) , dijital siirmeli kumpas elektronik , 6l¢gme araci - dijital kumpas elektronik cihaz,

vorteks, -20°C buzdolabi, -80°C buzdolab1 ¢alismada kullanilmustir.

3.1.3. Cahsmada Kullamlan indikator Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan referans izolatlar Cizelge 3. 1.’de verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan referans izolatlar

Sira LAB. Suslari
1. Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
2. Lactobacillus plantarum ATCC 8014
3. Pseudomonas aeruginosa ATCC 22644
4. Candida albicans DSMZ 30028
5. Staphylococcus aureus DSMZ 4910
6. Staphylococcus aureus ATCC 25923
7. Staphylococcus epidermidis
8. Acinetobacter baumannii ATCC BAA-1605
9. Escherichia coli ATCC 25922
10. Aeromonas hydrophila AH 1 (Onuk ve ark. 2013).
11. Lactococcus garvieae LG1 (Didinen ve ark. 2014)
12. Staphylococcus epidermidis ATCC 35948

19



3.2. Metot
3.2.1. Farkl Kaynaklardan Orneklerinin Alnmasi

Ornekler, 4 farkli annenin siitiinden, 4 farkli anne siitii ile beslenen bebeklerin (18 aya kadar
olan) diskisindan ve 2 gesit koruyucu icermeyen ev yapimi sebze tursusundan (salatalik ve pancar)
almmustir.

Cukurova Universitesi, Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu,
2022/38 sayili karari ile alinan izin sonrasinda, anne siitii 6rnekleri ve bebeklerden digk1 6rneklemesi

yapilmistir.

3.2.2. izolasyon Yontemi
Anne Siitii ve Bebek Diskist Orneklerinin Alinmast

Goniillillerden numuneler toplanmadan 2 hafta dnce antibiyotik kullanimi birakilmustir. Siit
ornekleri steril kosullarda ve hizli bir sekilde toplanmistir. Toplanan 6rnekler soguk zincir altinda
laboratuvara taginmigtir. Kadinlardan numune toplamadan once cilt bakterilerinin varligini en aza
indirmek amaciyla steril eldiven giyerek meme ucu ve ¢evresini alkollil (etil alkol %70) bir bezle
temizlenmistir. Siit sagilarak ilk birka¢ damla siit atildiktan sonra 3 ml’ye kadar siit 6rnekleri
almmistir (Mohammad ve ark., 2021). Ornekler 5 saat icinde laboratuvarda isleme alinmistir

(Demirok ve ark., 2021).

Tursu Orneklerinin Alinmast

Numuneler, steril plastik siringa ile tursu suyundan almmustir. Ornekler soguk zincir altinda
laboratuvara tasgimistir (Chen ve ark., 2013; Roy ve Rai, 2017).

Anne Siitii, Bebek Diskist ve Tursu Orneklerinden Bakterilerin izolasyonu

Ayri olarak 1 ml anne siitli, 1g bebek diskis1 ve 1 ml tursu numunesinden alinarak 99 mL
MRS broth’a asilanarak inkiibe edilmistir. Anaerobik kosullar altinda, 48 saat boyunca 30-37 °C’de
inkiibe edilmistir (Diba ve ark., 2013).

Inkiibasyondan sonra anne siitii, bebek diskisi ve tursu drneklerinden iiretilen bakteriler ayr
olarak 1:10 oraninda steril fizyolojik tuzlu su (% 0.85) ile seyreltilmistir. Daha sonra seri diliisyonlar
(107" ile 10°) hazirlanarak seyreltme yapilmistir. Her petriden 100 pl alinip yayma ¢ubugu ile %0,5
(w/v) CaCOs ve %0,05 (w/v) L-sistein-hidrokloriir iceren MRS agara yayilmistir. Her diliisyondan
ii¢ petriye ekim yapilmistir. Petriler, anaerobik kosullar altinda 30-37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.

Tek bakteri kolonisi, bir MRS agar 10, 10~ diliisyonundan alimustir ve yeni bir MRS agar
tizerinde ekimi (dort alan yontemi) yapilarak anaerobik olarak 30-37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.
Bu uygulamay1 yaptiktan sonra farkli bir koloni tespit edildiginde yukaridaki agamalar ayn1 sekilde
sirastyla tekrar edilmistir. Tek koloni bakterileri, 6n tarama icin 4°C’de steril MRS broth iginde
saklanmistir (Yousef ve Carlstrom, 2003; Roy and Rai, 2017; Bellali ve ark., 2019).
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Izolatlarin seyreltme yapilmasi agamalar1 Sekil 3.1."de, 6rneklerin izolasyonu ve saflastirma

asamalar1 Sekil 3.2.°de, izolatlarin seyreltilmesinin sematize edilmesi Sekil 3.3.”de verilmistir.
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Sekil 3.2. Orneklerin izolasyonu ve saflastirma asamalari (o?ijinal).

0.1 MI
0.1 MI 0.1 Ml 0.1 MI 0.1 MI 0 Ml

Joupuongaougl

0.9 MI 0.9MI 0.9MI 0.9MI

Lactobacillus bakteri numunesi

Sekil 3. 3. Izolatlarin seyreltilmesinin sematize edilmesi (orijinal).
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3.2.3. Gram Boyama

Izolatlara ait koloniler i¢in gram boyama asagidaki protokole gore yapilmistir.

1- Kiristal viyole boya ile bir dakika boyanmistir ve ardindan distile suyla yikanmigtir.

2- Boyay1 stabilize etmek i¢in siriintiiler bir dakika siireyle iyoda maruz birakilmistir,
ardindan distile su ile yikanmustir.

3- %96 konsantrasyondaki etil alkol ile 10 saniye siireyle renk giderilmistir ve hemen distile
su ile yikanmustir.

4- 30 saniye safranin ile boyanmistir ve ardindan distile suyla yikanmistir. Kurutulduktan
sonra, bakteri tipini belirlemek i¢in immersiyon yagi ile slaytlar bir lens (100X)

mikroskop altinda incelenmistir.

3.2.4. Katalaz Testi

Calismada elde edilen 18-24 saatlik her bir izolata ait koloni 6ze ile toplanarak lam iizerine
almarak iizerine bir damla %3 ‘lik H,O, damlatilmistir. Karanlik bir zemin {izerinde kabarcik
olusumunu gozlemlenmistir. Kopiiklenme yani kabarcik olusumu) pozitif olarak kabul edilmistir.

Zayif pozitif reaksiyonu gézlemlemek icin bir biiyiite¢ veya mikroskop kullanilmastir.

3.2.5. izolatlardan Stok Kiiltiir Hazirlanmasi

Gliserol stoklar1 (%60 gliserol) hazirlanirken ayni hacimde distile su iginde %100 gliserol
ile seyreltilmistir ve otoklavda 121 °C’de 15 dakika sterilize edilerek hazirlanmistir. Gliserol stoklar1
25 °C'ye kadar sogutulmustur ve daha sonra kullanmak {izere aseptik olarak saklanmistir. Steril bir
plastik halka (tek kullanimlik) kullanarak gece boyunca inkiibe edilmis bir petri kabindan tek bir
bakteri kolonisi alinmistir ve MRS suyu igeren bir tiipe agilanmistir ve tiipleri anaerobik kosullar
altinda 18 saat inkiibe edilmistir (Bellali ve ark., 2019).

Gece inkiibasyona birakilan kiiltiirlerinden 500 pl'yi 2 ml 'lik bir santrifiij tiipiinde %60
gliserole pipetaj yaptiktan sonra bunlar vorteksle hafifce karistirllmistir. Laktik asit bakterilerini
iceren gliserol stogu -80°C gibi ¢ok diisiik bir sicaklikta ihtiya¢ duyulana kadar dondurulmus ve
saklanmistir (Ayivi ve ark., 2022).

3.2.6. Cahismada kullanilan Bakterilerin Aktivasyonu
Caligma izolatlar ve referans izolatlar i¢in gerekli analizlerin yapilmasina baglamadan 6nce
izolatlarin tiim analizlerde kullanilabilmesi amaciyla asagida belirtilen sekilde aktive edilmesi islemi

yapilmustir.
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Izolatlarin Aktivasyonu

-80 °C’ de muhafaza edilen her bir izolat ayr1 olarak10 ml steril MRS broth besiyeri i¢eren
tiiplere alinmistir. MRS broth besiyerleri 37 °C’de 48 saat anaerobik olarak inkiibe edilmistir,
ardindan MRS agar plakalarinda iiretilmistir ve yeniden 37°C’de 48 saat anaerobik olarak inkiibe
edilmistir, bu islem ii¢ kez tekrarlanmistir. Son olarak, her bir izolat ayr1 olarak 30 ml MRS broth

icinde kiiltiire alinarak anaerobik olarak gece boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.

Indikatér Mikroorganizmalarin Aktivasyonu

Referans izolatlar 10 ml steril TSB broth igeren tiiplere asilanmistir ve 37°C’de 48 saat
inkiibe edildikten sonra TSA agar plakalarine ekilmistir. 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Bu islem
iic kez tekrarlanmistir. Daha sonra, referans izolatlar 10 ml TSB broth + %0,25 glikoz iceren

besiyerine ekilerek gece boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir.

3.2.7. izolatlarin Molekiiler Yontemle Tanilanmasi

16S rRNA gen bolgesi dizi analizi yontemi ile izolatlarin molekiiler tanilanmasi yapilmastir.
[zolatlarin molekiiler tanilanmasinda, bakterilerin MRS Agar besiyerinde gelistirilmesi, genomik
DNA izolasyonu, PZR’da ¢ogaltma, baz dizi sirasinin belirlenmesi, veri tabaniyla karsilagtirma ve

izolatlarin 16S rRNA ile tanimlanmasi ile isimlendirme agamalar1 yer almistir.

Izolatlardan Genomik DNA Izolasyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), geleneksel molekiiler klonlama deneylerinde dnemli rol
oynayan ve ayni zamanda yeterli miktarda niikleik asit elde etme sorununu g¢oézen molekiiler
biyolojide yaygin olarak kullanilan giiglii tekniklerden biridir (Wang ve ark., 2023).

Secilen izolatlarin genomik DNA’sinin izolasyonunda SentroPure Bac-X Bakteriyel DNA
[zolasyon Kiti (SPUIMID-MOI1) kullanilmistir. Kitte yer alan protokole gore genomik DNA
izolasyonu yapilmustir.

Asagida aciklanan protokole gore olan on farkli izolatin genomik DNA izolasyonu
yapilmistir.

Tek koloni MRS broth 37 °C’de bir gece kiiltiire alinmistir. Bir 6ze dolusu koloni, 180 ul
lizozim sindirim tamponu i¢inde siispanse edilmistir ve vorteks ile iyice karistirildiktan sonra bir saat
37°C’de inkiibe edilmistir. Tki ayr1 su banyosu (veya 1sitic1 bloklar) 37°C ve 55°C'ye ayarlanmistir.
Tiiplere 2 pl Triton-X eklenmistir, pipetaj yapilmistir ve 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. 20 pl
RNase eklenmistir ve vorteks ile diisiik siddetle karigtirilmigtir. 20 pl Proteinaz K eklendikten sonra
tipler tekrar vorteksle iyice karistirlmistir. 200 pl PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer
eklenmistir ve tekrar vorteksle iyice karistirtlmistir. Tiipler 55 °C’de 30 dakika tutulmustur.

23



Lizatlara 200 pl %96-100 etanol eklendikten sonra homojen bir ¢ozelti elde etmek igin 5
Saniye vortekslenerek iyice karigtirilmistir. PureLink genomik parcalama/baglama tamponu ve
etanol ile hazirlanan lizatlar (yaklasik 640 pl), PureLink dondiirme kolonuna aktarilmustir.

Kolon, oda sicakliginda 1 dakika boyunca 10000 x g'de santrifiijlenmistir. Tiipte olusan
supernatant kismi atilmistir ve pellet temiz bir PureLink toplama tiipiine yerlestirilmistir. Daha 6nce
etanol ile hazirladigimiz 500 pl yikama tamponu 1 kolona eklenmistir. Pelet, oda sicakliginda 1
dakika boyunca 10000 x g'de santrifiijlenmistir. Tiipte olusan siipernatant kismi atilmistir ve pellet
temiz bir Pure Link toplama tiipiine yerlestirilmistir. Daha 6nce etanol ile hazirladiginiz 500 pl
yikama tamponu 2 kolona eklenmistir. Kolon oda sicakliginda maksimum hizda 3 dakika santrifiij
edilmistir ve tiipteki supernatant kismi atilmigtir. Tiipte kalan pellet temiz bir 1.5 ml mikrosantrifiij
tiipiine yerlestirilmistir. 25-200 pl PureLink genomik ayirma tamponu (Genomic Elution Buffer)
kolona eklenmistir. Kolon oda sicakliginda 1,5 dakika maksimum hizda santrifiij edilerek saf DNA
elde edilmistir. Nanodropda konsantrasyon ve saflig1 belirlenmistir. Saflastirilan DNA, -20 °C’de

saklanmustir.
Izolatlarin 16S rRNA geninin PZR amplifikasyonu ve dizi analizi
On farkl izolatin taranmasi, iki ¢ift primerle (Cizelge 3.2.), saf kiiltiirlerden 16S rRNA

genlerini amplifiye etmek i¢in kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan primerler

Primerler Sekans5'— » 3'
27F 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3
1492R 5'-T ACGGYTACCTTGTTACGACTT-3'

Asagidaki PZR kosullar1 altinda dizileme igin ABI 3500 Genetic Analyzer cihazini
kullanilmstir.

On denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika, 95 °C ’de denatiirasyon i¢in 45 déngii (30 saniye),
55°C’deprimer yapigmasi (30 saniye) 72°C’de (30 saniye) 6n uzatma ve 72 °C’de uzatma (10 saniye)
olarak PZR isleminin gergeklestigi asagidaki tabloda verilmistir. PZR karigimini hazirlamak igin
GoTaq Hot Start Master Mix (Promega, ABD) kullanildi. 50 pl soliisyon i¢in, 25 pl Hot Start Master
Mix, 1 pl 1492R primer (10 uM), 1 pl primer 27F (10 uM) , 1 ul DNA sablonu (~100 ng) ve 22 pl

hazirlama asamasinda niikleaz igermeyen su kullamlmstir (Ispirli ve Dertli, 2023).

Agaroz Jel Elektroforezi
Jel elektroforezi, dogrusal DNA ve RNA fragmentlerini ayirmak ve DNA'nin boyutlarini
belirlemek i¢in kullanilan birkag fiziksel yontemlerden biri de jel elektroforez yontemidir

(Armstrong ve Schulz, 2015). Bu yontemde DNA, bir elektrik akimina yanit olarak yiiksek oranda

24



capraz bagli bir agaroz matris boyunca hareket etmektedir. Cozeltide, DNA iizerindeki fosfat negatif
yiikliidiir ve bu nedenle molekiil pozitif elektrod yoniinde hareket etmektedir.

Bu yontemde dort temel adim takip edilmistir.

1- Agaroz jelin hazirlanmasi ve dokiilmesi; 800 mg agaroz 100 ml 1X Tris Borat EDTA
tamponunda (TBE) c¢oziilerek mikrodalga firinda tiim partikiiller eriyene kadar
kaynatilmistir ve oda sicakliginda sogumaya birakildiktan (yaklagik 20 dk) sonra jel
standina dokiilmiistiir ve taraklar yerlestirildi. Jeller katilastiktan sonra taraklar yavasca
cikarilmistir, agaroz jel elektroforez tankina yerlestirilmistir ve tampon jeli kaplayana
kadar 1X Tris Borat EDTA tamponu (TBE) ilave edilmistir.

2- Numune hazirlama ve yiikleme: Elektroforez sirasinda DNA hareketinin gorsel olarak
izlenmesi i¢in 1 pl yiikkleme boyasi (bromofenol mavisi ve ksilen siyanol FF) ile 5 ul DNA
ornegi mikropipetle alinmistir ¢alisma i¢in kuyuya aktarilmistir (Dos Santos ve ark., 2019).

3- Agaroz jelin ¢alistirilmasi: 120 V voltaj, 5 MA elektrik akimi kullanilmistir ve jel 1-1.30
saat calistirilmistir. DNA ve RNA'y1 gorsellestirmek igin bir interkolasyon ajan olan
etidyum bromiir kullanilarak jel boyanmustir.

4- Elektroforez tamamlandiginda, jel dikkatlice elektroforez tankindan c¢ikarilmistir ve
etidyum bromiir i¢ine 15-20 dakika daldirilmistir. UV 15181na maruz kaldiginda etidyum
bromiir fluoresan bir DNA ayirict maddedir ( 312 deniz mili) (Armstrong ve Schulz, 2015).

16S rRNA Gen Dizisi ve Filogenetik Analiz

Polimeraz zincir reaksiyonu iirlinleri dizileme dncesi kullanilmayan dNTP'leri ve primerleri
PZR karigimindan uzaklastirmak i¢in saflastirilmistir ( ZMR ve ark., 2016) Dizileme reaksiyonu,
direticinin talimatlarina gére ABI 3500 Genetic Analyzer cihazi, Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) kullanilarak gerceklestirilmistir. ABI 3500 Genetik Analiz Cihazi ve polimer, ayirma
makinesi ve matrisler olarak kullanilmugtir. Tiiretilmis niikleotit dizileri, BioEdit Dizi Hizalama
Diizenleyicisi ile analiz edilmistir ve hizalanmistir. Elde edilen konsensiis dizileri, GenBank'ta daha
once yayinlanmis verilerle karsilastirilmistir (Aplevicz ve ark., 2014). izolatlarin kimligi, Ulusal
Biyoteknoloji Bilgi Merkezi'nden (NCBI) (Aplevicz ve ark., 2014) Blast aracit (Basic Local
Alignment Search Tools Nucleotide) kullanilarak analiz edilmistir.

Genetik agac, program (MEGA11") kullanilarak ¢izilecek ve dnylikleme testinde ilgili takson
gruplarimin bir arada goriindiigii kopya agaclarin yiizdesi, dallarin yaninda goriinecektir (Felsenstein
Jve digerleri, 1985). Evrimsel mesafeler daha sonra, bolge basina baz ikamesi sayis1 birimi cinsinden

olan Kimura 2 parametreli yontemi (Kimura M ve digerleri, 1980) kullanilarak hesaplanacaktir.
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3.2.8. izolatlarin baz1 patojenlere kars: inhibisyon etkisi
Agar Spot Testi

Izolatlar, bir MRS Broth ve MRS agarda ii¢ kez Kkiiltiirlenerek aktive edilmistir. Bir
antimikrobiyal bilesik iiretimi i¢in test edilecek suslarn bir gecelik kiiltiirleri, agar plakalarinin
ylizeyine nokta ekim yapilarak (MRS-0,2, %1,2 yumusak agar ile) kolonilerin gelismesine izin
vermek icin 25 °C’de (20-24 saat) inkiibe edilmistir. Referans izolatlar ((P. aeruginosa ATCC
22644), (S. aureus ATCC 25923), (E. coli ATCC 25922), (L.garvieae LG1) , (S. epidermidis ATCC
35948)) yaklasik (5 x 10" kob/ml, 7 ml yumusak MRS-0,2 agar (%0,7 yumusak agar) i¢ine inokiile
edilmistir ve nokta ekim yapilan plaklarin {lizerine dokiilmiistiir. 25°C’de 24 saat anaerobik
inkiibasyondan sonra, plakalar {izerinde olusan inhibisyon bolgeleri kontrol edilmistir. Koloni
etrafindaki seffaf zon genisligi inhibisyon pozitif olarak degerlendirilmistir (Schillinger ve Liicke,

1989).

Kuyu Difiizyon Testi
Kuyu difiizyon testi asagidaki asamalara ve yonteme gore yapilmistir (Al-Malkey ve ark.,

2017).

Izolatlarin aktive edilmesi
10 izolatin, 10 ml’lik steril MRS besiyeri igeren tiiplere ekimi yapilarak 37 °C’de 48 saat

anaerobik olarak inkiibe edilmistir.

Hiicre icermeyen siipernatanin hazirlanmast

Hiicre icermeyen siipernatan (HIS), 4 °C’de 15 dakika boyunca 10.000 rpm'de santrifiij
edilmistir. Ardindan siipernatant steril bir filtreden (0,22 um filtre; Millipore, ABD) filtre edilmistir.
Kullanilana kadar -80°C’de saklanmustir (Singh ve ark., 2018).

Indikator mikroorganizmalarin aktivasyonu
Referans izolatlar (P. aeruginosa ATCC 22644, S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC
25922, L.garvieae LG1, A. hydrophila AH1, S. epidermidis ATCC 35948) 10 ml steril TSB broth

iceren tiiplere asilanmigtir ve 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

[zolatlarin antimikrobiyal aktivitesi, kuyu difiizyon ydntemi ile test edilmistir. Steril pamuk
cubuklar (0,5 McFarland) referans izolata daldirilmistir, siispansiyonun bulanikligi 0,5 McFarland
(1,5 x 10® kob/ml) olarak ayarlanmustir. Yaklasik 100 pl referans izolatlar ayri ayr1 TSA agar

plakalarmin tiim yiizeyi iizerine siiriilerek yayma ekimi yapilmistir
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Petri plaklarinin {izerindeki besiyeri her biri 6 mm ¢apindaki esit mesafeli oyuklarin agilmasi
steril bir kuyu delici ile yapilmis olup kuyularin taban1 yumusak agar ile bloke edilmistir. Onceden
isaretlenmis oyuklara 100 pul CFS eklenmistir. Negatif kontrol olarak, steril MRS siv1 besiyeri ve
pozitif kontrol olarak ise asetik asit (%33) kullanilmistir. Tiim deneyler ii¢ tekrar halinde
gerceklestirilmistir. Plaklar 24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra olusan

inhibisyon bolgeleri (mm) Ol¢iilerek kaydedilmistir.

Swi Besiyerinde Inhibisyon Etkinin Belirlenmesi

Stv1 besiyerinde inhibisyon etkinin belirlenmesinde asagidaki asamalar uygulanmustir.

Hiicresiz Siipernatantin (HS) Hazirlanmast

Gece boyunca inkiibe edilen bakteriler 4 °C’del5 dakika boyunca 10,000 rpm'de santrifiij
edilmistir. Ardindan siipernatant steril bir filtreden (0,22 pum filtre; Millipore, ABD) filtre edilerek
elde edilmistir. Hiicresiz siipernatant (HS), kullanilana kadar -80 °C’de saklanmistir (Singh ve ark.,

2018).

Indikator Bakteri Hazirlanmast

E. coli (ATCC 25922) 10 ml steril TSB suyu iceren tiiplere asilanmistir ve 37°C’de 48 saat

inkiibe edilmistir.

Siv1 besiyerinde inhibisyon etkinin belirlenmesinde, yogunlugu 107 hiicre/ml olan referans
indikator 10ml TSB brotha ekilmistir. Iml izolatin siipernatanti ilave edilmistir. Daha sonra 37 °C’de
24 saat inkiibasyona birakilmigtir. Steril fizyolojik tuzlu su ile uygun diliisyon yapilarak TSA agara
yayma ekim yontemiyle ekilmistir. 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyondan sonra her bir petri kabinda

iireyen koloniler sayilmistir ( Nieto-Lozano ve ark., 2002; Kalkan ve ark., 2017).

Capraz Cizgi Yontemi Testi
Secilen izolatlarin antimikrobiyal aktivitesi, ¢apraz ¢izgi yontemi testi kullanilarak referans
izolatlara kars1 test edilmistir (Coman ve ark., 2014).

Capraz ¢izgi yontemi testinin uygulanmasinda asagidaki asamalar takip edilmistir.

Indikator Bakterilerin Hazirlanmast

[zolatlar1 ile referans izolatlar (P. aeruginosa (ATCC 22644), S. aureus (ATCC 25923), E.
coli (ATCC 25922), A. hydrophila (AH 1), L. garvieae (LG1), S. epidermidis (ATCC 35948)) ile 10
ml steril TSB suyu igeren tiiplere asilanmistir ve 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir.

Bu kiiltiirler, -20 °C' de donmus stok kiiltiirler olarak saklandi ve inhibisyon deneylerinde

kullanilmadan 6nce iki kez aktiflestirilmistir.
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Izolatlar aktive edildikten sonra MRS agar besiyerinde 1 cm genisliginde steril bir svab
kullanilarak ekimi yapilmistir ve plaklar 15 dakika kurumaya birakilmigtir. Daha sonra, referans
izolatlar, Sekil 3.9°da ¢apraz ¢izgi yonteminin sematize edildigi sablona gore yatay olarak ekimi
yapilmistir ve plakalar, anaerobik kosullar altinda 37 °C sicaklikta 48 saat inkiibe edilmistir. Her bir
patojenik bakteri tiirii grubu i¢in inhibisyon bolgeleri verilmistir ve sonuglart dogrulugunu saglamak
icin her bir plaka iki tekrar halinde yapilmistir.

Capraz ¢izgi yontemi testinin sematize edilmesi Sekil 3. 4.’de verilmistir.

Lactobacillus

A.hydrophila AH P. aduginosa ATCC 22644

L. garvieae LG S. aureds ATCC 25923

S. epidermidis ATQC 35948

Sekil 3.4. Capraz ¢izgi yontemi testinin sematize edilmesi

Kongo Kirnuzist Baglama Testi

MRS agar hazirlanarak sterilize edildikten sonra %0,03 (w/v) oranmnda kongo kirmizisi
besiyerine eklenmistir. Aday probiyotik izolatlarin besiyerine ekimleri yapilarak 37° C'de 48 saat
inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon sonrasi olusan kirmizi renkli koloniler pozitif (hidrofobik),
beyaz veya renksiz koloniler ise negatif (non-hidrofobik) olarak degerlendirmistir (Sharma ve ark,

2016; Didinen ve ark, 2014).

Biyofilm Olusturma Potansiyeli (Mikroplak Yéntemi)
Izolatlarin biyofilm olusturma kapasitesi, asagida belirtilen asamalar uygulanarak test
edilmistir ( O'Toole ve Kolter 1998; Lebeer ve ark. 2007; Ramirez ve ark., 2015).
Biyofilm olusturma kapasitesi belirlenmesi testinde kullanilacak olan izolatlarin ve referans

izolatlarin aktivasyonu 3.2.6. metod boliimiinde anlatilan yonteme gore yapilmustir.

Mikroplak Yontemi
Indikator bakteriler %0,25 glikoz iceren 180 uL TSB brotha alinmistir. Daha sonra, her bir
kuyucuga onceden hazirlanmig 20 pL'lik bir bakteri siispansiyonu eklenmistir. Negatif kontrol

kuyular1 yalnizca TSB broth icermektedir.
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Buharlagmay1 6nlemek i¢in parafilm ile kapatilmistir. Mikroplakalar stabil kosullarda 72 saat
37°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra kuyucuklarin icerigi bir kaba bosaltilmistir. Her
kuyu, uygun bir mikropipet kullanilarak 200 pL steril fosfat tamponlu salin (PBS; pH 7,2) ile ii¢ kez
yikanmigtir. Her yikama adimindan sonra, plakalar hafifge vurularak kuyular bosaltilmistir.

Biyofilmin sabitlenmesinden 6nce, plakalar ters ¢evrilmistir.

Biyofilm Fiksasyonu

Yikamadan sonra, kalan yapisik bakteriler, 60 dakika boyunca 60 °C’de sicak havaya maruz
birakilarak 1s1 ile stabilize edilmistir. 200 puL %0,1 kristal viyole (Merck Company, Almanya) ile 15
dakika boyanmuistir. Fazla boya kuyu basina 200 ul distile su ile durulanmistir. Yikamalara boyadan
kurtuluncaya kadar yikamaya devam edilmistir.

Mikroplaka oda sicakliginda havayla kurutulduktan sonra, hiicrelere bagli boya yeniden
¢oziilerek, bagli hiicrelerden kuyu bagina 150 uL %95 etanol ile ayristirilma almistir. Etanol yavascga
ilave edilmistir ve ardindan kapagi kapatilan mikrotitre plakasi (buharlagmay1 en aza indirmek icin)

calkalanmadan en az 30 dakika oda sicakliginda birakilmistir (Shokri ve ark., 2018).

Sonucglarin Degerlendirilmesi

Kristal viyole ile boyanmis her bir kuyunun optik yogunlugu (OD), bir mikrotitre plaka
okuyucusu kullanilarak (Thermo Multiskan GO Plate Reader) 570 nm'de Slgilmiistiir (Terraf ve
ark., 2012).

Tiim testler ti¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Biyofilm olugsumunun degerlendirilmesi agagidaki esitlige gore tespit edilmistir (Ruchi ve ark.,

2022).

1. OD < ODc ise biyofilm = iiretici degil

2. 0OD¢ < OD <2 x ODc ise biyofilm = zay1f

3.2x ODc <OD <4 x ODc ise biyofilm = orta
4. 4x0ODc <OD ise biyofilm = giiclii

ODc =Cutoff OD degeri ve OD= Test edilen tiim suslar ve negatif kontroller i¢in degerleri

hesaplanmigtir
3.2.9. izolatlarin Antibiyotik Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Izolatlarin, antibiyotik ~duyarliliklarinin  belirlenmesinde  disk ~difiizyon y&ntemi

kullanilmistir (Manzoor ve ark., 2016).
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Antibiyotik direncinin belirlenmesinde kullanilan antibiyotik diskleri Cizelge 3.3’te

verilmistir.

Cizelge 3.3. Antibiyotik direncinin belirlenmesinde kullanilan antibiyotik diskleri
No | Antibiyotik diskleri
1. BLANK
2 Gentamicin (CN10)
3 Erythromycin (E15)
4, Trimethoprim/Sulfamethoxazole (1.25/23.75ug), (SXT 25)
5. Nitrofurantoin (F300)
6
7
8

Vancomycin (VA 30 ug)
Tetracycline (TE30 ug)

. Oxolinic acid (OA2 2 pg)

9. Nalidixic acid (NA30, 30 ug)
10. | Novobiocin (NV30 pg)

11. | Sulfamethoxazole (SMZ 100 pg)
12. | Ampicillin (AM10 pg)

Antibiyotik direncinin belirlenmesinde uygulanan yontem asagida verilmistir.

1- Inokulumun hazirlanmasi
Izolatlar 2 ml steril tuz (%0,85) iginde siispanse edilmistir. Yogunluk 0,5 McFarland
standardina gore ayarlanmustir.

2- MRS agar besiyerine izolatlarin ekimi
Steril tuz (%0,85) icinde hazirlanan izolatlar MRS agar igeren petri kabinin yiizeyine
yayilmigtir. Petri kabinin kapagi hafifce acik birakilarak, yiizeyinin kurumasini
saglanmustir.

3- Antibiyotik disklerinin yerlestirilmesi

Steril pens ile antibiyotik diskleri MRS agar ylizeyine yerlestirilmistir. Daha sonra
antibiyotik diskli agar plaklar1 anaerobik kosullarda 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inhibisyon
bolgelerinin gaplart elektronik bir dijital kumpas kullanilarak ol¢iilmiistiir. Sonuglar hassas (S), ¢ok

hassas (I) ve direngli (R) olarak degerlendirilmistir.

3.2.10. Hiicre dis1 enzim iiretme kapasitesinin degerlendirilmesi

On izolatin hiicre dis1 enzim {retimi (lipaz, proteaz ve seliilaz), ayr1 olarak %1 Tween 80,
%1 karboksimetil seliiloz (CMC) ve %1 yagsiz siit iceren MRS agar plakalarinda test edilmigtir
(Zheng ve Wang, 2017).
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Amilaz Aktivitesinin Belirlenmesi
Amilaz enzim aktivitesini degerlendirmek icin, MRS nisasta besiyeri, (%1,5 (w/v)
hazirlanmigtir ve daha sonra (MRS agar + %1,5 nisasta) besiyerinde 6ze ile izolatlar agilanmigtir. 37
°C’de 48 saat anaerobik olarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra plaklara batirmak igin %1
(w/v) iyot soliisyonu damlatilmigtir. Koloni etrafinda renksiz bir hale olugsmasi amilaz pozitif olarak

degerlendirilmistir.

Lipaz Aktivitesinin Belirlenmesi
Lipaz enzim aktivitesini degerlendirmek i¢in, MRS Tween 80 besiyeri hazirlanmistir ve daha
sonra (MRS agar + %1 Tween 80) besiyerinde 6ze ile izolatlar asilanmistir. 37 °C’de 48 saat
anaerobik olarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra koloni etrafinda renksiz hale olusmast lipaz

pozitif olarak degerlendirilmistir (Zheng ve Wang, 2017).

Proteaz Aktivitesinin Belirlenmesi
Proteaz enzim aktivitesini degerlendirmek i¢in, MRS yagsiz siit besiyeri besiyeri
hazirlanmigtir ve daha sonra besiyerine 6ze ile izolatlar agilanmistir (Rastogi ve ark., 2020). 37 °C’de
48 saat anaerobik olarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra koloni etrafinda renksiz hale

olusmas1 proteaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Filimon ve ark., 2022) .

Seliilaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Seliillaz enzim aktivitesini degerlendirmek i¢in, MRS karboksimetil seliilloz besiyeri
hazirlanmigtir ve daha sonra besiyerine 6ze ile izolatlar agilanmistir. 30 °C’de 48 saat anaerobik
olarak inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra plaklart %1 (w/v) iyot soliisyonu damlatilmistir.
Koloni etrafinda renksiz bir hale olusmasi seliilaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Chen ve ark.,

2017) .
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu, Kiiltiirii ve Saflastiriimasi

Bu ¢aligmada, anne siitii, bebek digkisi ve tursu 6rneklerinden 46 potansiyel laktik asit izolati
elde edilmistir. Izolatlarin, gram pozitif ve katalaz negatif oldugu belirlenmistir. izolatlardan stok
kiiltiir hazirlanmis ve daha sonra kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmistir Calismada kullanilan

izolat kaynagi, izolat say1s1 ve alindig1 yer Cizelge 4. 1.’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Calismada kullanilan izolat kaynagi, izolat sayis1 ve alindig1 yer

Izolat kaynag No Izolat Sayis1 | Toplam izolat | Alndig yer
sayisi

1 1
2 4

Anne siitii 3 5 17 Mersin
4 7
1 3

Bebek diskisi 2 7 21 Mersin
3 4
4 7

Tursu 1 1 8 Mersin
2 7

Toplam 46 46

Tiim izolatlarda gram testi ve katalaz testi yapildiktan sonra farkli gériinen koloni ve hiicre
morfolojilerine sahip olan on izolat secilmistir. Cizelge 4. 2. Segilen izolatlarin katalaz, gram boyama

ve hiicre morfolojileri Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.2. Secilen izolatlarin katalaz, gram boyama ve hiicre morfolojileri

izolat Kaynag Katalaz Gram Boyama Hiicre
morfolojisi

Anne siitii -* +* Basil

Anne siitii - + Basil

Anne siitii - + Basil

Anne siitii - + Basil
Tursu - + Basil
Bebek diski - + Basil
Bebek diski - “F Basil
Bebek diski - + Basil
Bebek diski - + Kok

Bebek diski - + Basil

*(+); gram-pozitif suslar, (-); katalaz negatif suslar.
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MRS besiyeri iizerinde A- B-BSTO1, C-BST01, D-BD02-02, E-BD01-05, F-BST02-05 ve

G-BD04-05 izolatlarina ait saflagtirilan kolonilerin goriiniimii Sekil 4. 1.’de verilmistir.

Sekil 4.2. MRS besiyeri iizerinde A-BST02-02, B-BST01, C-BSTO01, D-BD02-02, E-BD01-05, F-
BSTO02-05ve G-BD04-05 izolatlarina ait saflagtirilan kolonilerin gériiniimii.

[zolatlara ait gram boyama goriiniimii Sekil 4.2.’de verilmistir.
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A

C

G

|
Sekil 4.3.Izolatlara ait gram boyama goriiniimii, A-BSTO1, B-BST02-05, C-BST02-07, D- BST02-
10, E-TU01-01, F-BD01-05, G-BD02-02, H-BD03-01 I- BD04-03 J- BD04-05 1000x
(orijinal).

h‘. m. q. c. u.
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Bakteri izolatlarinin secimi
Tiim izolatlarda gram testi ve katalaz testi yapildiktan sonra farkli goriinen koloni ve hiicre
morfolojilerine sahip olan on izolat segilmistir.

Calismada kullanilan izolatlarin kaynagi ve kodlanmasi Cizelge 4. 3.’te verilmistir.

Cizelge 4.3. Calismada kullanilan izolatlarin kaynagi ve kodlanmasi

No Kaynak Kod

1. Anne siitil BSTO1

2. Anne siitii BST02-05
3. Anne siitii BST02-07
4. Anne siitii BSTO02-10
5. Salgam Tursusu TUO01-01
6. Bebek diski BDO01-05
7. Bebek diski BD02-02
8. Bebek diski BDO03-01
9. Bebek diski BD04-03
10. Bebek diski BD04-05

Rebecca ve ark. (2013), yogurttan izole ettikleri laktik asit bakterisi olan Lactobacillus

delbreukii izolatinin, gram pozitif, gubuk seklinde ve katalaz negatif oldugunu bildirmislerdir.

4.2. Tzolatlarin Molekiiler Yontemlerle Tamlanmasi

16S rRNA geni bakterilerde evrenseldir ve bu nedenle tiim bakteriler arasindaki iligkiler
Olciilebilir. Genel olarak, 16S rRNA gen dizilerinin karsilagtirilmasi, tiir ve alt tiir diizeyi denilen
seviye de dahil olmak {izere suslarin birden fazla diizeyde siniflandirilmasina ek olarak, tiim ana
bakteri filumlar1 boyunca cins diizeyindeki organizmalar arasinda farklilasmaya da olanak
tanimaktadir (Clarridge, 2004).

izolatlardan genomik DNA izolasyonu yapildiktan sonra nanodropda belirlenen genomik

DNA’nin konsantrasyon ve saflik degerleri Cizelge 4. 4.”de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Genomik DNA'nin konsantrasyon ve saflik degerleri

No. Kod Miktar (ng/ul) Saflik A260/A280
1. BSTO1 44,55 2,07
2. BSTO02-05 25,57 2,22
3. BST02-07 17,99 2,25
4. BSTO02-10 19,86 2,31
S. TUO01-01 94,12 2,10
6. BDO01-05 42,58 2,31
7. BD02-02 55,25 1,92
8. BD03-01 12,51 2,45
9. BD04-03 18,91 2,24
10. BDO04-05 14,26 2,47

PZR iiriinlerinin %1 agaroz jel goriintiisii Sekil 4.3.”de verilmistir.

4 5 6.7 8 9 10 11

1 Markar
2 | 8sTo1
> 3 | BST02-05
1500 bp G i) i) G W) (e Ly wey) o G 4 | 8s102-07
1000 bp = s | BST02-10
6 | Tuo1-01
7 | BDO1-05
& | epo2-02
9 | Bpoz-01
10 | 8D0s-03
31 |800e0s ]

Sekil 4.4. PZR iiriinlerinin %1 agaroz jel goriintiisii

Caligmada anne siitii, yeni dogan bebek digkist ve ev yapimi salgam tursu farkl
kaynaklarindan 46 bakteri susu izole edilmis, saflastirma islemleri yapilmis ve suglarin ilk
Ozelliklerinin belirlenmesinden sonra, koloni sekli, katalaz testi sonucu, gram boyama ile ilk ayirici
tan1 ve 151k mikroskobu altinda inceleme dahil olmak iizere, cins seviyesinde 16S rRNA'larin PZR
amplifikasyonu yoluyla molekiiler yontemlerle genetik dizilerini belirlemek i¢in 10 bakteri susu
karsilagtirip se¢ilmistir.

Bu amacgla PZR'de cinse 6zgii primerler kullanilmis ve Cizelge 3.2 'de (Malzeme ve
Yontemler boliimii) daha 6nce bahsedilen spesifik primer setleri kullanilarak tiim izolatlarin 16S
rRNA bolgeleri belirlenmistir. fRNA geninin 16S bdlgesini amplifiye etmek icin kullanilan

molekiiler tanilama calismalarina gore Lactobacillus spp. cinsleri baskin olarak bulunmustur.
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Primer seti, (27F, 1492R), BSTO1 suslarinda 1501 bp'lik bir fragmani L. fermentum olarak
biiylitmede basarili olmug, BST02-05 suslarinda 1406 bp'lik bir fragmani L. fermentum olarak
amplifiye edilmistir ve BST02-07 suslarinda 1357 bp'lik bir fragmani1 Limosilactobacillus olarak
amplifiye edilmistir. L. fermentum, BST02-10 suslarinda 1373 bp'lik bir parcay1 L. fermentum olarak
yiikseltmigtir. TUO1-01 suglarinda 1409 bp'lik bir pargay1 L. plantarum olarak yiikseltmigtir. BDO1-
05 suglarinda 1419 bp'lik bir parcayr L. fermentum olarak yiikseltmistir. BD02-02 suslar1 L.
fermentum olarak suslar, BD03-01 suslarinda 1367 bp'lik bir parcayi, BD04-03 suslarinda 1241 bp
fragmanini yiiksetmis, BD04-03 susunu Enterococcus faecalis olarak amplifiye edilmistir.

Molekiiler yontem ile izolatlarin tanilanmasi sonuglar1 Cizelge 4.5°te verilmistir.

Cizelge 4.5. Molekiiler yontem ile izolatlarin tanilanmasi sonuglari

No. | Kod Izolatlar

1. | BSTO1 Limosilactobacillus fermentum
2. BSTO02-05 Limosilactobacillus fermentum
3. BSTO02-07 Limosilactobacillus fermentum
4. BSTO02-10 Limosilactobacillus fermentum
5. TUO1-01 Lactiplantibacillus plantarum
6. BDO01-05 Limosilactobacillus fermentum
7. BD02-02 Limosilactobacillus fermentum
8. BDO03-01 Lacticaseibacillus rhamnosus
9. BD04-03 Enterococcus faecalis
10. | BD04-05 Lacticaseibacillus rhamnosus

PZR friinlerine ait c¢ift yonli DNA dizileme sonuclart giincel NCBI mikrobiyal
veritabaninda incelenmis olup diziler FASTA formatinda BLAST analizi sonuglarina gore identifiye
edilmistir (Cizelge 4.6.'de).

Calismada kullanilan izolatlarin, NCBI ’de yer alan kayit bilgileri Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Calismada kullanilan izolatlarin NCBI *de yer alan kayit bilgileri

gene,partial sequence

linear BCT 27-SEP-
2022)

Lactobacillales;
Lactobacillaceae;
Lactiplantibacillus.

Kod Tzolatlar Tanim Lokus Organizma Baz sayisi
BSTO01 Limosilactobacillus L. fermentum strain RNFA-1 0P499883 L. fermentum 1501
fermentum 16S ribosomal RNA gene, (1501 bp DNA Bacteria, Bacillota; Bacilli;
partial sequence linear BCT 27-SEP- Lactobacillales;
2022) Lactobacillaceae;
Limosilactobacillus.
BST02-05 Limosilactobacillus L. fermentum strain RNFA-2 0P499884 L. fermentum 1406
fermentum 16S ribosomal RNA gene, (1406 bp DNA Bacteria,; Bacillota; Bacilli;
partial sequence linear BCT 27-SEP- Lactobacillales,
2022) Lactobacillaceae;
Limosilactobacillus.
BST02-07 Limosilactobacillus L. fermentum strain RNFA-3 0OP499885 L. fermentum 1357
fermentum 16S ribosomal RNA gene, (1357 bp DNA Bacteria, Bacillota; Bacilli;
partial sequence linear BCT 27-SEP- Lactobacillales;
2022) Lactobacillaceae;
Limosilactobacillus.
BST02-10 Limosilactobacillus L. fermentum strain RNFA-4 0P499886 L. fermentum 1373
fermentum 16S ribosomal RNA gene, (1373 bp DNA Bacteria; Bacillota, Bacilli;
partial sequence linear BCT 27-SEP- Lactobacillales;
2022) Lactobacillaceae;
Limosilactobacillus.
TU01-01 Lactiplantibacillus L. plantarum strain RNFA-5 0OP499887 L. plantarum 1409
plantarum 16S ribosomal RNA (1409 bp DNA Bacteria; Bacillota; Bacilli;
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1613
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1613
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1613
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1613
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1590

Cizelge 4.6. Caligmada kullanilan izolatlarin NCBI ’de yer alan kayit bilgileri (devami)

BDO01-05 Limosilactobacillus L. fermentum strain RNFA-6 0OP499888 L. fermentum 1419
fermentum 16S ribosomal RNA gene, (1419 bp DNA Bacteria; Bacillota; Bacilli;
partial sequence linear BCT 27- Lactobacillales;
SEP-2022) Lactobacillaceae;
Limosilactobacillus.
BD02-02 Limosilactobacillus L. fermentum strain RNFA-7 0OP499889 L. fermentum 1420
fermentum 16S ribosomal RNA gene, (1420 bp DNA Bacteria; Bacillota; Bacilli;
partial sequence linear BCT 27-SEP- Lactobacillales;
2022) Lactobacillaceae;
Limosilactobacillus.
BD03-01 Lacticaseibacillus L. rhamnosus strain RNFA-8 0P499890 L. rhamnosus 1367
rhamnosus 16S ribosomal RNA gene, (1367 bp DNA Bacteria; Bacillota; Bacilli;
partial sequence linear BCT 27-SEP- Lactobacillales;
2022) Lactobacillaceae;
Lacticaseibacillus.
BD04-03 Enterococcus faecalis E. faecalis strain RNFA-9 16S 0P499891 E. faecalis 1241
ribosomal RNA gene, partial (1241 bp DNA Bacteria; Bacillota; Bacilli;
sequence linear BCT 27-SEP- Lactobacillales;
2022) Enterococcaceae;
Enterococcus.
BD04-05 Lacticaseibacillus L. rhamnosus strain RNFA-10 0P499892 L. rhamnosus 1407
rhamnosus 16S ribosomal RNA gene, (1407 bp DNA Bacteria; Bacillota; Bacilli;

partial sequence

linear BCT 27-SEP-
2022)

Lactobacillales;
Lactobacillaceae;
Lacticaseibacillus.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1613
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=47715
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=1351
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=47715

Taksonlarin evrimsel iliskileri

16S rRNA genine ait hizalama sonuglar1 kullanilarak c¢aligilan izolatlarin evrimsel analizi
yapilmistir. Bakteri tiirlerinin evrimsel yakinliklari, minimum evrim yontemi kullanilarak
cikarilmistir (Rzhetsky ve ark.,1992). Optimal agac gosterildiginde, sonuglarda {i¢ ana grup ortaya
cikmistir; bunlardan ilki, test edilen, bilimsel ad1 ve kodu tasiyan ve harflerle (A, D, E, F, G) ifade
edilmistir. Genetik 6zellikleri bakimindan incelenen izolatlara yakin olan ikinci grup LAB tiirleridir.
L. fermentum izolati genetik siniflandirma agisindan birbirine ¢ok yakin oldugundan (B,C)
harfleriyle siiflandirilmistir. Ugiincii grup ise, genetik ve genetik simiflandirma agisindan incelenen
on laktik asit bakterisi tiiriinden farklilasan bir grup bakteri tiirii (Bacillus subtilis susu)’diir. Bu grup

ise (H) harfleriyle siniflandirilmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. Filogenetik agacta yer alan ¢aligsma izolatlar ve diger bakteri tiirleri
A BDO02-02- L. fermentum

BDO01-05- L. fermentum

B L. fermentum strain 3 16S ribosomal RNA gene partial sequence.
L. fermentum strain 8 16S ribosomal RNA gene partial sequence

C L. fermentum strain 6 16S ribosomal RNA gene partial sequence
L. fermentum strain 5 16S ribosomal RNA gene partial sequence
D BDO04-05-L. rhamnosus

BDO03-01-L. rhamnosus

E BSTOI1-L. fermentum

BSTO02-10-L. fermentum

F BST02-07-L. fermentum

BSTO02-05-L. fermentum

G TUO1-01-L. plantarum

BDO04-03-E. faecalis

H Bacillus subtilis strain DSAM 02 16S ribosomal RNA gene partial sequence
Bacillus subtilis strain P1 16S ribosomal RNA gene partial sequence.
Bacillus subtilis strain PANA13 16S ribosomal RNA gene partial sequence.

Bootstrap testinde iligkili taksonlarin bir arada kiimelendigi kopya agaglarin yiizdesi (50
kopya) dallarin yaninda gdosterilmigtir (Felsenstein ve ark.,1985). Evrimsel mesafeler Kimura 2-
parametre yontemi (Kimura ve ark.,1980) kullanilarak hesaplanmistir. Saha basmna baz ikamesi
sayist birimindedir. Bolgeler arasindaki oran degisimi bir gama dagilimiyla modellenmistir (Sekil
parametresi = 1). ME agaci, 1 arama diizeyinde Close-Neighbor-Interchange (CNI) algoritmasi (Nei
ve ark.,2000) kullanilarak aranmistir. Komsu-birlestirme algoritmast (Saitou ve ark.,1987)

kullanilarak baslangi¢ agaci analizi 17 niikleotid dizisini icermektedir. Her dizi ¢ifti i¢in tiim belirsiz
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konumlar kaldirilmistir (¢ift yonlii silme secenegi). Nihai veri setinde toplam 1498 pozisyon
bulunmaktadir. Evrimsel analizler MEGA11'de yapilmigtir (Tamura K ve ark.,2021).
Evrimsel yakinliklarin1 belirlemek icin seg¢-bagla (bootstrap) yontemi 50 tekrarli

kullanilmistir. Calismada tanilanan izolatlarin gosterildigi filogenetik agag Sekil 4.4°te verilmistir.

64 — TU01-01
BD04-03
g8s — BST02-10
88 ————— BST01-1
BST02-05
BST02-07
w0 — BD04-05
BD03-01
100 —— BD02-02
100 —— BD01-05

98

A
Sekil 4.5. Calismada tanilanan izolatlarm gosterildigi filogenetik agag

Caligmada tanilanan izolatlar ile diger bakteri tiirleri karsilagtirmasini gosteren filogenetik

agac Sekil 4. 5.”de verilmistir.
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BD02-02 Limosilactobacillus fermentum

BDO01-05 Limosilactobacillus fermentum

Limosilactobacillus fermentum strain 3 16S ribosomal RNA gene partial sequence.
Limosilactobacillus fermentum strain 8 16S ribosomal RNA gene partial sequence.
Limosilactobacillus fermentum strain 6 16S ribosomal RNA gene partial sequence.
Limosilactobacillus fermentum strain 5 16S ribosomal RNA gene partial sequence.
BD04-05 Lacticaseibacillus rhamnosus

BDO03-01 Lacticaseibacillus rhamnosus

BSTO1 Limosilactobacillus fermentum

BST02-10 Limosilactobacillus fermentum

DST02-07 Limosilactobacillus fermentum

BST02-05 Limosilactobacillus fermentum

TUQ1-01 Lactiplantibacillus plantarum

BD04-03 Enterococcus faecalis

Bacillus subtilis strain DSAM 02 16S ribosomal RNA gene partial sequence.
Bacillus subtilis strain Pl 16S ribosomal RNA gene partial sequence.

Bacillus subtilis strain PANA13 16S ribosomal RNA gene partial sequence.

Sekil 4.6. Calismada tanilanan izolatlar ile diger bakteri tiirleri kargilagtirmasini gosteren filogenetik agag
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DNA izolasyonunun ardindan 16S rRNA bélgesi PZR protokolii ile cogaltilmustir. izolatlarin
Enterococcus spp ve Streptococcus spp olarak tanimlandigi molekiiler tanimlamay1 saglayan 16S
rRNA genini ¢gogaltmak icin evrensel primerler kullanilmustir.

De Urraza ve ark., (2000) yaptiklar1 ¢alismada, laktik asit bakterilerinin DNA parmak
izlerini, Streptococcus pneumoniae genomunda bulunan tekrarlayan elementlere (BOX PCR)
dayanan bir primer kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonuyla iiretmislerdir. Yontemi, ¢ig siit,
endiistriyel starter ve yogurttan 37 izolatin tanimlanmasinda kullanmislardir. Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactis, Lb. delbrueckii subsp bulgaricus ve Streptococcus thermophilus tiir, alt tiir
ve sus seviyesinde farklilasmanin miimkiin oldugunu ve BOX-PCR ayni zamanda bir starter kiiltiiriin
sus kompozisyonunun incelenmesine ve ticari fermente siitteki suslarin dogrudan tespitine de
uygulanabilecegini belirtmislerdir.

16S rRNA bolgesi, prokaryotik mikroorganizmalarin ribozomundaki 30S alt initesinin bir
pargasidir. Prokaryotik canlilarin tanimlanmasini ve filogenetik olarak siniflandirilmasini saglayan,
yaklagik 1500 bazlik korunmus bir bolgedir. 16S rDNA tarafindan kodlanir ve prokaryotik
mRNA’nin ¢evirisi sirasinda anahtar roliindedir. Diger bir 6zelligi ise ribozomun A bdolgesinde
kodon ve antikodon eslesmesini dengelemektir (Chatellier ve ark., 2014).

Kafkaskiray, (2020) tarafindan yapilan ¢calismada, MRS besiyerinde tiretilen 40 adet laktik
asit bakterisi molekiiler tanimlama analizini gerceklestirmek icin izole edilmistir. 16S rDNA
molekiiler analizi sonucunda 40 LAB susunun 38’inin L. plantarum, 2’sinin ise L.brevis oldugu tespit
edilmistir. Calismamizda TUOQ1-01 olarak kodlanan laktik asit bakterisinin tiirii molekiiler tanimlama
analizi sonucunda L. plantarum olarak tespit edilmistir, Kafkaskiray, (2020)’nin ¢alismasiyla benzer
ozelliktedir. Xu ve ark. (2020), fermente siit musrindan izole ettikleri laktik asit bakterisi olan L15
susunun 16S rRNA molekiiler tanimlama analizi sonucunda Limosilactobacillus fermentum
oldugunu raporlamiglardir. Caligmamizda BSTO1, BST02-05, BST02-07, BST02-10, BD01-05 ve
BD02-02 olarak kodlanan izolatlarin 16S rRNA molekiiler tanimlama analizi sonuglari, Xu ve ark.
(2022) ile benzerlik gostermektedir. Caligmamizda izole edilen BD03-01, BD04-03 ve BD04-05
izolatlarmin ise molekiiler tanimlama analizi sonuglari, Kafkaskiray, (2020) ve Xu ve ark (2022)

tarafindan belirtilen sonuglardan farklilik gostermektedir.

4.3. izolatlarin bazi patojenlere karsi inhibisyon etkisi
4.3.1 Agar Spot Testi

Agar spot testi sonucunda Pesudomonas aeruginosa ATCC 22644 referans bakterisine karsi
en yiiksek zon ¢ap1 BD04-05 izolatinda 6l¢iilmiis (20,9 mm), en diisiik zon ¢ap1 ise B03-01 izolatinda
Olciilmiistiir (7,02 mm). S. aureus ATCC 25923 Referans bakterisine karsi en yiiksek zon ¢cap1 BD04-
05 izolatinda dSlgiiliirken (18,68 mm), en diisiik zon ¢ap1 TUO1-01 izolatinda 6l¢iilmiistiir (9,97 mm).
E. coli ATTC 25922 referans tline kars1 en yiiksek zon ¢apmin TU01-01 izolatinda 6l¢iilmesine karsin
(33,5 mm), en diisiik zon ¢ap1 BD03-01’de Slciilmiistiir (10,84 mm). A. hyrophila AH1 izolatina
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kargt BDO1-05 (5,24 mm), BD02-02 (13,31 mm), BD03-01 (8,2 mm) ve BDO04-05 (7,73)
izolatlarinda ntimikrobiyal aktivite zon ¢ap1 gézlemlenirken, diger izolatlarda antimikrobiyal aktivite
zon ¢ap1 gozlemlenmemistir. S. epidermis ATCC 35948 referans izolatina kars1 en yliksek zon ¢ap1
BST02-05 izolatinda gozlemlenmis, en diisiik zon ¢ap1 BD02-02 izolatinda dl¢iilmiistiir. L. garvieae
LG1 referans izolatina karsi ise hicbir laktik asit bakterisinde antimikrobiyal aktivite zon ¢api

olgiilmemistir Izolatlarin agar spot test sonuglar1 Cizelge 4.8.’de verilmistir.

Cizelge 4.8. Izolatlarin agar spot test sonuglari

No. chtobacillus P. aeruginosa S. aureus E. coli ATCC | L.garviea 1 S. epidermidis

1zolatlar: ATCC 22644 | ATCC 25923 25922 e ATCC 35948
LG1

1. BSTO1 AR +++ +++ -k - +++

2. BSTO02-05 +++ +++ +++ - - +++

3. BST02-07 St +++ +++ - - gk

4. BST02-10 ++ +++ +++ 4 - ++

5. TUO01-01 +++ ++ +++ - - b

6. BDO01-05 +++ +++ +++ - ++ ++

7. BD02-02 Saat +++ +++ - +++ ++

8. BD03-01 ++ +++ +++ - ++ ++

9. BD04-03 +++ +++ +++ = o 4+

10. BDO04-05 +++ +++ +++ - ++ +++

* - inhibisyon zonu yok; +, inhibisyon zonu < 5 mm; ++, inhibisyon zonu 5—10 mm arasinda; +++,
inhibisyon zonu > 10 mm.

LAB izolatlarinin referans izolatlarda inhibe edici etkisinin agar spot testiyle 6l¢iilmesi

sonucunda olusan zon caplarinin besiyerinde goriiniimii Sekil 4.6.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. LAB izolatlariin referans izolatlarda inhibe edici etkisinin agar spot testiyle 6lgiilmesi
sonucunda olugan zon ¢aplarinin besiyerinde goriiniimii A- P. aeruginosa ATCC 22644,
B- S. aureus ATCC 25923, C- E. coli ATCC 25922, D- L. garvieae LG1, E- Aeromonas
hydrophila AH 1, F -Staphylococcus epidermidis ATCC 35948.

Karasu ve ark,. (2006) tarafindan yapilan ¢alismada laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal
aktivitelerinin test edilmesi amaciyla agar spot testi yontemi kullanilmislardir. Caligmanin
sonucunda 13 adet L. plantarum ve 3 adet L. pentosus olmak lizere 16 adet laktik asit bakterisinin L.
sake Lb790, L.monocytogenes Lil, L.monocytogenes Li6, E.coli, E.feacium, Y.lipolitica, P.vulgaris
ve A.hydophila ’ya kars1 inhibisyon zon ¢ap1 olusturdugu gozlemlenmistir. Kivang ve Dinger, (2018)
ise pastirmadan izole ettikleri laktik asit bakterilerinde agar spot testi sonucunda higbir referans
izolata karst inhibisyon zon ¢ap1 gozlemlememistir. Karasu ve ark., (2006) tarafindan yapilan
calismalarda elde edilen sonuglar ile caligmamiz benzerlik gostermektedir. Kivang ve Dinger, (2018)

ise ¢aligmamizdan farkli sonuglar elde etmislerdir.
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4.3.2 Kuyu Difiizyon Testi

Laktik asit bakterileri bakteriyosinler, asetik, propiyonik ve laktik asitler gibi bir¢ok madde
iretmektedir. Boylece insanlar1 enfekte eden patojenik bakterileri ortadan kaldirmak igin
kullamilabilecek bakterilerden biri oldugu bilinmektedir (Aytar ve ark., 2019). izolatlarin kuyu
diflizyon yontemine gore sonuglar1 Cizelge 4. 9.”da verilmistir.

Laktik asit bakteri hiicrelerinden elde edilen siipernatant, bes tip referans izolata kars test
edilmistir. Bu sonuglara gore izolatlar P. aeruginosa ATCC 22644, L.garvieae LG tiirlerine karsi
inhibisyon etkisi gostermislerdir. BSTO1 izolati ise tiim referans izolatlara karsi inhibisyon etkisi

gostermistir. Izolatlarin kuyu difiizyon yontemi sonuclar1 Cizelge 4.9.de verilmistir.

Cizelge 4.9. Izolatlarm kuyu difiizyon yontemi sonuclari

izolatlar
BST BST BS BST TU BD BD BD BD BD
01 02-5 02-07 02-10 01-01 01-05 02-02 03-01 04-03 04-05
P airflﬁé’.éom +++* +++ - +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++
22644
S. aureus _k _ _ _ _ - - - - -
! ATCC
'g 25923
g E. coli +¥ + + + + - + - + +
= | ATCC 25922
§ A. hydrophila + - _ _ + _ _ - - -
9 AH 1
D e
=~ L.girétfae +++ +++ - - +++ + ++* +++ - -
S. epidermidis - - - - - - - - - -
ATCC
35948

* -, inhibisyon zonu yok; +, inhibisyon zonu < 5 mm; ++, inhibisyon zonu 5-10 mm arasinda; +++,
inhibisyon zonu > 10 mm.

Kuyu difiizyon testi sonuglarinin besiyerinde goriiniimii ise Sekil 4.7.’da verilmistir.

A

Sekil 4.8. LAB izolatlarinin referans izolatlarda inhibe edici etkisinin kuyu difiizyon testi ile testiyle
Ol¢iilmesi sonucunda olusan zon ¢aplariin besiyerinde goriinimi (BSTO1, BST02-05,
BST02-07, BST02-10, TUO1-01, BD01-05, BD02-02, BD03-01, BD04-03 ve BD04 -05);
(A)- P. aeruginosa ATCC 22644, (B)- S. aureus ATCC 25923.
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Rebecca ve ark., (2013) yogurttan izole ettikleri Lactobacillus tiirlerinin E. coli, S. aureus,
B. subtilis, K. pneumonia ve S. typhi referans izolatlara karsi antimikrobiyal aktivitesini test etmek
amaciyla kuyu difiizyon yontemini kullanmislardir. izole edilen ve segilen tiim suslarin, E. coli
referans izolatina kars1 inhibisyon zon ¢aplari gézlemlenmistir. Herreros ve ark., (2005) ise Ispanyol
keci siitii peynirinden izole ettikleri latik asit bakterilerinin (Lactococcus lactis subsp. lactis)
antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaciyla gerceklestirdikleri kuyu difiizyon testi sonucunda
referans izolatlara karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirlemislerdir. Kivang ve Dinger,
(2018) ise pastirmadan izole ettikleri laktik asit bakterilerinde kuyu difiizyon testi sonucunda higbir
referans izolata karsi inhibisyon zon g¢ap1 gézlemlememistir. Calismalarda elde edilen veriler ile
calismamiz karsilastirilinca, Rebecca ve ark., (2013) ve Herreros ve ark., (2005)’nin elde ettikleri
sonuclarin ¢aligmamizla benzer sonuglar olmasina karsin, Kivang ve Dinger, (2018)’in

calismasindaki sonuclar ¢alismamizdan farklidir.

4.3.3. S1v1 Besiyerinde inhibisyon Etkinin Belirlenmesi

Daha onceki testlerde, TUO1-01 (L. plantarum) izolatinin referans izolatlar {izerinde gii¢lii
bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Sivi besiyerinde inhibisyon etkinin belirlenmesi testinde, TUO1-01 izolatinin hiicresiz
siipernatanti ile E. coli bakterisi 37 °C’de 24 saat birlikte inkiibe edilmistir. Diliisyon yapilarak TSA
agara yayma ekim yapilmistir. Inkiibasyondan sonra her bir petri kabinda iireyen koloniler
sayllmistir. Sayim sonucunda, 7.9x10 °+ 13.6 kob/ml bulunurken, ayn1 sartlarda tek basina iiretilen
E.coli’de bakteri yogunlugu >300 olarak tespit edilmistir. TUO1-01 izolati ile ayn1 ortamda E. coli
bakterisinin birlikte bulunmasi durumunda bakteri yogunlugunda azalma oldugu tespit edilmistir. Bu
sonug, bakteriyel antagonizm gelistigini diisliindiirmektedir (Hiitt ve ark., 2006).

TSA agar ortaminda (TUO1-01(L. plantarum) bakteri ile (E. coli ATCC 25922) izolatlarin

gorliinimii Sekil 4. 8’de verilmistir.
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A B

Sekil 4.9. TSA agar ortaminda (TUO1-01(L. plantarum) bakteri ile (E. coli ATCC 25922) izolatlarin
goriiniimii A-T2 TSA agar ortaminda TUO01-01 (L. plantarum) bakterisi i(10°), B- TSA
agar ortamida TUO1-01 (L. plantarum) bakterisi (10°,10°,107) (orijinal).

Enterik bakterilerin biiyiimesinin laktik asit iireten bakteriler tarafindan in vitro ve in vivo
inhibisyonu, laktik asit bakterilerinin inhibitér maddeler {iretme yetenegi ile iliskilendirilmistir.
Inhibitér maddelerin bazilar1 kisa zincirli ugucu yag asitleri ve organik asitler olarak tanimlanmistir.
Laktik asit bakterileri, ¢cevrelerinin pH'in1 diisiiren ve diger bakterilerin gelisimini azaltan yiiksek
konsantrasyonlarda laktik asit tiretmek i¢in karbonhidratlar1 fermente ederler (Hinton ve ark., 1992).
Ren ve ark., (2019)’nin etlik piligten izole ettikleri laktik asit bakterileri (LAB) siv1 besiyeri
inhibisyon testi sonucunda E. coli’ye karsi antogonistik etki gosterdigini tespit etmislerdir.

Calismada benzer sonuclar bulunmustur.

4.3.4. Capraz Cizgi Yontemi Testi

Patojen bakteri tiirlerini inhibe etmede veya {iremelerini simirlamada kullanilan
mikroorganizmalarin inhibisyon etkinligini dogrulamak i¢in kullanilan 6nemli testlerden biridir. Bu
testte, lizerinde ¢aligilan on laktik asit bakteri susunun referans izolatlar iizerindeki inhibisyon etkisi
belirlendi. Laktik asit bakterilerinin referans izolatlara karsi inhibisyon aktivitesi, iiremenin
engellendigi bolgenin ¢apinin 6l¢iilmesi ile belirlenmistir (Khan ve ark,.2023). (Sekil 4.9)

Capraz ¢izgi yontemi testi sonucunda, TUO1-01 ve BD02-02 izolatlar1 E. coli ATCC 25922
kars1 en yiiksek inhibisyon aktivitesini gosterdigi tespit edilmistir. Capraz Cizgi Yontemi testi
sonuclart Cizelge 4.10.’da verilmistir. LAB izolatlarinin referans izolatlar iizerindeki inhibisyon

etkisi Sekil 4. 9.’da verilmistir.

49



Cizelge 4.10. Capraz Cizgi Yontemi testi sonuglari

Izolatlar
BSTO1 | BST02-05 | BST02-07 BST02- | TUO1-01 | BDO1-05 BD02-02 BD03-01 | BD04-03 | BD04-05
10
P. aeruginosa - 0,15+0,2* 3,40+0,2 =¥ - - - - - -
= | ATCC 22644
B | S. aureus 3,90+0,3 | 3,40+0,5 3,70+0,5 3,60+£0,8 | 0,50+0,7 | 3,90+0,3 3,50+0,3 - 3,80+0,11 -
'S | ATCC 25923
é E. coli 3,70+0,7 | 3,70+0,1 - 3,80+0,2 | 4,00+0,1 - 4,00+0,6 3,10+0,4 | 3,20+0,16 -
s | ATCC 25922
«g A. hydrophila AH1 | 0,90+£0,5 | 1,50+0,1 | 0,65+0,07 0,65+0,2 | 3,90+0,7 | 2,20+0,1 0,70+0,5 1,45+0,4 | 0,40+0,1 | 3,00+0,1
~ L.garvieae LG1 - - - - 0,50+0,7 - - 0,15+0,2 - 0,65+0,9
S. epidermidis 0,55+0,0 | 0,55+0,2 0,10+0,1 0,40+0,5 | 2,00+0,8 | 2,75+0,2 | 0,85+0,07 - 0,55+0,7 | 0,40+0,5
ATCC 35948 7

* ort; ortalama, ss; standart sapma, mm (-); suslarin direngli oldugunu géstermektedir.
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Sekil 4.10. LAB izolatlarinin referans izolatlar iizerindeki inhibisyon etkisi A-BSTO1, B-BST02-
07, C- BST02-10, D-BD01-05, E- BD02-02, F-BD03-01, G-BST02-05, H-TU01-01, I-
BD04-03 ve J-BD04-05
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Probiyotikler, zararl1 patojenlerin ¢ogalmasina karsi koyan ¢esitli antimikrobiyal maddelerin
iiretimiyle bilinmektedir. Khan ve ark., (2023) L. rohitagut'dan izole edilen COFCAU_PEP4
susunun capraz ¢izgi ve paralel ¢izgi olusturma yontemiyle antagonizma etkisini aragtirmiglardir.
Antagonizma analizleri (¢apraz ve paralel ¢izgi olusturma) sonucunda, COFCAU_PEP4 susunun
referans izolatlarin ¢oguna karsi belirgin bir inhibitdr kapasitesi oldugu belirlenmistir. Secilen
izolatin, Aeromonas spp'nin ¢esitli patojenik suslarina karsi gii¢lii antimikrobiyal aktivite gosterdigi
tespit edilmistir. Fang ve ark., (1996) laktik asit bakterilerinin (LAB, Lactobacillus acidophilus, L
bulgaricus, L casei ve Streptococcus thermophilus) patojen Staphylococcus aureus ve Escherichia
coli tiirleri iizerindeki antagonistik etkisini ¢capraz ¢izgi yontemi testi ile degerlendirilmistir. Sonug
olarak izolatlarin S. eureus ve E. coli referans izolatlara kargi antogonistik etki gosterdigi

belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar ile ¢aligmamiz benzerlik gostermektedir.

4.4. izolatlarin Biyofilm Olusturma Potansiyellerinin Belirlenmesi
4.4.1. Kongo Kirmizis1 Baglama Testi
Testin amaci, test edilen on LAB susunun, ekstraseliiler polimerik maddeler (EPS) polimerik

maddeler (EPS) salgilayarak hiicresel zar olusturma yetenegini belirlemektir (Lahiri ve ark., 2022).

Laktik asit bakteri suglar1 (BSTO1 (L. fermentum), BST02-05 (L. fermentum), BST02-07 (L.
fermentum), BST02-10(L. fermentum), TUO1-01 (L. plantarum), BDO1-05 (L. fermentum), BD04-
03 (E. faecalis), BD04-05 (L. rhamnosus)) MRS-KK agar besiyerinde iiretildikten sonra koloniler
kirmiz1 renkte olup sonug pozitif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4. 11; Sekil 4.10).

Laktik asit bakterilerinin suslar1 (BD02-02 (L. fermentum), BD03-01 (L. rhamnosus), MRS-
KK agar sonra kolonileri beyaz renkte olup, sonug negatif ¢tkmustir. Izolatlarin kongo kirmizist

baglama testi sonuglar1 Cizelge 4. 11°de verilmistir.

Cizelge 4.11. izolatlarin kongo kirmizisi baglama testi sonuglari

No. Kod Izolatlar Kongo kirmizisi
baglama testi
1. BSTO1 L. fermentum Pozitif
2. BSTO02-05 L. fermentum Pozitif
3. BSTO02-07 L. fermentum Pozitif
4. BSTO02-10 L. fermentum Pozitif
5. TUO01-01 L. plantarum Pozitif
6. BDO01-05 L. fermentum Pozitif
7. BD02-02 L. fermentum Negatif
8. BD03-01 L. rhamnosus Negatif
9. BD04-03 E. faecalis Pozitif
10. BD04-05 L. rhamnosus Pozitif

Izolatlarin MRS-KK agar besiyerinde goriiniimii Sekil 4.10.’da verilmistir.
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(M1,2,3 (B)4,5,6

(©) 7.8,9,10

Sekil 4. 11. izolatlarn MRS-KK agar besiyerinde goriiniimii (A) (1-BSTO1, 2-BST02-05, 3-
BST02-07), (B) 4-BST02-10, 5-TU01-01, 6-BD01-05 (C) (7- BD02-02,8- BD03-01,9-
BD04-03, 10-BD04-05)

Referans izolatlardan, L. acidophilus ATCC 4356 L. pl antarum ATCC 8014 P. aeruginosa
ATCC 22644 S. aureus DSMZ 4910 S. aureus ATCC 25923 S§. epidermidis E. coli ATCC 25922 A.
hydrophila AH 1 L. garvieae LG1 S. epidermidis ATCC 35948 TSA-KK agar besiyerinde iiretdikten
sonra olusan koloniler kirmizi renkte olup sonug pozitif olarak degerlendirilmistir (Cizelge 4. 12)

Referans izolatlaralardan, C. albicans DSMZ 30028, A. baumannii ATCC BAA-1605, TSA-
KK agar besiyerinde iiretildikten sonra sonra koloniler beyaz renkte olup sonu¢ negatif olarak
degerlendirilmistir (Cizelge 4. 12).

Referans izolatlarin kongo kirmizis1 baglama testi sonuglar Cizelge 4. 12.”de verilmistir.
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Cizelge 4.12 . Referans izolatlarin kongo kirmizisi baglama testi sonuclari

No. Izolatlar Kongo kirmizisi
baglama testi
1. L. acidophilus ATCC 4356 Pozitif
2. L. plantarum ATCC 8014 Pozitif
3. P. aeruginosa ATCC 22644 Pozitif
4. C. albicans DSMZ 30028 Negatif
5. S. aureus DSMZ 4910 Pozitif
6. S. aureus ATCC 25923 Pozitif
7. S. epidermidis Pozitif
8. A. baumannii ATCC BAA-1605 Negatif
9. E. coli ATCC 25922 Pozitif
10. A. hydrophila AH 1 Pozitif
11. L.garvieae LG1 Pozitif
12. S. epidermidis ATCC 35948 Pozitif

Referans izolatlarin MRC-KK agar besiyerinde goriiniimii Sekil 4. 11.’de verilmistir.

A B

Sekil 4.12. Referans izolatlarin MRC-KK agar besiyerinde goriiniimil. A- 1- L. acidophilus ATCC
4356, 2- L. plantarum ATCC 8014 B- 3- P. aeruginosa ATCC 22644, 4- C. albicans
DSMZ 30028

Mutlu ve ark., (2019) tarafindan yapilan bir ¢aligmada laktik asit bakterilerinin kongo
kirmizis1  yontemi  kullanilmigtir.  Calismanin  sonucunda tiim izolatlar pozitif olarak
degerlendirilmistir, Landeta ve ark., (2013) ise sosislerden izole ettikleri ve L. sakei olarak
tanimladiklar laktik asit bakterisinin kongo kirmizis1 yontemiyle biyofilm olusumu testi sonucunu
%43 olarak tespit etmislerdir. Mutlu ve ark., (2019) ve Landeta ve ark., (2013) tarafindan yapilan
calismada elde edilen veriler ¢calismamiz ile karsilastirilinca BSTO1, BST02-05 BST02-07, BST02-
10, BDO1-05, BD04-03 ve BD04-05 izolatlarinin sonuglariyla aynidir. Caligmamizda BD02-02 ve

BDO03-01 olarak kodlanan izolatlar ise yapilan ¢alismalarda bulunan verilerden farklidir.
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4.4.2. Biyofilm Olusturma Potansiyeli (Mikroplak Yontemi)

Biyofilm olusturma yetenegi, kolonizasyonu tesvik etmesi, LAB'nin konak¢inin
mukozasinda daha uzun silire kalici olmasini saglamast ve boylece patojenik bakterilerin
kolonizasyonunu o6nleyebilmesi nedeniyle probiyotik suslar i¢in 6nemli bir 6zellik olarak kabul
edilmektedir (Terraf ve ark., 2012).

[zolatlarda belirlenen biyofilm olusum potansiyeli, BSTO1, BST02-05, BST02-07 ve BDO1-
05 izolatlarinda diger izolatlara daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Izolatlarda belirlenen biyofilm

olusumu Cizelgeler 4.13’te verilmistir.

Cizelge 4.13. izolatlarda belirlenen biyofilm olusumu

No. izolat Biyofilm olusumu (A) *

(ortxst)*
1. BSTO01-01 0,26+0,076
2. BST02-05 0,27+0,078
3. BST02-07 0,24+0,069
4. BST02-10 0,08+0,003
S. TUO1-01 0,08+0,005
6. BDO01-05 0,23+0,076
7. BD02-02 0,09+0,007
8. BDO03-01 0,08+0,005
9. BD04-03 0,08+0,005
10. BD04-05 0,08+0,004
11. Kontrol (MRS) 0,09+0,007

(A) * = 570 nm OD *ort=ortalama, st=standart hata

Referans izolatlarda belirlenen biyofilm olusumu degeri en yiikksek ATCC 35948 izolatinda
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4. 12.) Referans izolatlarda belirlenen biyofilm olusumu Cizelge 4.

14.”de verilmistir.

55



Cizelge 4. 14. Referans izolatlarda belirlenen biyofilm olusumu

No. Refearans izolat Biyofilm olusumu (&) *
(orttst)*
1. ATCC 4356 0,08+0,004
2. ATCC 8014 0,08+0,003
3. ATCC 22644 0,34+0,033
4. DSMZ 4910 0,12+0,030
5. ATCC 25923 0,09+0,006
6. ATCC 35948 0,65+0,255

(A) * = 570 nm OD *ort=ortalama, st=standart hata

Izolatlar ve referans izolatlarin biyofilm iiretme diizeylerine ait absorbans degerleri Sekil.

4.12.de verilmistir.
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izolatlar ve referans izolatlar

Sekil 4. 13. Izolatlar ve referans izolatlarin biyofilm iiretme diizeylerine ait absorbans degerleri

Mikroplak yonteminde, BST01, BST02-05, BST02-07 ve BDO1- 05 izolatlarinin orta
derecede biyofilm olusturma yeteneginde oldugu belirlenmistir. izolat ve referans izolatlarin

biyofilm olugturma yeteneginin belirlenmesi sonuglar1 Cizelge 4.15.’de verilmistir.
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Cizelge 4.15. izolat ve referans izolatlarm biyofilm olusturma yeteneginin belirlenmesi sonuglar

No. Kodu Referans izolatlar Biyofilm iiretimi
1. ATCC L. acidophilus U
4356
2. ATCC L. plantarum U
8014
3. ATCC P. aeruginosa O
22644
4. DSMZ S. aureus Z
4910
5. ATCC S. aureus Z
25923
6. ATCC S. epidermidis G
35948
No. Kodu Izolatlar Biyofilm iiretimi
1. BSTO01-01 L. fermentum O
2. BSTO02-05 L. fermentum O
3. BST02-07 L. fermentum O
4. BSTO02-10 L. fermentum U
S. TUO01-01 L. plantarum U
6. BDO01-05 L. fermentum 0]
7. BD02-02 L. fermentum U
8. BD03-01 L. rhamnosus U
9. BD04-03 E. faecalis U
10. BD04-05 L. rhamnosus U
2 Giiclii Orta Zayif Uretici degil
% -% 1 1 (%16,66) 2 2
5t F (%16,66) (%33,33) (%33,33)
T 8~ 06
=2
=
=
E 10 Giiglii Orta Zayif Uretici degil
- 0(% 0) 4 (%40,00) 0(%0) 6 (%60,00)
Total 16 Giiglii Orta Zayif Uretici degil
1 (%6,25) | 5(%31,25) | 2 (%12,05) 8 (%50,00)
G: Giiglii iiretici, O: Orta derecede iiretici, Z: Zayif, U:Uretici degil

Gomez ve ark. (2016), ¢esitli yiyeceklerden izole ettikleri laktik asit bakterileri olan L. lactis
368 (1,65), Lactobacillus helveticus 352 ve L. lactis 94 izolatlarinin mikroplak yontemiyle 595
nm’de biyofilm olusumu testi sonucunu sirastyla 1.65, 1.38 ve 1.10 olarak tespit etmislerdir. izole

edilen laktik asit bakterilerinde biyofilm olusturma kapasitesinin oldugunu belirtmislerdir. Ayrica
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Mahgoub ve ark. (2022), izole ettikleri laktik asit bakterisinin 2/3’{inlin biyofilm olusturma
0zelliginin odugunu tespit etmislerdir. Akoglu, (2020) ise peynirden izole edilen Enterococcus lactis
EC61 ve Enterococcus faecalis EC41 suslarmin énemli derecede biyofilm olusumu gosterdigini
belirtmistir. Gomez ve ark. (2016), Mahgoub ve ark. (2022) ve Akoglu (2020)’nin bildirdikleri

sonuclardan elde edilen bazi veriler calismamizla benzerlik gostermektedir.

4.5. izolatlarin Antibiyotik Duyarhhiklarinin Belirlenmesi

Agar disk difiizyon testi, bakterilerin antibiyotiklere duyarliligini test etmek i¢in yaygin bir
yontem olarak kullanilmaktadir. Mikroorganizmalarin kiiltiirel biiylimesinin engellendigi bolgenin
capt Olgiilerek, incelenen antibiyotige karst hassas veya direngli olmasi durumu
degerlendirilmektedir (Dickert ve ark., 1981).

Secilen 10 adet laktik asit bakterisi olan BSTO1, BST02-05, BST02-07, BST02-10, TUO1-
01, BD01-05, BD02-02, BD03-01, BD04-03 ve BD04-05 izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testi
disk difiizyon yontemiyle gerceklestirilmistir. Tiim izolatlarin gentamisin (CN10), nalidiksik asit
(NA30), oksolinik asit (OA2) ve siilfametoksazol (SMZ 100) antibiyotiklerine kars1 direncli oldugu
bulunmustur. Eritromisin (E15) ve novobiyosin (NV 30) antibiyotiklerine karst BD02-02 izolati
direng gelistirirken, diger izolatlar hassasiyet gostermistir. Trimetoprim-siilfametoksazol (SXT 25)
antibiyotigine kars1 BST02-05, BD02-02 BD03-01 ve BD04-05 izolatlar1 direng gelistirmis, BST02-
07, BST02-10 ve BDO1-05 izolatlar1 orta derecede hassasiyet gostermis, BSTO1, TU01-01 ve BD04-
03 izolatlar1 ise hassasiyet gdstermistir. Nitrofurantoin (F300) antibiyotigine kars1 sadece BD02-02
ve BD04-05 izolatlar1 direng gelistirmis, diger izolatlar hassasiyet géstermistir. Vankomisin (VA 30)
antibiyotigine karsi sadece BD04-03 izolat1 hassasiyet gosterirken, dier tiim izolatlar direng
gelistirmigtir. Tetrasiklin (TE30) antibiyotigine karst BD02-02 izolat1 diren¢ gelistirmis, BD04-03
ve BD04-05 orta derecede hassasiyet gdstermis, diger izolatlar ise hassasiyet gostermistir. Ampisilin
(AM10) antibiyotigine kars1 BSTO1, BD02-02, BD03-01 ve BD04-05 izolatlar1 direng gelistirmis,
BST02-05 izolat1 orta derecede hassasiyet gostermis ve diger izolatlar hassasiyet gostermistir.

Izolatlarin antibiyotiklere duyarliliginin besiyerinde gériiniimii Sekil 4.13 te verilmistir.
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Sekil 4.14. izolatlarin antibiyotiklere duyarlilig1 besiyerinde goriiniimii A- BSTO1, B- BST02-05, C-
BSTO02-10, D- TUO1-01, E- BDO1-05, F- BD03-01, G- BD04-03, H- BD04-05

LAB suglarinin antibiyotik duyarlilik testinin sonuglar1 Cizelge 4. 16.’da verilmistir.
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Cizelge 4. 16. LAB suslarinin antibiyotik duyarlilik testinin sonuglar1

No. | A.K.* BST | BST0O | BSTO | BSTO | TUO | BDO | BDO | BDO | BDO | BDO
01 2-05 2-07 2-10 | 1-01 | 1-05 | 2-02 | 3-01 | 4-03 | 4-05
1. CN10 R* R R R R R R R R R
2. E15 S* S S S S S R S S S
3. SXT25 S R MS* MS S MS R R S R
4. F300 S S S S S S R S S R
S. VA30 R R R R R R R R S R
6. TE30 S S S S S S R S MS | MS
7. OA2 R R R R R R R R R R
8. NA30 R R R R R R R R R R
9. NV30 S S S S S S R S S S
10. | SMZ100 R R R R R R R R R R
11. AM10 R MS S S S S R R S R

*R; direngli, MS; orta derecede duyarli, S; hassas, A. K.; antibiyotiklerin kodu.

Referans izolatlarda antibiyotik duyarlilik testinin sonuglar1 Cizelge 4.17°de verilmistir.
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Cizelge 4. 17. Referans izolatlarda antibiyotik duyarlilik testinin sonuglari

Referans Izolatlar

Antibiyotik Diskleri kodlar:

AM10 R R R R R R

*R= Direngli, MS= Orta derecede duyarli, S= Duyarli
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Referans izolatlarin antibiyotik duyarlilik testi sonuglarinin besiyerinde goriiniimii Sekil

4.14.de verilmistir.

D E F

Sekil 4.15. Referans izolatlarin antibiyotik duyarlilik testi sonuglarinin besiyerinde gériiniimii A-
P. aeruginosa ATCC 22644, B- S. aureus ATCC 25923, C- E. coli ATCC 25922 D- A.
hydrophila AH 1, E- L.garvieae LG1, F- S.epidermidis ATCC 35948

Kiigiikonder ve ark., (2022) tarafindan yapilan antibiyotik duyarlilik testinde izole edilen
LAB’nin, klinik tedavilerde kullanilan bazi antibiyotiklere karsi direngli olduklarini tespit
etmiglerdir. 15 Lactobacillus spp. izolatinin tamami (% 100) kanamisin, streptomisin ve ampisiline,
13’1 (% 86,6) eritromisin, 12’si (% 80) gentamisin ve vankomisine, 11’1 (% 73,3) rifampisine ve
tetrasikline, 9’u (% 60) kloramfenikole, 8’1 (% 53,3) penisiline direngli oldugu bulunmustur. Akgay
ve Gilindogan, (2019) yaptiklar1 ¢alismada peynir ver ¢ig siit Orneklerinden izole ettikleri
Lactobacillus tiirlerinin antibiyotik direngliliklerini incelemisler ve izolatlarin ampisiline (%73,5)
kars1 oldukga direncli, ancak tetrasiklin (% 14,7), penisilin (%38,8), kloramfenikol (%5,8) ve
eritromisine (%2,9) duyarli oldugunu belirtmislerdir. Bununla birlikte ¢alismada Lb. paracasei
suslarinin timi{i kanamisin’e kars1 direngli, kloramfenikol ve penisiline karsi ise %100 duyarh
bulunmustur. Ayn1 zamanda Lb. paracasei suslarmin vankomisin ve ampisiline %100 oraninda,
eritromisine %83,3 oraninda, gentamisine %50 oraninda, rifampisine ve tetrasikline %33,3 oraninda

direncli oldugu belirlenmistir.
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Ayrica Lb. plantarum suslarinin eritromisin, penisilin (%88,88) ve vankomisine (%66,6)
direncli oldugu da belirlenmistir. Ancak Lb. plantarum olarak tanimlamasi yapilan GMS5, GM7, GM10
izolatlarinin ise vankomisine kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir. Yapilan ¢caligsmalarda bulunan veriler

ile calismamizda bazi sonuglarin benzer oldugu goriilmektedir.

4.6. Hiicre dis1 enzim iiretme kapasitesinin degerlendirilmesi

Hiicre dis1 enzimlerin (amilaz, lipaz, ve seliilaz) liretim aktiviteleri, %1,5 nisasta, %1 Tween
80 ve %1 karboksimetil selilloz (CMC) igeren MRS agar plakalar1 {izerinde on izolat igin ayr1 ayri
degerlendirilmistir. Hiicre disinda enzimlerin (amilaz, lipaz ve seliilaz) tiretimine yonelik yapilan test
sonuclart degerlendirildiginde, bakteri kolonilerinin ¢evresinde seffaf bir alan olusmadigr ve tiim
izolatlarin negatif sonug verdigi belirlenmistir (Sekil 4.15).

Yagsiz siit agar plakalarinda tireyen izolatlarin etrafinda seffaf bolgeler oldugu ve izole edilen
tiim suslarin proteaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Laktik asit bakteri suslarinin (BSTO1,
BSTO02-05, BST02-07, TUO1-01, BD01-05, BD03-01) yiiksek oranlarda hiicre dis1 proteaz enzimi
salgiladigi saptanmistir (Cizelge 4. 18.; Sekil 4.15.).

LAB izolatlarinin proteaz, amilaz lipaz ve seliilaz aktivitesi degerleri Cizelge 4.18.’de
verilmistir.

Cizelge 4.18. LAB izolatlarinin proteaz, amilaz lipaz ve seliilaz aktivitesi degerleri

No. | Kod Proteaz Amilaz Lipaz seliilaz
aktivitesi aktivitesi | aktivitesi | aktivitesi
(ort £s.s)* | (ort=*s.s) | (ort+s.s) | (ort£s.s)

1. | BSTO1 20,33 £0,5* | - = -

2. | BST02-05 | 18,00£2,0 | - - -

3. | BST02-07 | 20,00+ 1,0 | - = -

4. | BST02-10 | 15,66+0,5 | - - -

5. | TUO1-01 | 20,00+1,0 | - = -

6. | BDO1-05 | 20,33+£2,5 | - - -

7. | BD02-02 | 14,33+0,5 | - = -

8. | BD03-01 | 17,33 1,15 | - - -

9. | BD04-03 11,36+ 1,5 | - = -

10. | BD04-05 | 13,00+0,0 | - - -

*ort; ortalama, ss; standart sapma (mm)

LAB izolatlarinin proteaz, lipaz amilaz ve seliilaz aktivitelerinin besiyerinde goriiniimii Sekil

4.15’te verilmistir.
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Sekil 4.16. LAB izolatlarinin proteaz, lipaz, amilaz ve seliilaz aktivitelerinin besiyerinde gorintimi A-
TUO01-01 ve BD01-05’te hiicre dis1 proteaz enzim aktivitesi B- BD02-02 ve BD03-01, C-
BD04-03 ve BD04-05’in hiicre dis1 proteaz enzim aktivitesi D- BD01-05, BD02-02, BD03-
01 ve BD04-03’iin hiicre dis1 lipaz enzim aktivitesi E- BST01, BST02-05 ve BST02-07
hiicre dis1 amilaz enzim aktivitesi F- BD01-05, B- BD02-02, BD03-01 ve BD04-03 hiicre
dis1 seliilaz enzim aktivitesi (orijinal).

Aguliar ve ark. (2000), laktik asit bakterisi olan Lactobacillus manihotivorans LMG 18010T
izolatinda hiicre dig1 amilaz enzim aktivitesinin var oldugunu bildirmiglerdir. Nurliana ve ark. (2022),
laktik asit bakterisi olan FEnterococcus hirae P31H62, Enterococcus mundtii P33S52 ve E.
hirae P33S6272 izolatlarinda hiicre dis1 seliillaz enzim aktivitesini tespit etmislerdir. Kivang ve Dinger,
(2018) pastirmadan izole ettikleri 50 adet laktik asit bakterisinde lipaz aktivitesi oldugunu
bildirmislerdir. Coimbra-Gomes ve ark. (2023), zeytinden izol ettikleri Lactiplantibacillus pentosus ve
L. paraplantarum tirlerinin proteaz enzim aktivite zon ¢ap1 gosterdiklerini bildirmislerdir. Zareie ve
ark., (2023) ise peynirden izole ettikleri laktik asit bakterilerinin proteaz enzim aktivitesini
degerlendirmis, secilen ve proteaz enzim aktivite zon ¢ap1 degerledirilen laktik asit bakterilerinin
proteaz enzim aktivitesi bakimindan pozitif oldugunu tespit etmislerdir. Aguiar ve ark. (2000), Nurliana
ve ark. (2022), Kivang ve Dinger, (2018) bulgularinin ¢alismamizdan farkli oldugu goriilmektedir.
Calismamizda segilen izolatlarda sadece proteaz enzim aktivitesinin gézlemlenmesi, Coimbra-Gomes

ve ark. (2023) ve Zareie ve ark., (2023)’nin tespit ettikleri sonuglar ile benzerlik gostermektedir.

64



5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu ¢aligmada laktik asit bakterileri ev yapimi tursulardan, anne siitiinden ve bebek diskilarindan
izole edilerek saflastirilip 16S rRNA dizileri kullanilarak molekiiler tekniklerle identifikasyonu
yapilmigtir. Elde edilen izolatlarin bazi patojenlere karsi inhibisyon etkisi, biyofilm olusturma
potansiyelleri, antibiyotik direncinin belirlenmesi ve bazi enzim aktivitelerinin tespitine dair bazi
analizler gerceklestirilmistir.

Bu amagla, dort anneden siit 6rnekleri, emzirilen dort ¢ocuktan diski Ornekleri, salatalik ve
pancar tursusundan alinan Ornekler steril kosullarda laboratuvara getirilmistir. Anne siitiinden (17),
bebek diskisindan (21) ve tursulardan (8) laktik asit bakterisinin izolatlar1 (46) elde edilmistir. BST03-
2 susu diginda diger suslara ait sonuglar pozitif olarak kaydedilmistir. Tiim izolatlarda gram testi ve
katalaz testi yapildiktan sonra farkli goriinen koloni ve hiicre morfolojilerine sahip olan on izolat
(BSTO1, BST02-05, BST02-07, BST02-10, TUO1-01, BD0O1-05, BD02-02, BD03-01, BD04-03, BD04-
05) secilmistir.

16S rRNA dizileri kullanilarak molekiiler tekniklerle BSTO1 (L. fermentum) BST02-05 (L.
fermentum), BST02-07 (L. fermentum), BST02-10 (L. fermentum), TUO1-01 (L. plantarum),BD01-05
(L. fermentum), BD02-02 (L. fermentum), BD03-01 (L. rhamnosus),BD04-03 (E. faecalis), BD04-05
(L. rhamnosus) olarak tanilanmistir. Tanilanan tiirler NCBI/GenBank veri tabanina kaydedilmistir.

[zolatlarin bazi patojenlere kars1 inhibisyon etkisini belirlemek amaciyla agar spot testi, kuyu
diflizyon testi, s1v1 besiyerinde iireme ve ¢apraz ¢izgi yontemi testleri yapilmistir. Agar spot testinde
incelenen on izolatin P. aeruginosa ATCC 22644, S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 ve S.
epidermidis ATCC 35948 referans izolatlar lizerinde inhibe edici etkiye sahip olduklar1 tespit edilmistir.
Tiim izolatlarin L.garvieae LG1 {izerinde inhibe edici etkiye sahip olmadiklari belirlenmistir. Kuyu
difiizyon testinde incelenen on izolattan BST02-07 izolat1 hari¢ tiim izolatlarin, P. aeruginosa ATCC
22644 referans izolatina karsi inhibe edici etkiye sahip olduklari saptanmigtir. Sivi besiyerinde
inhibisyon etkinin belirlenmesi testinde, TUO1-01 izolat1 ile aym ortamda E. coli ATCC 25922
bakterisinin birlikte bulunmasi durumunda bakteri yogunlugunda azalma oldugu tespit edilmistir. Bu
sonug¢ bakteriyel antagonizm gelistigini diisiindiirmektedir. Capraz ¢izgi yontemi testi sonucunda,
TUO1-01 ve BD02-02 izolatlar1 E. coli ATCC 25922 kars1 en yiiksek inhibisyon aktivitesini gdsterdigi
tespit edilmistir.

[zolatlarin biyofilm olusturma potansiyeli, kongo kirmizis1 boyama testi ve mikroplak yéntemi
ile incelenmistir. Kongo kirmizisi boyama testinde, BSTO1, BST02-05, BST02-07, BST02-10, TUO1-
01, BDO1- 05, BD04-03, BD04-05 izolatlar1 biyofilm olusturma yetenegi olustururken BD02-02, BD03-
01 izolatlarinin bu 6zelligi tasimadig: tespit edilmistir. Mikroplak yonteminde ise BSTO1, BST02-05,
BST02-07 ve BDO1- 05 izolatlarinin orta derecede biyofilm olusturma yeteneginde oldugu

belirlenmistir.
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Antibiyotik duyarlilik testinde, tiim izolatlarin gentamisin (CN10), nalidiksik asit (NA30),
oksolinik asit (OA2) ve siilfametoksazol (SMZ 100) antibiyotiklerine karsi direncli oldugu tespit
edilmistir.

Hiicre dis1 enzim liretme kapasitesinin degerlendirilmesi testinde ¢alismada incelenen tim
izolatlarin (BSTO1, BST02-05, BST02-07, BST02-10, TU01-01, BDO1-05, BD02-02, BD03-01, BD04-
03, BD04-05) hiicre dis1 proteaz enzimi aktivitesine sahip olduklari belirlenmistir.

Laktik asit bakterilerinin bazi patojenlere karsi inhibisyon 6zelliklerinin in vitro ¢aligmalarla
belirlenmesi, hastaliklara karsi koruma saglamada in vivo uygulamalar i¢in, fonksiyonel bakteri
izolatlarinin se¢iminin temelini olusturur. Bu nedenle, etkin izolatlarin yararlari olduklari séylenmeden
once belirtilmesi gereken ©nemli husus, yararli bir etkinin ancak in vivo c¢aligmalarla
gosterilebilecegidir. Daha ileri asamalarda in vivo etkilerin ortaya konulabilmesi icin, deneysel
caligmalarin kurulmasi uygun olacaktir. Yapilan bu ¢aligmanin ileride bu konu ile ilgili yapilabilecek

caligmalara referans olusturabilecegi diistiniilmektedir.
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