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Oz

Laktik asit bakterileri (LAB), heksoz sekerlerinin laktik aside fermantasyonu siirecinde énemli bir rol oynayan ticari olarak 6nemli bir
organizma grubudur ve “genel olarak giivenli kabul edilen” olarak tanimlandiklar i¢in endiistriyel uygulamalarda ve probiyotik olarak
yaygin olarak kullanilan organizmalardir. Laktik asit bakterilerini (LAB) izole etmek ic¢in farkli gida 6rnekleri toplanmis ve bu
orneklerden 14 bakteri susu saflastirilmistir. Morfolojik tanimlama i¢in gram boyama, katalaz testi, metilen mavisi boyama, molekiiler
tanimlama i¢in RAPD-PZR ve 16S rRNA gen dizileme yontemleri kullanilmistir. Ayrica izolatlar, antibiyotik duyarliligi, pepsin,
pankreatin, safra tuzlari, diisiik pH, bakteriyosin iiretimi ve hemolitik aktivite altinda hayatta kalma agisindan karakterize edilmistir.
16S rRNA gen dizileme sonuglarina gore izolatlar Lactobacillus sakei MH1, Lactococcus garvieae MH3, Enterococcus faeceium MH5,
Pediococcus acidilactici MH10, Pediococcus acidilactici MH11, Pediococcus acidilactici MH12, Pediococcus acidilactici MH13
olarak belirlendi. Disk difiizyon testi sonuglari, izolatlarin tamaminin kanamisine, ¢ogunun ise gentamisine direngli oldugunu
gostermektedir. MIK test sonuglar1 izolatlarn tamamimn streptomisine direngli oldugunu géstermektedir. Tiim suslar bakteriyosin
iiretim testine gore indikatér mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal etki géstermemistir. Tiim suslarin, pankreatin ve farkli safra tuzu
(9%0.3, %0.5, %1) konsantrasyonunda hayatta kalabildigi tespit edilmistir. Bu sonuglara gore izolatlarimiz gida ve ilag endiistrilerinde
uygulama i¢in probiyotik potansiyel adaylardir, ancak izolatlarin diger probiyotik se¢im kriterleri agisindan taranmasi gerek mektedir.

Anahtar Kelimeler: Laktik Asit Bakterileri, Probiyotik, Antibiyotik Duyarlilig:.

Determination of Some Probiotic Properties of Lactic Acid Bacteria
Isolated From Different Food Products

Abstract

Lactic acid bacteria (LAB) are a group of commercially important organisms that play an important role in the fermentation process of
hexose sugars into lactic acid and widely used in industrial applications and as probiotics since they were designated as “generally
recognized as safe” organisms. In order to isolate lactic acid bacteria (LAB), different food samples were collected and 14 bacterial
strains were purified from those samples. Gram staining, catalase test, methylene blue staining was used for morphologic identification,
RAPD-PCR, and 16S rRNA gene sequencing methods were used for molecular identification. The isolates were characterized for
antibiotic susceptibility, survival under pepsin, pancreatin, bile salts, low pH, bacteriocin production, and hemolytic activity. According
to the 16s rRNA gene sequence analysis isolates were designated as Lactobacillus sakei MH1, Lactococcus garvieae MH3,
Enterococcus faeceium MHS, Pediococcus acidilactici MH10, Pediococcus acidilactici MH11, Pediococcus acidilactici MH12,
Pediococcus acidilactici MH13. Disc diffusion test results show that all of the isolates were resistant to kanamycin, and most of resistant
to gentamicin. MIC test results show that all of the isolates were resistant to streptomycin. No strains showed antimicrobial effect against
indicator microorganisms according to the bacteriocin production test. All strains were able to survive in pancreatin and different bile
salt (%0.3, %0.5, %1) concentrations. According to these results, our isolates are probiotic potential candidates for the application in
the food and pharmaceutical industries, however, isolates should be screened for furtherprobiotic selection criteria.
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1. Giris

Laktik asit bakterileri (LAB), laktik asit iretimiyle
karakterize edilen ve bircok endiistriyel ya da geleneksel bitki, et
ve siit fermantasyonunda baskin olan mikroorganizma grubudur.
Ayrica LAB, insan mide bagirsak sisteminin (GIT) dogal
florasinda bulunmaktadir ve ince bagirsaktaki baskin biota
arasinda kabul edilmektedir (Jensen ve ark., 2012; Marco ve ark.,
2006; Yilmaz ve Ipek 2021). LAB’ nin ¢ok uzun yillardan beri
fermente gidalarin iiretiminde kullanilmasi ve bu gidalarla birlikte
tiiketilmesi LAB’ nin genel olarak giivenli (GRAS= Generally
regard as safety) kabul edilmesini saglamustir (Patil ve ark., 2010).

Stit iiriinleri, etler, sebzeler, eksi mayali ekmek gibi tirlinlerde
bulunmalarinin  haricinde LAB; agiz boslugu, vajina ve
gastrointestinal sistem gibi insan mukozal yiizeylerinde de yaygin
olarak bulunmaktadir. Metabolik faaliyetleri sonucu organik
asitler, polioller, ekzopolisakkaritler ve antimikrobiyal bilesikler
gibi bir¢ok yararli bilesigin iiretimi ile iliskili olan LAB' nin
gidalardaki temel islevi laktik asit iiretimi ile asitligi arttirmaktir.
Ayrica LAB, aroma bilesenlerinin iiretimi ile fermente gidalarin
lezzet dokusuna ve besin degerine katkida bulunur. Ek olarak
patojen mikroorganizmalarin inhibisyonuna katkida bulunurlar ve
boylece biyo-koruyucu kiiltiirler olarak kullanilirlar. Bu nedenle
LAB cok ¢esitli fermente siit iirtinleri, et, balik, meyve, sebze ve
tahil tirtinlerinde gida endiistrisinde starter kiiltiir olarak kullanilir
(Bintsis, 2018).

Probiyotikler, uygun miktarda alindiklarinda konakg1 sagligi
iizerinde faydali etkiler sergileyen canli mikroorganizmalardir
(FAO ve WHO, 2002). En yaygin olarak kullanilan probiyotikler
Lactobacillus ve Bifidobacterium suslaridir (Diosma ve ark.,
2014; Fleet ve Balia, 2006). Bu mikrobiyal gruplar, insan
viicudunda karsilastiklar1 olumsuz kosullara dayanma (6rnegin;
tikriik enzimleri, diigiik pH ve pankreas suyu), bagirsak epitel
hiicrelerine tutunma ve konagin GIT mikrobiyotasini diizenlenme
yetenegine sahiptir (de Melo Pereira ve ark., 2018; Liong ve ark.,
2015; Marchesi ve ark., 2016; Mathur ve ark., 2020;
Zoumpopoulou  ve  ark., 2017). Konagin, zararh
mikroorganizmalara kargt korunmasinda 6nemli bir rol oynarlar
ve ayrica bagisiklik sistemini giliglendirirler (Agheyisi, 2008;
Schultz, 2008; Soccol ve ark., 2010). Probiyotik
mikroorganizmalarin yiizyillardir geleneksel olarak tiiketilen
fermente siit iriinleri ve fermente gidalarda mevcut oldugu
bilinmektedir. Ayrica gida endiistrisinde fonksiyonel gidalarin
iretiminde bir bilesen olarak kullanilmaktadir (Zucko ve ark.,
2020). Probiyotik olarak kullanilan organizmalar igerisinde en
O6nemli grubu laktik asit bakterileri (LAB) olusturmaktadir. Bir
mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilebilmesi igin
insan viicudundaki olumsuz kosullara direng, epitel hiicrelere
tutunma kabiliyeti, antimikrobiyal aktivite ve giivenlik
degerlendirmesi  dahil ¢esitli  kriterlere uygun olmasi
gerekmektedir.

Bu ¢aligmada endiistri ve saglik gibi alanlarda bir¢ok 6neme
sahip laktik asit bakterileri farkli gida kaynaklardan (fermente
gida {riinleri) izole edilerek tanimlanmistir. Sus diizeyinde
tammmlanmis bu bakterilerin bazi probiyotik  dzellikleri
arastirilmistir.
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2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

Bu calismada kullanilan bakteri suslart Mus ilinden temin
edilen farkli kaynaklardan (Mus kasar1 ve ev yapimi fermente
iriinler gibi) izole edilmistir. Calisma kapsaminda izole edilen
suslar MRS (de Man Rogosa Sharpe) sivi besiyerinde 37°C’de
gelistirilerek stoga alinmis ve calismanin ilerleyen asamalarinda
kullanilmak tizere -80°C’ de saklanmustir.

2.1.1. Farkli gida kaynaklarindan érneklerin toplanmasi

Gida kaynaklt Orneklerden aseptik kosullarda alinan
numuneler, uygun kosullarda laboratuvar ortamina getirilerek
Laktik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in kullanilmigtir.
Laboratuvar ortamina getirilen gida 6rnekleri serum fizyolojik
(SF) ile 10 seyreltme diizeyine kadar seri diliisyona tabi
tutulmustur. Bu diliisyonlardan 1000 pL alinarak MRS agar
iizerine yayma ekim yontemiyle ekimleri yapilmig ve 37°C’de 48
saat inkiibasyona birakilmigtir. Bu siirenin sonunda koloniler
secilerek steril 6ze yardimi ile MRS broth besiyerine aktarilmig
ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresi
biten kiiltiirlerin metilen mavisi ile basit boyamalar1 yapilarak 1s1k
mikroskobunda safliklar1 kontrol edilmis ve saf oldugu belirlenen
kiiltirden 500 pL alinarak igerisinde 500 pL steril gliserol
bulunan eppendorf tiiplere eklenmis ve hazirlanan bakteri stoklari
diger c¢aligmalarda kullanilmak {izere -80°C° de muhafaza
edilmistir.

2.1.2. Katalaz Testi

-80°C’ de gliserol icerisinde muhafaza edilmis olan stok
kiiltiirlerden 50 pL almip 5 ml’ lik MRS broth besiyerine
astlanmig ve 24 saat boyunca 37° C’de inkiibasyona birakilmistir.
Bakteri gelisimi gézlenen sivi kiiltiirlerden alinan bakteriler MRS
agar lizerine ¢izgi ekim yontemi ile aktarilmig ve 37° C’ de 24 saat
gelistirilmistir. Gelisen koloniler temiz bir lam iizerine steril 6ze
yardimu ile yayilmis ve kolonilerin {izerine H>O, damlatilarak gaz
cikisinin gerceklesip gerceklesmedigi gézlenmistir. Gaz ¢ikisi
goriilen izolatlar katalaz-pozitif, gaz ¢ikisi goriilmeyenler ise
katalaz-negatif olarak degerlendirilmistir.

2.1.3. Gram Boyama

37°C’ de 24 saat gelistirilen her bir siv1 kiiltiirden 20 pL
alinarak temiz bir lam {izerine basit damlatilmistir. Kurutulan
ornekler bek alevinden gecirilerek  fiksasyon islemi
tamamlanmistir. Kristal viyole soliisyonu damlatilarak 1 dakika
muamele edilmistir. Boya saf su ile yikanarak uzaklastirilmis ve
preparat {izerine gram iyodin soliisyonu damlatilarak 1 dakika
bekletilmigtir. Siire sonunda lamin iizerindeki gram iyodin saf su
ile yikanarak uzaklagtirilmistir. Daha sonra 30 saniye boyunca
dekolorizer (%96’ lik etil alkol) soliisyonu ile muamele edilmistir.
Ardindan saf su ile yikama iglemi gergeklestirilmistir. Safranin ile
30 saniye boyandiktan sonra &rnekler yikanarak boyasi
giderilmistir. Kurutma kagidinda veya havada kurutulan
orneklerin lizerine immersiyon yag1 damlatilarak 151k mikroskobu
ile incelenmistir Bu  yOntemle mavi-mor  goriinen
mikroorganizmalar gram pozitif, pembe-kirmizims1 renkte
goriilenler ise gram negatif olarak degerlendirilmistir.

2.1.4 Genomik DNA izolasyonu

MRS sivi besiyerinde 37°C’ de 24 saat gelistirilen aktif
kiiltiirler eppendorf tiiplere 1000 pL olacak sekilde dagitilip
13200 rpm de 1 dakika santrifiijlenmistir. Siipernatant
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uzaklastirilmig ve dipteki pelletin {izerine 1000 pL aktif kiiltiir
eklenip tekrar santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Siipernatant
uzaklastirildiktan sonra 200 pL spheroblast buffer (%10 siikroz,
2mg/ml lizozim, 0,4 mg/ml RNAse, 25 mM Tris pH:8.4, 25 mM
EDTA pH:8) eklenmis ve 37°C’ de 15 dakika bekletilmistir. Siire
sonunda once 50 pL lizis buffer-1 (%5 SDS ¢ozeltisi) eklenmis
ve ardindan 50 pL lizis buffer-2 (5 M NaCl ¢6zeltisi) eklemistir.
Tipler nazik¢e karistirilarak 65°C° de 5 dakika sicak su
banyosunda bekletilmistir. Daha sonra 6rneklerin iizerine 100 pL
N3 tamponu (5 M sodyum asetat 60 ml, asetik asit 11.5 ml, distile
su 28.5) eklenip 5 dakika boyunca buz i¢inde bekletilmistir.
Tipler stire bitiminde +4°C’ de 15 dakika santrifiijlenmistir. Bu
islem bittikten sonra 6rneklerdeki siipernatant kismindan 400 pL
almip steril ve yeni bir eppendorf tiipe aktarilmig ve {izerine 400
pL  izopropanol eklenmis ve oda sicakliginda 15 dakika
santrifiijlenmistir. Siipernatant kismi uzaklastirildiktan sonra
pellet 100 uL %96’ lik etanolle yikanmustir. Ornekler oda
sicakliginda 16000 rpm’ de S5 dakika santrifiijlenmistir.
Siipernatant uzaklastirildiktan sonra pellet %70’ lik etil alkol ile
yikanmis ve vortekslenmistir. Oda sicakliginda 16000 rpm’ de 5
dakika santrifiijlenip siipernatant tekrar uzaklastirilmistir. Pellet
yarim saat boyunca etiivde kurumaya birakilmistir. Daha sonra
iizerine 50 pL steril DNAz RNAz icermeyen su eklenerek -20°C’
de saklanmugtir.

2.1.5 RAPD (Randomly Ampliffied Polimorphic DNAs)
PZR profillerinin belirlenmesi

RAPD-PZR islemi i¢cin DNA’ lar iizerinde farkli bolgelere
baglanip farkli gen dizilimleri olusmasina sebep olacak 8-10
niikleotit uzunlugundaki OPA-7 (5’GAAACGGGTG 3°) ve
OPA14 (5°TGCTGCAGGT 3’) primerleri kullanilmistir. PZR
tiiplerinin igerisine her bir drnek i¢in son hacim 25 pL olacak
sekilde sirasiyla 8 pL saf su, 0.5 pL primer, 1 pL MgCl,, 12.5 uLb
master mix (BIO-RAD iProof High-Fidelity Master Mix) ve son
olarak da 3 puL kalip DNA eklenmistir. Tipler PZR cihazina
yerlestirilerek 94°C’ de 5 dakika on denatiirasyon isleminin
ardindan, 94°C’ de 1 dakika denatiirasyon, 58°C’ de 1 dakika
primer baglanmasi ve 72°C’ de 1 dakika 45 saniye uzama
basamaklarindan olusan 44 dongi igeren bir islem
gerceklestirilmigtir. Programin sonuna 72°C’ de 10 dakika olacak
sekilde ilave uzama basamagi ve +4°C hold basamagi eklenerek
amplifikasyon iglemi gergeklestirilmistir.

2.1.6 16S rDNA dizi analizi

Bakteri kiiltiirlerinden izole edilen genomik DNA
orneklerindeki 16S rDNA bdlgelerini ¢ogaltmak amaciyla 27-F
(5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’) ve 1492-R (5’-CTA
CGG CTA CCT TGT TAC GA-3’) primer ¢ifti kullanilmistir. PZR
tiipiine her 6rnek i¢in toplamda 25 pL olacak sekilde sirasiyla
15,875 uL saf su, 5 pL Taq buffer, 1 pL dANTP mix, 0.5 pL F
primer, 0.5 pL R primer, 1 uL MgCly, 0.25 puL Taq polimeraz ve
1 pL kalip DNA ilave edilmistir. PZR tiipleri PZR cihazina
yerlestirilerek, 94 °C’* de 1 dakika denatiirasyon, 58°C’ de 10
saniye primer baglanmasi ve 72°C’ de 1 dakika 45 saniye uzama
basamaklarindan olusan toplam 35 dongiiden olusan uygulamaya
ilaveten 72°C’ de 10 dakika ilave uzama basamagi islemi
gerceklestirilmistir (Osmanagaoglu ve ark., 2010). Orneklerin
PZR dizi analizleri BM Labosis (Ankara, Tiirkiye) tarafindan
yapilmistir. Dizi analiz sonuglar1 FinchTV programinda agilmis
ve FASTA formatina doniistiiriilmiistii. FASTA formatindaki
diziler NCBI veri tabaninda BLAST programi kullanilarak
tanimlanmis olan tim sekanslarla karsilastirilmis ve sekansin
hangi mikroorganizma tiiriine ait olabilecegi bilgisine ulasilmistir.

e-ISSN: 2148-2683

Elde edilen diziler MEGA7 programinda iglenerek contigler
olusturulmus ve NCBI veri tabaninda var olan referans diziler
kullanilarak 16S rRNA dizi sonuglarina gore karsilastirmali
filogenetik agac olusturulmustur.

2.1.8 Suslarin bakteriyosin iiretim ézelliklerinin
belirlenmesi

37°C’ de bir gece gelistirilmis kiiltiirlerden 2000 pL alinip
steril mikrosantrifiij tiiplere konulmusgtur. Tiipler 12.000 rpm’ de
10 dakika santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminden sonra
mikropipetle siipernatanttan 1000 pL ¢ekilmis, steril bir tiipe
aktarilmig ve pH' st 5 M NaOH ile pH:7.0 olacak sekilde
ayarlanmis ve 0.22 um ¢aplh filtrelerden gegirilmistir. Filtre
isleminin ardindan 6rnekler 100°C” de 5 dakika kaynatilmistir. Bu
deneyde kullanilan indikatér mikroorganizmalar Listeria

monocytogenes NCTC 5348,  Salmonella  enterica
ByphimiriumATCC 14028, Siga toksin-iireten Escherichia coli
O157:H7ATCC 35150 TSA besi ortaminda ve laktik asit
bakterileri  Pediococcus acidilactici, Lactococcus lactis,
Lactobacillus sakei ise MRS besi ortaminda 1 gece 37°C’ de
gelistirilmistir. Bu mikroorganizmalarin gelisimi i¢in hazirlanan
uygun kat1 besiyerleri petrilere dokiilmiistiir. Her mikroorganizma
icin ayrica yari kat1 besi ortami (%0.75 agar igeren) hazirlanmigtir.
bir gece gelistirilen indikatdr mikoorganizmalardan yar1 kat1 besi
ortamlarma %] oraninda asilama yapilmistir ve hazirlanan
petrilerin iizerine dokiilmiistiir. 10 dakika katilagmasi igin
beklenmistir. Agar donduktan sonra steril cam borular yardimryla
yaklagtk 0.6 cm ¢apinda kuyular agilmistir. Kontrol olarak
pediyosin ireticisi olan Pedioccoccus pentasaceous OZF susu
kullanilmustir. Hazirlanmis olan siipernatantlardan 10 pL olacak
sekilde kuyulara yiiklenme yapilmistir. Stvinin besi ortamina
diffiize olmasi igin 30-60 dakika beklenip ve 37°C’ de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda bakteriyosin
zonlarinin ¢apt c¢cm cinsinden Olglilmiistir. Zon olusumunun
gozlendigi suglar bakteriyosin pozitif olarak degerlendirilmistir.

2.1.9 Suslarin antibiyotik duyarhiliklarinin belirlenmesi

Antibiyotik testi i¢in disk diffiizyon ve minimum inhibisyon
konsantrasyon (MIK) testleri uygulanmustir. Oncelikle 37°C° de
18 saat gelistirilmis aktif kiltiirler seri diliisyonlar halinde
hazirlanarak 1x10° kob/ml olacak sekilde pepton icerisinde
seyreltilmistir. Seyreltilmis suslardan 1 ml alimip MRS agar
bulunan petrilere toplam 3 paralel olacak sekilde yayilmistir.
Ardindan 6 gesit antibiyogram diskleri (eritromisin, vankomisin,
tetrasiklin, kanamisin, gentamisin ve kloramfenikol) petriye
uygun araliklarla dizildikten sonra 37 “C’ de 18 saat inkiibasyon
icin etiive kaldirilmisgtir. Antibiyotik diskleri etrafindaki zon
caplart mm olarak dl¢iilmiistiir. MIK testinde ise hiicre yogunlugu
1x10° kob/ml olan suslara farkli konsantrasyonlarda (0.5, 1, 2, 4,
8, 16, 32, 64, 128, 256, 512, 1024, 2048 pg/ml) antibiyotikler
(vankomisin, amfisilin, penisilin-g ve streptomisin) eklenip 37°C’
de 18 saat inkiibasyona birakilmistir. Gelisimin gozlenmedigi
minimum antibiyotik degeri MIK degeri olarak hesaplanmistir
(Kim ve ark., 2021; Sharma ve ark., 2017).

2.1.10 Suglarin diisiik pH degerlerine karst direng
ozelliklerinin belirlenmesi
Bu testte midenin asidik ortamina benzer bir pH ortami

olusturulmus ve suslarin bu ortamdan gecerek bagirsaklara
ulasabilme yetenegi incelenmistir. Izolatlar 37°C’ de 18 saat
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geligtirilmis ve izolatlardan 1’ er ml eppendorf tiiplere alinip
12000 rpm’ de 5 dakika +4°C’ de santrifiijlendikten sonra
stipernatant uzaklastirilmistir. PBS (pH:7.4) tamponu ile ¢okelti
yikanmistir. Ardindan ikinci kez santrifiij yapilmis ve stipernatant
uzaklastirilip PBS (pH:7.4) tamponu ile tekrar yikanmigtir. pH
direncinin belirlenmesi i¢in kullanilacak olan PBS tamponu 5M
HCl ile pH' lar1 2.0 ve 3.0 olacak sekilde ayarlanmistir. Her susa
ait pellet pH’ s1 ayarlanan tamponlar1 igeren tiiplere eklenmis ve
tiipler vortekslenmistir. Kontrol olarak; pH degeri 7.4 olan PBS
kullanilmustir. Tiipler 37°C” de inkiibasyona birakilmustir. 0, 1 ve
3. saatlerde tiiplerden alinan numunelerin seri diliisyonlar1 sonra
petrilerdeki koloniler sayilmistir. Degerler log-kob/ml olarak
hesaplanmistir (Maragkoudakis ve ark., 2006).

2.1.11 Suglarin pepsin direnci testi

Suslarin canlilik 6zellikleri iizerinde pepsinin etkisini
gorebilmek amaciyla 3 mg/ml pepsin (Merck, Almanya) igeren
pH:2 ve pH:3’ e ayarlanmis olan PBS tamponu kullanilmistir.
Caligmada kontrol grubu olarak pepsin igermeyen pH:7.4 PBS
tamponu kullanilmistir. Bir giin 6nceden aktiflestirilmis olan
kiiltiirlerden 1> er ml alimp 12000 devirde 5 dakika +4°C’ de
santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmigtir. Pellet PBS
(pH:7.4) ile iki kez yikandiktan sonra, pepsin igceren PBS
tamponlariyla ¢oziilerek 37°C de 3 saat inkiibasyona birakilmustir.
0, 1, 3. saatlerde drnekler alinarak seri diliisyonlara tabi tutulmus
ve 3 paralel halinde MRS kati besiyerine yayma ekimleri
yapilmustir. 37°C° de 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra
petrilerdeki koloniler sayilmistir. Degerler log-kob/ml olarak
hesaplanmistir (Maragkoudakis ve ark., 2006).

2.1.12 Suglarin pankreatin direnci testi

Suslarin canlilik 6zellikleri tizerinde pankreatinin etkisini
gorebilmek amaciyla 1 mg/ml pankreatin (Merck, Almanya)
iceren pH: 8.0’ a ayarlanmug PBS tamponlari ile kontrol grubu
olarak pankreatin icermeyen pH: 7.4 olan PBS tamponu
kullanilmistir. Bir giin 6nceden aktiflestirilmis olan kiiltiirlerden
17 er ml alinip 12000 devirde 5 dakika +4°C’ de santrifiij edilerek
stipernatant uzaklastirilmistir. Pellet PBS (pH:7.4) tamponu ile iki
kez yikandiktan sonra, hazirlanmis olan PBS tamponlarinin
icerisinde ¢oziilerek 37°C de 4 saat inkiibasyona birakilmustir. 0,
1, 3. ve 4. saatlerde Ornekler alinarak seri diliisyonlara tabi
tutulmus ve 3 paralel halinde MRS kat1 besiyerine yayma ekimleri
yapilmistir. 37°C’ de 24 saat inkiibasyona birakildiktan sonra
petrilerdeki koloniler sayilmistir. Degerler log-kob/ml olarak
hesaplanmistir (Maragkoudakis ve ark., 2006).

2.1.13 Suslarin safra tuzu direnci testi

Suglarin canlilik 6zellikleri iizerinde safra tuzunun etkisini
gorebilmek amaciyla %0.3, %0.5 ve %0.1 oraninda safra tuzu
iceren MRS sivi besiyerleri, kontrol grubu olarak safra tuzu
icermeyen MRS sivi besiyeri kullamilmistir. Bir giin dnceden
aktiflestirilmis olan kiiltiirlerden 1’er ml alinip 12000 devirde 5
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dakika +4°C’ de santrifiij edilerek siipernatant uzaklastirilmistir.
Pellet PBS (pH:7.4) tamponu ile iki kez yikandiktan sonra
hazirlanmis olan %0.3, %0.5 ve %0.1 oraninda safra tuzu iceren
MRS siv1 besiyerlerinin igerisinde ¢oziilerek 37°C de 4 saat
inkiibasyona birakilmistir. 0, 1, 3. ve 4. saatlerde 6rnekler alinarak
seri diliisyonlara tabi tutulmus ve 3 paralel halinde MRS kati
besiyerine yayma ekimleri yapilmistir. 37°C° de 24 saat
inkiibasyona birakildiktan sonra petrilerdeki koloniler sayilmustir.
Degerler log-kob/ml olarak hesaplanmistir (Maragkoudakis ve
ark., 2006).

2.1.14 Suglarin hemolitik aktivite testi

37°C’ de 24 saat gelistirilen suslar, %5 koyun kani igeren
Colombia agara ¢izgi ekim yontemi kullanilarak aktarilmistir.
Kontrol olarak S. aureus ve E. coli suslar1 kullanilmigtir. Petriler
etiivde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda etrafinda yesil zon olusturan koloniler o-hemolitik,
berrak zon olusturanlar f-hemolitik, zon olusturmayanlar ise y-
hemolitik  aktiviteye  sahip  olarak  degerlendirilmistir
(Maragkoudakis ve ark., 2006).

2.1.15 Istatistiksel analizler

Istatistiksel analizler icin SPSS 24 programinda t test ve
Anova testleri kullanilmistir. Post hoc analizi igin TUKEY testi
kullanilmigtir. Tiim istatistiksel analizler i¢in p<0.05 anlaml
kabul edilmistir.

3. Arastirma Sonuclar1 ve Tartisma

3.1. Izole edilen suslarin katalaz aktivitesi, gram
boyama ve morfolojik yapilar

Mus ilinden temin edilen farkli kaynaklardan (sucuk
numunesinden 2 adet, inek peyniri numunesinden 5 adet, karigik
siitler (koyun-kegi-inek) kullanilarak olusturulmus Mus kasari
numunesinden 4 adet, sadece inek siitii kullanilarak iiretilmis Mus
kasart numunesinden 2, manda peyniri numunesinden 1 adet
olmak iizere) toplam 14 adet sus izole edilmistir. Suslara verilen
numaralar, izolasyon kaynaklari, katalaz aktivitesi, gram boyama
ve morfolojik yapilari Tablo 1’ de verilmistir.

3.2. Suslarin RAPD PZR profilleri

OPA7 ve OPA14 primerleri ve elde edilen genomik DNA’ lar
kullanilarak gergeklestirilen RAPD-PZR sonucunda olusan
iirtinler %1 lik agaroz jelde yiiriittilmiistiir. OPA14 primeri ile
ayirt edici Ozellikte bantlar elde edilemediginden izolatlarin
RAPD profilleri OPA7 primerine gore degerlendirilmistir.
Suslarin RAPD-PZR islemi sonunda elde edilen bant profilleri
kullanilarak PyElph 1.4 programi yardimu ile filogenetik agac
cizilmigtir (Sekil 1). izolatlar arasindan farkli bant profili
sergileyen 1, 3, 16, 36, 39, 40 ve 44 numarali izolatlar segilerek
caligmaya bu izolatlar ile devam edilmistir.
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Tablo 1. Suslara verilen numaralar, izolasyon kaynaklari, katalaz aktivitesi, gram boyama ve morfolojik yapilari

Sus No izolasyon Kaynag Katalaz Aktivitesi Gram Boyama Morfoloji

1 Sucuk - + basil
2 Sucuk - + basil
3 Inek peyniri - + kok
4 Inek peyniri - + kok
5 Inek peyniri - + kok
6 Inek peyniri - + kok
7 Inek peyniri - + kok
16 Manda peyniri - + kok
36 Mus kasari-karigik - + kok
37 Mus kasari-karigik - + kok
38 Mus kasari-karigik - + kok
39 Mus kasari-karigik - + kok
40 Mus kasari-inek - + kok
44 Mus kasari-inek - + kok

uzunluklarinin toplami 1.029 olarak belirlenmistir. Taksonomik

kiimelerle iliskili olan agag tizerindeki dallarin yiizdesi bootstrap

0 yontemi kullanilarak (1000 tekrar) belirlenmistir (Felsenstein,

. s 1985). Filogenetik agacin olusturulmasi i¢in evrimsel mesafelerle

= s o aym birimlere sahip olan dal uzunluk 6lgekleri kullanilmigtir.

&3 . e Evrimsel mesafeler maksimum Kompozit Likelihood metodu

] 43%9“:1 lo kullanilarak hesaplanmistir (Tamura ve ark., 2004). Analizler 20
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Sekil 1. Suslarin RAPD bant profillerine gére olusturulmus
filogenetik agag goriintiisii

3.3. 16S rDNA dizi analizi

Suslarin genotipik karakterizasyonunu belirlemek igin
toplam 7 adet izolattan elde edilmis olan genomik DNA’ lar 16S
rDNA primerleri kullanilarak PZR islemine tabi tutulmustur.
Olusan {iriinlerin agaroz jel elektroforezi kullanilarak jel
gorintiileri elde edilmistir (Sekil 2). Elde edilen PZR iiriinleri BM
Labosis (Ankara, Tiirkiye) firmasindan hizmet alimi yapilarak
dizilenmis ve sonuglar NCBI veri tabanindaki BLAST
programinda degerlendirilerek suslarin molekiiler tanimlamasi
gerceklestirilmistir. Elde edilen dizi sonuglart NCBI veri
tabanindaki Genbank bolimiine kaydedilerek suslar icin NCBI
aksesyon numaralar1 alinmistir. Suglarin molekiiler tanimlama
sonuglar1 ve alinan aksesyon numaralar1 Tablo 2” de verilmistir.
Dizileme sonuglar1 ve NCBI veri tabanindaki referans suslarin
dizileri MEGA7 programinda iglenmis ve evrimsel iliskinin
incelenmesi igin izolatlara ait 16S rRNA gen dizileri ve NCBI veri
tabanindaki referans sugslara ait 16S rRNA gen dizileri ile
Neighbor-Joining  yontemi kullanilarak  filogenetik agag
olugturulmugtur (Saitou ve Nei, 1987). Agag¢ lizerindeki dal
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niikleotit dizisini icermektedir. Dahil edilen kodon pozisyonlar;
birinci, ikinci ve iiclincii kodlanmayan bdlgelerdir. Biitiin
pozisyonlardaki acikliklar ve kayip veriler elimine edilmistir. Son
islenen veri seti igerisinde 757 pozisyon bulunmaktadir. Evrimsel
analiz MEGAT (Sekil 3) programi ile gergeklestirilmistir (Kumar
ve ark., 2016).

M 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 2. PZR ile ¢ogaltilmig 16S rDNA bélgelerinin jel goriintiisti
(M: marker, 1: 1 numarall izolat, 2: 3 numaral izolat, 3: 16
numaralt izolat, 4: 36 numaral izolat, 5: 39 numarall izolat, 6:
40 numaraly izolat, 7: 44 numarali izolat).

Tablo 2. Suslarin 16S rDNA dizi analizi sonucundaki sus adlar
ve aksesyon numaralari

Sus 16S rDNA Dizisine Gére  Sus Adi NCBI
Kodu Yapilan Tani Aksesyon

Numaralar1
1 Lactobacillus sakei MH1 MW633193
3 Lactococcus garvieae MH2 MW633194
16 Enterococcus faecium MH5 MW633197
36 Pediococcus acidilactici MH10 MW633202
39 Pediococcus acidilactici MH11 MW633203
40 Pediococcus acidilactici MH12 MW633204
44 Pediococcus acidilactici MH13 MW633205

3.4. Suslarin antibiyotik duyarhhklar:

EFSA’ nin belirlemis oldugu 6 antibiyotigin (eritromisin
(15 ng), tetrasiklin (30 pg), kanamisin (30 pg), vankomisin (30
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pg), gentamisin (10 pg) ve kloramfenikol (30 pg) 3 paralel
halinde yapilan disk diffiizyon testi sonucunda zon ¢aplart mm
olarak 6l¢ilmiistiir ve sonuglar Tablo 4’ te verilmistir. Sonuglar
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015)
yonergeleri tarafindan Onerilen break-point’e gore su sekilde
yorumlanmustir: 14 mm' den kiigiik veya esit inhibisyon bolgesine
sahip izolatlar direng¢li (R), 20 mm' den fazla ¢apa sahip olanlar
duyarli (S) ve zon ¢ap1 15 ila 19 mm arasinda olanlar orta duyarli
(I) olarak kabul edilmistir (Kim ve ark., 2021a; Sharma ve ark.,
2017). Sonuglara gore tim suglarda en ¢ok diren¢ kanamisine
kars1 tespit edilirken, suslarin eritromisin ve kloroamfenikole orta
derece direngli oldugu tespit edilmistir.

Suslarin antibiyotik direng profilleri ayrica MIK testi
kullanilarak da belirlenmistir. MIK testi icin vankomisin,
amfisilin, penisilin-G ve streptomisin antibiyotikleri kullanilmis
ve elde edilen sonuglar Tablo 5° te verilmistir MIK test
sonuglarinin  degerlendirilmesi i¢in Avrupa Antimikrobik
Duyarlilik Testleri Komitesi (EUCAST, 2019) referans alinmustir.
Laktobasil grubu genellikle kloramfenikol, eritromisin,
klindamisin ve tetrasiklin gibi proteinlerin sentezini inhibe eden
antibiyotiklere duyarlidir ve aminoglikozitlere (neomisin,
kanamisin, streptomisin ve gentamisin) karsi daha direnglidir
(Ammor ve ark., 2007; Charteris ve ark., 1998; Coppola ve ark.,
2005; Zhou ve ark., 2005).

il
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Sekil 3. Suslarin 16S rRNA gen dizileri ve NCBI veri tabanindaki referans suslara ait 16S rRNA gen dizilerine gére filogenetik agag
gOoriintiisi.

i

Tablo 4. Suslarin antibiyotik duyarlilik testi zon ¢aplart (R mm)

3.5. Suslarin bakteriyosin iiretim ozellikleri

Orneklerden izole edilen suglarin  bakteriyosin
iiretiminin belirlenmesi igin yapilan testin sonucunda suslarin
incelenen indikatdr mikroorganizmalara karst zon olusturmadig:
tespit edilmistir.

3.6. Suslarin pH direncinin belirlenmesi

Bir susun probiyotik sinifina dahil edilmesi i¢in mide
asidine dayanikli olmasi gerekmektedir. Midede kalma siiresi
yaklagik 3 saat oldugu i¢in, 3 saat siireyle diisiik pH diizeylerinde
suslarin pH direnglilik testleri gergeklestirilmistir (Dunne ve ark.,
2001; Vinderola ve Reinheimer, 2003) ve test sonuglari Sekil 4 ve
Sekil 5° te verilmistir. Yapilan pH denemeleri sonucunda pH:2
birinci saat sonunda 1, 3 ve 36 numarali izolatlarin canliligini
korudugu buna karsin 3. saat sonunda tiim suslarin canliligini
kaybettigi tespit edilmistir. pH: 3 testlerinde ise 3. saat sonunda
tiim suslarin canliligint korudugu en az canlilik gdsteren susun 1
numarali izolat oldugu en fazla canlilik oraninin ise 3 ve 36
numarali izolatlarda goriildiigii tespit edilmistir. Probiyotik
bakterilerin diigsiik pH ve safra tuzlarina karsi direnci biiyiik
Ol¢iide tiire baglidir (Mufoz-Quezada ve ark., 2013). Baz1 laktik
bakterilerin asidik pH toleransi, bu mikroorganizma grubunda
bulunabilen bir enzim olan ATPaz' in varhig ile ilgilidir
(Lertworapreecha ve ark., 2011; Reis ve ark., 2016).

Mos 2T 21 Lactococcus lactis subsp. cremoris
:

825,

Sus Eritromisin Tetrasiklin Kanamisin Vankomisin Gentamisin Kloramfenikol

Kodu 15ug 30 pug 30 pug 30 pg 10 pg 30 ug
1 21,5+1,0-S 9,5+1,0-R 7,0£1,0-R 3,5£1,0-R 9,5+1,0-R 15,5£1,0-1
3 22,0+1,0-S 18+1,0-1 11,0+1,0-R 19,5+1,0-1 11,0+1,0-R 23,5+1,0-S
16 12,0+1,0-R 9,0+1,0-R 9,5+1,0-R 16,0+1,0-1 7,5+1,0-R 17,0£1,0-1
36 18,5+1,0-1 14,0+1,0-R - - 3,5+1,0-R 21,0+1,0-S
39 23,0+1,0-S 7,5+1,0-R - - - 22,0+1,0-S
40 18,0+1,0-1 7,0+£1,0-R 3,5+1,0-R - 4,5+1,0-R 13,0£1,0-R
44 24,0+1,0-S 18,5+1,-1 - - - 17,5+1,0-1

"-" Zon goriilmemistir. Susceptible: >20 (mm), Intermidiate: 15-19 (mm), Resistance: <14 (mm)
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Tablo 5. Suslarin MIK testi degerleri (ug/ml) ve direngleri

Sus Kodu Vankomisin Amfisilin Penisilin-G Streptomisin
1 R S | R
1024 pg/ml 2 ug/ml-S <0,5 pg/ml 16 pg/ml
3 S S R R
<0,5 pg/ml <0,5 pg/ml 16 pg/ml 64 pg/ml
16 R | R Yiiksek diizey direngli
512 pg/ml 16 pg/ml 4 pg/ml >2048 pg/ml
36 R R R R
512 pg/ml 1024 pg/ml 1 pg/ml 64 ng/ml
39 R R | R
1024 pg/ml 2048 pg/ml <0,5 pg/ml 32 pg/ml
40 R R | R
1024 pg/ml 2048 pg/ml <0,5 pg/ml 128 pg/ml
44 R I R R
2048 pg/ml 8 pg/ml 4 pg/ml 128 pg/ml
pH:2 pH:3
10,00 10,00
8,00 8,00
6,00 6,00
4,00 4,00
2,00 2,00
0,00 I I I 0,00
1 3 10 16 36 39 40 44 1 3 10 16 36 39 40 44

Kontrol 3. saat
pH:2 3. saat

m Kontrol 0. saat m Kontrol 1. saat

mpH:20.saat ®pH:2 1. saat

Sekil 4. Izole edilen suslarin pH:2 ve kontrol grubu sonuglar
(log kob/ml)
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Kontrol 3. saat
pH:3 3. saat

m Kontrol 0. saat m Kontrol 1. saat

EpH:30.saat ®pH:3 1. saat

Sekil 5. Izole edilen suglarin pH:3 ve kontrol grubu sonuclart
(log kob/ml)

3.7. Suslarin safra tuzu direncinin belirlenmesi

Sindirim sisteminden gegis sirasinda karsilasilan kosullar
altinda mikroorganizmalarin hayatta kalmalar1 probiyotikler i¢in
istenen ozellikler arasindadir. Midede probiyotikler diisiik pH' a,
tuzlara, pepsin ve lizozim gibi enzimlere maruz kalmaktadirlar.
Bu enzimlerin etkileri, probiyotikler de dahil olmak tizere
organizmalarin hayatta kalmasini etkilemektedir (Horackova ve
ark., 2012; Vizoso Pinto ve ark., 2006). Safra tuzuna karsi
direncin belirlenmesi igin yapilan testler sonucunda tiim suslarin
safra tuzlarina kars1 canliliklarini korudugu goriilmiistiir (Sekil 6-
8). Kontrolle kiyaslandiginda 4. saatin sonunda %0,3 ve %0,5
safra tuzu konsantrasyonunda en yiiksek canlilik orani 36
numarali izolatta, en diisiik canlilik orani ise 1 numarali izolatta
belirlenmistir. %1 safra tuzu konsantrasyonunda ise 4. saatin
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sonunda en yiksek canlilik orani 39 numarali izolatta

gOriilmiistiir.
3.7. Suslarin pankreatin direncinin belirlenmesi

Pankreatin uygulamasinin 4. saatin sonunda suslardaki
canlilik seviyesi deney grubu ve kontrol gruplari igin ortalama ~7
log diizeyinde gozlemlenmistir. Sonuglara ait veriler Sekil 9” da
verilmistir. Yapilan bir¢ok calismada incelenen suslarin pH 8' de
pankreatin maruziyetine karsit hayatta kaldigit ve canlilik
oranlarinin %86 ile %99 arasinda degistigi bildirilmistir (El Jeni
ve ark., 2016; Osmanagaoglu ve ark., 2010; Bove ve ark., 2012;
Turchi ve ark., 2013; Xia ve ark., 2021). Birg¢ok farkli galigmada
da insanlardan ve fermente gidalardan izole edilen laktobasil ve
pediokok suslarinin pankreatin ve gastro intestinal sivi igeren
ortamlara direngli oldugu ve canliliklarint siirdiirebildikleri
belirtilmigtir (Bove ve ark., 2012; Turchi ve ark., 2013; Xia ve
ark., 2021)

%0.3 Safra
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00
kontrol kontrol kontrol kontrol safra safra safra safra
O.saat l.saat 3.saat 4.saat %0,3 %0,3 %0,3 %0,3

O.saat 1.saat 3.saat 4.saat

m]l m3 m]16 m36 m39 m40 m44

Sekil 6. Calismada kullanilan suslarm %0,3 safra tuzu
sonuglart (log kob/ml)

3.8. Suslarin pepsin direncinin belirlenmesi

Kontrol olarak calisilan pH 7.4’ te 3. saatin sonunda tiim
suslarda canlilik oraninin yaklagik 7-8 log arasinda oldugu
belirlenmistir. Pepsin iceren pH 2.0 tamponunda 1. saatin sonunda
1 numarali sugun canlilik seviyesi 6.5 log diizeyinde iken diger
suslarda canlilik gbzlenmemistir. 3. saatin sonunda ise hicbir susta
canlilik tespit edilmemistir. Pepsin igeren pH 3.0 tamponunda 1.
saatin sonunda 1 ve 44 numarali suslarin canlilig1 ortalama 9 log
iken; 3, 16, 36 ve 40 numarali suslarin ortalama 7.5 log;
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%0.5 Safra

kontrol kontrol kontrol kontrol safra safra safra safra
O.saat l.saat 3.saat 4.saat %0,5 %0,5 %0,5 %0,5
O.saat 1.saat 3.saat 4.saat

12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

H] m3 m16 m36 m39 m40 m44

Sekil 7. Calismada kullanilan suslarmm %0,5 safra tuzu
sonuglart (log kob/ml)

%1 Safra

kontrol kontrol kontrol kontrol safra safra safra safra
O.saat l.saat 3.saat 4.saat %l %1 %1 %1
O.saat 1.saat 3.saat 4.saat

12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00

m] m3 m16 m36 m39 m40 m44

Sekil 8. Calismada kullanilan suglarin %1 safra tuzu
sonuglart (log kob/ml)

Pankreatin

9
8
7
6
5
4
3
2
1
0

— o — o — o — o

o = o = o = o =

= |5+ = |5+ = 5] = 3]

= L = o = 1< = o

o o o ) o o ] o

4 8 X & X s X ]

[a [a o o

0. saat 1. saat 3. saat 4. saat

mSeril mSeri2 mSeri3 mSeri4 mSeri5 mSeri6 mSeri 7

Sekil 9. Calismada kullanilan suslarin pankreatin direng
profilleri (log kob/ml)

39 numarali susun ~8 log olarak belirlenmistir.3. saatin sonunda
ise tlim suglarin canlihigim kaybettigi belirlenmistir. Caligmada
kullanilan suslarin pepsin direng profilleri Sekil 10 ve Sekil 11°
de verilmigtir. Liu ve ark., (2020) yaklardan izole ettikleri
Lactobacillus  sakei, Enterococcus hirae, Pediococcus
acidilactici, Weissella confusa suglarinin probiyotik potansiyeli
ve giivenlik degerlendirmelerini arastirdiklarr ¢caligmalarinda bu
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dort susun temel olarak pepsin igeren pH 2.0 tamponuna toleransl
oldugunu ve Pediococcus acidilactici sugsunun pepsin ile ayni
ortamda bityiiyebilecegini bildirmistir (Liu ve ark., 2020).

pH:2 Pepsin

10,00
8,00
6,00
2,00
0,00

Kontrol Kontrol pH:20. pH:21. pH:23.

0.saat Kontroll. 3.saat saat saat saat

saat
m]l m3 w16 m36 W39 m40 m44

Sekil 10. Calismada kullanilan suglarin pepsin (pH:2) direng
profilleri (log kob/ml)

pepsin pH:3
10,00
0,00
Kontrol Kontrol pH:30. pH:31. pH:33.
0.saat Kontroll. 3. saat saat saat saat
saat
H] 3 m16 m36 m39 m40 m44

Sekil 11. Calismada kullanilan suslarin pepsin (pH: 3) direng
profilleri (log kob/ml)

3.9. Suslarim hemolitik aktiviteleri

Hayvan model sistemleri ve insan enfeksiyonlari iizerine
yapilan calismalar hemolisin tretiminin enfeksiyon siddetini
arttirdigini gostermistir, bu sebeple probiyotik olarak kullanilacak
suglarda hemolitik aktivite varlii sorun olusturmaktadir
(Giridhara Upadhyaya ve ark., 2009; Koch ve ark., 2004; Morandi
ve ark., 2006; Mundy ve ark., 2000; Yogurt¢u, 2011). Yapilan
hemolitik aktivite testi sonucunda petrilerde zon olusumu
gozlenmemis oldugundan tiim suslar y-hemolitik olarak
degerlendirilmistir. Hemolitik aktivite testi sonucundaki bazi
orneklerdeki petri goriintiileri Sekil 12” de belirtilmistir.

Sekil 12. sonucundaki  bazi
orneklerdeki petri goriintiileri (A: 1 numarali izolat =
Lactococcus lactis, B: 40 numarali izolat = Pediococcus
acidilactici, C: Staphylococcus aureus ATCC 25923, D:
Escherichia coli ATCC 25922)

Hemolitik aktivite testi
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4. Sonuc¢

Bu caligmada endiistri ve saglik gibi alanlarda birgok
oneme sahip laktik asit bakterileri farkli kaynaklardan (fermente
gida driinleri) izole edilerek tanimlanmistir. Sus diizeyinde
tanimlanmis bu bakterilerin bazi1 probiyotik  dzellikleri
arastirilmigtir.

Disk diffiizyon testi sonucuna gdre kullanilmig olan
eritromisin, tetrasiklin, kanamisin, vankomisin, gentamisin ve
kloramfenikol antibiyotikleri arasindan tiim suslarda en ¢ok
direncin kanamisin antibiyotigine, en az direncin ise eritromisin
antibiyotigine karsi oldugu tespit edilmistir. Disk diffiizyon testi
sonuglar1 verilmistir. MIK testi sonuglarina gore tiim suslarin
direngli oldugu antibiyotigin streptomisin, en az direng gosterilen
antibiyotigin ise amfisilin oldugu goézlenmistir. Suslarin pepsine
maruz birakildig1 ortamdaki canliliklart arastirildiginda en fazla
canlilik pH:3.0 tamponunda 1. saatin sonunda goriilmiis olup en
yiksek canliigin Mus Kasari-karigik (inek, koyun, keci
siitlerinden)’ dan izole 44 numarali Pediococcus acidilactici
MH13 susunda oldugu tespit edilmistir. pH:2.0 tamponundaki
pepsin uygulamasinda 3. saatin bitiminde canlilik sifir olarak
Ol¢iilmiistlir. Pankreatin uygulamasinda 4. saatin sonunda tim
suglarda canlilik goriilmiis olup en yiiksek canliligin 44 numarali
Pediococcus acidilactici MH13 susunda oldugu belirlenmistir.
Pankreatinin uygulandig1 tiim saatler arasinda en yiiksek canlilik
oraninin 3. saatin sonunda oldugu gozlenmistir. %0.3, %0.5 ve
%] olarak uygulanmis safra tuzu ortamlarinin tiim saatlerinde
suslar canli olarak tespit edilmistir. En yliksek canlilik orani
%0.3” liik safra ortaminda 6l¢iilmiis olup en yiiksek canlilik
gosteren sus 36 numarali Pediococcus acidilactici MH10 olarak
belirlenmistir. Bakteriyosin testinin sonucunda suglarin incelenen
indikatér mikroorganizmalara karsi bakteriyosin iiretimi tespit
edilememistir. Bakteriyosinler, duyarli hiicreler {izerinde
bakterisidal veya bakteriyostatik etki gosterebilir. Etkinin sidal
veya statik olmasi, bakteriyosinin dozu ve saflik derecesi,
indikator hiicrelerin fizyolojik durumu (biiylime fazi) ve sicaklik,
pH, diger antimikrobiyal bilesiklerin varligi gibi ¢esitli
faktorlerden biiyiik dl¢iide etkilenmektedir (Yang ve ark., 2014).
Yapilan hemolitik aktivite testi sonucunda higbir petride zon
olusumu gozlenmemis oldugundan tiim suslar y-hemolitik olarak
degerlendirilmistir.

Yapilan testler sonucunda izole edilen suslarin in vitro olarak
istenen Ozelliklerin ¢oguna sahip oldugu ve mevcut potansiyel
probiyotik adaylart oldugu tespit edilmis olmakla birlikte, diger
probiyotik se¢im kriterlerine gore suslarin test edilmesi gerektigi
diistiniilmektedir. Bu ¢aligmada probiyotik 6zellikleri arastirilmak
iizere yapilan in-vitro analizler ile suslarin probiyotik sinifina
dahil edilmesi i¢in 6nemli veriler elde edilmis olmasina ragmen,
probiyotik sec¢im kriterlerinin tiimii icin suglarin taranmasi
onerilmektedir. Calismamizda izole ettigimiz Lactococcus
garvieae MH2 susunun yapilan literatiir taramasinda probiyotik
ozellik gosteren tiirleri oldugu gibi patojen olan tiirlerinin de
varlig1 tespit edilmistir. Bu susun ayrintili olarak calisilmasi ve
patojenite  Ozelligi  tasiyip  tagimadigimin  arastirilmasi
onerilmektedir.

5. Tesekkiir
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Enstiiitiisii’nde yapilan yiiksek lisans tezinden tiiretilmigtir.
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