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Probiyotik mikroorganizmalar bagirsak sistemin dogal florasinda yer ahirlar.
Canlhlarda bagirsak bolgesindeki reseptorlere baglanarak patojen
mikroorganizmlarin baglanamamasina ve diski ile atilmalarina sebep olurlar ve
boylelikle bagisikhik sistemini dolayh olarak desteklemektedirler. Probiyotik olarak
kullanilan laktik asit bakterileri (LAB), cevre sartlari ile birlikte, yem, siit, et, sebze
ve Dbir¢cok iiriinde dogal mikroflorada baskin halde bulunmaktadirlar.
Fermantasyondan biyolojik islemlere, zirai uygulamalardan gidaya ve ozellikle son
zamanlarda tip alammna kadar genis bir sahada LAB 6nemli arastirmalarin konusu
haline gelmis ve iizerinde yapilan calismalar yogunlasmistir. Bu calismada silaj,
ravanda, salamura zeytin ve et sucugu gibi fermente gidalar kaynak olarak
kullanilarak , probiyotik ozellikte olan LAB’ nden Lactobacillus tiiriine ait Lb.
acidophilus, Lb. crispatus ve Lb. rhamnosus suslarim klasik biyokimyasal testlerin
yani sira 16S rRNA gen bolgeleri hedef alinara yapilan polimera zincir reaksiyon
(PZR) molekiiler testleriyle tanimlanmasi ve izolasyonlar1 yapilmistir. Ayrica izole
edilen bakterilerin biiyiime egrileri cikarilmis ve plazmit transferi ozelliklerinin
belirlenmesi icin L. lactis kaynaklh pAK80 plazmiti elektroporasyonla aktarilmistir.
Bu cahiymada izole edilen mikroorganizmalar probiyotik ozellikleri goz oOniinde
bulundurularak gida endiistrisi ve ziraat alamindaki arastirmalarda
gerceklestirilebilecek molekiiler calismalarda kullanilabilecegi ortaya konulmustur.
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Probiotic microorganisms are located in intestinal system's natural flora. By
being tied to receptors in creature's intestinal area, they cause phathogen
microorganisms not to be tied and to be discarded with faeces, so immunity system is
indirectly supported.LAB used as probiotic, with environmental conditions, dominantly
exist in fedd, milk, meat, vegetables and in lots of products. From fermantation to
biological processes, from agricultural processes to foods and especially recently in
medicine area, LAB have became a significant issue of researches and researches on
LAB have been zoomed in. On this work silage, ravanda, pickled olive and sausage were
decided to use as source and Lb. acidophilus, Lb. crispatus and Lb. Rhamnosus strains,
which are LABs and have probiotic speciality, are charecterized and isolated be using
“polimera zincir reaksiyon” (PZR) molecular tests aiming 16S rRNA gene areas becide
testing with classical bio-chemical methods. Also, growth curve of isolated bacteriums
are formed and in order to determine charecteristics of plasmid transfer, pAKS80
plasmid of which source is L.lactis is transfered by using electroporation method..By
figuring on probiotic charecteristics of microorganisms isolated in this work can be
considered in a position that they can be used in molecular works in food industry and
agriculture.

Keywords: Lactic Acid Bacteria (LAB), Lactobacillus, probiotic, PZR
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1. GIRIS
1.1.  Probiyotikler

Probiyotik kelimesi Yunanca’da yasam i¢in anlamina gelen ve uzun yillardan beri ¢esitli
sekillerde kullanilan bir kelimedir (Gomes ve Malcata., 1999). Lilley ve Stilwell (1965)
tarafindan ilk kez, baz1 mikroorganizmalarin salgiladigi, baska mikroorganizmalarin
bliylimesini uyaran maddeleri tanimlamak amaciyla kullanilmistir. Bu antibiyotigin zidd1 bir
anlamda olup, kavramin bu sekilde kullanimi1 etimolojik olarak uzak bir anlama doniigmiistiir.
Fakat bu tanimda 1srar edilmeyip Sperti (1971) tarafindan mikrobiyal biiyiimeyi uyaran doku
ekstraktlar1 olarak bagka bir tanim getirilmistir. Probiyotik kelimesi, bugiin kullanildig1 anlami
ile ilk kez Parker (1974) tarafindan kullanilmis ve bagirsaklarda mikrobiyal dengeye katkida
bulunan canlilar ve maddeler olarak tanimlamistir. Daha sonraki yillarda Fuller ise, tiiketici
sagligina bireylerin intestinal mikrobiyal dengesini koruyarak veya gelistirerek yararli olan
canli mikrobiyal gida katkilar1 (Fuller, 1989) olarak farkli bir tanim getirmistir. Giinlimiize
kadar yapilan aragtirma sonuglar1 ve beraberinde gelen kullanim alanlariyla birlikte
probiyotikler, kalitatif ya da kantitatif olarak bagirsak mikroflorasini etkileyerek ya da immiin
sistemin durumunu modifiye ederek yararl etkiler olusturma hedefiyle insan ve hayvanlar
tarafindan tiiketilen canli mikroorganizma hazirliklar1 olarak tanimlanmaktadir (Fuller, 2004).

Probiyotik bakteriler, gram (+), sporsuz, ¢ubuk seklindedir. Probiyotik olarak kullanilan
mikroorganizmalar Cizelge 1.1 ‘de verilmistir

Cizelge 1.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (Y1lsay ve Kurdal., 2000).

Lb. bulgaricus, Lb. cellebiosus
Lb. delbrueckii, Lb. lactis

Lb. acidophilus, Lb. reuteri
Lb. brevis, Lb. casei

Lb. curvatus, Lb. fermentum
Lb. plantarum, Lb. johnsonii
Lb. rhamnosus, Lb. helveticus
Lb. salivarius, Lb. gasseri

Lactobacillus tiirleri

B. adolescentis, B. bifidum
Bifidobacterium tiirleri B. breve, B. infantis
B. longum, B. thermophilum

B. subtilis, B. pumilus, B. lentus
B. licheniformis, B. coagulans

Bacillus tiirleri

Pediococcus cerevisiae, Pediococcus acidilactici
P. pentosaceus

Pediococcus tiirleri

S. cremoris, S. thermophilus
S. intermedius, S. Lactics, S. diacetilactis

Streptococcus tiirleri

B. capillus, B. suis
B. ruminicola, B. amylophilus

Bacteriodes tiirleri

Propionibacterium tiirleri P. shermanii, P. freudenreichii
Leuconostoc tiirleri Leuconostoc mesenteroides

Kiifler Aspergillus niger, Aspergillus oryzae
Mayalar S. cerevisiae, C. torulopsis
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Dogal olarak toprak, bitki ve genellikle fermente gidalarda yayilis gosteren
probiyotikler, omurgali hayvanlarin gastrointestinel sisteminde yer alirlar.

Omurgali hayvanlarin gastrointestinal ekosistemlerinde bakteriler i¢in ¢esitli habitatlar
vardir. Bu habitatlar birbirinden farklidir. Gastrointestinal sistemdeki bu habitatlarda yer alan
mikrobiyal flora, dogal ve disaridan alinan mikroorganizmalar ile gastrointestinal epitelyum
hiicrelerinde yasam alan1 olusturan biyotik bilesenler; beslenme orjinli ince bagirsakda
parcalanan abiyotik bilesenler; tiikiiriikk kokenli, mide, pankreas, karaciger ve bagirsaklara ait
salg1 ya da bosaltim sivilar1 ve ayrica enzim, hormon, mukus, safra tuzlari, iire, immunoglobin
peptidler  gibi  endojenik  bilesenlerle = konukgunun  bagirsagindaki  ekosistemi
olusturmaktadirlar.

Gastrointestinal bakteriler i¢in besin kaynagi olan organik molekiilleri; konak¢inin kendi
salgilar1 ve hiicrelerinden yayilan molekiiller oldugu kadar hayvanin mevcut beslenme yolu ile
aldig1 molekiiller de olabilir. Farkli habitatlar ve kompleks kimyasal ¢evreler, hayvanlarin
gastrointestinal ~ sisteminde belirlenebilen farkli metabolik ve morfolojik tipteki
mikroorganizmalarin ¢esitliligini yansitmaktadir. Ornek olarak, insan diskisinda yaklasik 400
cesit bakteri tipi belirlenmistir (Finegold ve ark., 1974). Bu 400 ¢esit bakteri tiirli arasindan 30
ille 40 tiri mikrobiyal popiilasyonun biiyiikk cogunlugunu olusturmaktadir. Saglikl
gastrointestinal alanda yani normal dogal mikroflora alaninda kolonize olmus bakteri
koleksiyonu, mikrobiologlar i¢in zengin bir ¢aligma alan1 olmaktadir. Ayrica, metabolik olarak
cesitli karakterdeki gastrointestinal mikrofloralar biyoteknolojistler ig¢in bakterilerin genetigi
izerinde potansiyel bir ¢aligma kaynagidir olmaktadir.

Gastrointestinal sistemindeki mikrobiyal etkilesim, bagirsak bakteri florasindaki
devamliliga katkida bulunan 6nemli bir faktordiir (Fuller,1992).Probiyotik bakteriler, bir
mikrobiyal etkilesimler olan, epitelyal hiicre ylizeylerinde olan reseptorlerce taninip
baglanabilmekte ve bdylelikle immunolojik savunma mekanizmalarinin c¢alismasini
saglamaktadirlar (Saxelin ve ark., 2005). Bu bakteriler bagirsak duvar1 ylizeyine yapisma ve
orada gelisme Ozelligine sahiptirler. Bagirsak epitel tabakalarini kaplayan mukus, sindirim
sistemi mikroorganizmalari i¢in bagirsaktaki ilk yiizeysel temas yeri olup, bakteriyel yapisma
ve kolonizasyon i¢in onemli bir yer olarak goz oniine alinir (Sillanpdd,2001; Tuomola ve ark.,
1999). Bakteri hiicre yiizeyindeki bilesimler, bakterilerin bagirsak epitel hiicrelerine
yapismasina aracilik edebilmektedirler. Probiyotik bakterilerin intestinal epitel hiicrelerle
adezyonunu saglayan cesitli ylizey etkenleri vardir. Bu etkenler, pasif kuvvetler, elektrostatik
iligkiler, hidrofobik, sterik kuvvetlerle ve lipoteikoik asit, lektinlerle kapl 6zgilin yapilarla
iligkili etkenler olarak sayilabilir (Servin ve Coconnier., 2003). Lactobacillus suslarinin, insan
ve hayvan bagirsak hiicrelerine yapigmasinin, bakteri yiizeyinde bulunan protein ve
karbonhidratlarin  farkli  kombinasyonlarindan olusan mekanizmadan kaynaklandigi
diislintilmiistiir. Probiyotik bakterilerin yapisma aktiviteleri i¢in gerekli mekanizmalar tiirler
arasinda farklilik gostermistir. Ornegin, Lactobacillus gasseri protein ve karbonhidratlarin
yapismada gerekli oldugu ve ayrica divalent katyonlarin (Ca™) da yapisma metabolizmasinda
etkili oldugu bilinmektedir (Tuomola ve ark.,1999).
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Probiyotik bakteriler insan ve hayvanlarin dogal savunma mekanizmasini giiclendirerek
bagisiklik sistemini diizenleyici yetenege sahiptirler. Probiyotikler immunolojik etkilerini
genellikle bagirsaga tutunarak gerceklestirirler. Bagirsaga tutunma yetenekleri de hiicre
duvarinda bulunan teikoik asit ve lektin benzeri maddeler ve bir takim etkenlerle
saglanmaktadir. Probiyotiklerin etkileyip diizenledigi bir takim mekanizmalar, mukus
iretiminin indiiksiyonu, makrofaj aktivasyonu, notrofil salgilanmasi, uyarici sitokinlerin
salgilanmasinin inhibisyonu ve immunoglobulinlerin salgilanmasinin uyarilmast olarak
sayilabilir (Senok ve ark., 2005).

Probiyotik bakteriler bagirsaklardaki immiin sistem hiicreleri ile devamli etkilesim
halindedir. Bu etkilesim immiin sistemin gelisimi i¢in 6nemlidir. Bagirsaklar, lenf dokular1 ile
iligkilisinden dolay1 canli viicudundaki en biiyiik immun organ sayilirlar. Bu yiizden hayvan
beslenmesinde yemden yararlanma ve sindirim kanalinin fonksiyonu 6ncelikli olarak 6nem arz
eden bir konu olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Genel olarak bakterilerin ¢esitli organik
bilesikleri parcalayabilme yetenekleri, atiklarin islenmesi ve degerlendirilmesinde aldiklari
roller hayvan beslenmesinde 6nemli 6zelliklerinden biridir.

Hayvan beslenmesinde, sindirim sisteminde patojenik mikroorganizmalarin elimine
edilmesi ve ishalin onlenmesi amacli hayvan yemlerine antibiyotikler uygulanmaktaydi. Fakat
bagirsaklarda patojen bakterilerle birlikte yararli mikroorganizmalarin da ¢ogalmasini
engelleyen antibiyotikler, hayvanlarin besinden istenilen dl¢lide yararlanmasinin 6niinii kesen
bir etken olmustur. Ayrica patojen bakteriler, kullanilan antibiyotiklere karsi zamanla direng
kazanip, antibiyotik etkiyi giderek tolere etmeye baslayabilirler. Bu durum gastrointestinal
sistemde diizensizlikler meydana getirip ve bagirsak ekosistemi destabilize edebilir. Sindirim
sistemindeki bu degisiklik yemden yararlanmanin 6niinii kesen direkt bir etkendir.

Antibiyotiklerin yerine, alternatif kullanilabilecek yem katki maddeleri iizerinde pek ¢ok
calisma yiiriitiillmekte olup organik asitler, probiyotikler ve ¢esitli bitki ekstraktlar1 gibi
alternatif yem katki maddeleri lizerinde arastirmalar ve tartismalar siirmektedir. Bu yem katki
maddesi, bakteri, fungus ve maya gibi mikroorganizmalardan elde edilmektedir. Probiyotikler,
bircok iilkede biiyiitme faktorii olarak sigir, koyun, keci, domuz, kanatli, at ve kiigiik ev
hayvanlarinin rasyon veya diyetlerinde 1970’li yillardan beri kullanilmaktadir (Nemeskery,
1983; McCormick, 1984; Fuller, 1989; Vanbelle ve ark., 1990).

Probiyotikler, hayvanlarin sindirim kanalindaki mikrofloranin ekolojik dengesini diizene
sokmak, mikroflora igerisindeki potansiyel patojen mikroorganizmalarin zararli hale gelmesini
onlemek, ozellikle hayvanlarin yemden yararlanmalarini arttirmak gibi amaclarla igme suyu
ya da yem igerisine, bir grup canli bakteri, maya ve mantar kiiltiirleri iceren biyolojik iirlinler
olarak katilmaktadirlar (Fuller, 1989; Hooper, 1989; Aytug, 1989). Probiyotikler yemlerin
sindirimini artirmaya ilaveten, sindirim sisteminin saglikli ¢aligmasina ve genel bagisiklik
sistemini gili¢lendirerek hayvanin saglig: tizerinde olumlu etkiler yaratmaktadirlar.

Canl1 mikrobiyal hiicreleri igeren, hayvan beslemede kullanilan {irlinlerin iiretilmesinin
hayvan saglhigini gelistirdigini s6ylemek dogru bir yaklasim degildir. Bunun i¢in bilimsel
olarak gecerli probiyotik hazirliklarin iiretimi yapilmalidir. Bu zor bir is olup, ideal probiyotik
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kiiltiir ve kullanilan bakterileri 6zellikleri asagidaki gibi olmalidir (Nousiainen ve Setala,
1993; Tuncer, 2000; Dunne ve ark.,1999; Lee ve Salminen, 1995);

1. Bakteri susu, belli bir siire zarfinda gastrointestinal alanda canliligini stirdiirebilmeli.
Mukozal yiizeylere tutunabilme ve iligki kurabilme o6zelligine sahip olmalidir.
Bakterinin gelisme orani ve besin kaynaklarindan yararlanma verimi mikrobiyal
kolonizsayonlarinda 6nemli oldugu diistintilmektedir.

ii. Bakteri susu, gastrointestinal patojen mikroorganizmalara inhibitér madde {iretmeli
ya da hayvanin bagirsak enfeksiyonlarina direncini artirmak amaci ile konagin
immun sistemini desteklemelidir.

iii. Bakteri susu, konakg¢i tarafindan sindirilemeyen esansiyel maddeleri sindirmede
katkida bulunmalidir.

iv. Bakteri susu, biiyiikk Olcekteki endiistriyel sartlar altinda kiiltiir edilmeye ve
saklanmaya elverisli olmalidir.

v. Bakteri susu, hayvan sagligim1 etkileyecek avirulant ve bu metabolik karakterden
yoksun olmalidir.

vi. Tiim bu sayilanlar, bakteri susunun sabit 6zellikleri olmalidir.

Boyle bir prototip susu arama ve kesfetmede biiylik ve pahali bir tarama programina
ihtiya¢ duyulabildigi gibi sonucun basarisiz ¢ikma olasiligt da yiiksektir. Probiyotikler
arasinda yer alan Laktik Asit Bakterileri (LAB), yukaridaki listedeki kriterlere haiz bakteri
suslar1 igeren, giivenilir bir bakteri grubu olarak bilinmektedir. Probiyotik olarak kullanilan ve
sindirim sisteminin dogal bir mikroflorasi olan LAB, bagisiklik sistemini uyarici etkilerinin
yani sira bagirsakta hizla kolonize olabilme, mide ve safra asitlerine karsi direngli olma
(Stavrik ve Kornegay, 1995; Nousiainan ve Setala, 1993), diisiik pH'larda asit liretme, patojen
ve kontaminant organizmalarin gelisimlerini irettikleri organik asitler; laktik asit, hidrojen
peroksit, diasetil ve bakteriosinler gibi maddellerle inhibe edebilme gibi 6zelliklere sahiptirler
(Zhu ve ark., 2000).

1.2. Laktik Asit Bakterileri

LAB, Gram-pozitif, fakiiltetif anaerob, katalaz negatif, bir iki ayricalik gosteren iiye
disinda hareketsiz, sitokromdan yoksun, birka¢ istisna tiir disinda spor olusturmayan,
karbonhidrat fermantasyonu sirasinda son {iriin olarak laktik asit iireten, morfolojik olarak,
kok, diizgilin cubuk ve diizensiz ¢cubuk seklindeki bakterilerdir. Tabiatta yaygin olarak bulunan
LAB’ nin dogal ortamlar1 siit ve siit mamulleri, islenmemis, taze veya ¢iiriimiis bitkilerdir.
LAB insan ve hayvanlarin sindirim sistemlerinin mukozal yiizeylerinde dogal olarak
bulunurlar (Axelsson, 2004). Ayrica toprak, su, giibre ve atik sularda da LAB tespit edilmistir
(Beasley, 2004). Ilk olarak siitten izole edilmis (Metchnikoff, 1908) olan LAB,
Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Streptococcus, Tetragonococcus, Aerococcus, Vagococcus ve Weissela gibi belli
basli cinsleri igerirler ( Hofvendahl ve Hahn-Hagerdal,2000).

LAB’ nin ilk kullanigh smiflandirilma ydntemi morfolojik, ekolojik ve fizyolojik
ozellikler tizerine kurulmustur (Orla-Jensen, 1919). Zamanla bu belirleme isleminde kullanilan
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fizyolojik ve morfolojik 6zelliklerine ilaveten, laktik asit liretimleri, karbonhidrat kullanimlari,
fermantasyon yollari, peptidoglikan tabakanin analizi gibi g¢esitli diizenlemeler ve degisimler
yapilmistir. Test tekniklerinin ilerletilmesi LAB’ nin tlir bazinda tanimlanabilirliklerinin
gelistirilmesinde 6nemli rol oynamaistir.

Cogu oldukga benzer besinsel ihtiyaglara sahip olan ve benzer ¢evresel sartlar altinda
gelisim gosterebilen LAB’ nin tiir diizeyinde tanimlamalarinda kullanilan klasik kriterler
olduk¢a zaman alict ve aym zamanda ayrim giicii ve hassasiyetleri bakimindan zayif
bulunarak (Kiran, 2006) LAB’ ni tiir diizeyinde tanimlamada aydinlatic1 bir test olarak hiicre
duvari protein profillerinin tesbiti kullanilmistir. Yag asitlerinin kompozisyonu ve hiicre duvar
unsurlarindan yararlanarak LAB’ nin kemotaksonomik simiflandirilmasinin yapiminda
faydalanilmistir (Axelsson, 2004). Hiicre duvar protein profillerine dayanan siiflandirilmalar
kullanilabilir, hizli bir metot olmustur. Fakat alt tiirlerin ayrim1 saglanamamistir. Hiicre duvari
protein profillerinin tespitine molekiiler bir metot olarak 16S rRNA gen bolgelerinin analiz ve
sonuglart eklenerek siniflandirilmaya bagslanilmistir. LAB'nin tiir ve suslarinin filogenetik
pozisyonlarinin molekiiler diizeyde belirlenmesinde ribozomal RNA' dan yararlanilmaya
baslanarak DNA’ ya baglh metotlarla daha spesifik sonuglar alinmaya baslanilmistir
(Hofvendahl ve Hahn-Hagerdal,2000). Son yillarda, fenotipik tanimlamaya alternatif olarak
molekiiler tanimlama caligmalar1 siirdiirilmektedir. 16S rDNA bolgelerinin total DNA
tizerinden spesifik primerler yardimiyla bulunmasi islemi, LAB’ nin tanimlanmalarina farkli
bir boyut getirmistir.

Molekiiler teknikler, giiclii bir ayrim giiciine sahip olmalari, tekrarlanabilir olmalari,
uygulamasinin kolay olmasinin yaninda, sonuglarin kolay yorumlanabilmesi gibi nedenlerden
dolayr son yillarda siklikla kullanilmakta ve gelistirilmektedir (Bush ve Nitschko, 1999).
Molekiiler tekniklerin bu gelisimi sonucu LAB suglar;,16S rRNA gen bolgesindeki degisken
bolgelerin analizlerinin belirlenmesi ile kesin olarak tanimlanabilmektedir.

LAB’ nin ziraat sektoriinde en 6nemli kullanim alanlari, hayvan beslemesinde silajlarin
olgunlastirilmasinda (Holzer ve ark., 2003) ve siitiin degisik iiriinlere islenmesinde, fermente
et, siit, sebze, meyve ve tahil iirlinlerinin liretim ve olgunlastirilmasinda goriilmektedir. Bu
kullanim alanlar1 genelde tarimsal iiretim alaninda, 6zelde ise hayvancilik ve gida sektoriinde
o6nemli bir arastirma konusunu teskil etmektedir.

LAB tarafindan {iretilen organik asitler, karbondioksit, diasetil, biyosiirfaktan
maddeler, HO, ve protein yapisindaki bilesikler olan bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri
maddeler gibi metabolitlerin bir¢ogu antimikrobiyel etkiye sahiptir (Mishra ve Lambert, 1996;
Rolfe, 2000; Reid, 2000). LAB’nin asitlik gelistirmeleri yaninda gida maddelerinde aroma
tesekkiilii, gida maddelerinin bilesiminde bulunan, insan ve hayvan organizmasi tarafindan
kullanilmas1 miimkiin olmayan ve toksik etkisi bulunan bilesenleri daha kii¢iik molekiilli,
sindirilebilen veya toksik etkisi olmayan molekiillere parcalama 6zelligi gostermektedir (Arici,
2005).

Genellikle bagirsak sisteminde kolonize olan bu mikroorganizmalar gidalarin
sindirimine yardimci olmak, canliy1 patojen mikroorganizmalardan korumak ve canliin
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savunma mekanizmasini desteklemek gibi islevleri vardir. LAB ve onlardan fermente edilen
gidalarin tiiketilmesi ile tiiketiciler iizerinde besleyici ve tedavi edici faydalarinin yani sira
antimutajenik ve antikansirojenik etkileri de bulunmaktadir. Ve o&zellikle kanserojenik
maddeler {izerine baski yaptiklar1 kanitlanmigtir (Grill ve ark., 1995). Dogal ve sentetik
mutajenlerin etkilerine kars1 koruyan detoksifikasyon ve DNA tamir gibi mekanizmalarin var
oldugu agiktir. Bunla birlikte probiyotik olarak kullanilan LAB, kimyasal karsinojenlere karsi
hassasiyeti azalttigi bilinmekte olup, bu metabolizmalar; alinan karsinojenleri detoksifiye
ederek, barsagin icerigini degistirerek bdylece karsinojenik bilesiklere neden olacak
bakterilerin sayis1 ve metabolik aktivitesini azaltirlar, biitirat gibi metabolik {iriinleri iiretirler,
timor hiicrelerinin gelismesini inhibe edecek bilesikler iiretirler ve kanser hiicrelerinin
cogalmasina karsi immun sistemi uyarir (Parvez ve ark., 2006).

LAB giivenilir bir sekilde insan ve hayvan probiyotikleri olarak kullanilmaktadirlar. Bu
bakterilerin asitli ortama dayanmalari, safra tuzlarimi hidroliz edebilmeleri, antimikrobiyal
madde Ttretebilmeleri ve bagirsak yolunda yasayip, gelisebilme oOzelliklerinden dolay1 bu
bakterilerin probiyotik olarak kullanilmalar1 vurgulanmistir (Kuar ve ark., 2002).

LAB arasinda insan ve hayvan tiiketiminde gilivenilir (GRAS) mikroorganizmalar
icerisinde sayilan en biiylik bakteri grubu Lactobacillus’ tur. Cogunlukla endiistriyel 6nemi
olan bu grupta yaklasik 140 tiir mevcuttur (Limsowtin ve ark., 2003). Cig siit, fermente siit
iiriinleri, et {irlinleri, meyve, sebze gibi gida {iriinlerinin dogal florasinin baslangi¢ pargasi olan
Lactobacillus, bu iiriinleri fermente etmek i¢in de kullanilan en 6nemli starter olarak veya {irlin
kalitesini ylikseltmek ve sagliga faydas: i¢in eklenmektedir. Lactobacillus tiirleri, omurgali
hayvanlarin  gastrointestinal sisteminde, ince bagirsaga tutunarak lokalize olurlar.
Lactobacillus tiirleri gram (+), ¢ubuk seklinde, anaerob veya fakiiltatif anaerob, hareketsiz,
spor olusturmayan, katalaz (-) 6zellik gostermektedir. Lactobacillus grubuna ait tlirlerden
secilen suslarin 16S rDNA gen bolgesi sekanslarina gore birbirlerine genetik olarak yakinlik
ve uzaklik iliskilerini gosteren filogenetik agag sekil 1.1°de verilmektedir.
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L. lidneri

L.sanfranciscensi
L. hilgardii
L. parabuchneri
L.kefiri
L. buchneri
L. malofermentans
L.collinoides
L. brevis
L. alimentarius
L.pentosus
L. plantarum
L. paraplantarum
L. mali
L. agilis
i i | L. ruminis
L. salivarius
— L. acidipiscis
L. bifermentans
L. corvniformis
L. sakei
L. curvatus
L.zeae
L. paracasei subsp. paracasei
—L. casei
| L. mucosae
L. fermentum
L. reuteri
L. vaginalis
L. punis
L. gasseri
L. jonhsonii
L. jensenii
L. delbrueckii subsp.lactis
L. delbrueckii subsp.bulgaricus
L.acetotolerans
L. helveticus
] L. acidophilus
L.amylovarus
L. crispatus
L. amytotvticus
L. intestinalis
Bacillus subtitis

0.01

Sekil 1.1. Lactobacillus suslarinin 16S rRNA gen bdlgesi sekanslarina

gore
olusturulmus filogenetik agaci (Lee ve Salminen, 2009).
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Laktobasillus tiirleri karbonhidratlar1 fermente etme yollarma gére homofermantatif,
fakiiltatif heterofermantatif ve zorunlu heterofermantatif olmak tizere 3 gruba ayrilmaktadirlar
(Curry ve Crow., 2003). Bu sekilde Tannock tarafindan derlenmis ve gruplandirilmasi
yapilmis Laktobacillus tiirleri Cizelge 1.2 de gosterilmektedir.

Cizelge 1.2. Karbonhidratlar1 fermente etme yollarina gore gruplandirilmasi yapilan

Lactobacillus tiirleri (Tannock, 1999).

Homofermentatif Fakiiltatif Heterofermentatif Zorunlu heterofermentatif
L. acidophilus L. acetotolerans L. buchneri
L. amylophilus L. hamsteri L. collinoides
L. amylovorus L. alimentarius L. fermentum
L. crispatus L. casei L. fructivorans
L. delbrueckii subsp. bulgaricus L. bifermentans L. hilgardii
L. delbrueckii subsp. delbrueckii L. coryniformis subsp.coryniformis L. kefir
L. delbrueckii subsp. lactis L. coryniformis subsp.torquens L. malefermentans
L. gallinarum L. curvatus L. oris
L. gasseri L. graminis L. panis
L. helveticus L. homohiochii L. parabuchneri
L. jensenii L. intestinalis L. parakefir
L. johnsonii L. murinus L. pontis
L. kefiranofaciens L. paracasei subsp.paracasei L. reuteri
L. kefirgranum L. paracasei subsp. tolerans L. suebicus
L. aviarius subsp. araffinosus L. pentosus L. sanfrancisco
L. farciminis L. plantarum L. vaccinostercus
L. ruminis L. rhamnosus L. vaginalis
L. mali L. sake L. fructosus
L. salivarius subsp.salicinus
L. salivarius subsp.salivarius
L. sharpae

Bu grupta yer alan bakterilerin ve ekonomik ag¢idan énemli olan tiirlerinin benzer fenotik
ve fizyolojik ozellikleri vardir. Muhtemelen ayni ekolojik nis icin birlikte evrimlesmislerdir.
Bundan dolay1 ayrimlarini yapmak zordur.

Genel olarak bakteriler, hizli bliylime ve kolaylikla manipiile edilebilmelerinden dolay1
molekiiler biyoloji, genetik ve biyokimyada birer ara¢ olarak kullanilmaktadirlar. Bakteri
DNA'sinda mutasyon yapip bunun fenotipini inceleyerek genlerin, enzimlerin ve metabolik
yollarinin islevleri belirlenebilmektedir. Edinilen bilgiler 1s181nda biyoteknoloji kullanilarak
gerek diger canlilara metabolizmalar1 uygulayabilme, gerekse hayvan ve insanda beslenme ve
saglik amach daha verimli sekilde kullanilmasi saglanmaktadir. Ornegin, gastrointestinal
alana kolonize oldugu bilinen bir bakteri susunun genetik modifikasyonla; istenmeyen 6zelligi
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tasiyan gen inaktive ederek inhibe edilebilir; rekombinant DNA teknolojisi ile istenilen
probiyotik oOzellige sahip bir gen aktive edilebilir, gen teknolojisi ve gen transferi gibi
metodlarla tiirlere kendi potansiyelleri disinda bazi genetik 6zellikler kazandirilabilir. Bu
noktada LAB, giivenilir mikroorganizma oldugundan ve endiistriyel kullanim alanlarinin genis
olmasindan dolay1 genetik islemler yapilmaya dair cazibesini korumaktadir.

LAB’nin suslari, tiirleri hatta cinsleri arasinda in vivo gen transferlerinin bilinen dogal
mekanizmalari;  fizyolojik  transformasyon, transdiiksiyon ve konjugasyon olarak
sayillmaktadir. Bu mekanizmalarin 6nemi, farkl tiirler arasinda ¢ok ¢esitlilik gdstermesidir.
LAB’nin dogal yasam alanlarinda yatay gen transferlerine katkida bulunan bu
mekanizmalardan, LAB suslarina genetik modifikasyonda da yararlanilmaktadir. Fakat in
vitro olarak gen transfer mekanizmalariin rekombinant DNA teknikleri i¢in giivenilirligi ve
daha da 6nemlisi LAB’ne adaptasyonu esastir.
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2. ONCEKIi CALISMALAR

Walter ve arkadaslarmin 2000 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada, farelerin
midelerinden elde edilen Lactobacillus suslarimin 16S rRNA gen bolgelerinde bulunan V2 ve
V3 bolgelerini taniyan spesifik primerler yardimi ile molekiiler olarak belirlenmistir. Ayrica
insan ve domuz gastrointestinal bolgelerinden izole edilen Lactobacillus suslarini, 16S ve 23S
rRNA ara bolgesi ve 16S rRNA gen bolgelerinden tlire 6zgii tasarlanmis primerler yardimi ile
molekiiler olarak tiir diizeyinde tespit etmislerdir.

Brandt ve arkadaslarinin 2002 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢alismada, Lactobacillus
rhamnosus suslarindaki Le-Nu faji genomunu kullanarak kesin spesifik tanimlanmasini ve
Lactobacillus rhamnosus suslarindaki faj baglantilar1 incelemistir. Birka¢ primer ¢ifti Le-Nu
fajinin dairesel repliksayon gen bolgesi sekansindan tiiretilip, beklenen primer boyutlarda PZR
irlintine ulasilmig. Tanimlama ve belirleme i¢in 3 probiyotik Lactobacillus rhamnosus
susundan tiiretilen primerler 11 Lactobacillus rhamnosus susu ve 40 baska bakteri tiirtinde
karsilastirmali test edilmistir.

Baele ve arkadaglarinin 2002 yilinda yapmis olduklar1 bir calismada, 38 Lactobacillus
cinsine ait 82 susta, tDNA bolgesi hedef alinip, uygun primerler kullanilarak tiir diizeyinde
evrimsel yakinliklarinin belirlenmesine calisilmigtir. Bu molekiiler metotla, 21 sus tiir
diizeyinde kesin belirlenirken, diger suslarin ise iki (6rnegin, L. fermentum ve L. cellobiosus)
ve Uglii (6rnegin, L. acidophilus, L. gallinarum ve L. helveticus) sekilde gruplandirilmasina
gidilmistir.

Weinberg ve arkadaslarinin 2003 yilinda yapmis olduklar1 bir c¢alismada, silaj
inokiilasyonunda kullanilan laktik asit bakterilerinin (LAB) probiyotik etkileri {izerine
calismiglar. Probiyotik etkileri iizerine calismalarinda ilk olarak bu bakterilerin rumen
sivisinda yasaylp yasamadiklarini belirlemek olmustur. 10 ticari inokulant kullanilmig
Amerika ve Israil’deki uzmanlar esliginde, saf rumen sivisi ve rumen sivis1 kontrol amacli
10°-10®* mikroorganizma/ml glikozlu ve glikozsuz 5 g/l inokule edilmis. Rumen sivis1 39°C’de
inkubasyona birakilmis ve 6, 12, 24, 48, 72 ve 96 saatlerde pH ve LAB sayimi yapilmis.
Glikoz ilave edilmis rumen sivisimin pH’ smnin azalmis oldugu belirtilmistir. Glikoz
eklendiginde ise LAB’ nin sayiminin ¢ogaldigini gostermislerdir.

Kao ve arkadaglarimin 2006 yilinda yapmis olduklar1 bir c¢alismada, Taiwan’ da
probiyotik {riinler icine eklenen Lactobacillus suslart olan Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus
delbrueckii PZR ve melting curve analizi ile tanimlanmasi incelenmistir. PZR islemini, bu 5
Lactobacillus susunu ayirmak ig¢in, tiire Ozgii primerler 16S rRNA gen bolgelerinin
sekanslarinin degiskenliklerinden yararlanilarak 16S RNA geni hedef olarak yapilmstir.
Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus delbrueckii PZR ile basit bir sekilde tanimlamalari
yapilmis, fakat Lactobacillus casei, Lactobacillus paracase ve Lactobacillus rhamnosus
suslart icin farkli bir yaklasim deneyip, hibrit problara metling curve analizi kullanarak
tanimlamaya calhisilmistir. Bu yaklasimla da Lactobacillus paracase ve Lactobacillus
rhamnosus suslar1 tanmimlanmis fakat Lactobacillus casei ve Lactobacillus paracase
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tanimlanamamslardir. Ciinkii her ikisi de ayni 16S rRNA gen bolgesi sekansina sahip
olduklar1 bulunmustur. Yakin iliskili Lactobacillus suslarimi ayirt etmede PZR yaklagimi ile
hizli, dogru ve basit bir metot oldugunu gosterilmistir.

Gu ve arkadaslarinin 2008 yilinda yapmis olduklar1 bir ¢calismada, Cin’ in Guangxi
bolgesindeki Hotan, Xinjiang ve Bama’ da yasayan insanlar digki 6rneklerinden elde edilen
LAB’ nin probiyotik 6zellikleri arastirilmis. Toplam 567 LAB susu iizerinde ¢alismislar. Once
incelemedeki sayiy1 azaltmak icin yiiksek probiyotik 6zelliklerine ve pH 3.5’te biiyiime
kabiliyetlerine bakilmis. Boylelikle 36 LAB susu iizerinde ¢alismaya yonelmisler. 16S rRNA
gen bolgeleri lizerinde RAPD yontemi ile sekans analizi yapilip izolasyonlarina ¢alisilmis. 36
sustan, 3 tane Lactobacillus acidophilus susu, 10 tane Lactobacillus rhamnosus susu, 3 tane
Lactobacillus casein susu, 3 tane Lactobacillus brevis susu, 2 tane Enterococcus faecium susu,
2 tane Enterococcus faecalis susu, 4 tane Bifdibacterium infantis susu, 3 tane Bifdibacterium
brevise susu, 3 tane Bifdibacterium bifidium susu, iki tane Bifdibacterium adolecentis susu ve
bir tane Bifdibacterium longam susu Probiyotik kullanim i¢in uygun suslar olarak
tanimlanmustir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasallar

Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Zootekni Boliimii,
Biyoteknoloji ve Gen Miihendisligi Laboratuarinda yapilmis bu tez ¢alismasinin kullanilan
kimyasallar1 aksi belirtilmedigi siirece Merck (Almanya) ve Sigma (Almanya) grubundan;
molekiiler biyoloji sarf malzemeleri Fermentas (USA), Promega (UK) ve Favorgen’den
(Tayvan) temin edilmistir.

3.1.2. Bakteri Suslar1 ve Plazmit

Calisma kapsaminda Gen Bankasi’ndaki ti¢ farkli Lactobacillus tiiriin genlerinden
(Cizelge 3.1.) faydalanilarak izolatlar tanimlanmis ve gen transferi i¢in pAK 80 plazmiti
kullanilmigtir. pAK 80 plazmitinin temel 6zellikleri (Cizelge 3.1.) ve sematik gosterimi (Sekil
2.1.) verilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada izolasyonlar1 ve tanimlanmasi hedeflenen bakterilerin tiirleri ve
kullanilan plazmitin temel 6zellikleri.

Bakteri Tiirleri Uygulama Alam NCBI Erisim No
Lactobacillus acidophilus NCFM Probiyotik NC_006814
Lactobacillus crispatus DSM20016 Probiyotik NZ ACKR01000046
Lactobacillus rhamosus Probiyotik F1899640

Plazmit Antibiyotik Direnclilik Genetik icerik Kaynak

pAKS80 Eritromisin Promotorsuz lac Z, RepA* Israelsen ve ark.,(1995)
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Sekil 3.1. pAK 80 plazmitinin semetik gosterimi.
pAKS8O0 plazmidi, lacZ gen bolgesi, replikasyon bolgesi ve eritromisine direnglilik geni

igerir. Plazmit kendi iizerinde replikasyon bolgesi icermesi nedeniyle hiicre i¢cinde kromozoma
veya bagka bir plazmite ihtiyact olmadan ¢ogalabilmektedir.
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3.2. Metot
3.2.1. Bakteriyel Besi Yerlerinin Hazirlanmasi

Lactobacillus crispatus suslart MRS (De Man Rogosa and Sharpe) Agar besi yerlerinde
bliytitiilmiistiir. 100 ml’de 5.2 gr hazir MRS besiyeri igerigi ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir. Kati
besiyeri i¢in % 1.5 agar ilave edilmis ve sterilizasyon 121 °C’ de 15 dakika yapilmistir (De
Man ve ark., 1960; Halkman ve Akgelik., 2005). Bu besi yerinin kompozisyonu Cizelge 3.2.
de verilmistir.

Cizelge 3.2. Lactobacillus crispatus suslart icin kullanilan MRS besi ortaminin
kompozisyonu.

MRS Broth (Merck) Kimyasallar Miktar (gr/l)
Pepton 10,0
Lab-Lemco Et Oziitii 10,0
D (-) Glucose 20,0
Maya Oziitii 5,0
Tween 80 1 ml
K,HPO, 2,0
Sodyum asetat 5,0
Triammonium sitrat 2,0
MgS0,4.7H,0 0,2
MnS0,.4H,0 0,05
Distile Su (dH,0) 1000 ml

Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus acidophilus suslart GM17 besi yerinde
biiyttiilmistiir. 42,5¢ M17 ve % 0,5 (g/w) glikoz 1000 ml saf su igerisinde ¢ozlindiirilmiistiir
(Terzaghi ve Sandine., 1975). Hazirlanan karisim 15 dakika 110 °C’de sterilize edilmistir.
Agar, kati besi yerlerine % 1,5 olarak eklenmistir. Bu besi yerinin kompozisyonu Cizelge
3.3.” te verilmistir.
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Cizelge 3.3. Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus acidophilus suslari i¢in kullanilan M
17 besi ortamlarinin kompozisyonlari.

M17 (Merck) Kimyasallar Miktar (gr/l)
Polipepton 5,0
Fiton pepton 5,0
Maya Oziitii 2,5
Et Oziitii 2,5
Askorbik Asit 0,5
MgS04(0,1M).7H,0 I ml
Disodyum--gliserol-fosfat 19,0
Laktoz 5,0
Distile Su (dH,0) 1000 ml

Laktik asit bakterileri (LAB), GM17 ve MRS besi ortaminda gelistirilmislerdir. GM17
ve MRS besi ortamlar1 otoklav (Niive; OT4060) ile 110 °C’de 15 dk. sterilize edilmistir.
Lactobacillus crispatus suslar igin MRS besi ortaminda ve 37 'C’de, Lactobacillus rhamnosus
ve Lactobacillus acidophilus suslart i¢cin GM17 besi ortaminda ise 30 'C’de inkiibe (Niive;
EN110) edilmistir (De Man ve ark., 1960; Halkman ve Akgelik., 2005).

3.2.3. LAB’ nin Fermente Uriinlerden izolasyonlar

K.S.U Ziraat Fakiiltesi Zootekni Béliimii tarafindan hazirlanmis saf yonca silaji, % 6
lik Honey locus ve saf yonca karisimli silaji, % 3 ¢ ik Honey locus ve saf yonca karigiml
silaji, %1.5 ¢ ik Honey locus ve saf yonca karisimh silaji, saf yonca silaji ve musir silaji
orneklerinden 5 gr alinarak, ev yapimi sucuk orneginden 20 gr alinarak, ev yapimi ravanda
orneginden 500 pl alinarak, ev yapimi salamura zeytin 6rneklerinden 1 adet alinarak toplam 8
ornegin her biri i¢in 50 mI’lik hem s1ivi GM17” ye hem de s1ivi MRS besi yerine ilave edilmek
suretiyle 24 saat aerobik kosularda inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon kosullart GM 17
besi yeri i¢in 30 'C ve MRS besiyeri i¢in ise 37 'C’ dir (De Man ve ark., 1960). Mikrobiyal
aktiviteleri gézlemlenen ekim yapilan sivi besi yerlerinden pipet yardimi ile 100’er pl alinarak
MRS agar ve GM17 agar petrilerine inokiile edilmisilerdir. Inokiile dilen petriler GM 17 agar
besi yeri i¢in 30 'C ve MRS agar besi yeri i¢in 37 'C’ de aerobik kosularda inkiibasyona
birakilmislardir. Inkiibasyon ardindan tek koloniler olustugu gozlenmis ve 6ze yardimu ile
olusan tek kolonilerden alinaraktan 10’ar pl steril distile su i¢inde ¢oziindiiriiliip koloni PZR
islemi i¢in hazirliklar1 yapilmistir.
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3.2.4. Seyreltme

50 mI’lik stvi GM17 ve s1vi MRS besi yerlerine fermente iirlinlerden; silaj 6rneklerinden
5 gr., sucuktan 20 gr., salamura zeytinden 1 adet, ravandadan 500 pl miktarlarda alinarak
inokiile edilmistir. GM 17 i¢in 30 °C ve MRS i¢in 37 °C’ de inkiibasyona birakilmistir. Bu
inkiibasyon kosullarin altinda 24 saat gergirtildikten sonra mikrobiyal aktivitenin olustugu
gozlenmistir. Bu stok kiiltiirlerden 100 pl alinarak 900 pl steril distile su ilave edilip
mikroorganizmalarin homojen dagilimi saglanarak 107, 1072, 107, 10, 10°,10° *ya kadar
seyreltmeler yapilmistir. Yapilan seyreltme islemi ve kati besi yerlerine inokiilasyonlari
sematik olarak Sekil. 3.2.” de gosterilmistir. MRS agar ve GM17 agar petrilerine inokiile
edilerek 30 °C ve 37 °C inkiibasyona birakilmaistir.

100
transfer 100 ul 100 ul 100 pl 100 pl 100 pl
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Ekim Yapilan Petriler

Sekil 3.2. 10'1, 10'2, 10'3, 104, 10'5,10’6 ’ya kadar seyreltme hazirlanis1 ve ekimleri yapilana
107,10, 107 seyreltmelerinin kat1 besi yerlerinine inokiilasyonlarinin sematigi.
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3.2.5. LAB’nin Tammmlanmalari
3.2.5.1. Kimyasal Tanimlamalar
3.2.5.1.1. Gram Boyama

Izole edilen LAB’lar Gram (1884) teknigi ile boyanmus, giiniimiizde kullanilan boyalar
kullanilarak modifiye edilmistir. Petrilerdeki kolonilerden; preparatlara hazirlanmais,
kurutulmus ve tespit edilmistir. Kristal violet solusyonu ile 2-3 dakika boyanmis, boya
dokiilmiis ve preparat iizerine lugol solusyonu konarak 1-2 dakika beklenmistir. Lugol
solusyonu Once saf alkol ile sonra saf su ile yikanmis ve safranin ile de 5-10 saniye boyanip,
su ile yikanarak boya giderilmistir (Harrigan ve McCance,1976). Kurutma kagidi ile
kurutulduktan sonra sedir yagi konarak 100X biiyiitmeli immersiyon objektifi ile muayene
edilmistir. Bu yoOntemle morfolojileri ve renkleri gozlemlenmistir. Mor olarak goriilen
mikroorganizmalar Gram pozitif olarak tanimlanmustir.

3.2.5.2.2. Katalaz Testi

Kat1 besi yerinde biiyliyen mikroorganizma kolonilerinden platin 6ze veya cam baget
yardimi ile yeterli miktarda alinarak steril bir lamin iizerine konularak % 30 luk hidrojen
peroksid (H,O,)’ ten bir damla damlatilmistir. Hidrojen peroksid (H,O,)’ e reaksiyon
gostererek kabarciklarin  goriilmesi katalaz enziminin kimyasal olarak varligina isaret
etmektedir (Hammes ve Vogel, 1995). Ayni iglemleri 5 ml‘ lik siv1 besi yerinde ¢ogaltilmig
kiiltiir iizerine % 3 lik hidrojen peroksid (H,O,)’ den damlatilaraktan kabarcik olusup
olusturmadiklar1 gdzlemlenmistir.

3.2.5.2. Molekiiler Tanmimlama
3.2.5.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Koloniler, rRNA’y1 kodlayan DNA bdlgesi iizerinden tasarlanmis primerler ile yapilan
PZR ile ¢ogaltilmistir.

PZR islemi toplam 40 pl icerisinde gergeklestirilmistir. Reaksiyon icin; 4ul 10X buffer,
Iul 1 mM dNTP, ileri ve geri primerlerden 1’er pl (20 pmol), 0,5ul Taqg DNA polimeraz (5
iinite/ul), 1 pl kalip DNA (400 ng/ml) ve 40 pl’ye tamamlamak tizere 31,5 pl dH,O ile
karigtirilarak yapilmistir.

Primerlerin tasarlanmasi, yapisma sicakliklarinin hesaplanmasi ve dizi uygunluklar
internet programi (htpp://www.sigma.genosys.com/calc/DNACalc.asp) ile yapilmis ve ticari
firmalardan siparis edilmistir (lontek, Istanbul). Calismada kullamilan primerlerin detaylari
Cizelge 3.4.” de gosterilmistir.
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Cizelge 3.4. Lactobacillus tiirleri i¢in tasarlanan primerlerin hedef boélgeleri ve niikleotid
dizileri.

NCBI

Tiirler Erisim Nu. Primerler Hedef Bolgeler Dizilim (5°—3’)

Lb. acidophilus  NC_006814 Acid F 16S rRNA geni AGCTGAACCAACAGATTCAC
AcidR ACTACCAGGGTATCTAATCC

Lb. crispatus ~ NZ CKR01000046  CrispF 16S rRNA geni GTAATGACGTTAGGAAAGCG
CripR ACTACCAGGGTATCTAATCC

Lb. rhamnosus ~ F1899640 RhamF 165 rRNA-23SRNA ~ CAGACTGAAAGTCTGACGG
RhamR genleri arast GCGATGCGAATTTCTATTATT

3.2.5.2.2. Koloni PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyon)

Lactobacillus tiirlerini tanimlama amaciyla koloni PZR yapilmistir. Segici petrilerde 24
saat inkiibe edilmis olan koloniler 6ze yardimiyla segilerek 10ul dH,O igerisine ¢oziilmiistiir.
3.2.5.2.1. de aciklandig1 sekilde PZR islemi yapilmistir. Kalip DNA yerine 1ul koloni
kullanilmigtir. PZR ile pozitif sonu¢ veren kolonileri, stoklanmak i¢in sonraki ¢aligmalarda
kullanilmasi amaciyla sivi besi yerine alinmustir.

3.2.5.2.3. PZR Kosullan

PZR amplifikasyonu 95 °C’de 4 dk. ilk ayristirma ile baglatilmis daha sonra 35 dongii
olmak tizere 94 °C’de 1 dk. denatiirasyon, tiire 6zgl tasarlanmis spesifik primerler i¢in uygun
yapisma sicakliklarinda 1 dk. uygun sentez zamani boyunca gergeklestirilmistir. Tiire 6zgi
tasarlanmig spesifik primerlerin uygun sicakliklar1 ve PZR kosullar1 Cizelge 3.5. de
gosterilmistir. Primerlerin yapisma sicakligi, erime sicakliginin yaklasik 5 °C altindadir.

18



MATERYAL VE METOD Oguz AGYAR

Cizelge 3.5. Tiire 6zgii tasarlanmis spesifik primerlerin uygun sicakliklar1 ve PZR kosullari.

Zaman Dongii Lactobacillus crispatus | Lactobacillus acidophilus | Lactobacillus rhamnosus

2dk 1 95°C 94 °C 94 °C
1dk 94 °C 94 °C 94 °C
1dk 35 60 °C 62 °C 58°C
1 dk 72°C 72°C 72°C
7dk 1 72°C 72°C 72°C

0 4°C 4°C 4°C

3.2.5.2.4. DNA’nin Jel Elektroforezi

Agaroz jel hazirlanarak {lizere; %1 oraninda agaroz, 1 X TBE ¢ozeltisinde [1000 ml TBE
(1X) ¢ozeltisi hazirlamak icin; 5,5 g Borik asit, 10,8 g Trizma base ve EDTA (500 mM)
¢ozeltisinden 4 ml eklenerek 1000 ml saf su ile karistirilir] ¢ozdiiriilmistiir. Analiz edilecek
DNA ornekleri 1/5 (loading buffer/DNA) oraninda yiikleme soliisyonu [10 ml DNA loading
buffer i¢in; 0,025 mg bromophenol blue, %40 siikroz ve 2,5 ml EDTA (100 mM) (pH=8,0) ]
eklenerek yiiklemeye hazirlanmistir. DNA 100 baz ¢iftlik ya da 1000 baz g¢iftlik DNA
markerlar1 (FAVORGEN) kullanilmistir. Elektroforez tankinda (ATTO Corporation), jel 100
volt ve 500 mA”’ da kosturulmustur. Kosturulan agaroz jel Et-Br solusyonunda (0,5 pg/ml) ile
20 dakika boyanmistir. DNA 6rnekleri U.V. 15181 altinda goriintiilenmis ve fotograflanmistir.

3.2.6. Bakteri Biiyiimesi (Ago0)

Saflastirilmis olan Lb. crispatus suslart 5 ml’ lik stvi MRS besi yerine, Lb. acidophilus
ve Lb. rhamnosus suslarinin ise 5 ml’ lik stvi GM 17 besi yerine, kat1 besi yerlerindeki
kolinilerinden 6ze yardimi ile alinarak kolonileri yeterli biiyiikliige getirmek {lizere ekimleri
yapilmis inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sartlar1 MRS besi yeri i¢in 37 °C, GM 17 i¢in
30 °C’dir. Bu sartlarda 4 saatlik inkiibasyonun ardindan 5 ml’ lik besi yerlerin 200 pl alinarak
50 ml’ lik stvi MRS ve GM 17 besi yerlerine ekimleri yapilip ayni inkiibasyon sartlarina
birakilmistir. Spektrofotomekteride 96 saatlik bakteri biiyiime Sl¢timleri 600 A dalga boyunda
gerceklestirilmistir. Olgiimleri ilk 10 saati birer saat arayla yapilip sonraki dlgiimleri 20., 24.,
48. ve 96. saatlerde gergeklestirilerek logaritmik biiylime egrisi ¢ikarilacak verilere
ulasilmstir.
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3.2.7. Plazmit DNA izolasyonu

Plazmit DNA izolasyonu, FavorPrep Plasmid DNA Extraction Mini Kiti (Favorgen)
kullanarak firmanin verdigi protokol ile izole edilmistir. Bir gece 6nce ekilen ve gelismis olan
bakteri kiiltiiriinden 1,5 ml tiiplere alinarak 3500 dev/dk’ da (1234 g) 10 dakika santrifiij
edilerek bakteri hiicrelerinin ¢oktiiriilmesi saglanmistir. Coken pelet kisim tizerine 200 pl hazir
FAPDI soliisyonu eklenerek, pelet soliisyon igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve 200 ul FAPDII
soliisyonu eklenerek 10 defa karistirtlmistir. 2 dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra
karisima 300 ul FAPDIII soliisyonundan eklenip yine yavasca 10 defa karistirilmistir. Tiipler
14000 dev/dk’ da (18620 g) 3 dakika santrifiij edilmis, siipernatant kismui filtreli tiiplere
almmustir. Filtreli tiipler 14000 dev/dk’ da (18620 g) santriflij edildikten sonra filtreden
siizlilen kisim dokiiliip filtre tekrar tliplere yerlestirilmistir. Filtreli tiiplere 400 pl Yikama I
soliisyonundan eklenerek 8000 dev/dk’ da (6451 g) 30 saniye santrifiij edildikten sonra
filtreden stiziilen kisim dokiiliip filtre tekrar tiiplere yerlestirilmistir. Filtreli tiipler son olarak
600 pl Yikama II soliisyonundan eklenerek 8000 dev/dk’ da (6451 g) 30 saniye santrifiij
edildikten sonra son yikama islemi de gergeklestirilmistir. Filtre yerlestirildikten sonra yikama
sollisyonunun tamamen temizlenmesi i¢in 14000 dev/dk’ da (18620 g) 3 dakika daha santrifiij
edilmistir. Filtreler yeni tliplere alinarak 50 pl eliisyon buffer ya da distile su eklenip oda
sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 14000 dev/dk’ da (18620 g) 3 dakika santrifiij
edilip elde edilen DNA’lar sonraki ¢alismalarda kullanilmak iizere -20°C’de saklanmuistir.

3.2.8. Elektroporasyon ile Lactobacillus crispatus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
rhamnosus’a Plazmit Transferi

L. lactis kaynakli pAK80 plazmiti Lactobacillus crispatus, Lactobacillus acidophilus ve
Lactobacillus rhamnosus’e elektroporasyon yontemi ile aktarilmistir (Kim ve ark.,2005).
Plazmit transferi i¢in hiicrelerin 100 mlI’lik GM17 ve MRS’ e 1’er ml’lik Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus rhamnosus ekenerek 30 °C ve 37
°C’lerde inkiibe edilmis, Agp0=0,5’de (yaklasik 2,5-3 saat) 3500 dev/dk’ da (1234 g) 10 dakika
santrifiij edilip, hasat edilmistir. Hasat edilen ve siipernatant1 uzaklastirilan peletlere 10 ml
buzda sogutulmus 0,5M siikroz, %10 gliserol eklenmis ve hiicreler bu soliisyonla
cozdiiriilmistiir. Bu yikama asamasi bir sefer daha tekrarlanmistir. Hiicreler 1 ml 0,5M siikroz,
%10 gliserol igeren soliisyonda ¢6zdiiriilmiis ve 40 pl olarak 6rnek sayis1 kadar eppendorflara
boliinmiistiir.

Eppendorflara 40 pl hiicre ve 5 pl ligasyon eklenerek olusturulan toplam 45 pl 6rnek buz
iizerinde sogutulmus ve 0,2 cm elektroporasyon kiivetine aktarilmistir. Hiicreler Bio-Rad
Pulser™ kullanilarak 200 Ohm., 25 pF ve 2,5 kV ayarlanmis sartlarda elektroporasyona
maruz birakilmistir. Bu transformasyonu takiben hiicreler, 1000 pl 2M siikroz, 100 pl 1M
MgCl, ve 50 pl 100 mM CaCl, eklenmis GM17 ve MRS besi yerleri igerisinde 2 saat 30 °C ve
37 °C’lerde inkiibe edilmistir. Pozitif kontrol amagli hiicreler segici antibiyotik olarak
eritromisin eklenen 100 ml’ lik GM17 ve MRS kat1 besi yerine ekimleri yapilarak 30°C ve 37
°C’lerde 16 saat (bir gece) inkiibasyona birakilmigtir. Caligmanin negatif kontrolii igin segici
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antibiyotik eritromisin eklenmis petrilere transformasyon gerceklestirilmemis hiicrelerin
ekimleri yapilarak ayni sartlar altinda inkiibe edilmislerdir.

3.2.9. Bakterilerin Stoklanmasi

o
Bakteriler, kisa siireli kullanimlar icin, %]15°lik gliserol igerisine alinarak -20 C’de
saklanmustir.

Uzun siireli saklama kosullar1 ise, besiyerinde 16 saat biiylitiilen bakterilerden 200 pl

almarak 12000 dev/dk’ da (14515 g)’de 3 dakika ¢oktiiriilerek peletlerin %30 gliserol
igerisinde ¢ozdiirlip, -80°C’de saklanmustir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Probiyotik o0zellikte olan ti¢ farkli Lactobacillus susunun fermente iirlinlerden
izolasyon amacl ekimleri yapilarak elde edilen tek koloni 6rnekleri ¢alismada kullanilmak
tizere secilmistir. Koloniler katalaz testine tabii tutulup, ardindan biyokimyasal ve
morfolojik tanilart i¢in gram boyama islemi yapilmistir. Katalaz negatif (-) reaksiyon
veren, ¢ubuk ve kok sekilli Gram pozitif (+) 6zellikte olan koloniler muhtemel Laktik Asit
Bakleterileri (LAB) olarak segilmistir. Bunun sonucunda probiyotik 6zellikte olan
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus rhamnosus tiirlerine
Ozgl tasarlanan primerler kullanilarak 16S rRNA gen bdlgelerinde belirlenen boliimler
PZR ile ¢ogaltip agoroz jelde goriintiilenmistir. Boylelikle probiyotik 6zellikte olan LAB’
nin tanimlanmasi ve izolasyonlar1 yapilmaistir.

Tanimlanmasi ve izolasyonlar1 yapilan probiyotik o6zellikte olan Lactobacillus
crispatus, Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus rhamnosus tirlerinin biiylime
egrileri ¢ikartilmistir. Ayrica bu bakterilerin gen transfer kapasitelerini ortaya koymak icin
Lactococcus lactis kaynakli pAK80 plazmit transferi gergeklestirilmistir.

4.1. LAB’nin izolasyonu

Fermente iriinler olan, silaj, sucuk, salamura, zeytin ve ravanda’ dan toplan 48
koloniden 3 farkli koloni izole edilmistir. Izole edilen kolonilerden biri Lactobacillus
acidophilus olarak yonca ve % 4.5 Honey locus karisiml silajdan, digeri Lactobacillus
crispatus olarak sucuktan, bir digeri ise Lactobacillus rhamnosus olarak ravandadan
izolasyonlar1 yapilmistir.

4.1.1. Seyreltme Ekimleri
Seyreltme iglemi sonucunda mikroorganizma yogunluklar1 géz 6niine alinarak 107,
10, 10 seyreltmeleri GM 17 Agar ve MRS Agar’ l1 petrilere ekimleri yapilmistir. GM 17

Agar i¢in 30 °C ve MRS Agar i¢cin 37 °C’ de (De Man ve ark., 1960), 24 saat inkiibasyon
ardindan tek kolonilerin gelisimlerine ulagilmistir (Sekil 4.1.).
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b

Sekil 4.1. a. Saf yonca silaji kaynagindan 10 seyretme konsantrasyonundan MRS Agar’l
besi yerine ekim sonucunda olusan tek kolonilerin gelisim gosterdigi petri. b.
Kontaminasyon sonucu anormal koloni morfoloji olusumu gozlenen petri.

Seyretmeler, tek koloni izole etmek icin besi yerindeki koloni yogunlugunu kontrol
etmek amaciyla yapilmistir (Gilirgiin ve Halkman, 1990). Ekimler sonucu olusan
kolonilerin olast kontaminasyon durumunda koloni morfolojilerinde gozlemlenen
anormallik izolasyon asamasinda se¢im ig¢in bir kriter olusturmustur (Sekil 4.1.b.). Saf
yonca silaj kaynagindan 10™ seyretme konsantrasyonundan secilerek MRS Agar’ li besi
yerlerine ekimi yapilan ve tek koloni gelisimleri gozlenen, Sekil 4.1.a.” daki petri
fotografinda da goriildiigii gibi kimyasal ve molekiiler ¢alismalar1 yapmak i¢in kolonileri
gozlemlemek, segmek kolay olmustur.

4.2. Gram Boyama ile LAB’ nin Kimyasal Tamimlanmasi
Izole edilen LAB’ nin morfolojik ve biyokimyasal olarak da belirlenmesi amag1 ile
Gram boyama yapilmistir (Harrigan ve McCance,1976). Gram boyama ile hiicre duvari ve

morfolojik yapilart mikroskop altinda (100X) agiga cikarilan Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus rhamnosus suslar1 Sekil 4.2.” de gosterilmistir.
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Sekil 4.2. izole edilen Lactobacillus suslarinin Gram boyama ile mikroskop altinda
morfolojik goriintiileri (100X) ve goriintillerden kesit alinarak biiyiiltmeler, a;
Lactobacillus acidophilus, b; Lactobacillus crispatus, ¢; Lactobacillus rhamnosus.

Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus crispatus ve Lactobacillus rhamnosus
Gram boyama sonras1 mikroskop altinda (100X) mor renkli boyandiklart ve sekillerinin
cubuk seklinde olduklar1 gozlendi. Sirali ve birlesik koloni olusturmalarinin yani sira tek
olduklar1 da gozlenmektedir. LAB, Gram (+) 6zelliktedirler (Line ve ark.,2007). Sekil 4.2.°
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deki mikroskop goriintiisiindeki kolonilerin mor renkli olmalar1 calisacagimiz suslarin
Gram (+) olduklarini belirtir. Boylelikle kimyasal bir tanimlama ¢aligmastyla morfolojik
ve biyokimyasal olarak da LAB’ ne ait olabilecekleri ortaya konulmaktadir.

4.2.1.2. Katalaz Testi

MRS Agar ve MG17 Agar besi yerlerinde ¢ogaltilan mikroorganizma kolonilerinin
kimyasal olarak tanimlanmak i¢in katalaz testi yapilmistir (Harrigan ve McCance,1976).
Secilen kolonilerin {izerlerine % 30 luk H,O, (hidrojen peroksit)’ ten bir damla
damlatilmistir. Kabarciklar olusturmasi gézlenen koloniler pozitif reakiyon verdikleri igin
calismadan ¢ikarilmistir.  Pozitif reaksiyon vermeyen koloniler ise tanimlama igin
secilerek sonraki caligma asamalarina devam edilmistir (Schillinger ve Liicke,1987;
Hammes ve Vogel, 1995; Teuber,1995). LAB sitokromdan yoksun olduklari i¢in katalaz
testine negatif reaksiyon verirler (Hofvendahl ve Hahn-Hégerdal, 2000). Diger bir neden
de LAB, katalaz enzimleri olmaksizin aerob kosullarda gelisebilen nadir bakterilerdendir
(Halkman, 1991). Bu c¢alismada oldugu gibi Oliveria ve ark. (2008)’nin yaptiklar
calismada da LAB’nin katalaz testine negatif reaksiyon verdigi dogrulanmigtir.
Aragtirmacilar LAB’nin vakumlanmis etteki antimikrobiyal etkisini gérmek amaciyla bes
farklt Lactobacillus susunu sigir etinden izole etmisler ve tiim suslarin katalaz testine
negatif reaksiyon verdikleri bildirmislerdir. Ayrica Ozdemir ve Sirikent (1996)’da
pastirmalardan izole ettikleri 94 adet Lactobacillus suslarinin timiiniin biyokimyasal
olarak katalaz (-) olduklarini gostermislerdir.

Katalaz enzimini saptamak amaciyla H,O; (hidrojen peroksid) ile muamelede pozitif
reaksiyon vermis olan koloninin petri fotografi Sekil 4.3.” de gosterilmektedir.

Sekil 4.3. Katalaz testi pozitif reaksiyon vermis olan koloni.
Kimyasal tanimlamalar molekiiler tanimlama islemlerine hazirlik agamasindaki

onemli c¢aligmalardir. Kabarcik gozlenmeyen, negatif reaksiyon veren kolonilerin
molekiiler uygulamalarla tanimlamalarina agsamasina geg¢ilmistir.
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4.2.2. Molekiiler Tanimlama
4.2.2.1. Gen Calismasi ve Primer Bilgisi

Primer tasarlanmasi, 16S rRNA gen dizisi tamamlanan suslarin GenBank’taki dizi
bilgilerinden yararlanilarak yapilmistir. 16S rRNA gen dizisi ribozomun alt iinitelerinde
birini sentezlemektedir. 16S rRNA gen dizisi disinda bakterilerde diger ribozom alt
tiniteleri 5S rRNA ve 23S rRNA gen dizleridir. Bu dizilerdeki mutasyon tiirler arasindaki
evrimsel baglar1 gostermektedir (Collins ve ark., 1991). LAB siniflanrilmasinda kullanilan
kesin metodlar 16S rRNA geni dizi analizine dayanmaktadir (Woese, 1987). Genel olarak
biitlin ribozomlardaki islev aynidir ve bu kritik rolleri nedeniyle evrimsel olarak zaman
icinde ¢ok az degisiklik olusmustur. 16S rRNA geni farkli taksonomik gruplarda farkli
degisim gecirmis olabilecegi gibi gen boyunca dejenere olan kisimlarinda  ayirt
edilebilmesi miimkiin olmustur (Olsen ve ark.,1992).

16S rRNA gen bolgesi icinde primerin tasarlandigr bolgeler Sekil 4.4.°te
gosterilmistir. Tasarlanan primerlerin niikleotid dizileri materyal metot (3.2.5.2.1.)
kisminda Cizelge 3.4.’te verilmistir.

1 AGCGAGCTGA ACCAACAGAT TCACTTCGGT GATGACGTTG GGAACGCGAG CGGCGGA---
721 ---AAAGCAT GGGTAGCGAA CAGGATTAGA TACCCTGGTA GTCCATGCCG TAAACGATGA

Lactobacillus acidophilus NC_006814
61 GAGCGGAACT AACAGATTTA CTTCGGTAAT GACGTTAGGA AAGCGAGCGG CGGATGG---
781 —---GCATGGG TAGCGAACAG GATTAGATAC CCTGGTAGTC CATGCCGTAA ACGATGAGTG
Lactobacillus crispatus NZ__ ACKR01000046
181 TAGGAGAACC TGCGGCTGGA TCACCTCCTT TCTAAGGAAA CAGACTGAAA GTCTGACGG-
361 --ACAGCGTA TTTGCATGAG TTTCTAATAA TAGAAATTCG CATCGCATAA CCGCTGACGC

Lactobacillus rhamnosus F1899640
Sekil 4.4. Primer tasarlanan dizi bolgelerinin sematik gosterimi.

Tasarlanan primerlerin 16S rRNA gen bolgesi icinde koloni PZR sonucu
cogaltacagi bolgelerin uzunluklart; Lactobacillus crispatus susu igin 728 bg., Lactobacillus
acidophilus susu icin 759 beg. ve Lactobacillus rhamnosus susu igin 186 bg. olarak
hesaplanmistir. Yapilacak koloni PZR sonuglar ile primerlerin verecegi PZR firiinlerinin
baz boylar1 muhtemelen bu uzunluklarda olmasi beklenmektedir.

4.2.2.2. Koloni PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyon)
Koloni PZR islemiyle 16S rRNA gen bdlgesinden ¢ogaltilan hedef bolgeler

Lactobacillus crispatus, Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus rhamnosus tlrlerine
Ozgii tasarlanan primerler dogrultusunda yaklasik uzunluklarda bulunmuslardir. PZR
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ampilifkasyonuna tabi tutulmus olan bu bélgelere ait jellerin goriintiileri Sekil 4.5., Sekil
4.6. ve Sekil 4.7.” de verilmistir.

700 bg —

Sekil 4.5. Koloni PZR ile ¢ogaltilmis 9 adet potansiyel Lactobacillus crispatus’ un %]1’°lik
agaroz jel goriintiisii. M; 100 b¢ markér (DNA markor-Favorgen).

% 6’ lik Honey locus ve saf yonca karigsimli silaj” dan ekimler yapilarak elde edilen
tek kolonilere, koloni PZR uygulanmistir. Sekil 8.” deki koloni PZR jel goriintiisiine gore
secilen kolonilerden 3 numarali koloni Lactobacillus crispatus susu olarak belirlenmis ve
istenilen uzunlukta, yaklasik olarak 728 b¢.” de bant vermistir. Ulasilan bu koloni ileriki
caligmalarda kullanilmak tizere 3.2.9.” da anlatildig1 gibi -20°C’de stoga alinmustir.
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700 bg ——
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Lactobacillus acidophilus

Sekil 4.6. Koloni PZR ile ¢cogaltilmis 8 adet potansiyel Lactobacillus acidophilus’ un %1’
lik agaroz jel goriintiisii. M; 100 b¢ Markor (DNA markor-Favorgen).

Salamura zeytin’ den ekimler yapilarak elde edilen tek kolonilere, koloni PZR
uygulanmistir. Sekil 9.” daki koloni PZR jel goriintiisiine gore segilen kolonilerden 5
numarali koloni Lactobacillus acidophilus susu olarak belirlenmis ve istenilen uzunlukta,
yaklagik olarak 759 b¢,” de bant vermis ve bu koloni ileriki ¢aligmalarda kullanilmak tizere
3.2.9.’ da anlatildig1 gibi -20°C’de stoga alinmistir.
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100 bg ——

Lactobacillus rhamnosus

Sekil 4.7. Koloni PZR ile ¢ogaltilmig 8 adet potansiyel Lactobacillus rhamnosus’ un
%1°lik agaroz jel goriintiisii. M; 100 b¢ Markér (DNA markor-Favorgen).

Ravanda’ dan ekimler yapilarak elde edilen tek kolonilere, koloni PZR
uygulanmugtir. Sekil 10.” daki koloni PZR jel goriintiisiine gore segilen kolonilerden 6
numarali koloni Lactobacillus rhamnosus susu olarak belirlenmis ve istenilen uzunlukta,
yaklagsik olarak 186 bg,” de bant vermis ve bu koloni ileriki ¢aligmalarda kullanilmak iizere
3.2.9.’ da anlatildig1 gibi -20°C’de stoga alinmistir.

4.3. Bakteri Biiyiime Egrisi
L. acidophilus, L. crispatus ve L. rhamnosus bakteri kiiltlirleri %1 seyreltilerek 96

saatlik inkiibasyon siiresince biliylime grafigi i¢in Ornek almarak spektrofotometrede
Olciilmiistiir (Agoo). Farkl tiir bakteriyel biiylime egrileri Sekil 4.8.” de gdsterilmistir.
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Sekil 4.8. L. acidophilus, L. crispatus ve L. rhamnosus suslarinin biiylime egrileri.

4.4 Elektroporasyon ile Lactobacillus crispatus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus’a Plazmit Transferi

Lactococcus lactis kaynakli pAK80 plazmiti, izole edilen Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus crispatus bakterilerine elektroporasyon
yontemi ile aktarilmasi denenmistir. Plazmit (pAK80) transferi yapilan suslarin ve Plazmit
transferi gergeklestirilmeyen suslarin eritromisin antibiyotikli petri goriintiileri Sekil 4.9.
de verilmektedir.
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a2

b2

c2

Sekil 4.9. Elektroporasyon sonrast pAK80 (-) ve pAKS80(+) petrileri. al; Lactobacillus
rhamnosus  pAKS80 (-), a2; Lactobacillus rhamnosus pAK80(+), bl; Lactobacillus
acidophilus pAKS80 (-), b2; Lactobacillus acidophilus pAK80(+) ¢l; Lactobacillus
crispatus pAKS8O0 (-), €25 Lactobacillus crispatus pAK80(+) petri goriintiileri.

Elektroporasyonla pAK80 plazmit transferi denenmis ve plazmitin eritromisin
antibiyotigine direnci géz Oniine alinarak kati besi yerine eritromisin antibiyotigi ilave
edilerek sonuglara bakilmistir. Elektroporasyona tabi tutulup pAKS80 plazmiti transfer
edilen bakterilerin ekimi yapilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonunda besi yerlerinde ¢ok
sayida koloniler olustugu gozlenmistir. Lactobacillus rhamnosu, Lactobacillus acidophilus
ve Lactobacillus crispatus suslarinin eritromisin antibiyotigine gostermis olduklar1 direnc,
pAKS80 plazmitinin transferinin gerceklestigini 1spat etmektedir. Eritromisin ilave edilmis
besi yerine ise elektroporasyona tabii tutulmamis suslarin ekimleri yapilmigti. Eritromisinli
petriler de ise koloni olusumu gozlenmemistir. Boylelikle elektroporasyon yolu ile pAK80
plazmitinin Lactobacillus rhamnosu, Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus crispatus
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suglarina transferinin 1spat1 yapilan ekimle de gozlemlenmistir. Bu sonuglar suslarin gen
transfer yeteneklerinin varliginin degerlendirilmesine projeksiyon sunmaktadir.

Bu gen transferi isleminde plazmit kullanilmasi da bir diger onemli husustur.
Plazmitler, 6nemli teknolojik 6zellikleri ve ekolojik avantajlar1 belirleyen, kromozomdan
bagimsiz boéliinebilme 6zelligi olan, 1-150 kb. uzunlugunda kiigiik dairesel DNA
molekiiliidiir. Gorece degiskenlik gostermelerine ragmen bir susun plazmit profili, o susun
ayriminda onemli bir karakteristik 6zelliktir (Davies ve Gasson, 1981). Plazmitler, bakteri
hiicresi yasam dongiisii i¢in gerekli bir genetik materyal olmamasina ragmen LAB s6z
konusu oldugunda, siit endiistrisinde dnemli 6zelliklerde gen tagimalar1 dolayisiyla dikkate
degerdir. Ornegin, Gasson ve Davies (1984), peynir yapimi sirasinda siitiin pithtilastirmasi
icin kullanilan buzagi, oglak gibi siit emen yavrularin sirdenlerinden elde ettikleri kimozin
enziminin genini plazmite kodlayarak bakteri i¢ine aktarilabilmis ve bu yolla elde edilen
kimozin enzimini peynir yapiminda basari ile kullanilabilmislerdir.

Bu organellere, farkli sekerleri ve organik asitleri fermente etme yetenegi veya o
ortamdaki proteinleri pargalama yetenegi ve kapasitesi gibi yararli metabolik fonksiyonlar
da kodlanabilir. Hatta ekzopolisakkarit iiretimi, antibakteriyel maddelerin sentezi, faj
enfeksiyonlarina, antibiyotiklere, baktesiyosinlere ve agir metal tuzlarina dayaniklilik gibi
cevreye karst koruma fonksiyonlarindan da kodlamalar yapilarak transferleri
gergeklestirilebilir.

pAKS80 plazmiti Lactococcus cinsinde yer alan Lactococcus lactis susu kaynakli
olmasma ragmen calismada izolasyon ve tanimlamasi yapilan bakteriler Lactobacillus
cinsinin iiyeleri olup transferi gerceklestirmis ve aktivite gdostermislerdir. Izolatlarimizin
farkli kokenli plazmitleri kabul ettiklerini de degerlendirmekteyiz. Dolayisiyla bu
calismada izole edilen bakterilere baska LAB plazmitleri aktarilabilmekte, endiistriyel ve
bilimsel amagli molekiiler genetik ¢alismalarda kullanilabileceklerini diisiinmekteyiz.
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5.SONUC VE ONERILER

Hayvan beslenmesinde, yemden yararlanma verimini artirmak i¢in sindirim
sisteminin diizenlenmesi oncelikli konulardan biridir. Bu hususta atilan ilk adimlar
antibiyotik kullanimlariyla baglamistir. Fakat bu uygulamlar, sindirim sistemindeki patojen
bakterilerle birlikte yararli bakterilerin de liremesini ve sindirim kanallarina tutunmalarini
engellemektedir.  Boylelikle  sindirim  sisteminde  yemden istenilen  Olglide
yararlanilamamaktadir. Alternatif arayislar enzimlere ve katki maddelerine yonelmeye
baslamisti. Enzimlerin sindirim kanallarinda ki farkli asititeye ve metabolik reaksiyonlara
kars1 direnglerinin az olmasindan dolayr zaaflar1 vardi. Genel olarak probiyotik
mikroorganizmalarin, diger katki maddelerindeki metabolik zaaflar1 bulunmadigindan
dolayi, 6zellikle hayvan beslenmesinde yemden yararlanma konularindaki aragtirma ve
tartismalarin ilgisini lizerine toplamistir. Besin ve suya katilarak hayvanlara verilen
probiyotik mikroorganizmalar sindirim sistemindeki asititeye gosterdikleri tolerans ve
sindirim kanallarina tutunma mekanizmalarinin varhi§indan dolay1 tercih edilmeye
baslanmustir.

Dogal olarak omurgalilarin sindirim sisteminde de yayilis gosteren bakterilerden
olan laktik asit bakterileri (LAB), endiistriyel acidan 6nemi siklikla vurgu yapilan bir
konudur. LAB’ nin yaygin ve giivenilir bir grup olmasi1 kullanimini destekleyen énemli bir
husustur. Cesitli kaynaklardan izolasyonu ve tanimlamasi yapilan bu grubun; hangi in vivo
ve in vitro sartlarda yasadiklarini ve hangi metabolik yollarla etki ettiklerini bilmek onlar1
daha dogru kullanmakta projeksiyon olacagini diisiinerek ¢alismamiza konu ettigimiz alan;
probiyotik olarak kullanilacak LAB’ nin molekiiler olarak tanimlanmalar1 ve
izolasyonlariydi. Uzerinde ¢alismayi hedefledigimiz Lactobacillus crispatus, Lactobacillus
acidophilus ve Lactobacillus rhamnosus suslarini, bir cok biyokimyasal uygulamalar ve
16S rRNA gen boélgelerinden gen caligmalar1 yaparak tasarlanan 0zgiin primerler
kullanarak molekiiler calismalarla izole ettik.

Sindirim kanallarma tutunma ve uzun siireli orada kalma Ozelliklerini arastirmak
icin ¢alismada ona yer verdik. Ug tekrarli, 96 saatlik, ODgo’ de yaptigimiz biiyiime
dlgiimlerinde, biiyiimelerini ve canliliklarmi koruduklarmi gézlemledik. Ozellikle ince
bagirsaga tutunarak uzun siireli orada kalabileceklerini ve bdylelikle sindirim kanalini
diizene sokmadaki aktivitelerinin daha etkili olacagini tahmin etmekteyiz.

Izole ettigimiz suslara, plazmit transferi yaparak, gen transferi kapasitelerine de
bakmis bulunmaktayiz. Ulastigimiz sonuglara gore, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus
acidophilus ve Lactobacillus rhamnosus pAC 80 plazmiti transferi gerceklesmistir. Bu
suslarin gen transferi yetenekleri biyomiihendislik ve biyoteknolojik calismalar icin
dikkate alinacak bir 6zellik olacagini vurgulamak isteriz.

Tiim bunlar sonucunda, izolasyon ve tanimlanmasi yapilan bakterilerin molekiiler
genetik alaninda kullanimlarinda 6nemli bir referans olacagi kanisindayiz.
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