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Laktik asit bakterileri (LAB)’nin giivenilirlik 6zelliklerini belirlemek amaciyla
peynir ve yogurt drneklerinden daha o6nceki c¢aligmalarda izole edilmis, 16S rRNA sekans
analizi ile genetik tanis1 yapilmis ve bazi teknolojik 6zellikleri belirlenmis 87 adet LAB
materyal olarak kullanilmistir. Yapilan arastirmalar sonucunda LAB’nin 48’inin jelatinaz
aktivitesine sahip oldugu ve 19’unun biyofilm olusturdugu tespit edilmistir. LAB’nin
biyojen olusturma &zellikleri incelendiginde; 16 adet L. fermentum, 3 adet L. bulgaricus ve
’er adet L. lactis, L. paracasei ve L. plantarum suslarinin arastirilan histidin, fenilalanin,
tirozin, ornitin, triptofan ve lizin dekarboksilaz enzimlerinin tamami belirlenmistir.

Bakterilerde hemoliz ve DNaz aktivitesi tespit edilmemistir. Ekstraseliiler proteaz
tiretimi skim milk, siit agar ve kazein agarda incelenmistir. Bakterilerin 64 adedi skim milk
agarda, 27 adedi siit agarda, 84 adedi ise kazein agarda zon olusumu gdstermistir. Ayrica
87 adet susun 25 adedi {i¢ besiyerlerinde zon olusturmustur. Her {i¢ besiyerinde de zon
olusturmayan sus tespit edilmemistir.

Yapilan arastirma sonucunda farkli siit ve yogurt o6rneklerinden daha 6nce izole
edilmis olan 87 adet LAB’nden 9 adet L. bulgaricus (PLal8B, PLa23B, PLc36A, YLal2B,
YLa27C, YLa31A, YLj15C(A), YLj22A, YLr26A(B)), 4 adet L. fermentum (PLc27B(A),
PLr2B, YLal6C YLa37B), 4 adet L. rhamnosus (PLc23B(A), PLc36A(A), PLj6B,
PLj6B1), 1’er adet P. acidilactici PLr8D(A2), L. lactis PLr7A(A), L. plantarum PLj18A1
suslart olmak tizere toplam 20 bakteride hemolitik aktivite, jelatinaz, DNaz ve amino asit
dekarboksilaz  iiretimi, biyofilm olusumu ve ekstraseliiler proteaz aktivitesi
belirlenmemistir. Bu bakterilerde ayn1 zamanda viriilans genlerden gel, hyl, asal, esp,
cylA, efaA, ace, amino asit dekarboksilaz igin; hdc ve tdc genleri ve antibiyotik direncinin
belirlenmesi i¢in ise arastirilan ermA, ermB, ermC, aac(6') aph(2"), cat, tetK, tetL, tetM,
tetS, tetQ, tetX, vanA, vanB, vanC, vanX gen bolgeleri de tespit edilmemistir. Incelen tiim
bu parametreler acisindan bu LAB giivenilir olarak yorumlanmustir.

Anahtar Kelimeler: LAB, giivenilirlik, viriilans, antibiyotik, risk
Hazirlanan bu Yiiksek Lisans Tezi Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel

Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan 0462-YL-17 proje numarast ile
desteklenmistir.
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A total of 87, previously described for their technological properties and identified
by 16S rRNA sequence analysis, lactic acid bacteria (LAB) isolated from cheese and
yogurt were used in this study to determine the safety characteristics of LAB. The results
showed that 48 LAB tested had gelatinase activity and 19 LAB had biofilm formation
capability. 22 LAB strains (16 L. fermentum, 3 L. bulgaricus, 1 L. actis, 1 L. paracasei and
1 L. plantarum) have found to produce all of the biogenic amine tested which were
histidine, tyrosine, ornithine, tryptophan, phenylalanine, and lysine decarboxylase enzymes

None of the isolates showed hemolytic activity or DNase production. 64 isolates
had extracellular protease activity on skim milk agar, whereas 27 and 84 strains showed
zone formation on milk agar and casein agar, respectively. In addition, 25 of the 87 strains
formed zones on all three media. There was no strain having a zone-negative result for all
of the media tested.

As a result, a total of 20 LAB out of 87 LAB isolated from different milk and
yogurt samples (L. bulgaricus PLal8B, PLa23B, PLc36A, YLal2B, YLa27C, YLa31A,
YLj15C (A), YLj22A, and YLr26A (B); L. fermentum PLc27B(A), PLr2B, YLal6C, and
YLa37B; L. rhamnosus PLc23B(A), PLc36A(A), PLj6B, and PLj6B1; 1 P. acidilactici
PLr8D(A2); 1 L. lactis PLr7A(A); 1 L. plantarum PLj18A1) have found to be negative for
hemolytic activity, gelatinase, DNase, and amino acid decarboxylase production, biofilm
formation, and extracellular protease activity. These straines are also negative for the genes
involved in virulence; hyl, asal, esp, cylA, efaA, and ace, in amino acid decarboxylase;hdc
and tdc,and in antibiotic resistance; ermB, ermC, aac(6') aph(2"), cat, tetK, tetL, tetM,
tetS, tetQ, tetX, vanA, vanB, vanC, and vanX. In terms of all these parameters examined,
these LAB have been interpreted as reliable.

Keywords: LAB, safety, virulence, antibiotic, risk
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB), Amerikan Gida ve Ilag Idaresi (FDA) ve Avrupa
Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA) tarafindan uzun zaman once Giivenli Olarak Kabul
Edilen (GRAS) ve Kalifiye Emniyet Varsayim (QPS) durumlarini destekleyen fermente
gida iiretiminde ve tiiketiminde uzun bir giivenli kullanim ge¢misine sahiptir. LAB, siit
endiistrisinde ve biyoteknolojik uygulamalarda ¢ok onemli bir yer tutmaktadir. Bu
bakteriler fermente siit tirtinleri tiretiminde baslatici kiiltlir olarak, insan ve hayvan saglik
tiriinlerinde ve ayrica hayvan yemi katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Bircok rapor
geleneksel fermente gidalarin probiyotik ozelliklere sahip zengin LAB kaynaklari
oldugunu gostermistir (Liu vd., 2011; Favaro vd., 2014; Palomino vd., 2015).
Probiyotikler; insanlarin veya hayvanlarin dogal mikroflorasina ait 6zellikleri gelistiren,
belirli dozlarda kullanildiklar1 zaman agizda, gastrointestinal (GI) sistemde, iist solunum
yollarinda ya da tirogenital kanallarda yararl etkileri ile konak¢inin sagliginda iyilesmeye
sebep olan tek veya karigik canli mikroorganizma kiiltirleridir (Colombo, 2017; Todorov
vd., 2017). Probiyotikler ¢ok uzun siireden beri ozellikle siit iiriinlerinde giivenli bir
sekilde kullanilsalar da, giinimiizde bazi probiyotiklerin giivenli olmadiklar ile ilgili
farkli arastirmalar bulunmaktadir. Probiyotikler {izerine yapilan ¢alismalarda giivenlik ile
ilgili kisimlarin yeterince arastirilmadigi goriilmektedir (Doron ve Snydman, 2015).

Diinya genelinde otoriteler gida giivenliginin saglanmasi i¢in kisitlamalar
getirmekte ve yeni diizenlemeler yapmaktadirlar. S6z konusu kisitlamalar ve
diizenlemelere ek olarak, artan toplumsal kaygilar nedeniyle siirecin siirekli takip
edilmesi, iretici ve tiiketicilerin korunmasi gerekmektedir. Yapilan yeni aragtirmalarla,
yararli kiiltiirlerin se¢iminde ve karakterizasyonunda, tiiketici sagligina olan faydalarina
odaklanilarak 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir (Mohammadi vd., 2012). Bu bakterilerin,
insan tiiketiminde kullanilacak olan olumlu &zelliklerinin yani sira, olumsuz etkiler de
gosterebilme riski sebebiyle giivenilirliginin degerlendirilmesi Onemlidir. Viriilans
mekanizmalarindan dolay1, transfer veya genetik mutasyon yoluyla bakteriler arasinda
gecis meydana gelebilecegi i¢in kiiltiirler, suslarin potansiyel viriilans 6zelliklerine gore
analiz edilmelidir. Viriilans ¢alismalari, gida endiistrisinde kullanilan kiiltiirlerin
giivenilirligi hakkindaki bilgileri desteklemektedir. Bakteriler tarafindan kullanilan birgok

patojenik mekanizma, insan konakg¢ilarda hastaliga neden olmaktadir (Sanders vd., 2010;
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van Reenen ve Dicks, 2011). Bu patojenler, konakg1 hiicrelere baglanan ve boylece farkli
tepkileri uyaran c¢ok ¢esitli molekiilleri ifade eder. LAB’nin gidalardan izole
edilebilmesine ragmen genellikle bazi genlerin konjugatif plazmidler i¢inde yer almasi ve
genetik transfer riski nedeniyle, Lactobacillus spp.'nin viriilans faktorlerinin
biyomolekiiler prosediirlerle dogrulanmasi gereklidir (Todorov vd., 2017).

LAB, GRAS organizmalar olarak diisiiniilse de, antibiyotik direnglerini patojenik
bakterilere transfer etme potansiyeli veya biyojenik aminler olarak toksik bilesikler
tiretme ihtimalleri bulunmaktadir. Son zamanlarda bir¢ok arastirmaci LAB dahil olmak
tizere kommensal bakterilerin insan patojenlerinde bulunanlara benzer antibiyotik direng
genleri rezervuarlari olarak gorev yapabileceklerini 6ne siirmiislerdir. Bu bakterilerle
iligkili ana tehdit, diren¢ genlerini patojenik bakterilere aktarabilmeleridir. Lactococcus
lactis, Enterococcus ve fermente et ve siit uriinlerinden izole edilen Lactobacillus
tiirlerinde direng kazanan genlerden tetrasiklin, eritromisin ve vankomisine saptanmis ve
karakterize edilmistir. Diinya ¢apinda ¢esitli kuruluslar tarafindan, baslangig kiiltiirlerinin
ve probiyotik mikroorganizmalarin biyogilivenlik kaygilarina deginmek i¢in yakin
zamanda bir dizi girisim baglatilmigtir. Yapilacak c¢alismalar ile siit baslatict
mikroorganizmalarinin, antibiyotik direncli genlerin bagirsak mikroorganizmalarina ve
gidaya bagli patojenik bakterilere yatay transferinde oynadigi roliin daha iyi
anlagilayacag diistiniilmektedir (Palmer vd., 2010; Davies ve Davies, 2010).

LAB ile ilgili yapilan c¢aligmalar, bu bakterilerin teknolojik, endiistriyel,
fonksiyonel ve giivenilirlik 6zelliklerinin gida endiistrisinde 6nemini ortaya koymaktadir.
LAB’nin GRAS kabul edilmesinden dolay1 giivenilirlik 6zellikleri ile ilgili aragtirmalarin
yeni oldugu ve iilkemizde bu konu ile ilgili heniiz az sayida arastirmanin yapildigi
belirlenmistir. Yapilan aragtirmalar sonucunda LAB ile ilgili riskler heniiz net degildir.
Mikroorganizmalarin potansiyel viriilansinin belirlenmesi, GRAS kabul edilen bir grup
bakteri arasinda bile giivenilirligin ortaya konmasi igin gereklidir (Araya vd., 2002). Bu
nedenle LAB’nin giivenilirligi lizerine yapilan caligmalarin arttirilarak, bu bilgilerin
tiiketicilerle paylasiimasit onemlidir. LAB’nin bir hastaligin tedavisi veya oOnlenmesi
amaciyla kullanilabilmesi i¢in daha fazla bilgiye ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tamamlanan bu tezde farkl siit ve yogurt 6rneklerinden daha 6nce izole edilmis
olan 87 adet LAB’nin biyogiivenilirlik 6zelliklerini belirlemek amaciyla; hemolitik,
deoksiriboniikleaz (DNaz) aktiviteleri, jelatinaz iiretimi, amino asit dekarboksilaz tiretimi,
izolatlarin biyofilm olusturma ozellikleri, ekstraseliller proteaz firetimleri, viriilans

genlerden jelatinaz, hiyaliironidaz, agregasyon maddesi, enterokokal yiizey proteini,
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sitolizin, endokardit antijeni, kolajen baglayici protein, amino asit dekarboksilazlar igin;
histidin dekarboksilaz ve tirozin dekarboksilaz genleri, antibiyotik direng genleri i¢in ise;
eritromisin, gentamisin, kloramfenikol, tetrasiklin, vankomisin ile ilgili gen bolgeleri
uygun primerler kullanilarak bakteriler; viriilans, amino asit dekarboksilaz ve antibiyotik

diren¢ genlerinin varlig1 agisindan incelenmistir.
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2. GENEL BIiLGILER

2.1.  LAB ve Genel Ozellikleri

Lactobacillaceae familyasina ait LAB Gram pozitif, DNA's1 %55’in altinda G+C
oraninda, fakiiltatif anaerob, Sporolactobacillus inulinus hari¢ sporsuz, asit tolerant
tiirleri iceren, insanlar ve hayvanlarin GI sistemleri ve gidalar gibi genis bir ekolojik
yelpazede dogal olarak bulunan, glukozu homofermentatif ve heterofermentatif olmak
tizere iki sekilde katabolize eden heterojen bir mikroorganizma grubunu temsil eder
(Mathur ve Singh, 2005; Evren vd., 2011). Bu bakteriler mutlak fermantatiftirler ve asil
fermantasyon iiriinii olarak laktik asit iretir, Sitokrom igermez ve elektron tasima
sistemleri yoktur. Bu nedenle LAB’nde enerji eldesi yalnizca substrat diizeyinde
fosforilasyon ile gergeklestirilmektedir. Heterofermentatif tiirleri yan {irlin olarak asetik
asit, formik asit, etanol ve karbondioksit iiretebilmektedir. Morfolojik olarak kisa veya
uzun ¢omak veya kok sekilli gibi ¢cok degisken o6zellik gosteren LAB, fizyolojik agidan
olduke¢a benzer 6zellik gostermektedirler. Katalaz negatif (diisiik oranda seker ihtiva eden
ortamda pseudokatalaza sahip suslar goriilebilir), Pediococcus cinsi hari¢ tek diizlemde
boliinen hareketsiz, cubuk veya kok seklinde bakteriler olarak tanimlanmaktadir (Konig
ve Frohlich, 2017). Bitkisel ve hayvansal hammaddelerin fermantasyonunda endiistriyel
baglatici  kiiltiir olarak kullanilan bu bakteriler; Aerococcus, Oenococcus,
Carnobacterium,  Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium,
Brevibacterium,  Leuconostoc,  Pediococcus,  Streptococcus,  Tetragenococcus,
Vagococcus ve Weissella olarak adlandirilan 14 cins icermektedir (Saglam ve Karahan,
2017; Mokoena, 2017). L. acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. rhamnosus, L.
bulgaricus, L. fermentum, L. reuteri, Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis cremoris,
Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B. adolecentis, B. longum, B. breve, Enterococcus
faecalis, E. faecium en yaygin tiirlerdir ve yaklagik 125 tiir igerir. Bu bakteriler agirlikli
olarak mezofiliktir ve genellikle yiiksek sicakliga dayanamazlar (De Vuyst ve Leroy,
2007; Messaoudi vd., 2013).

LAB, dogada ¢ok yaygin bulunmalari, ¢esitli gida maddelerinde sikca rastlanilan
bozulmalara neden olmalar1 ve baz1 gidalarin iiretim ve olgunlastirilmasinda teknolojik
acidan 6nemli rol oynamalar1 nedeni ile gida teknolojisinde biiyiik 6nem tagimaktadir
(Alvarez-Sieiro vd., 2016). LAB, teknolojik 6zellikleri nedeniyle, genellikle fermente
tirtinler tiretmek icin kullanilan baglangi¢/destek kiiltiirler gida endiistrileri i¢in énemlidir

(Lahtinen vd., 2011). LAB'nin se¢ilmis kiiltiirleri siit endiistrisi tarafindan biiyiik 6lgekte
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kullanilmig ve son iriinde mikrobiyolojik giivenlik, stabilite ve kalite avantajlart
saglamistir (Ringo vd., 2018). Son zamanlarda yapilan bir arastirmada, Hollanda tipi
peynir Uriinlerinin tretiminde heterofermentatif Lactobacillus spp. kullaniminin, son
tirlinlin kalitesini, giivenligini ve raf dmriinii olumsuz yonde etkileyen teknolojik olarak
zararli mikroorganizma popiilasyonlarini azalttig1 tespit edilmistir (Aljewicz ve Cichosz,
2017). LAB ile bakteriyosin ve laktik asit tiretimi ile patojenik bakteriler {izerinde inhibe
edici etkiye sahiptir (Coelho vd., 2014; Favaro vd., 2015). Ayrica, LAB'nin siit iirlinlerine
eklenmesi, teknolojik oOzelliklere ve aynmi zamanda fonksiyonel oOzelliklere katkida
bulunabilir (Favaro vd, 2014). Tim diinyada LAB fermente et, siit, tahil, meyve ve sebze
tirlinlerinin hazirlanmasi ve muhafaza edilmesinde kullanilmaktadir (Basyigit Kilig¢ vd.,
2006; Can ve Coban, 2012; Holzapfel ve Wood, 2012; Wood, 2012; Ghanbari vd., 2013).
Diinyada asidik gida fermantasyonlarinin yayginlasmasi ve endiistriyel iiretimin
baslamasiyla, baslatict LAB’nin kullanimi biiyiik 6nem tagimaya baslamistir. Baslatici
LAB; mikrobiyal giivenligi saglama, daha iyi organoleptik ozellik gdsterme, seker
polimerleri, tatlandiricilar, aromatik bilesenler, vitaminler ve yararli enzimler iiretme gibi
teknolojik anlamda faydalari ile besin degerini arttirici ve probiyotik 6zellik gostermesi
gibi avantajlariyla onem tasimaktadir. Bazi aragtirmacilar, g¢esitli LAB'nin, patojenik
mikroorganizmalarin gelismesini inhibe etme o&zelliklerini, mikotoksinleri bozma
kabiliyetlerini, probiyotik Ozelliklerini ve farkli kaynaklardan LAB izolatlarinin
antimikrobiyal aktivitelerini arastirmiglardir (Todorov, 2009; Basyigit Kili¢ vd., 2013;
Mokoena, 2017). Bu bakterilere kars1 endiistriyel ilgi, bu bakterilerin endiistriyel ve tibbi
alandaki uygulamalari her gecen giin hizla artmaktadir (Basyigit Kilig vd., 2006;
Salminen vd., 2006; De Vuyst ve Leroy, 2007; Basyigit Kili¢ vd., 2009; Xiong vd., 2012;
Kaya, 2013).

Bircok calisma geleneksel fermente gidalarin probiyotik 6zelliklere sahip zengin
LAB kaynaklart oldugunu gostermistir (Liu vd., 2011; Favaro vd., 2014; Palomino vd.,
2015). Lactococcus spp. Avrupa Gida Giivenligi Ajansi (2007) tarafindan GRAS olarak
taninma ve QPS statiisli i¢in uygun olma avantajina sahiptir. Gida iiretiminde 6nemli
teknolojik 6zelliklerine ilave olarak, ¢esitli calismalar LAB’nin konak i¢in yararli katkilar
sagladigimi  gostermistir  (Rodriguez vd., 2017). Lactobacillus, Streptococcus,
Bifidobacterium, Bacillus cinsleri icerisinde yer alan bakteriler mide-bagirsak florasinin
onemli popiilasyonunu olusturmaktadir (Basyigit Kilig ve Karahan, 2010; Giilgor ve
Ozgelik, 2014). Laktobasillerin belirli iiyeleri cogunlukla probiyotik mikroorganizmalar
olarak kullanilmaktadir (LeBlanc vd., 2011; Yildiran vd., 2015).
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2.2.  LAB’nin Giivenilirlik Ozellikleri

Gida endistrisinde kullanilacak bakteri kiiltlirlerinin se¢iminde giivenilirlik
Ozelliklerinin ~ belirlenmesi ~ 6nemlidir.  “Gida  giivenligi”  kelimesi, gida
kontaminasyonunun kimyasaldan biyolojik etkisine kadar her yoniinii kapsar (Akbar ve
Anal, 2011). Gida iiriinlerinde yogun olarak kullanilan bakteriler arasinda LAB baslatici,
koruyucu ve probiyotik kiiltiir olarak akla gelmektedir. FAO/WHOQO'ya gore, ticari
probiyotiklerin gelistirilmesi, taksonomik tanimlamalarinin yani sira in vitro ve in vivo
fonksiyonel karakterizasyonlar1 ve giivenlik degerlendirmelerini gerektirmektedir.
Faydali kiiltiirler, beslenme ve tip alaninda biiyiik 6neme sahiptir. Bununla birlikte, bu
mikroorganizmalarin gidalardan izolasyonu, karakterizasyonu, giivenligi ve uygulanmasi
ile ilgili 6zel g¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu bilesiklerin istenen yararlari tesvik
etmedeki etki mekanizmalar1 hakkinda kesin ¢alismalar bulunmamaktadir. Ayrica, bu
sekilde karakterize edilen faydali kiiltiirler, suslarin potansiyel viriilans 6zelliklerine gore
analiz edilmelidir.

Probiyotik potansiyele sahip olan suslarin; antibiyotik diren¢ modellerinin ve
metabolik aktivitelerin belirlenmesi, D-laktat {iretimi, safra tuzu dekonjukasyonu gibi yan
etkilerinin degerlendirilmesi, bilinen bir memeli toksini {ireticisi olan bir tiire ait ise,
toksin Uretimi agisindan incelenmesi, bilinen hemolitik potansiyele sahip bir tiire ait ise
de hemolitik aktivitesinin belirlenmesi, lesitinaz aktivitesi, toksin genleri gibi bazi olasi
viriilens genler ve hareketli genetik elementlerin varligi agisindan farkli ortamlarda
gelisiminden sonraki sitotoksik ve sitopatolojik 6zellikleri hiicre hattinda belirlenmelidir
gerekmektedir (Araya vd., 2002; Huys vd., 2013). Ayrica, probiyotiklerin giivenilirliginin
degerlendirilmesinde ele alinmasi gereken diger faktorler; patojenitesi, immiinolojik yan
etkilerinin degerlendirilmesi ve metabolik aktivite oOzelliklerini icermektedir.
Probiyotiklerin gidalarda kullanilabilmesi i¢in; bakterilerin fenotipik ve genotipik
yontemlerle cins, tiir ve sus diizeyinde tanimlanmasi ve uluslararasi kabul goren bir kiiltiir
koleksiyonuna verilmesi ilk énemli basamaktir. Kiiltiirlerin giivenilirligi 6nce in vitro
calismalar ve daha sonra hayvan ve insan deneyleri ile belirlenmelidir (FAO/WHO,
2002).

LAB arasinda viriilans direngli tiirlerin belirlenmesi, gida iiretiminde direngli
genlerin patojenlere transfer edilebilmesi riskini agiga ¢ikarmistir (Fraqueza, 2015; Doron
ve Snydman, 2015). EFSA’ya gore probiyotik olarak kullanilan kiiltiirlerin bir¢cogu

giivenilirdir ve nadiren yan etkileri bulunmaktadir. Ancak yine de probiyotik nitelikli
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gidalardaki saf kiiltiirlerde antibiyotik diren¢ genlerinin varliginin izlenmesi gerektigi
bildirilmigtir. Nitekim gida zincirindeki probiyotikler ile ilgili Avrupa Birligi’nde bu
rtinlerdeki transfer edilebilen direng¢ genlerinin elimine edilebilmesine dair aktif bir
politika bulunmamaktadir (Gueimonde vd., 2013).

LAB’nin az sayida da olsa endokardit, kan zehirlenmesi ve idrar yollari
enfeksiyonlarina yatkin olduklar1 bildirilmistir. Enterokokal olmayan, bazi endokardit
durumlarinda L. rhamnosus, Lc. lactis, Leuconostoc tiirleri ve L. casei (paracasei)'nin
tespit edildigi belirlenmistir. Laktobasil enfeksiyonlari, saglikli niifusta, yilizyili agskin bir
stirede yaklasik 1/10 milyon insan altinda ¢ok diisiik bir oranda goriilmiistiir (Fraqueza,
2015).

Gasser (1994)'e gore, L. rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum, L. casei, L.
paracasei, L. salivarius, L. lactis ve Leu. mesenteroides bakteriyel endokarditte tespit
edilmistir. L. rhamnosus, L. plantarum, Leu. mesenteroides, Pediococcus acidilactici, B.
eriksonii ve B. adolescentis kan dolasimi ve bir¢cok lokal enfeksiyonlardan izole
edilmislerdir.

Mikroorganizmalar tarafindan {retilen katalaz, koagiilaz, hyaluronidaz gibi
enzimler hem bakterilerin biyokimyasal tanimlamalarinda ayirt edici 6zellik olarak
kullanilmakta, hem de bu bakterilerin 6nemli birer patojenite 6zelligi olarak karsimiza
cikmaktadir. Penisilinaz enzimleri penisilinin beta-laktam halkasin1 pargalayarak
penisiline direngliligi saglamaktadir. LAB; DNaz, termoniikleaz, hyoluronidaz, lipaz ve
ekstraseliiler proteaz gibi patojenite ile ilgili enzimlere de sahiptir.

Enterokoklar, disiik viriilansli mikroorganizmalar olmalarina ragmen insan
kaynakli ve hastane kaynakli enfeksiyonlarda 6nemli etkenlerdir. Enterococcus tiirlerinin
birden fazla insan enfeksiyonu ile iligskisi nedeniyle giivenligi konusunda artan kaygilar
bulunmaktadir (Moreno vd., 2006; Brandao vd., 2010). Carlos vd. (2010) Enterococcus
tirlerinde bir¢ok viriilans faktor ve etkilerini belirlemislerdir. Farkli patojenitelere ek
olarak, antimikrobiyal direngli genlerin varligina iliskin ¢esitli faktorler tehlikeli olarak
bildirilmistir (Bautista-Gallego vd., 2013). Bu tehlikeler GI sistemde gen degisimi
indiiksiyonu, insan sagligi ve veteriner hekimlikte, hayvan islahinda uzun yillardir
antibiyotiklerin rastgele kullanimindan kaynaklanmaktadir (van Reenen ve Dicks, 2011;
Munoz vd., 2014). Bu faktorler halk sagligi acisindan 6nemli bir risk olusturmaktadir. Bu
sebeple, gida zincirine giren bakterilerin yayilma direncini 6nlemek ve insanlar/hayvanlar
icin viriilans riskine yol agmasi sebebiyle, daha fazla arastirilmasi gerekmektedir (van

Reenen ve Dicks, 2011).

17



2.2.1. Hemolitik Aktivite

Hemoliz, dokulara oksijen verilmesinden sorumlu kirmizi kan hiicreleri olan
eritrositlerin pargalanmasi ve hemoglobinin ortama salinmasidir. Bakteriyel kolonilerin
hemolize neden olma kabiliyetine hemolitik aktivite denir ve hemolitik O6zelliklerini
belirlemek i¢in kanli agar besiyeri kullanilir (Giilel, 2014).

LAB’nin hemolitik aktivitesinin belirlenmesi 6nemli bir kriterdir. Gida
endiistrisinde baglatic1 kiiltiir olarak kullanim potansiyeli olan mikroorganizmalarin,
hemolize neden olmayan gama-hemolitik (y-hemoliz) suslar olmasi gerekmektedir
(Maragkoudakis vd., 2006; Anas vd., 2008). LAB’de hemolitik aktivite genellikle
Streptococcaceae familyasina ait Streptococcus, Lactococcus ve Enterococcus cinsi
bakterilerde goriilebilmektedir (Kilig, 2004). Probiyotik seciminde patojenik ve invaziv
ozellik gostermemeleri giivenli probiyotiklerin se¢imi i¢in 6nemlidir (Sharma vd., 2017).
Mikroorganizmalarin hemolitik aktiviteleri, kullanilan kan tiiriine, agarin kalinligina ve
ayni zamanda kiiltiir kosullarina gore degisebilir. Hemolitik aktivite 3 sekilde
gerceklesmektedir. Bunlar a-hemoliz (alfa-hemoliz), B-hemoliz (beta-hemoliz) ve gama-
hemoliz’dir. Alfa-hemoliz, hemoglobinin, bakterilerin {irettigi hidrojen peroksit ile
methemoglobine oksidasyonudur. Kirmizi kan hiicrelerinin hiicre zar1 bozulmadan
kaldigindan, gergek lizis olarak kabul edilmez. Beta-hemoliz, streptolizin enziminin
neden oldugu eritrositlerin tamamen pargalanmasi olarak tanimlanir ve bu 6zellige sahip
olan tiirlere beta-hemoliz denir. Gama-hemoliz higbir hemolitik reaksiyonu ifade etmez.
Kanli agar ortaminda iiretildiklerinde koloni etrafinda seffaf zon olusturanlar beta-
hemolitik, koloni ¢evresinde tam olmayan, yesilimsi bir hemoliz yapanlar alfa-hemolitik

ve hemoliz yapmayan bakteriler gama-hemolitiktir (Giilel, 2014).

2.2.2. Jelatinaz Uretimi

Jelatinaz iretiminin tespiti bakteri identifikasyonunda 6nemli bir testtir. Jelatin
hayvansal kollojen tiirevi olan bir proteindir. Jelatin jelatinaz enzimi tarafindan hidrolize
edilir. Bu enzimin bakteride belirlenmesi identifikasyonda kullanilan 6énemli testlerden
biridir (Seckin ve Dostbil, 2018).

Hiicre dis1 bir proteaz olan jelatinazin 6zellikle E. faecalis’in patojenitesinde rol
aldig1 bilinmektedir ve klinik izolatlarin yaklasik %601 tarafindan sentezlendigi tespit
edilmistir (Galloway-Pena vd., 2011). Jelatinaz biyofilm olusumunun ilk agsamalarinda

gereklidir ve kollajen, fibrinojen, fibrin, endotelin-1, bradikinin, LL-37 ve tamamlayici
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bilesenler C3 ve C3a gibi konak substratlarini hidrolize ederek viriilansa katkida bulunur
(Thurlow vd., 2010; Perez vd., 2015). Enfeksiyon etkeni olan klinik izolatlar arasinda
Enterococcus’larin %45’inde farkli diizeylerde jelatinaz aktivitesi tespit edilmistir (Birri
vd., 2013).

Jelatinaz {iretiminin gelE geni ile arasindaki iligskiyi arastiran Zhu vd. (2010)
endodontik tedavi yetersizligi olan hastalarin tiikiiriik ve kok kanallarindan izole ettikleri
farkli E. faecalis suslarinin hepsinde gelE geninin tespit ettiklerini, ancak E. faecalis
suglarinin jelatin, kazein, insiilin, fibrinojen ve jelatinaz enzimini {iretemedigini
belirtmiglerdir. Bunun sonucu olarak, gelE geni ile jelatinaz enzimi iiretimi arasinda
dogrudan iligkili olmadig1 disiiniilmistiir (Barbosa vd., 2010; Wang vd., 2011). E.
faecalis yapisinda gelE geni bulundursa bile jelatinaz {iretemeyecegini belirtmistir

(Giineser, 2013).

2.2.3. DNaz Uretimi

Deoksiriboniikleaz, deoksiriboniikleik asidin (DNA) omurgasindaki fosfodiester
bagmin hidrolizini katalize eden bir enzim sinifidir. Mikroorganizmalarin DNaz iiretme
kabiliyetine DNaz aktivitesi denir. DNazlarin ana rollerinden biri, hiicreyi yabanci
DNA’larin saldiridan korumaktir. DNaz, test agar plak yontemi ile veya DNaz besiyeri
kullanilarak belirlenir. DNaz test agar; triptoz, DNA ve sodyum Kkloriir igeren bir kiiltiir
ortamidir. Triptozdan tiiretilen peptitler, karbon ve azot kaynaklar1 olarak goérev yapar,
substrat olarak DNA ve sodyum kloriir ozmotik dengeyi saglar. Test edilecek bakteri
kiltiirii saf bir sekilde test agarinin yiizeyine ¢izilerek agilanmaktadir. Cizgiler yaklasik 2
cm uzunlugunda ve 5 mm genisligindedir. Asilanan plakalar, 48 saat boyunca 37°C'de
inkiibe edilir ve daha sonra besiyeri iizerine 1N HC1 ile damlatilir. DNaz test agarindaki
DNA hedef mikroorganizma tarafindan hidrolize edilmezse, asit ilavesiyle ¢okelir ve
opak bolgeler olusturur. Ote yandan, eger DNA hidrolize edilirse, asit oligoniikleotitleri
cozer ve kolonilerin etrafinda seffaf bolgeler meydana gelir (Giilel, 2014).

Ekstraseliler DNaz, DNA hidrolizi ile niikleotidlerin miktarim1 arttirarak
patojenlere gelisme avantaji saglar ve iltihabin sivilagtirilmasiyla patojenlerin
yayillmasina yardim eder. DNaz nétrofil hiicre dis1 etkileri pargalayarak dogustan gelen
immiin tepkinin bozulmasina neden olmaktadir (Hasegawa vd., 2010). Bu enzimi iireten
probiyotik bir mikroorganizmanin herhangi bir ilag ve gida/yem endiistrisinde probiyotik
olarak kullanilamayacag ifade edilmistir (Syal ve VVohra, 2013). Caso ve Suarez (1997)

L. plantarum i¢in DNaz aktivitesinin varligini bildirmislerdir.
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2.2.4. Biyofilm Olusumu

Biyofilm; biyolojik bir olusumdur ve degisime ugramis, ylizeye ya da birbirine
tutunarak, matriks ya da hiicre dis1 polimerik madde (EPS) igine gdmiilmiis olan
planktonik hiicrelerden; ¢ogalma, genetik yap1 ve protein sentezi agisindan tamamen
degisik yapida olan mikroorganizmalardan olugmaktadir (Kankaya vd., 2017). Biyofilm
tiretimini bakterilerin yapistiklar1 ylizeydeki besin elementleri, pH ve sicaklik gibi ortam
kosullan etkilemektedir. Biyofilmin biiyiik bir boliimiinii olusturan EPS’nin ana bileseni
polisakkarittir ve yiiksek seviyede su igermekle birlikte yapisinda hidrofobik ya da
hidrofilik kisimlar bulunmaktadir (Demir vd., 2017).

Biyofilmler, gida {iriinlerinin patojenite ve bozulma mikroorganizmalar: ile
potansiyel kontaminasyonlara sebep olduklari i¢in gida endiistrisinde bir risk faktorii
olarak kabul edilmektedir. Biyotik veya abiyotik yiizeylerde bakteri rezervuari haline
gelerek biyofilmler olusabilmektedir. Biyofilmler, mikroorganizmalarin temizlik ve
dezenfeksiyon islemlerine karsi diren¢ kazanmasina sebep olurlar. Ornegin, ekipmanin
biyofilm ile kontaminasyonu, Fransa'da arastirilan gida kaynakli hastaliklarin 9%59'una
sebep olan bir faktor olmustur (Midelet ve Carpentier, 2004).

Bazi1 LAB tiirlerinde biyofilm olusumu bildirilmistir ve bir¢cok c¢alisma yapisma
veya biyofilm olusumundan sorumlu genleri tanimlamistir (Lebeer vd., 2007). Landeta
vd. (2013)’nin ¢alismasinda, L. sakei suslarinin %43'i biyofilm olusumu gostermistir.

Gida zincirinde direngli patojen bakterilerin ortaya ¢ikmasi dezenfeksiyon igin
cesitli alternatiflerin arastirilmasi fikrini giiclendirmektedir. Ozellikle gida endiistrisinde,
yiizeyler ve ekipmanlarla iligkili patojenlerin kaliciligin1 kontrol etmek amaciyla dogal
tirtinlerin kullanilabilmesi i¢in yeni stratejilerin gelistirilmesi gerekmektedir. Bu nedenle,
gidalarda, tarim iirlinlerinde veya memelilerin GI sistemlerinde bulunan ve gida
iiretiminde baslatict kiiltiir olarak kullanilan LAB tarafindan olusturulan biyofilmler,
patojenik biyofilm olusumunun inhibe edilebilmesi i¢in olduk¢a dnemlidir (Winkelstroter
vd., 2013).

Biyofilm olusumunun kontrol altina alinabilmesi i¢in, rekabet¢i dislama ilkesine
dayanarak diger bakteri tiirlerinin g¢ogalmasini 6nlemek igin sert yiizeylerde koloni
olusturmak amaciyla probiyotiklerin kullanilmasidir (Falagas ve Makris, 2009; Hibbing
vd., 2010). Bu ilke kullanilarak LAB, yemeye hazir kiimes hayvani isleme tesisindeki
Listeria monocytogenes susunu basariyla azaltmis ve biyofilm olusturma 6zelligine sahip

laktobasiller, L. monocytogenes'i abiyotik yiizeylerde kontrol edilebilmistir (Zhao vd.,
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2013; Perez-Ibarreche vd., 2014). Cesitli calismalar, bakteriyosin tiireten LAB'nin,
biyositlerin bakteriyel biyofilmler iizerindeki bakterisit etkisini arttirdigini gdstermistir
(Lobos vd., 2009; Gomez vd., 2012).

Biyofilm olusumunun inhibisyonu ve biyofilmlere gomiilii hiicrelerin 6ldiiriilmesi
icin bakteriyosinlerin veya bunlarin iiretici suslarinin uygulanmasi yeni bir arastirma
alanidir. Gomez vd. (2016) farkli fermente Brezilya iirlinlerinden izole edilen
bakteriyosinojenik Lc. lactis VB69, L. lactis VB94, L. sakei MBSal, L. curvatus MBSa3
ve bakteriyosinojenik olmayan L. lactis 368, L. helveticus 354, L. casei 40, Weissela
viridescens 113’iin potansiyel probiyotik 6zelliklerini ve bunlarin E. coli O157:H7, L.
monocytogenes ve S. Typhimurium’un biyofilm olusumuna karsi inhibe edici etkilerini
degerlendirmisler ve probiyotik bakterilerin biyofilm {iretiminde kullanimi, gida
endiistrisinde patojenik biyofilm olusumunu azaltmak igin alternatif bir yaklagim
olabilecegini belirtmislerdir.

Yapilan ¢ogu ¢alisma ile esp* izolatlarin biyofilm olusturdugu, esp™ izolatlarda ise
biyofilm olusumunun gézlenmedigi tespit edilmistir (Anderson vd., 2016; Rahimi vd.,
2018).

2.2.5. Proteolitik Enzim Aktivitesi

Proteazlar konaga ait savunma mekanizmalarini bozarak dokulara yayilmada rol
oynarlar. Proteazlar konak proteinlerini yikarak, yaygin doku tahribatina neden olurlar.
Proteaz salinimi, mikrobiyal lireme i¢in gerekli besinlerin olusumunu saglar ve stafilokok
enfeksiyonlarmin daha siddetli olmasina sebep olur (Sharma vd., 2015).

Mitokondriyal i¢ zar proteazlari, elektron tagima zinciri aktivitesi, mitokondriyal
i¢ zar proteostazi bakimi ve mitokondriyal dinamikleri igeren temel islevleri diizenler
(Anand vd., 2013; Quiros vd., 2015). Bu proteazlarin aktivitesindeki dengesizlikler
patolojik mitokondriyal fonksiyonlarinda bozulmalara neden olabilir ve birgok hastaligin
baslangicinda ve patolojisinde rol oynar (Rugarli ve Langer, 2012). Dolayisiyla,
mitokondriyal i¢ zar proteazlari, mitokondriyal proteolitik aktiviteyi spesifik hiicresel
taleplere ve gevresel zorluklara uyarlamak i¢in diizenlenmelidir (Rainbolt vd., 2016).

Farkli laktobasil tiirlerinde bulunan proteolitik enzimler, farkli proteaz
aktivitelerini ve dogada, hiicre lokasyonunda farklilik gosterebilen karmasik

endopeptidaz ve ekzopeptidazlar sistemini ortaya koymustur (Stamatova vd., 2007).
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2.2.6. Aminoasit Dekarboksilaz Aktivitesi

Biyojen aminler gidalardaki aminoasitlerin, bazi mikroorganizmalarin
dekarboksilaz enzimleri ile dekarboksilasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir. Amino asit
dekarboksilasyon, gidalardaki aminlerin en yaygin sentezlenme seklidir ve aromatik
aminler, gidalar1 zehirli hale getirebilir (Dogu ve Sarigoban, 2015; Erdem vd., 2017).

Biyojen aminler alerjik ve karsinojenik etkiye sahip olmalar1 ve gidalarda kalite
indikatori olarak kullanilmalar1 sebebiyle 6nemlidir. Biyojen aminler proteince zengin ve
fermente gida maddelerinin iiretimi, islenmesi ve depolanmasi sirasinda olusabilen ve
gidalarla ¢ok fazla miktarlarda alinip ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda absorbe edilirlerse
bas agrisi, bas donmesi ve bir dizi alerjik reaksiyona sebep olurlar (Ladero vd., 2010;
Collins vd., 2011; Poveda vd., 2015; Isik, 2015). Biyojen aminler kalite indikatorii olarak
da kullanildiklarindan, yiiksek diizeyde biyojen amin iceren gida liriinleri diisiik kaliteli
olarak tanimlanir (Stadnik ve Dolatowski, 2010).

En sik gida kaynakli intoksikasyona neden olan biyojen amin histamindir.
Gidalardaki histaminin smir degeri 10-100 mg/kg gida olarak belirlenmistir. Bu sinir
sarap icin 2-10 mg/L olarak ifade edilmistir. Ton balig1 i¢in 50 mg/kg histaminin toksik
seviye oldugu FDA tarafindan bildirilmistir. Bu sinir Avrupa Birligi yonetmeliginde 100
mg/kg’dir ve Almanya’da balik ve balik iirlinleri i¢in 200 mg/kg olarak belirlenmistir
(Ozdestan ve Uren, 2012; Diiz ve Fidan, 2016). Ulkemizde balikta belirlenen yasal
histamin miktar1 taze ve sogutulmus baliklar i¢in 100 mg/kg, dondurulmus baliklar igin
100 mg/kg, islenmis baliklar i¢in 200 mg/kg ve konserve baliklar i¢cin 100 mg/kg olarak
sinirlandirilmistir (Ozdestan ve Uren, 2012). 5-10 mg histaminin alim1 bazi hassas kisiler
icin riskli kabul edilirken, 10 mg alim ise tolere edilebilir limit, 100 mg alim toksik ve
1000 mg alim ise asir1 toksik olarak kabul edilmektedir (Parente vd., 2001; Dogu ve
Sarigoban, 2015).

Mikroorganizmalarun gelisimini etkileyen sicaklik, pH, su aktivitesi gibi faktorler
mikrobiyal gelisimle iliskili biyojen amin olusumunuda etkilemektedir (Zaman vd.,
2009). Biyojen amin olusumu ortamin pH’sini yiikselterek mikroorganizmayr asidik
ortam etkisinden korumaktadir. Birgok arastirmaci, farkli bakteri suslarinin biyojen amin
tirettigini ortaya koymustur. Aminoasit dekarboksilaz, mikroorganizmalarda ¢ogunlukla
bulunmasina ragmen, Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus, Carnobacterium,
Lactococcus, Leuconostoc ve Streptococcus gibi LAB ile, Bacillus, Citrobacter,

Clostridium, Klebsiella, Escherichia, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Shigella,
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Photobacterium gibi tiirlerin, ¢esitli gidalarda yiiksek oranda biyojen amin irettigini
kanitlayan pek ¢ok calisma mevcuttur (Galgano vd., 2009; Dogu ve Sarigoban, 2015).
Biyojenik aminler, belirli LAB suslar1 tarafindan iiretilebildigi i¢in, potansiyel probiyotik
Ozelliklere sahip olan suslardaki dekarboksilaz aktivitesini karakterize etmek 6nemlidir
(da Silva Ferrari vd., 2016). Biyojen amin pozitif LAB, baslatic1 kiiltiiriin veya ilave
kiiltiirin bir parcasi olabilir. Bu nedenle baslatici kiiltiir olarak kullanilacak suslarin
biyojen amin iiretme yetenegi olmayan suslardan secilmesi giivenli iiretim agisindan
olduk¢a 6nemlidir (Papageorgiou vd., 2017). L. curvatus ve L. buchneri suslar1 histidin
dekarboksilaz pozitif olarak tanimlanirken, Lc. lactis ve L. brevis ise tiramin {ireticisi
tiirler olarak belirlenmistir (Fernandez vd., 2007). Farkli peynir tiirlerinde mikrobiyel
dekarboksilasyon ile olusan biyojen amin varligimi tespit etmek amaciyla yapilan
calismalarda, en yaygin olarak bulunan biyojen aminin kadaverin oldugu bildirilmektedir
(Restuccia vd., 2011; Mayr ve Schieberle, 2012; Palermo vd., 2013). Tiirkiye’de otlu
peynir orneklerinde yapilan ¢alismada 1844,5 mg/kg ile oldukga yiiksek bir oranda
kadaverin konsantrasyonu tespit edilmistir. Tiramin aliminin etkileri, bu biyojen aminin
cok yliksek konsantrasyonlara ulasabildigi peynir tiiketimi ile iligkili oldugu i¢in "peynir
reaksiyonu" olarak bilinmektedir. 125 mg/kg'dan fazla tiramin aliminin saglikli bireylerde
olumsuz etkilere yol agtig1 saptanmistir (Andi¢ vd., 2010). 7 farkli cins Avusturya
peynirinde ise, 2-748,2 mg/kg diizeylerinde kadaverin oldugu bildirilmistir (Mayr ve
Schieberle, 2012).

2.2.7. LAB’nin Viriilans ve Amino Asit Dekarboksilaz Gen Profilleri

Mikroorganizmalarin hastalik yapici etkisini arttiran efektor molekiiller viriilans
faktorler olarak isimlendirilmektedir. Plazmitler ¢ogunlukla bakterinin metabolik
aktivitesi i¢in gerekli enzimleri kodlayan genleri tagirlar. Ancak bazi tiirler bu genlerin
yan1 sira cesitli antibiyotiklere karsi diren¢ gelistirmeyi saglayan genleri tasiyan
plazmitleri de igerirler. Bu bakteriler ¢esitli gida {irtinlerinde degisik amaglar i¢in
kullanildiginda potansiyel direng tasiyict ve aktarici olarak is gorebilirler (Gogebakan,
2003).

Sitolizin enfeksiyon modellerinde bakteri virlilansina katki saglayan ekstraseliiler
tirtiniin tiretimine yol agar (Koch vd., 2004; Clewell, 2007). Sitolizinler cylR1, cylR2,
cylLL, cyILS, cylM, cylIB, cylA ve cyll olarak tanimlanan sekiz genin kontroliinde
tiretilirler (Lu vd., 2015). Sitolizin diger Gram pozitif bakteriler lizerinde bakterisidal

etkiye sahipken, insanlarda beta-hemolitik 6zellik gostermektedir. Hemolizine daha ¢ok,
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hem Okaryotik hem de prokaryotik hiicreleri igeren genis hedef hiicre araliginin sitolizi
nedeni olmaktadir. Giiniimiize kadar sitolizin hala enterokoklarda en ¢ok c¢aligilan
virtilans Ozelliklerinden biridir (Perin vd., 2014; Mete vd., 2017). Sitolizin {iretiminin,
insanlarda oldugu kadar hayvan modellerinde enterokokal hastaligin siddetine katkida
bulunduguna dair g¢aligmalar vardir (Celebi vd., 2010). Bu c¢alismalar, enfeksiyon
bolgelerinden izole edilen E. faecalis suslarinin %60'min sitolizin lirettigini gostermistir.
Sitolizinin fare modelinde %50 6liimciil dozunu diistirdiigii ve deneysel endokardit ve
endoftalmiste toksisiteye katkida bulundugu belirtilmistir (Beken vd., 2013; Harima-
Mizusawa vd., 2014).

Hiyaliironidaz virlilans geni kromozomal hyl geni {izerinde kodlanmustir.
Hiyaliironik asit iizerine etkili yikici bir enzim olan hiyaliironidaz doku hasarina neden
olmaktadir. Hiyaliironidaz dokulardaki mukopolisakkaritleri pargalayarak enterokoklarin
ve toksinlerinin konak hiicrede yayilmasii kolaylastirmaktadir (Kayaoglu ve Orstavik,
2004; Kankaya vd., 2017).

esp geni tarafindan kodlanan hiicre dis1 yiizey proteini (esp), hiicre duvarn ile
iliskili bir proteindir. esp geni, bakteriyemi, endokarditis ve tiriner sistem enfeksiyonlari
ile iligkili enterokoklarda yiiksek oranda bulunmaktadir (Poeta vd., 2006).

asal virulans geni sistemik enfeksiyonlarin gelismesini kolaylastiran bakterilerin
Okaryot yiizeylere baglanmasina izin veren bir viriilans faktoriidiir (Sava vd., 2010). asal
tarafindan kodlanan Kkolajen protein adezinin, okaryotik hiicrelere yapisma, plazmid
konjugasyonu ve biyofilm olusumu ile iliskili oldugu belirtilmistir (Eaton ve Gasson,
2001; Chuang-Smith vd., 2010). Konak dokuya baglilik, dokuya yayilmaya katkida
bulunmasindan 6tiirii viriilans 6zelligi olarak kabul edilse de, GI sistemin kolonizasyonu,
dokulara baglanabilme 6zelligine de baghidir. Ek olarak, biyofilm olusturucu bakteriler
her zaman istenmeyen mikroorganizmalar degildir ve bazi arastirmacilar gida
bozulmalarint ve kontaminasyonu onlemek icin yararli LAB tarafindan olusturulan
koruyucu biyofilmlerin kullanimini bildirmislerdir (Aoudia vd., 2016).

Jelatin, kollajen ve hemoglobini hidrolize eden hiicre disi bir ¢inko
endopeptidazin1 kodlayan gelE geni kromozomal DNA iizerinde kodludur ve hiicre
yogunluguna bagl olarak regiile edilmektedir (Fisher ve Phillips, 2009). Kromozomal
gen gelE, hayvan modellerinde endokardit ciddiyetinin artmasi ile iliskili olan kolajen,
jelatin ve kiigiik peptitleri hidrolize eden bir ekstraseliiler endopeptidaz olan jelatinazin
tiretimini kodlar (Vankerckhoven vd., 2004). Bununla birlikte, jelatinaz proteolitik

aktiviteye katkida bulunabilir. Ayrica, gelE geni siklikla siit ve et {irinlerinden izole
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edilen proteolitik suslarda bulunur (Lopes vd., 2006; Ahmadova vd., 2011). Enterococcus
Spp. suslarinda viriilans genlerinin kontrol edilmesi kritiktir ¢linkii Enterococcus
tiirlerinin ekstrakromozomal elementleri elde etmek, biriktirmek ve paylagsmak i¢in dogal
bir yetenege sahip olduklari iyi bilinmektedir (\Vankerckhoven vd., 2004; Ahmadova vd.,
2011; van Tyne ve Gilmore, 2014; Anderson vd., 2016).

Ruiz-Moyano vd. (2009) E. faecium suslarinda efaA geninin varligini bildirirken,
baska bir enterokokal adezinlerin (esp ve ace) belirleyicileri herhangi bir susta tespit
edilememistir. Yiyeceklerden izole edilen E. faecium’da birkag viriilans geninin yoklugu
Fisher ve Phillips (2009) tarafindan da tanimlanmistir. Arastirmacilar, agg'i kodlayan
genin E. faecium izolatlarinda bulunmadigini ve esp geninin siit izolatlarinda tespit
edilmedigini, ancak klinik izolatlarda mevcut oldugunu ve esp geninin patojenitesi ile
iliskili olabilecegini belirtmistir. CytA geninde, ayni yazarlar, E. faecium susunu klinik
izolatlarda (%33), gida izolatlarinda %6'ya kiyasla daha yiiksek bir insidans bildirilmistir
(Fisher ve Phillips., 2009).

Biyojen amin iiretimi genel olarak susa 6zgii bir 6zelliktir (Ladero vd., 2010).
Biyojen amin tiretimi igin histidin dekarboksilaz (hdc), tirozin dekarboksilaz (tdc), lizin
dekarboksilaz (Idc) ve ornitin dekarboksilaz (odc) genleri farkli bakteri suslarinda tespit
edilmistir. Biyojen amin iiretimi i¢in gerekli genler bazi durumlarda plazmit iizerinde
kodlanirken, bazi durumlarda yatay gen transferi ile de kazanilmis olabilmektedir.
Fadhlaoui-Zid vd. (2012) tarafindan yapilan calismada dondurulmus sardalya ve
uskumrudan izole edilen E. durans suslarinin tiramin ireticisi olup, tdc genine sahip

olduklar1 belirtilmistir.

2.2.8. LAB’nin Antibiyotik Direnc¢ Profilleri

LAB, patojenik aktivite gostermemeli, antibiyotik direnci kodlayan genleri
bulunmamali ve hiicresel genlerin biitiinliigli saglanmalidir. LAB’nin antibiyotik
direngleriyle ilgili yapilan ¢alismalarin ¢ogu, gida mikroorganizmalar1 arasinda farkli bir
yere sahip olan Enterococcus cinsinin iiyeleri iizerine yogunlasmistir (Clementi ve
Aquilanti, 2011).

LAB’nin antimikrobiyallere duyarliliklar1 kadar diren¢ genlerini bulundurmalari
ve bu genleri aktarmalar1 incelenen izolat ve antimikrobiyale gore degismektedir (Ouoba
vd., 2008). Fermente gidalar tiiketildiginde, insan viicuduna oldukga fazla miktarda canl
bakteri girmektedir. Bu durumda bu bakteriler kommensal yada patojen bakterilere

taginabilir, antibiyotik direncini aktarabilirler (Hummel vd., 2007a). Antibiyotikler
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yemlerde, ziraat ve veteriner uygulamalarinda yanlis ve asirt kullanimindan dolayr daha
zararli bir hale gelmistir (Nawaz vd., 2011). Gida bakterilerinin antibiyotik direng
genlerinin kaynagi olarak rol oynayabilecegi ile ilgili baz1 goriisler ileri siiriilmiistiir
(Fraqueza, 2015).

Lactobacillus, Pediococci, Leuconostoc ve bazi diger Gram pozitif bakteriler
dogal olarak vankomisine yiiksek direng gostermektedir (Hamilton-Miller ve Shah,
1998). Genetik kaynakli direng; kromozomal (kendiliginden olusan mutasyonlar) veya
kromozom dis1 elemanlara (plazmid, transpozon ve integron gibi genetik elemanlar) bagh
olabilir. Plazmitler bakterilerde antibiyotik uygulamasindan 6nce de var olan ve
kromozomdan bagimsiz olarak replike olabilen ekstrakromozomal DNA parcaciklaridir
(Shao vd., 2015). LAB'nin antibiyotik duyarliigimnin degerlendirilmesi, plazmidlerin ve
transpozonlarin dahil oldugu yatay gen transferi ile direnci yayma potansiyelleri
nedeniyle onemlilerdir. Bu hareketli dgeler, genetik materyalin tiir i¢i ve tiirler arasi
transferinden ¢ogunlukla sorumlu antibiyotik genlerini igerir (van Reenen ve Dicks,
2011; Gueimonde vd., 2013). Fermente iiriinlerde ve GI sistemde ¢ok sayida LAB,
mutasyon yoluyla farkli diren¢ mekanizmalarinin varligini desteklemektedir. Kazanilmis
direng ana hiicreden yavru hiicreye aktarilabildigi gibi farkl tiirdeki bakteriler arasinda da
gerceklesebilir (Madhavan ve Sowmiya, 2011). Capraz diren¢ kromozomal veya
ekstrakromozomal orjinli olabilir (Demir vd., 2018). Bu mekanizmalar spesifik bakteri
tirleri arasinda antibiyotigin dogasia, konaktaki hedef bolgeye, bakteri tiiriine ve
plazmit yada kromozomal mutasyonla iligkili olup olmadigina bagl olarak etki gosterirler
(Sharma vd., 2014). Bakterilerde diren¢ mekanizmasinin olugmasi antibiyotigin hedefi
olan molekiiliin degisiminden, hiicre duvar1 gec¢irgenliginin azalmasindan, antibiyotigin
enzimatik yikimindan ve degisik metabolik yollarin gelismesinden ortaya ¢ikar.
Yemlerde ve gidalarda en yaygin sekilde bulunan/eklenen LAB tiirleri ig¢in
mikrobiyolojik antibiyotik sinir degerlerinin dikkatli bir sekilde saptanmasi gerektigi
belirtilmistir (Clementi ve Aquilanti, 2011). LAB’den olusan genis caph kiiltiir
kolleksiyonlarinda, ¢ok cesitli antibiyotiklerle yapilan “sinir deger” taramalar1 gida
giivenlik kriterleri acisindan 6nem arz etmektedir. Bu sinir degerlerinin acikga
tanimlanmas1 gerekmektedir. Dogal ve kazanilmis diren¢ arasindaki ayrim da énemlidir
ki, bu durum farkli kaynaklardan izole edilen pek ¢ok LAB ve bifidobakteri tiirlerindeki
antimikrobiyal diren¢ Orneklerinin karsilagtirilmasini - gerektirir. Antibiyotik sinir
degerleri bakteri suslarindaki kazanilmis ve aktarilma riski tasiyan direncin

tanimlanmasinda 6nemlidir (Mathur ve Singh, 2005; Ammor vd., 2007).
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Gidalarin tretiminde baglatici kiiltiir olarak kullanilan bakterilerin, muhtemel
antibiyotik direng genleri tasidig1 diisiiniilmiistiir (Danielsen ve Wind, 2003). Baslatic1 ve
probiyotik o6zellikleri ile gida sanayide biiyiik 6neme sahip olan LAB’nin, direng
genlerini tasimalar ilk asamada istenilen bir 6zellik gibi degerlendirilse de, bu genlerin
diger LAB’ne ve patojenlere aktarilabildigi yapilan c¢aligmalar ile ispatlanmigtir
(Courvalin, 2006). Fermente gida {iriinlerinin hazirlanmasinda kullanilan ¢esitli baslatict
kiltiirler yardimiyla insan viicuduna ¢ok sayida diren¢ genlerinin taginmasi miimkiin
goriilmektedir (Jose vd., 2015). ilk defa 1998 yilinda, ¢evreden, insanlardan, gida iiretimi
ve tarimsal siireglerden patojenik olmayan antibiyotige direngli bakterilerin se¢ilmesi ve
yayllmasimin engellenmesi ile ilgili calismalarin desteklenmesi amaciyla Antibiyotik
Direng Ag1 (Reservoirs of Antibiotic Resistance) projesi [http://www.apua.org]
olusturulmustur (Mathur ve Singh, 2005).

Leuconostoc spp., Micrococcus spp. ve bir ¢ok Lactobacillus tiirii vankomisine
dogal olarak direnglidir (Mathur ve Singh, 2005). Lactobacillus, Pediococcus ve
Leuconostoc tiirlerinin, dogal olarak yiiksek diizeyde vankomisin direncine sahip
olduklar1 bildirilmistir (Celik vd., 2016). Lactobacillus, Pediococcus ve Leuconostoc
cinslerine 6zgli vankomisin direnci bunlarin peptidoglukan yapisinda D-Ala-D-Ala
peptidi yerine D-Ala-D-Laktat bulunmasindan dolayidir. Bu tiir direng pek¢ok LAB
tirline ozgiidir (DeLisle ve Perl, 2003). LAB’nin ¢ogu durumda antibiyotik direnci
genellikle aktarilabilir tiirde degildir. Aktarilamaz antibiyotik direngleri olan
Lactobacillus suslar1 genellikle bir giivenlik endisesi olusturmazlar.

Cesitli antibiyotiklere karsi direng sekli, kromozomal veya ekstra kromozomal
kaynakli olabilmektedir. Lactococcus spp., Leuconostoc spp. ve Lactobacillus spp.
tirlerinin  sefoksitine yiliksek direnclilik gosterdikleri belirlenmistir. Yapilan birgok
calisma eritromisin, tetrasiklin, kloramfenikol ve vankomisine direngli Lactobacillus
tiirlerinin, peynir, yogurt, fermente icecekler gibi farkli siit {iriinlerinde ve et iiriinlerinde
bulundugunu gostermistir (Hummel vd., 2007b; Ammor vd., 2008a; Comunian vd., 2010;
Devirgilis vd., 2011).

LAB’de potansiyel olarak tasinabilir genler tanimlanmis ve bu bakterilerde en sik
bulunan iki diren¢ geni; tetM ve ermB olarak tespit edilmistir. Bu diren¢ sirasini cat
genleri takip eder (Cataloluk ve Gégebakan, 2004). Tetrasiklin genleri, gida hayvani ve
gida kaynakli antibiyotige direngli enterokoklar arasinda yaygindir (Ahmadova vd.,
2011). Stine vd. (2007) bir hayvan besleme tesisinden domuz ortamlar1 ornekleyerek
yiiksek tetM (%85) ve tetS (%50) olusumu bildirmislerdir. tetM geni tetrasiklin

27



direncinde ribozomal korumadan sorumlu ve laktobasillerde yaygin iken, tetL geni efflux
pompast ile ilgilidir. tetL geni plazmidde (pLS55) kodlanir ve bir L. sakei susunda
(Ammor vd., 2008b) ve ayr1 bir ¢alismada L. salivarius, L. fermentum ve L. plantarum
suslarinda saptanmistir (Thumu ve Halami, 2012).

Tannock (1987), Igimi (1996), Hugas vd. (2003) ve Ouoba vd. (2008) gibi
arastirmacilarin yaptiklari ¢alismalar, antibiyotik direnglilik faktorlerinin gidalarda
bulunabilen bakterilerden, Enterococcus gibi potansiyel patojenik tiirlere aktarilabildigini
gostermektedir (Korhonen, 2010). Onemli bir diger nokta ise, bagirsakta bulunan
bakterilerin bagirsaktan gecen bakterilerle etkilesime girip, onlara tasmabilir antibiyotik
direng genlerini aktarabilmeleridir (Pan vd., 2011; Sharma vd., 2014).

LAB’nin antibiyotik direnci ile ilgili yapilan son calismalara gore antibiyotik
diren¢ genlerini aragtirmak igin mikroarraylerin ya da Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PZR) temelli tekniklerin direngli LAB suslarini tanilamakta olduk¢a giiglii araglar
oldugu ortaya konulmustur (Clementi ve Aquilanti, 2011).

Bilimsel yayinlarda, gida ve yem mikroorganizmalarinin antibiyotik direnciyle
ilgili pek ¢ok yeni verinin ortaya ¢ikmasi icin Avrupa’daki farkli kurumlar tarafindan
siirekli revize edilen raporlarm ortaya konmasi gerekmektedir. Insan sagligi ve veteriner
tip alaninda kullanilan antibiyotiklere direngli bakterilerin giivenligini degerlendirmek
icin Hayvan Beslenme Bilim Kurulu (Scientific Committe on Animal Nutrition, SCAN)
tarafindan 2001 yilinda ¢esitli kriterler olusturulmus ve 2003 yilinda revize edilmistir. Bu
kriterler 2005 ve 2007 yillarinda EFSA tarafindan diizenlenen Hayvan Beslemede
Kullamlan Uriinler ve Katki Maddeleri (FEEDAP) panelinde iki kez giincellenmistir
(EFSA, 2005; EFSA, 2007).

Antibiyotik direnci ile ilgili ¢alismalar incelendiginde, L. sakei gibi kuru fermente
sosislerden izole edilen baskin tiirlerin, %12-70'lik tetrasiklin direncine sahipken, L.
plantarum’un %75-80'lik siklik gosterdigi belirtilmistir (Landeta vd., 2013; Federici vd.,
2014; Fraqueza, 2015).

Zonenschain vd. (2009)’nin yaptiklar1 ¢alismada, kuru fermente sosislerden elde
edilen LAB izolatlarinda saptanan en yaygin direng genlerini, tetrasiklin tetM, tetW, tetS
genleri ile eritromisin direnci igin ermB ve ermC olarak belirtmislerdir. L. sakei igin,
tetrasikline direngli fermente sosislerden izole edilen L. alimentarius ve L. plantarum
suglarinin, bir plazmid i¢inde konumlanip ve bir tetM genini barindirdig1 belirtilmistir
(Fraqueza, 2015).
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Kuru fermente sosislerden elde edilen LAB’nin kloramfenikole direnci hakkinda
yeterli bilgi bulunmamaktadir (Aymerich vd., 2006). Bununla birlikte, Hummel vd.
(2007b) kloramfenikol asetiltransferazi kodlayan cat geninin, kuru fermente sosislerden
Lactobacillus’da eksprese olmadigi bildirmislerdir. Aksine, bu gen farkli gidalardan izole
edilen L. reuteri, L. acidophilus, L. bulgaricus, L. johnsonii ve L. plantarum’da tespit
edilmistir (Hummel vd., 2007a; Mayrhofer vd., 2011). Ozellikle, baz1 E. faecalis
suslarinda ermB, aac(69)-le-aph(299), tetM ve vanA genleri tespit edilmistir (Ribeiro vd.,
2009).

Diinya Saglik Orgiitiiniin 2014 yilinda antimikrobiyal direncin kiiresel gézetimine
iliskin raporunda, oOzellikle gida {tretiminde kullanilan hayvanlarda uygulanan
atimikrobiyal ilaglarin kullaniminin bilingsiz bir sekilde artmasiyla, patojenlerde direncin
ortaya ¢ikmasi arasinda bir baglanti kurmustur. Bu durumun hastane ve toplum kaynakl
enfeksiyonlarin tedavisi i¢in bir risk olusturdugu, insan saglig1 agisindan 6nemi bir sorun
haline geldigi belirtilmistir (Fraqueza, 2015).

Avrupa Birligi’nde, 2006 yilinda hayvanlarda biiylimenin tesviki igin antibiyotik
kullanimi yasaklanmigtir (Cantas vd., 2013). Birg¢ok iilke antimikrobiyal kullanim igin
zorunlu kisitlamalar1 benimsemistir ve bu ilaclart gida hayvanlarinda kullanabilmek i¢in

veteriner regetesi zorunlulugu getirilmistir (Maron vd., 2013; Ficoseco vd., 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada Kullanilan LAB

Tamamlanan projede, MAKU-0294-YL-16 numarali proje kapsaminda bazi
teknolojik 6zellikleri belirlenmis olan peynir ve yogurt drneklerinden izole edilmis olan
40 L. bulgaricus, 30 L. fermentum, 5 L. rhamnosus, 5 L. lactis, 2’ser adet E. faecium, L.
paracasei ve 1’er adet, L. plantarum, P. acidilactici, L. casei toplam 87 adet LAB’nin

(Tablo 3.1) arastirilmamis olan giivenilirlik 6zellikleri ayrintili olarak arastirilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan 87 LAB izolatinin sekans kodlar1 ve cins tiir isimleri

Sira Ornek Ad1 | Bakteri Cins Tiir Sira Ornek Ad Bakteri Cins Tiir
1 PLa2B L. bulgaricus 45 PLc27B L. fermentum
2 PLad4A L. bulgaricus 46 PLc27B(A) L. fermentum
3 PLal8B L. bulgaricus 47 PLc27E L. fermentum
4 PLal9E L. bulgaricus 48 PLc31A L. fermentum
5 PLa23B L. bulgaricus 49 PLc35A L. fermentum
6 PLa24B L. bulgaricus 50 PLc38D L. fermentum
7 PLa27C L. bulgaricus 51 PLr1D L. fermentum
8 PLa29B L. bulgaricus 52 PLr2B L. fermentum
9 PLa31D L. bulgaricus 53 YLal3B L. fermentum
10 PLa36C L. bulgaricus 54 YLal6C L. fermentum
11 PLb10A2 L. bulgaricus 55 YLal8B L. fermentum
12 PLb19A L. bulgaricus 56 YLa22A L. fermentum
13 PLc3A L. bulgaricus 57 YLa22B L. fermentum
14 PLc10A L. bulgaricus 58 YLa27A L. fermentum
15 PLc29A L. bulgaricus 59 YLa37B L. fermentum
16 PLj1C(A) L. bulgaricus 60 YLc12A L. fermentum
17 PLj23B L. bulgaricus 61 YLcl2B L. fermentum
18 PLj27B L. bulgaricus 62 YLc20A L. fermentum
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Sira | Ornek Ad1 | Bakteri Cins Tiir Sira | Ornek Ad1 | Bakteri Cins Tiir
19 PLj29E(B) L. bulgaricus 63 YLc23B L. fermentum
20 PLj35A L. bulgaricus 64 YLc24C L. fermentum
21 PLj35B(A) L. bulgaricus 65 YLc35B L. fermentum
22 PLr3C L. bulgaricus 66 YLc37C L. fermentum
23 PLI27A L. bulgaricus 67 YLc4A L. fermentum
24 PLr31A L. bulgaricus 68 YLr12A L. fermentum
25 PLr42B1 L. bulgaricus 69 YLr15A L. fermentum
26 PLr46B L. bulgaricus 70 YLr16A L. fermentum
27 YLal2B L. bulgaricus 71 PLc36A(A) | L. rhamnosus
28 YLa27B L. bulgaricus 72 PLc23B(A) L. rhamnosus
29 YLa27C L. bulgaricus 73 PLj6B L. rhamnosus
30 YLa31lA L. bulgaricus 74 PLj6B1 L. rhamnosus
31 YLj15C(A) L. bulgaricus 75 PLj14A L. rhamnosus
32 YLj21C L. bulgaricus 76 PLr7A(A) L. lactis

33 YLj22A L. bulgaricus 77 PLr31C (B) | L. lactis

34 YLj25B L. bulgaricus 78 PLj24C(A) L. lactis

35 YLj27C L. bulgaricus 79 PLj27A L. lactis

36 YLj31E L. bulgaricus 80 YLj63 L. lactis

37 YLj38C L. bulgaricus 81 PLj29C(A) L. paracasei
38 YLr26A L. bulgaricus 82 YLj14A(A) | L. paracasei
39 YLr26A(B) | L. bulgaricus 83 YLj25A E. faecium
40 YLr31A L. bulgaricus 84 PLj35B(Al) | E. faecium
41 PLa31B(B) | L. fermentum 85 PLr8D(A2) | P. acidilactici
42 PLc4A L. fermentum 86 PLj18A1 L. plantarum
43 PLc23A1 L. fermentum 87 PLr35B L. casei

44 PLc23A2 L. fermentum
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3.1.2. Cahismada Kullanilan Primerler

Calismada jelatinaz (gelE), hiyaliironidaz (hyl), agregasyon maddesi (asal),
enterokokal yiizey proteini (esp), sitolizin (cylA), endokardit antijeni (efaA), kolajen
baglayici protein (ace), amino asit dekarboksilazlar i¢in; histidin dekarboksilaz (hdc) ve
tirozin dekarboksilaz (tdc), antibiyotik direng genleri igin ise; eritromisin (ermA, ermB,
ermC), gentamisin (aac(6’)-aph(2’’)), kloramfenikol (cat), tetrasiklin (tetK, tetL, tetM,
tetS, tetQ), vankomisin (vanA, vanB, vanC, vanX) ile ilgili gen bolgeleri uygun primerler
kullanilarak, PZR yoOntemiyle ¢ogaltilmistir. Calismada kullanilan genler, primerler ve
genlerin boyutlar1 Tablo 3.2’te verilmistir.

Primer ¢iftleri BM Yazilim Damis. ve Lab. Sis. Ltd. Sti. (Ankara) tarafindan
sentezlenmistir.

Tablo 3.2. Calismanin molekiiler agamasinda arastirilan genler, primerler ve genlerin

boyutlari

Diren¢ Geni Primerl (5’-3') Amplikasyon Referans
(b¢)

gelE Fw TATGACAATGCTTTTTGGGA 213 Vankerckhoven
gelE Rev  AGATGCACCCGAAATAATATA vd., 2004
esp Fw AGATTTCATCTTTGATTCTTGG 510 Vankerckhoven
esp Rev AATTGATTCTTTAGCATCTGG vd., 2004
asal Fw GCACGCTATTACGAACTATGA 375 Vankerckhoven
asal Rev  TAAGAAAGAACATCACCACGA vd., 2004
cylAFw  ACTCGGGGATTGATAGGC 688 Vankerckhoven
cylARev GCTGCTAAAGCTGCGCTT vd., 2004
hyl Fw ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG 276 Vankerckhoven
hyl Rev. GACTGACGTCCAAGTTTCCAA vd., 2004
ace Fw GAATTGAGCAAAAGTTCAATCG 1008 Ben Omar vd.,
ace Rev GTCTGTCTTTTCACTTGTTTC 2004
efaAFw GCCAATTGGGACAGACCCTC 688 Creti vd., 2004
efaARev  CGCCTTCTGTTCCTTCTTTGGC
hdc Fw AGATGGTATTGTTTCTTATG 367 De las Rivas
hdc Rev AGACCATACACCATAACCTT vd., 2005
tdc Fw GAYATNATNGGNATNGGNYTNGAYCAR 924 De las Rivas
tdc Revn CCRTARTCNGGNATAGCRAARTCNGTRTG vd., 2005
ermA Fw TCTAAAAAGCATGTAAAAGAA 645 Sutcliffe vd.,
ermA Rev CTTCGATAGTTTATTAATATTAGT 1996
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Diren¢ Geni Primeri (5'-3")
ermB Fw GAAAAGGTACTCAACCAAATA
ermB Rev AGTAACCGTACTTAAATTGTTTAC

ermC Fw TCAAAACATAATATAGATAAA
ermC Rev GCTAATATTGTTTAAATCGTCAAT

aac(6') aph(2') Fw CCAAGAGCAATAAGGGCATA
aac(6') aph(2") Rev CACTATCATAACCACTACCG

cat Fw CATATCAAATGAACTTTAATA
cat Rev CGTTTTGTGAAGTAGTACACT
tetKk Fw CAATACCTACGATATCTA
tetKk Rev TTGAGCTGTCTTGGTTCA

tetL Fw TGGTCCTATCTTCTACTCATTC
tetL Rev TTCCGATTTCGGCAGTAC

tetM Fw GGTGAACATCATAGACACGC
tetM Rev CTTGTTCGAGTTCCAATGC

tetS Fw ATCAAGATATTAAGGAC
tetS Rev TTCTCTATGTGGTAATC

tetQ Fw AGAATCTGCTGTTTGCCAGTG
tetQ Rev CGGAGTGTCAATGATATTGCA

vanA Fw TTGCTCAGAGGAGCATGACG
vanA Rev TCGGGAAGTGCAATACCTGC

vanB Fw TTATCTTCGGCGGTTGCTCG
vanB Rev GCCAATGTAATCAGGCTGTC

vanC Fw CAGTGTCACTAACCTCAGCAGCCG
vanC Rev TAGGATAACCCGACTTCCGCCA

vanXFw CACTTCCCGAGCTCATTGACCGCTTGATCG
vanXRev CCGAAAGAGGTACCTTATATAGTTTGTCCG

3.2. Yontem

3.2.1. LAB’nin Aktiflestirilmesi

Amplikasyon
(bg)

639

934

220

718

352

385

401

573

169

957

957

934

740

Referans
Sutcliffe vd.,
1996
Liu vd., 2009
Rojo-Bezares
vd., 2006
Cataloluk ve
Gogebakan,
2004
Klare vd., 2007
Werner vd.,

2003

Werner vd.,
2003

Gevers vd.,
2003a

Aminov vd.,
2001

Klein vd., 2000
Klein vd., 2000

Liu vd., 2009

Ozteber, 2013

Calisilan LAB’nin -20°C’de stok kiiltiirleri MRS s1v1 besiyerinde 37°C’de 48 saat

inkiibe edilmistir. Daha sonra MRS sivi besiyerine ikinci kez aktiflestirilen kiiltiirler

37°C’de 18 saat inkiibe edildikten sonra kullanilmistir.
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3.2.2. Hemolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Hemolitik aktivitenin belirlenmesi igin, %5’lik defibrine at kami ilave edilmis
Columbia Blood Agar iizerine mikroorganizmalar 6ze ile siiriildiikten sonra besiyeri
37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Kolonilerin etrafindaki yesil zonlar alfa-hemolitik,
beyaz zonlar beta-hemolitik aktivite ve higbir etki gostermeyenler gama-hemolitik olarak
degerlendirilmistir (Vankerckhoven, 2004).

i =g T 5‘
WANITH
| i s I,:-; :E-&

Sekil 3.1. Deneyde kullanilan defibrine at kanlari

3.2.3. Jelatinaz Uretiminin Belirlenmesi

Jelatinaz testi i¢in %10-15 jelatin (Oxoid) i¢eren 0,1x Nutrient Broth (Merck) sivi
besiyeri ortami kullanilmustir. Aktiflestirilmis kiiltiirler hazirlanan besiyeri ortamina
inokiile edilmis ve 37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda drnekler
1 saat +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir. Siire sonunda tiiplerde katilasma olup
olmadigi gozlemlenmistir. Tiiplerde katilagsma jelatinaz testi i¢in negatif, sivi goriiniim ise

pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Cappucino ve Sherman, 2007).

3.2.4. DNaz Aktivitesinin Belirlenmesi

Suglarin DNaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla bakteriler DNaz test agar
(Merck) besiyerine spotlama yontemiyle inokiile edilerek 37°C’de 48 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerinin yiizeyine 1 N HCI (Merck) ¢ozeltisi
damlatilarak kolonilerin etrafinda meydana gelecek seffaf zon DNaz aktivitesi olarak
degerlendirilmistir (Onishi, 1983).

Pozitif kontrol olarak EKY 5/4 kodlu Staphylococcus aureus susu kullanilmistir
(Yavuz vd., 2015).
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3.2.5. izolatlarin Biyofilm Olusturma Ozelliklerinin Arastiriimasi

Biyofilm testi i¢in MRS agar’da 37°C’de 18 saat gelistirilen bakterilerden steril
ekiivyon ile alinmig, 10 ml %0,9 (w/v) NaCl igerisinde ¢oziindiiriilerek konsantrasyonu
densitometre (Den-1 Densitometer, Biosan, Letonya) ile 0,5 McFarland’a ayarlanmistir.
96-kuyucuklu mikroplaklara (Greiner CELLSTAR® 96 well plates, Sigma, ABD) 180 pl
besiyeri ve 20 ul bakteri siispansiyonu eklenerek plakalar 37°C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda mikroplaka bosaltilarak ve 3 defa 200 ul PBS ile
yikanmistir. Boylelikle tutunmayan bakteriler uzaklastirilmistir. Tutunan bakteriler 200 pl
metanol ile 15 dakika fikse edilmistir. Metanol dokiildiikten sonra 55°C’de 1 saat
kurutulan mikroplaka yiizeyine tutunan bakteriler 200 ul kristal viyole ile boyanmistir. 5
dakika sonra boya dokiilerek, boya kalintilar1 bol ¢esme suyu ile yikanarak
uzaklastirilmistir (Sekil 3.2). Mikroplaka kurutulduktan sonra tutunan boya 200 pl
%33’lilk asetik asit ile ¢oOziindiiriilmiis ODsgo’da mikroplaka okuyucusu (Thermo
Multiskan Go) kullanarak belirlenmistir. ODsgo degeri >0,5 bulunan bakteriler biyofilm

pozitif olarak degerlendirilmistir.

Sekil 3.2. izolatlarin biyofilm olusturma 6zelliklerinin tespiti igin hazirlanan mikroplaka

3.2.6. izolatlarin Ekstraseliiler Proteaz Uretiminin Belirlenmesi

Izolatlarn proteaz iiretme yetenekleri skim milk agar (Nutrient agar (NA) +
%21(w/v) skim milk), kazein agar ve siit agar (NA + %10(v/v) UHT siit) kullanilarak
tespit edilmistir (Sudagidan vd., 2008; Sudagidan ve Aydin, 2010). Aktiflestirilen
kiiltiirlerden spotlama yontemi ile 3 farkli besiyerlerine inokiilasyon yapilmustir. Petriler

37°C’de 2-3 giin inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda skim milk ve siit agar
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besiyerlerinde, ekim alanlari ¢evresinde olusan zonlar ekstraseliiler enzim iiretimi olarak

degerlendirilmistir.

3.2.7. Suslarin Dekarboksilaz Aktivitelerinin Belirlenmesi

Kiiltiirlerin dekarboksilaz aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla bazal (MRS)
besiyeri histidin (Merck), tirosin (Fluka), lisin (Merck), ornitin (Sigma), fenilalanin
(Merck), triptofan (Sigma) amino asitlerince %2 diizeyinde zenginlestirilmistir.
Aktiflestirilmis saf kiiltiir hazirlanan besiyeri ortamina inokiile edilerek 37°C’de 7 giin
stireyle inkiibasyona birakilmistir. Kolonilerin etrafinda meydana gelen pembe halka

pozitif olarak degerlendirilmistir (Joosten ve Northolt, 1989).

3.2.8. Molekiiler Tekniklerle Virulans, Amino Asit Dekarboksilaz ve Antibiyotik

Gen Bolgelerinin Tespiti

3.2.8.1. LAB’nden Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific,
ABD) kullanilarak yapilmistir. %20 gliserol igerisinde -20°C’de muhafaza edilen bakteri
stoklardan 5 mL MRS (Merck) broth igerisine inokiile edilerek 37°C’de 48 saat
bekletilmistir. Kiiltiirlerden %1 oraninda alinarak tekrar 5 ml MRS broth igerisine
asilama yapilip 37°C’de 18 saat bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda iireme olan
kiltiirlerden 1600 pL steril ependorf tiiplerine alinarak 5000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edilmistir. Stipernatant atilmis, dipte kalan pellet 180 pL lizis buffer icerisinde pipetaj ile
homojenize edilmistir (EK-5). Ornekler 37°C’de 45 dakika su banyosunda bekletildikten
sonra 200 pL lizis soliisyon eklenerek pipetaj yapilmustir. Orneklerin iizerine 20 uL
Proteinaz K eklenerek ~10-15 saniye vorteksleme yapilmis ve 56°C’de 60 dakika su
banyosunda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 20 uL. RNaz ilave edilerek 10 dakika
oda sicakliginda bekletilmistir. %50’lik etanolden 400 pL eklenerek vorteksleme ile
homojenize edilmistir. Orneklerden ~800 uL alinarak kitin igerisinde bulunan kolonlara
aktarma yapildiktan sonra, Kkolonlar 6000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.
Stipernatant atilarak kolonun iizerine 500 pL Wash buffer 1 eklenmistir. 8000 rpm’de 1
dakika santrifiijlenen Orneklerden siipernatant tekrar atilmis ve kolon {izerine 500 pL
Wash buffer II eklenmistir. 12000 rpm’de 4 dakika santrifiijlenen 6rneklerden
slipernatant tekrar atilmistir. Kolonun alt kismina steril ependorf konularak kolon igine 40
pL Elution buffer eklenmistir. Tiipler oda sicakliginda 2 dakika bekletildikten sonra 8000
rpm’de 1 dakika santrifiijlenmis ve bu islem tekrarlanmistir. Elde edilen DNA 80 pl
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yikama c¢ozeltisi icerisinde toplanmistir. DNA Orneklerinin safliklari ve miktarlar
nanodrop (Epoch Microplate Spectrophotometer, Biotek, ABD) kullanilarak 260 ve 280
nm'de Olclilerek tespit edilmis ve izole edilen DNA’lar kullanilana kadar -20°C’de

muhafaza edilmistir.

3.2.8.2. Viriilans ve Amino Asit Dekarboksilaz Gen Bolgelerinin Tespiti

Calismamizda kullandigimiz LAB’nin viriilans ve amino asit dekarboksilaz direng
genlerinin varligt PZR yontemiyle arastirilmistir. PZR i¢in kullanilan viriilans ve amino
asit dekarboksilaz direng genlerinin PZR reaksiyon karisimlar1 Tablo 3.3’te ve reaksiyon

kosullar1 Tablo 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.3. Viriilans ve amino asit dekarboksilaz genlerinin PZR reaksiyon karigimlart

Reaktifler gelE, esp,
(Konsantrasyon) cylA, asal, efaA tdc
hyl, ace hdc

PCR buffer (10x, +KCI, -MgClI2) 25 uL 2,5 uL 2,5 uL 2,5 uL
MgCI2 (25 mM) 15 pL 2 uL 15 uL 1,5 pL
dNTP(10 mM) 0,5 pL 0,5 uL 0,5 pL 0,5 uL
Primer F (20 pMol) 0,5 pL 1 uL 0,5 uL 2 uL
Primer R (20 pMol) 0,5 uL 1 uL 0,5 uL 2 uL
Taq Polimeraz (5U/uL) 0,12 pL 0,2 pL 0,12 pL 0,12 uL.
Steril distile su 16,9 pL 153 uL 14,4 pL 13,9 uL
DNA (20ng/uL) 2,5 pL 2,5 uL 5uL 2,5 uL
TOPLAM: 25 uLL

Tablo 3.4. Viriilans ve amino asit dekarboksilaz direng genlerinin PZR reaksiyon

kosullari
Arastirilan Genler
Sicakhik Siire
Baslangig Denatiirasyonu: 95°C 15 dakika
Denatiirasyon: 94°C 1 dakik
gelE Primer Baglanma: 52°C 1 dakika | 30 dongii

(Jelatinaz) Zincir Uzama: 72°C 1 dakika

Son Uzama: 72°C 10 dakika
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esp
(Enterokokal yilizey

proteini)

cylA
(Sitolizin)

hyl
(Hiyaliironidaz)

ace
(Kolajen baglayici

protein)

asal
(Agregasyon

maddesi)

hdc
(Histidin
dekarboksilaz)

Basglangic
Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic
Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Basglangic
Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic
Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic
Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic
Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:
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Denatiirasyonu:

Denatiirasyonu:

Denatiirasyonu:

Denatiirasyonu:

Denatiirasyonu:

Denatiirasyonu:

Sicakhik
95°C
94°C
53°C
72°C
72°C

Sicakhik
95°C
94°C
54°C
72°C
72°C

Sicakhik
95°C
94°C
57°C
72°C
72°C

Sicakhik
94°C
94°C
53°C
72°C
72°C

Sicakhik
95°C
94°C
56°C
72°C
72°C

Sicakhik
95°C
94°C
53°C
72°C
72°C

Siire
15 dakika
1 dakika
1 dakika
1 dakika
10 dakika

30 dongii

Siire
15 dakika
1 dakika
1 dakika
1 dakika
10 dakika

30 dongii

Siire
15 dakika
1 dakika
1 dakika
1 dakika
10 dakika

30 dongii

Siire
2 dakika
60 saniye
60 saniye
2 dakika
5 dakika

35 dongii

Siire
15 dakika
1 dakika
1 dakika
1 dakik
10 dakika

30 dongii

Siire
10 dakika
30 saniye
30 saniye
2 dakika
10 dakika

30 dongii



Sicakhik Siire
Baglangic Denatiirasyonu: 95°C 5 dakika
efaA Denatiirasyon: 95°C 30 saniy
(Endokardit antijeni) Primer Baglanma: 58°C 30 saniye | 30 dongii
Zincir Uzama: 72°C 30 saniye
Son Uzama: 72°C 5 dakika
Sicakhik Siire
Baslangig¢ Denatiirasyonu: 95°C 10 dakika
tdc Denatiirasyon: 94°C 30 saniy:
(Tirozin Primer Baglanma: 52°C 30 saniye | 30 dongii
dekarboksilaz) Zincir Uzama: 72°C 2 dakika
Son Uzama: 72°C 10 dakika

PZR reaksiyonlar1 0,2 mL’lik tiiplerde hazirlanarak, her bir direng geni igin
belirtilen PZR kosullar1 Thermal déngii cihazinda (Bio-Rad, T100™ Thermal Cycler,
ABD) programlanmistir. Her reaksiyon i¢in bir adet negatif kontrol tiipii hazirlanmugtir.

PZR firiinlerinden, 10 pL alinarak {izerine 2 pL 6X ylikleme tamponu eklenmis ve
ornekler, %5 pL SafeView™ Classic (Applied Biological Materials, Inc.) igeren,
%1,5’luk agaroz (Sigma, ABD) jelde 1XTAE buffer (0.04 M Tris-acetate, 0.001 M
EDTA) igerisinde hazirlanarak yatay elektroforez sisteminde (Bio-Rad, PowerPac™
Basic, Singapore), 75 voltta, 45-70 dakika yiriitilmistir (EK-5). Baz biiytikligi tespiti
i¢in, 100 b¢ DNA ladder (Fermentas SM0242) ve 1 kb DNA ladder (Fermentas SM0311)
kullanilmistir (Sekil 3.4). Toksik olmayan GelRed (Biotium) boyas: ile boyanan jel,

goriintiileme sisteminde (Bio-Rad, Gel Doc™ Ez Imager, ABD) gériintiilenmistir.

3.2.8.3. Antibiyotik Gen Bolgelerinin Tespiti

Calisilan LAB’nin antibiyotik diren¢ genlerini belirlemek i¢in kullanilan PZR
reaksiyon karisimi Tablo 3.5°de gosterilmistir. PZR reaksiyonlar1 0,2 mL’lik tiiplerde
hazirlanarak her bir direng geni i¢in belirtilen PZR kosullari i¢in Thermal dongii cihazi
(Bio-Rad, T100™ Thermal Cycler, ABD) programlanmistir. Her reaksiyon igin bir adet
negatif kontrol tiipli hazirlanmistir. PZR i¢in kullanilan antibiyotik diren¢ genlerinin PZR

reaksiyon kosullar1 Tablo 3.6’te verilmistir.

39



Tablo 3.5. Antibiyotik direng genleri i¢in kullanilan PZR karigimiu.

Reaktifler (Konsantrasyon) Hacim
PCR buffer (10x, +KCI, -MgCI2) 2,5 uL
MgCI2 (25 mM ) 2 uL
dNTP(10 mM) 1,5 uL
Primer F (20 pMol) 1 pL
Primer R (20 pMol) 1 pL
Taq Polimeraz (5U/uL) 0,2 uL
Steril distile su 14,3 uL
DNA (20ng/uL) 2,5 uL
TOPLAM: 25 pL

Tablo 3.6. Antibiyotik direng genlerinin PZR reaksiyon kosullari

Aragtirilan Genler

ermA

(Eritromisin)

ermB

(Eritromisin)

ermC

(Eritromisin)

Baslangic
Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic
Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic
Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:
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Denatiirasyonu:

Denatiirasyonu:

Denatiirasyonu:

Sicakhik
95°C
95°C
52°C
72°C
72°C

Sicakhik
95°C
95°C
52°C
72°C
72°C

Sicaklik
95°C
95°C
52°C
72°C
72°C

Siire
5 dakika
30 saniye
45 saniye
2 dakika
5 dakika

Siire
5 dakika
30 saniye
45 saniye
2 dakika
5 dakika

Stire
5 dakika
30 saniye
45 saniye
2 dakika
5 dakika

Dongii

30 dongii

30 dongii

30 dongii




aac(6') aph(2')

(Gentamisin)

cat

(Kloramfenikol)

tetk
(Tetrasiklin)

tetL
(Tetrasiklin)

tetM
(Tetrasiklin)

tetS
(Tetrasiklin)

Baslangic Denatiirasyonu:

Denattirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic Denatiirasyonu:

Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic Denatiirasyonu:

Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic Denatiirasyonu:

Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic Denatiirasyonu:

Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic Denatiirasyonu:

Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:
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Sicakhik
95°C
95°C
60°C
72°C
72°C

Sicakhik
94°C
94°C
52°C
72°C
72°C

Sicakhik
95°C
94°C
50°C
72°C
72°C

Sicakhik
94°C
94°C
54°C
72°C
72°C

Sicakhik
95°C
95°C
52°C
72°C
72°C

Sicakhik
94°C
94°C
55°C
72°C
72°C

Siire
5 dakika
30 saniye
45 saniye
2 dakika
5 dakika

Siire
5 dakika
60 saniye
60 saniye
2 dakika
7 dakika

Siire
1 dakika
30 saniye
30 saniye
30 saniye
4 dakika

Siire
5 dakika
30 saniye
30 saniye
1 dakika
5 dakika

Siire
5 dakika
45 saniye
45 saniye
45 saniye
7 dakika

Siire
5 dakika
60 saniye
60 saniye
2 dakika
10 dakika

Dongii

30 dongii

30 dongii

30 dongii

35 dongii

25 dongii

30 dongii



tetQ
(Tetrasiklin)

vanA

(Vankomisin)

vanB

(Vankomisin)

vanC

(Vankomisin)

vanX

(Vankomisin)

Baslangic
Denattirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic
Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic
Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic
Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Baslangic
Denatiirasyon:
Primer Baglanma:
Zincir Uzama:

Son Uzama:

Denatiirasyonu:

Denatiirasyonu:

Denatiirasyonu:

Denatiirasyonu:

Denatiirasyonu:

Sicakhik
94°C
94°C
63°C
72°C
72°C

Sicakhik
94°C
94°C
65°C
72°C
72°C

Sicakhik
94°C
94°C
65°C
72°C
72°C

Sicakhik
95°C
95°C
64°C
72°C
72°C

Sicakhik
95°C
95°C
60°C
72°C
72°C

Siire
5 dakika
30 saniye

Dongii

30 saniye 25 dongii
30 saniye
7 dakika
Siire
3 dakika
30 saniye
2 dakika
2 dakika

6 dakika

40 dongii

Siire
3 dakika
30 saniye
2 dakika
2 dakika
6 dakika

40 dongii

Siire
5 dakika
30 saniye
45 saniye
1,5 dakika
5 dakika

30 dongii

Siire
5 dakika
30 saniye
30 saniye
1 dakika
10 dakika

30 dongii

PZR iiriinleri 3.2.8.2°de belirtildigi sekilde hazirlanarak yiiriitilmiistiir.
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3.2.9. istatistiksel Analizler

Arastirilan yontemlerden LAB’nin ekstraseliiler proteaz iiretimi zon c¢aplarini
(mm) belirlemek amaciyla varyans analizi (ANOVA) uygulanmistir. Bu amagla The SAS
System for Windows 9.0 (Sikago, ABD) istatistiksel analiz paket programi kullanilmistir.
Ortalamalar arasindaki farkliliklar p<0,05 diizeyinde test edilmis olup, arastirma iicer
tekerriirlii olarak yiiriitilmiistiir. Sonuglar ortalamatstandart sapma olarak ifade
edilmistir. Calisilan LAB izolatlarinin hemolitik aktivite, jelatinaz tretimi, DNaz
aktivitesi, amino asit dekarboksilaz aktivitesi ve biyofilm olusturma 06zelliklerinin

arastirilmasinda sonuglar pozitif/negatif olarak degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Hemolitik Aktivitenin Degerlendirilmesi

Siit {driinlerinde kullanilan baslatict  kiiltiirler  i¢in  hemolitik aktivitenin
bulunmamasit 6nemli bir kriterdir (da Silva Ferrari vd., 2016). Bizim ¢aligmamizda, tim

izolatlarda hemolitik aktivite negatif olarak bulunmustur (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. LAB’nin hemolitik aktivite degerlendirilmesinde zon olusumu

Maragkoudakis vd. (2006) yaptiklari ¢alismada L. casei, L. delbruekii ve L.
lactis'in gama-hemoliz gosterdigi tespit edilmistir. Anas vd. (2008) ise bizim
sonuglarimizla benzer sekilde Cezayir’de ¢ig kegi siitiinden izole edilen 64 Lactobacillus
susunun hemolitik aktivitesinin olmadigini belirlemislerdir. Baylan vd. (2011) E. faecalis
ve E. faecium izolatlarinda hemolizin iiretimini %11,1 ve Domingos-Lopes vd. (2017) ¢ig
inek siitinden yapilan Pico peynirlerinden Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus ve
Leuconostoc olmak tizere 114 LAB izolatinin %93"tinlin alfa-hemolitik ve %3,5'inin beta-
hemolitik aktivite gdsterdigini saptamislardir. Adimpong vd. (2012), Afrika’da yerli 3
farkli fermente gida tirtiniinden izole ettikleri 33 LAB suslarin higbirinde beta-hemolitik
aktivite bulunmadigimi ve 6 L. salivarius, 2 W. confusa ve 1 L. delbrueckii susunda alfa-
hemolitik aktivitenin oldugunu rapor etmislerdir. Bassyouni vd. (2012) Misir'da farkl siit
iriinlerinden homofermentatif LAB izole ederek hemolitik aktivite i¢in test etmislerdir.
Elde edilen sonuglar tiim LAB'nin insan kullanimi i¢in giivenli oldugunu dogrulayacak
sekilde hemoliz negatif tespit edilmistir. Bu sonuglar, Kumar ve Murugalatha (2012)’nin
calismasi ve Sandra vd. (2012)’nin 15 LAB’den higbirinin beta-hemolitik olmadig:
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raporu ile uyumludur. Ryu ve Chang (2013), Korelilerin severek tiikettikleri Kimchi'den
izole edilen 10 adet LAB’nin hemolitik aktivite gostermedigini tespit etmislerdir. Bu
sonuglar bizim ¢alismamiz ile uyumludur.

Fernandes ve Dhanashree (2013) 84'i (%56) E. faecalis, 51'i (%34) E. faecium ve
15'i (%10) Enterococcus spp. olan toplam 150 adet Enterococcus izolatinin 123
(%82)’tinliin hemolitik aktiviteye sahip oldugu ve 61 (%40,6)"inin jelatinaz irettigini
tespit etmislerdir. Amina vd. (2014) Cezayir’de ¢ig deve siitlerinden izole ettikleri 50
izolattan probiyotik Ozellik gosteren 1 sus L. plantarum DU10’nun segilerek giivenligini
arastirmig ve L. plantarum’un pozitif hemoliz etkinligi gostermedigini tespit etmislerdir.
Bir baska ¢alisma, L. casei, L. delbrucekii ve L. lactis'in gama-hemolitik oldugunu, L.
koagulans ve L. rhamnosus'un ise alfa-hemolitik aktivite gosterdigi bulunmustur (Hawaz,
2014). de Almeida Junior vd. (2015)’nin arastirmasinda Brezilya’da kegi siitiinden izole
edilen 50 LAB’nin viriilans faktorlerinin karakterizasyonunda, incelenen suslar at kani
iceren agarda gama-hemolitik aktivite gostermistir. Kegci siitiinden izole edilen 4 adet
LAB susunda sadece bir susunda beta-hemoliz belirlenmistir (da Silva Ferrari vd., 2016).

Quilodran-Vega vd. (2016) 10 domuz siitii 6rneginden LAB izolasyonu yapmustir.
Arastirma sonucunda L. curvatus TUCO-5E'nin alfa ve beta-hemolitik aktivite
gostermedigi ve jelatinaz Uretimi olmadigi belirlenmistir. Bu bakteriler yetigkin farelere
verildikten sonra herhangi bir yan etki goriilmedigi, bu sebeple bu susun giivenli oldugu
kabul edilmistir.

Bennani vd. (2017) Fas’in Oujda bolgesinden toplanan ¢ig inek siitlerinden 280
LAB izole ederek LAB4 susu disinda suslarin hig¢birinin koyun kanli agarlarinda alfa-
hemolitik ve beta-hemolitik aktivite gostermedigini belirtmislerdir. Bu sonuglar,
Sahnouni vd. (2012)’nin raporu ve Abushelaibi (2017)’nin deve siitiinden izole ettigi
LAB izolatlarindan 2 izolatin beta-hemolitik ve 1 izolatinda alfa-hemolitik aktiviteyi
gosterdigi sonuglari ile uyumludur. Mete vd. (2017) fenotipik olarak enterokoklarin
%38,4’linlin hemolizin irettigini belirlemiglerdir. Channaiah vd. (2018) E. faecalis
izolatlarinin %2,9’unu beta-hemoliz pozitif bulmuslardir. Masalam vd. (2018) tarafindan
Suudi Arabistan'da ham ve fermente siitlerden elde edilen 46 LAB susunun highiri
hemolitik aktivite gostermemistir. Bu sonuglar, Chahad vd. (2012) ve Bozoudi vd.
(2015)’nin sonuglar1 ile uyumludur. Bu 6zellik, bu LAB'nin gida uygulamalarinda

giivenle kullanilabilecegini gostermektedir.
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4.2.  Jelatinaz Uretiminin Degerlendirilmesi

FAO/WHO'nun probiyotiklerin degerlendirilmesine iliskin kilavuzlarina gore,
probiyotikler i¢in hemoliz ve jelatinaz aktivitesinin olmamasi, Onerilen 6zelliklerden
birisidir (FAO/WHO, 2002). Jelatinaz, ekstraseliiler ¢inko i¢eren metalloproteinazdir ve
konak dokusunu yikima ugratarak bakteriye besin saglar. Ayni1 zamanda, biyofilm
olusumunda fonksiyonu vardir (Qin vd., 2000). Bizim ¢alismamizda fenotipik olarak 48
izolatta jelatinaz tiretimi pozitif bulunmustur (Sekil 4.2). Jelatinaz iiretimi sonuglar1 genel
olarak degerlendirildiginde 40 adet L. bulgaricus susunun 29’u, 29 adet L. fermentum’un
8’1, 2 adet E. faecium susunun ise ikisi pozitif bulunmustur. Jelatinaz iiretimine ait

sonuglar EK 1 (Tablo 4.1)’de verilmistir.

Sekil 4.2. LAB’nin jelatinaz tiretimi deneyinde 48 saat inkiibasyon siiresi sonunda +4
°C’de 1 saat bekletildikten sonraki goriintiileri

Coque vd. (1995) jelatinaz {iiretimini endokardit orneklerinden izole edilen E.
faecalis suglarinin %54’tinde, diger kan kiiltiir izolatlarinin ise %68’nde tespit
etmiglerdir. Baylan vd. (2011) jelatinaz {iiretimini E. faecalis suslarinda %22, E.
faecium’da ise %3,2 olarak bulmuslardir. Fernandes ve Dhanashree (2013) ise
calismalarinda inceledikleri 123 adet LAB izolatinin %40,6’sinin jelatinaz aktivitesine
sahip oldugunu tespit etmislerdir. Ribeiro vd. (2014) Portekiz’de Pico peynirinden izole
edilen 1 adet Lc. lactis ve 7 adet E. faecalis olmak {izere, toplam 8 adet LAB susundan
Lc. lactis L1A21M1 ve 3 E. faecalis L3A21M3, L3A21MS8 ve L3AIM6 suslarinda
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jelatinaz {iretimini pozitif belirlemislerdir. Al-Talib vd. (2015) 222 enterokok izolatinda
jelatinaz tiretimini E. faecalis suslarinda %76,5 ve E. faecium’da %66,7 olarak tespit
etmislerdir. Mete vd. (2017) jelatinaz tiretimini enterokoklarda %40,6, kan 6rneklerinden
izole edilen E. faecalis suslarinda %63, E. faecium suslarinda %23,1 olarak bulunmustur.
Domingos-Lopes vd. (2017) Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus ve Leuconostoc
tirlerinden olusan 114 adet LAB susunun jelatinaz aktivitesi %49,1 oraninda pozitif
sonug vermistir ve bu oran enterokoklar arasinda %64'e kadar ¢ikmistir. Arastirmada L.
lactis e L3A21M11 ve L. plantarum e L3CI1ES suslar jelatinaz iiretirken, Leuconostoc
suslarinin higbiri jelatinaz aktivitesi gostermemistir.

Channaiah vd. (2018) tarafindan yapilan ¢aligmada ise enterokoklar %3,4 jelatinaz
aktivitesi gostermistir. Bizim ¢aligmamizda ise jelatinaz iiretimi %55,2 oraninda pozitif
sonug¢ vermistir.

Kalui vd. (2008) tarafindan yapilan ¢alisgmada Kenya’nin geleneksel fermente
misir lapast olan Ikii’den izole edilen L. plantarum ve L. rhamnosus suslar1 hemolitik
aktivite ve jelatinaz lretimi gostermemistir. Amina vd. (2014) Cezayir'de ¢ig deve
siitinden izole edilen L. plantarum DU10'un jelatinaz aktivitesi gostermedigini,
dolayistyla gida ve fermantasyon endiistrisinde giivenli probiyotik olarak daha fazla
kullanilabilecegini bildirmislerdir. Bu sonuglar Wambugu (2015)’nun fermente hindistan
cevizi sarab1 Mnazi'den elde edilen 15 adet LAB susunun hemolitik ve jelatinaz aktivitesi

acisindan negatif oldugu belirttikleri sonuglari ile uyumludur.

4.3. DNaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Enzim niteligindeki DNaz DNA’y1 hidrolize eder (Bilgehan, 2000). Yapilan
analiz sonucunda 87 adet bakteriden higbirinde kullanilan besiyerinde zon olusumu
gozlenmemistir. Bu sebeple sonuglar tiim bakteriler i¢in negatif olarak degerlendirilmistir
(Sekil 4.3).

Singh vd. (2014) bebek digkisindan izole ettikleri sekiz adet L. reuteri susunun
giivenilirligini incelemis ve suslarin higbirinin DNaz enzimi iiretemedigini tespit
etmislerdir. Ribeiro vd. (2014) tarafindan Portekiz’de Pico peynirinden elde edilen ve
bakteriyosin tireten 1 adet Lc. lactis L3A21M1 susu hemoliz, histamin ve DNaz iiretimi
igin negatif sonug¢ vermistir. Bu sonuglar, Lc. lactis'in GRAS durumuna ek olarak, bu
izolat1 gidalarda koruyucu kiiltiir olarak giivenli bir aday olabilecegi seklinde
yorumlanmistir. de Almeida Junior vd. (2015) Brezilya’da kegi siitiinden izole edilen 50

LAB izolatinin viriilans faktorlerinin karakterizasyonunda, incelenen tiim suslarin DNaz
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negatif oldugunu tespit etmislerdir. Benzer sekilde, da Silva Ferrari vd. (2016) keg¢i
stitlerinden izole ettikleri LAB suslariin hicbirinde fenotipik testlerle DNaz aktivitesi
tespit etmemislerdir. Bu sonuglar Ribeiro vd. (2014)’nin sonuglar1 ile uyumludur. Aspri
vd. (2015) esek siitiinden E. faecium, E. faecalis, Leu. mesenteroides, L. paracasei/casei,
Str. macedonius, Enterococcus spp.’ye ait 79 adet LAB izole ederek bu bakterilerin
Dnaz, jelatinaz iiretimi gostermediklerini ve 79 sustan 2'sinde beta-hemoliz ve 1 susunda

alfa-hemoliz goriildiigiini bildirmislerdir.

-1
PLi1BAT v

Sekil 4.3. LAB’nin DNaz aktivite degerlendirilmesinde zon goriintiileri

Shuhadha vd. (2017)’nin arastirmasinda, Kandy bolgesinden 9 adet inek/manda
stitii kullanilarak yapilan lor peynirinden elde edilen 7 adet LAB izolatinin hepsi gama-
hemoliz 6zellik sergilerken, higbiri DNaz aktivitesi gostermemistir. Sharma vd. (2017)
Hindistan’in Himachal Pradesh eyaletinden toplanan siitlerden izole ettikleri L.
paraplantarum KMO'nun (KX671558) susunun probiyotik potansiyelini degerlendirmek
icin DNaz, hemolitik aktivite ve jelatinaz tiretimini arastirmislardir. L. paraplantarum
KMO DNaz, hemolitik ve jelatinaz aktivitesi gostermemistir. Bu sonuglar gelecekteki
uygulamalar i¢in L. paraplantarum KMO susunun giivenli bir sekilde kullanilabilme
ihtimalinin oldugu seklinde yorumlanmistir. Domingos-Lopes vd. (2017) Portekiz’de
geleneksel ¢ig inek siitiinden yapilan Pico peynirlerinden Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus ve Leuconostoc tiirlerini iceren 114 adet LAB izole etmisler ve bu

bakterilerin histamin ve DNaz tiretmediklerini tespit etmislerdir.
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4.4, lizolatlarin Biyofilm Olusturma Ozelliklerinin Arastirilmasi

Biyofilm, mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, bakterilerin ylizeye
yapismasini saglayan mikroorganizmanin igine gémiilii olarak bulundugu ekstraseliiler
polimerik matrikstir (Donlan, 2002). Cevrenin zararli etkilerinden korunmak, besin elde
etme, yeni genetik 6zelliklerin kazanilmasi gibi faktorler mikroorganizmalarin biyofilm
olusturmalarma sebep olmaktadir (Dian1 vd., 2016). Mikrobiyal proteazlar
mikroorganizmalarin sebep oldugu cok sayida hastalikta viriilans faktér olarak
ekstraseliiler enzim olarak gorev yaparlar Proteazlar pek ¢ok patolojik olayda 6nemli rol
oynarlar. Hiicre disina salinan proteazlar; konagin immiin sistemi ile etkilesime girerek
enfeksiyon gelisimine sebep olabilirler. Ekstraseliiler proteinlerin biyofilm olusumu,
biyofilm yapisina katilma ve ¢ogunlugu algilama fonksiyonun da gorevleri olabilecegi
belirtilmistir (Flemming vd., 2010). Bakteriler dogada, biyofilm olusumu gibi ¢evresel
streslere karst c¢esitli direng mekanizmalart gelistirmistir. Biyofilmlerin varligi, gida
triinlerinin patojen ve bozulmaya sebep olan mikroorganizmalar ile potansiyel
kontaminasyonu nedeniyle gida endiistrisinde onemli bir risk faktoriidir. Biyofilm
olusturan bakterilerin kistikfibroziz, endokardit, periodondit, kronik yara enfeksiyonlari
gibi bir¢ok hastaliga yol agtig1 belirlenmistir (Gupta vd., 2015). Yapilan bu aragtirmada
calisilan 87 adet LAB susunun 19°u (%21,8) biyofilm olustururken, 68’inde (%78,2)
ODsgo degeri <0,5 bulunan bakteriler biyofilm negatif olarak degerlendirilmistir (Sekil
4.4). Sonuglara genel olarak bakildiginda 9 adet L. bulgaricus (PLa2B, PLa4A, PLa31D,
PLb10A2, PLc1l0A, PLj27B, PLj35A, PLr46B, YLr26A) ve 6 adet L. fermentum
(PLc27B, PLc27E, PLc38D, YLc35B, YIe37C, YLr12A) susunda biyofilm olusumu
tespit edilmistir. Sonuglar EK 2 (Tablo 4.2 )’de gosterilmistir. Peynir dérneklerinden izole
edilen bakterilerin %26,9’u ve yogurt drneklerinden izole edilen bakterilerin %14,3’tinde

biyofilm olusumu gézlenmistir.
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Sekil 4.4. Biyofilm testi sonucunda biyofilm olusturan ve olusturmayan izolatlara ait
mikroplaka goriintiisii

Hancock ve Perego (2004) bakterilerin yiizeye yapismasinda jelatinazin onemli
oldugunu, jelatinaz olusumunun engellenmesiyle enterokoklarin cam veya plastik gibi
hidrofobik yiizeylere yapismayacagi ve bdylece biyofilm olusumunun da Oniine
gecilebilecegini belirtmistir. Di Rosa vd. (2006) esp ve jelatinazin biyofilm siirecine
etkisini degerlendirdikleri ¢alismalarinda, biyofilm olusumunda enterokokal yiizey
proteini ve jelatinazin etkisinin bulunmadigini ancak sinerjistik etkileriyle enfeksiyonu
hizlandirdiklarin1 belirtmislerdir. Kubota vd. (2008) L. plantarum, L. brevis ve L.
fructivorans suslarinda biyofilm olusumunu inceledikleri ¢aligmada, L. plantarum'un
incelenen diger tiirler arasinda daha i1yi biyofilm tirettigini ve {iretilen biyofilmin biiyiik
bir direng gosterdigini rapor etmislerdir. Benzer sekilde, Landeta vd. (2013)’nin
caligmasinda L. plantarum Al-148, L. coryniformis Al-127 ve L. paracasei Al-120 suslar1
biyofilm olusturma kapasitesi gostermistir.

Bige¢ (2015) Ankara’da tiiketime sunulan 100 balik 6rneginden izole edilen 150
Enterococcus izolatinin, 19'u (%12,7) jelatinaz, 128'i (%85,3) DNaz ve 3’1 (%2) hemoliz

pozitif bulunmustur. Enterococcus izolatlarinin mikroplaka kullanilarak yapilan biyofilm
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degerlendirmesinde; Triptic Soy Broth (TSB)’da 24 saat inkiibasyon sonrasi izolatlarin %
18,7’si kuvvetli pozitif, %52,7’si orta derecede pozitif, %24’l zayif pozitif ve %1,3’i
negatif biyofilm olusumu gostermistir. Gomez vd. (2016) Brezilya’da ¢esitli gidalardan
izole ettikleri L. lactis VB69, L. lactis VB94, L. sakei MBSal, L. curvatus MBSa3, L.
lactis 368, L. helveticus 354, L. casei 40 ve W. viridescens 113 suslarmin W. viridescens
113 harig¢ gii¢lii biyofilm irettiklerini tespit etmislerdir. 1'in lizerinde en yiiksek degerler
L. lactis 368 (1,65), L. helveticus 352 (1,38) ve L. lactis 94 (1,10) i¢in gbzlenmistir.

Suslarin geri kalani i¢in degerler 1'in altinda belirlenmistir.

45. 1lzolatlarin Ekstraseliiler Proteaz Uretiminin Tespiti

Mikrobiyal proteazlar mikroorganizmalarin sebep oldugu c¢ok sayida hastalikta
viriilans faktor olarak ekstraselliiler enzim olarak gorev yaparlar. Proteazlar pek ¢ok
patolojik olayda onemli rol oynarlar. Hiicre disina salinan proteazlar; konagin immiin
sistemi ile etkilesime girerek enfeksiyon gelisimine sebep olabilirler. Ekstraseliiler
proteinlerin biyofilm olusumu, biyofilm yapisina katilma ve c¢ogunlugu algilama
fonksiyonun da gorevleri olabilecegi belirtilmistir (Flemming vd., 2010). Izolatlarin
ekstraseliiler proteaz {iretiminin Skim milk agarda, siit agarda ve kazein agarda
gosterdikleri sonuglar EK-3 (Tablo 4.3 )’de verilmistir (Sekil 4.5). Arastirmamizda
incelenen izolatlarin 64 adedi skim milk agarda, 27 adedi siit agarda, 84 adedi ise kazein
agarda zon olusumu gostermistir. Kazein agarda 28 tane sus 10 mm’den az, 56 tane sus
ise 10-20 mm aras1 zon olusturmustur. Olgiilen zon caplar1 skim milk agarda 1,7-10,2, siit
agarda 1,4-9,6 ve kazein agarda ise 1,6-20,6 mm arasinda tespit edilmistir. incelenen 87
adet susundan 25 adet L. bulgaricus (Pla29B, Pla31D, PLb10A2, PLb19A, PLc10A,
PLCc29A, PLj27B, PLj29E(B), PLr27A, YLa27B, YLj25B, YLj27C, YLj31E, YLj38C), 5
adet L. fermentum (PLc4A, PLc27E, YLal3B, YLa22A, YLa27A), 3 adet L. lactis
(PLj24C(A), PLj27A, YLj63), E. faecium PLj35B(A), L. casei PLr35, L.
paracasei(YLj14(A)) suslar1 her {i¢ besiyerinde de zon olusturmustur. Her {i¢ besiyerinde
de zon olusturmayan sus tespit edilmemistir.

Citak vd. (2005) yapmis olduklari bir ¢alismada, ¢ig siit ve beyaz peynirden izole
edilen E. faecalis suslarinin 7°C’de %91,8’1, 25°C’de %60,7’si, E. faecium suslarinin
7°C’de %71°1, 25°C’de %52,6’s1 ve E. durans suslarinin 7°C’de %72,2°si, 25°C’de
%38,9’u proteolitik aktivite gostermistir.

Thapa vd. (2006)’nin ¢aligmasinda ise, incelenen LAB izolatlarinin proteaz,

amilaz ve lipaz aktiviteleri arastirilmistir. Bu izolatlar Dogu Himalayalarin geleneksel
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islenmis balik iiriinlerinden izole edilmistir. izole edilen biitiin suslarn 2 mm’den fazla

zon ¢api ile yaklasik 0,5-1,3 U/mL arasinda proteolitik aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Sekil 4.5. LAB’nin proteolitik aktivite deneyinde 48 saat sonras1 olusturduklar1 zon
goriintiileri

Udomsil vd. (2010)’nin arastirmasinda balik sosu piiresinden izole edilen 74
halofilik LAB izolatindan 7 tanesi %25 NaCl konsantrasyonunda proteolitik aktivite
gostermistir. Sahnouni vd. (2012) kiyr baliklarinin mide bagirsak kanallarindan izole
edilmis 67 LAB susunun tiimiiniin kazeini hidrolize edebildiklerini rapor etmislerdir.

Bigec (2015) Ankara’da tiiketime sunulan 100 balik 6rneginden izole edilen 150
Enterococcus izolati’nin 4°C’de, 24 (%16)’1 kuvvetli pozitif, 73 (%48,7)’ii orta derecede
pozitif, 26 (%17,3)’s1 zayif pozitif proteolitik aktivite, 20°C’de 31 (%20,7)’1 kuvvetli
pozitif, 13 (%8,7)’1 orta derecede pozitif, 4 (%2,7)i zayif pozitif proteolitik aktivite,
37°C’de 42 (%28)’si kuvvetli pozitif, 42 (%28)’si orta derecede pozitif, 38 (%25,3)’i
zay1f pozitif proteolitik aktiviteye sahip oldugunu tespit etmistir.

4.6. Suslarin Dekarboksilaz Aktivite Sonuclari

Mikroorganizmalardan dekarboksilaz aktivitesine sahip olanlar, gidalarda bulunan
amino asitleri enzimatik olarak dekarboksile ederek biyojen amin olustururlar (Halasz
vd., 1994). Fermente gidalarda, amino asitlerin histidin, tirozin, lisin veya ornitinin
bakteriyel dekarboksilasyonu ile olusan biyojenik aminler, son iiriinde istenmeyen lezzete

yol agar ve insan saglig1 tizerinde olumsuz etkilere neden olabilir (Rajkovic ve Jokovica,
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2015). Calismamizda 87 LAB susunun 48 (%55,2) adet histidin ve fenilalanin, 53
(%60,9) adet tirozin, 50 (%57,5) adet ornitin, 46 (%52,9) adet triptofan ve 49 (%56,3)
adet lizin dekarboksilaz aktivitesi gostermistir. LAB’nin biyojen olusturma &zellikleri
incelendiginde; 16 adet L. fermentum (PLa31B(B), PLc23Al, PLc23A2, PLc27B,
PLc27E, PLc31A, PLc38D, PLrlD, YLa22A, YLc12A, YLc23B, YLc24C, YLc35B,
YLr12A,YLr15A, YLr16A), 3 adet L. bulgaricus (PLc29A, PLr46B, YLa27B) ve 1’er
adet L. lactis PLr31C(B), L. paracasei PLj29C(A), L. plantarum PLj18A1 suslarinda
aragtirtlan histidin, fenilalanin, tirozin, ornitin, triptofan ve lizin dekarboksilaz
enzimlerinin tamami belirlenmistir. Arastirmada incelenen 29 adet L. fermentum susunun
16 adedinin tiim biyojen aminlerde pozitif sonuca sahip olmasi dikkat ¢ekicidir.

Bu sonuglarin aksine L. bulgaricus (PLa2B, PLc19E, PLa24B, PLj27B, PLr27A,
PLr31A, YLj15C(A), YLj25B), L. lactis PLr7A(A), L. fermentum (PLc4A, PLC35A,
YLal3B, YLa37B), P. acidilactici PLr8D(A2) ornitin, histidin, tirozin, triptofan,
fenilalanin ve lizini dekarboksile edememistir. Bu bakterilerin biyojen amin iiretimi
acisindan giivenilir oldugu soylenebilir (Sekil 4.6). Sonuglar EK-4 (Tablo 4.4)’de

verilmistir.

e W i

Sekil 4.6. LAB’nin dekarboksilaz aktivite degerlendirilmesinde zon goriintiileri

Sahnouni vd. (2012) kiy1 baliklarinin mide bagirsak kanallarindan izole ettikleri
67 adet LAB susunda sadece L. lactis subsp. diacetylactis BL10 hari¢ lizin, ornitin,
histidin ve tirozin pozitif bulunmustur. Bu sonuglar bizim g¢alismamizda elde edilen

sonuglar ile benzerlik gostermektedir.
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Drosinos vd. (2007) Yunanistan’in giineyinde yer alan iki orta 6l¢ekli isletmenin
tirettigi fermente sosislerden 300 LAB susu izole ederek 1 L. sakei susunun lizin, tirozin,
ornitin ve histidine kars1 dekarboksilaz aktivitesine sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Ertirkmen ve Oner (2015), ¢ig siitten iiretilmis beyaz peynirden izole edilen
Lactococcus spp., Enterococcus spp. ve Lactobacillus spp. olmak iizere 77 LAB
izolatlarinin histidin, tirosin, lisin, ornitin, fenilalanin, triptofan dekarboksilaz aktiviteleri
arastirmigtir. Calismada sadece, Lactococcus spp. PeLb58 izolati tirozin aminoasidinin,
Pelb62 izolati ise triptofan aminoasidinin bulundugu besiyerinde kirmizi kahve renk
meydana getirmis ve PeE26 izolati tirozin aminoasidinin bulundugu besiyerinde berrak
zon olusturmustur. Ertiirkmen vd. (2015) tarafindan yapilan bagka bir aragtirmada ise, 20
peynir 6rneginden izole edilen 161 LAB izolatinin dekarboksilaz aktiviteleri incelenmis,
59 E. spp.’nin 37’sinin (%62,71), 47 Lc. spp.’nin 4’iiniin (%8,51), 55 L. spp.’nin 4’{iniin
(%7,27) tirosinden tiramin ve 55 L. spp.’nin 3’tniin (%5,45) tiriptofandan triptamin
tirettigi belirlenmistir. Arastirmacilar tarafindan incelenen 108 susun higbiri (%70,19)
ornitin, histidin, tirozin, tiriptofan, fenilalanin ve lizini dekarboksile edememistir. Bu
izolatlarin peynir enddistrisi i¢in uygun baslatici kiiltiir oldugu diistiniilmektedir.

da Silva Ferrari vd. (2016) kegi siitiinden izole edilen 290 adet LAB izolatindan
farkl test sonuglarina gore 4 tane sus sec¢ilmis ve tiim suslarin triptofan, histidin, ornitin,
lizin, fenilalanin, sistein, tirosin, arginin dekarboksilaz aktivitesine sahip olmadig
bulunmustur. Bu ¢aligmanin sonuglari; LAB’nin giivenilirliginin belirlenmesinde suslarin
virtilans faktorlerinin yani sira, biyojen amin iiretim 6zelliklerinin dikkate alinmasinin
onemli oldugunu gostermektedir. Baslangi¢ kiiltiirleri olarak dekarboksilaz aktivitesi
gosteren suslarin kullanimi, fermantasyon {irlinleri iizerinde gida giivenligi i¢in dikkatli
bir degerlendirme yapilmasini gerektirir. Halk saglig1 agisindan dolayi, biyojen aminlerin
konsantrasyonlarint ve olusumlarini azaltma yollarini1 belirlemek 6nemlidir. Tiirkiye’de
balik disinda gidalarda biyojen aminler hakkinda belirlenmis yasal limitler
bulunmamaktadir. Fakat, Hollanda, Avusturya, Isvec ve ABD gibi iilkelerde gidalarin
biyojen amin iist sinirlart belirlenmistir. Biyojen aminlerin insan saglig1 lizerine olumsuz
etkilerini ortadan kaldirmak ve/veya azaltmak i¢in iilkemizde giinlik diyetle sikca
tiketilen gidalarin biyojen amin kompozisyonlar1 arastirilip, yasal diizenlemeler

yapilmalidir (Ercan vd., 2017).
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4.7. LAB lzolatlarinda PZR ile Viriilans ve Amino Asit Dekarboksilaz Diren¢

Geni Tarama Sonuglari

LAB’nin viriilans ve amino asit dekarboksilaz gen taramasi sonucunda 20 adet L.
bulgaricus (PLa2B PLad4A, PLal9E, PLa24B, PLa27C, PLa36C, PLb10A2, PLc3A,
PLj1C(A), PLj23B, PLj27B, PLj35B(A), PLr27A, PLr3C, PLr31A, PLr42B1, YLa27B,
YLj21C, YLj25B, YLj38C), 3 adet L. lactis (PLj24C(A), PLj27A, PLr31C(B)), 14 adet
L. fermentum (PLc23Al1, PLc23A2, PLc27B, PLc27E, PLc35A, YLal3B, YLal8B,
YLa22A, YLa27A, YLc4A, YLc12B, YLc20A, YLc23B, YLc24C), 2 adet L. rhamnosus
(PLc23B(A), PLj14A) ve E. faecium YLj25A suslarinda gen bolgeleri bulunmustur
(Tablo 4.5).

Jelatinaz tretimini kodlayan gelE primerleri kullanilarak yapilan taramada, 87
adet LAB izolatlariin 7 tanesinde gelE bolgesi saptanmistir. Tespit edilen bu gen bolgesi
sadece peynir orneklerinden izole edilen LAB’da fiksasyon vermistir. Saptanan bu gelE
bolgelerinin 5 tanesi L. bulgaricus (PLa2B, PLal9E, PLr27A, PLr42B1, PLj27B), 1’er
tanesi ise L. rhamnosus PLc23B(A) ve L. lactis PLr31C(B) suslarina aittir. gelE primeri
yaklasik 213 b¢ uzunlugundadir. PZR sonucu elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.7°da

verilmigtir.

¢ ..I‘

Sekil 4.7. LAB izolatlarinin gelE gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmast ile elde edilmis jel
gorlintiisii (M: 100b¢ DNA marker, 1: L. bulgaricus PLa2B, 2: L. rhamnosus PLc23B(A),
3: L. bulgaricus PLal9E, 4: L. bulgaricus PLr27A, 5: L. lactis PLr31C(B), 6: L.
bulgaricus PLr42B1, 7: L. bulgaricus PLj27B, 19: negatif kontrol)

Fenotipik olarak jelatinaz tiretimi gosteren 48 izolatin 7 adedinde genotipik olarak

gelE geni saptanmistir. Konak¢1 dokulari bozarak biyofilm olusumunda rol oynayan
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bakterilere besin sagladigi disiiniilen gelE geninin diger pozitif bakterilerde tespit
edilememesinin, bu calismada analiz edilen suslarda bulunan diisiik biyofilm olusumu
insidanst ile ilgili olabilecegi diistiniilmektedir. L. rhamnosus PLc23B susunda besiyeri
ortaminda jelatinaz aktivitesi tespit edilmezken, cylA gen pozitif bulunmustur.

Zou vd. (2011) 117 adet E. faecalis izolatinda gelE genini en yaygin virulans geni
olarak bulurken, Copur vd. (2016) Enterococcus’larda gelE genini %12,9, Mete vd.
(2017) gelE genini %7,9 olarak tespit etmislerdir. Van Kerckhoven vd. (2004) ise
caligmalarinda LAB’nde gelE genini tespit edememislerdir. Bizim ¢alismamizda ise gelE
geni %8,0 olarak bulunmustur.

Sitolizin gen bolgesini kodlayan cylA primerleri kullanilarak yapilan taramada,
caligilan izolatlarin dort tanesinde cylA bolgesi saptanmustir. Saptanan bu cylA gen
bolgelerinin 4 taneside L. bulgaricus (PLr3C, YLa27B, YLj25B, YLj38C) suslarina aittir.
cylA primeri yaklasik 688 bg¢ uzunlugundadir. PZR sonucu elde edilen jel goriintiisii Sekil

4.8’de verilmistir.

Sekil 4.8. LAB izolatlarinin cylA gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmast ile elde edilmis jel
goriintiisii (M: 100b¢ DNA marker, 8: L. bulgaricus PLr3C, 9: L. bulgaricus YLa27B,
10: L. bulgaricus YLj25B, 11: L. bulgaricus YLj38C, 14: negatif kontrol)

Sitolizini (hemolizin) kodlayan cylA gen bolgesi, karakterize edilen en onemli
enterokok virulans faktorlerinden biridir. Gidalarda istenmeyen beta-hemolitik 6zelliklere
sahip kiiltiirlerin ve gida fermantasyonunda baslangi¢c kiiltiir olarak kullanilmasi

onerilmez (Fifadara vd., 2003). Sitolizinler bagisiklik hiicreleri de dahil olmak iizere
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okaryotik hiicrelerde gesitli tiirlere karsi litik aktiviteye sahiptir. E. faecalis sitolizini ile
ilgili bircok c¢alisma, bu molekiilin insan ve model sistemlerde enfeksiyonu
siddetlendirdigini gostermektedir (Van Tyne vd., 2013).

Gomez vd. (2008) E. faecalis suslarinda %88 ile yiiksek cylA gen insidansi tespit
ederken, Hussein (2013) %25 ile daha diisiik insidans tespit etmistir. Yogurt 6rneklerinde
cyclA geninin sirasiyla %16,7 ve E. faecalis ve E. faecium'da %57,1 oraninda tespit
edildigi bulunmustur. Abd El Tawab vd. (2016) yogurt 6rneklerinden elde edilen E.
faecalis'de cyclA genini tespit edememistir (Shafeek vd., 2018). Bizim g¢alismamizda
%4,6 cylA geni tespit edilmistir. incelenen 2 adet E. faecium susunda cylA geni tespit
edilmemistir.

Semedo vd. (2003) hemolitik aktivite ve viriilans cyl genlerinin varligin1 26
referans sus, insan ve veteriner kokenli 42 klinik izolat, 96 koyun peyniri/siit
izolatlarindan Enterococcus cinsine ait 20 farkli tiirden 164 adet sus kullanarak
incelenmislerdir. Arastirmacilar spesifik primerler kullanilarak cylLL, cylLS, cylM, cylB,
cylA genlerini taramislardir. 10 tiirde beta-hemolitik ve 14 tiirde cyl genleri pozitif
bulunmustur. beta-hemolitik aktivite, 26 (%23) referans susun 6'sinda, 42 (%33) klinik
izolatin 14’tinde ve 96 (%6) gida izolatinin 6’sinda tespit edilmistir. cyl genleri ise, 26
(%58) referans susun 15'inde, 42 (%88) klinik izolatin 37’sinde ve 96 (%70) gida
izolatinin 67’sinde bulunmustur. Arastirmacilarin elde ettikleri bu veriler, gida
izolatlarinda viriilans potansiyelin belirlenmesi i¢in giivenlik degerlendirmesi amaciyla
yapilan ¢alismalara duyulan ihtiyact giiglendirmektedir. Klinik ve gida izolatlari
karsilagtirildiginda, klinik izolatlarda belirgin bir sekilde daha yiiksek beta-hemolitik ve
cyl genotipi bulunmustur. Bu sonuglar literatiirdeki diger c¢alismalarin sonuglarini
desteklemektedir (Elsner vd., 2000; Franz vd., 2001). Bununla birlikte, gida izolatlarinda
gozlenen cyl genlerinin yiiksek sikligi (%70), viriilans potansiyellerine ve giivenlik
degerlendirme ihtiyacina isaret etmektedir.

Enterokokal ylizey proteinini kodlayan esp primerleri kullanilarak yapilan
taramada, ¢alisilan izolatlarin on {i¢ tanesinde esp bolgesi saptanmigtir. Saptanan bu esp
gen bolgelerinin 7 tanesi L. bulgaricus (PLa4A, PLa24B, PLa27C, PLa36C, PLb10A2,
PLc3A, PLr31A), 4 tanesi L. fermentum (PLc35A, YLa27A, YLc12B, YLc20A), 1’er
tanesi ise L. rhamnosus PLc23B(A) ve E. faecium YLj25A suslarina aittir. esp primeri
yaklagik 510 b¢ uzunlugundadir. PZR sonucu elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.9°da

verilmistir.
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Sekil 4.9. LAB izolatlarinin esp gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi ile elde edilmis jel
goriintiisti (M: 100b¢ DNA marker, 1: L. bulgaricus PLa4A, 2: L. rhamnosus PLc23B(A),
4: L. bulgaricus PLa24B, 5: L. bulgaricus PLa27C, 6: L. bulgaricus PLa36C, 7: L.
bulgaricus Lb10A2, 8: L. bulgaricus PLc3A, 9: L. fermentum PLc35A, 10: PLr31A, 12:
L. fermentum YLa27A, 13: L. fermentum YLc12B, 15: L. fermentum L. bulgaricus
YLc20A, 16: E. faecium YLj25A, 17: negatif kontrol)

Archimbaud vd. (2002) endokardit ve bakteriyemi izolatlarinda esp'nin varligini
bildirmislerdir. Al-Talib vd. (2015) Malezya’da yaptiklar1 calismada 222 enterokok
izolatinda esp genini arastirmislar ve tiim izolatlarda %45,5 pozitiflik tespit etmislerdir.
Strateva vd. (2016) kan zehirlenmesi ile seyreden klinik 6rneklerden izole edilen E.
faecalis izolatlarinda esp genini %33,3, invaziv olmayan Orneklerde ise %54,3 olarak
bulmuslardir. Copur vd. (2016) ise LAB’nde esp genini tiim izolatlarda %78,4, Mete vd.
(2017) ise %32,3 olarak saptamislardir.

Creti vd. (2004) endokardit izolatlarinda esp ve cylA'y1 kodlayan genleri
bulamamis ancak, esp geninin idrar yolu enfeksiyonu ve bakteriyemi izolatlar1 arasinda
bir oldugunu belirtmislerdir.

Aragtirmamizda hiyaliironidaz enzimini kodlayan hyl primerleri kullanilarak
yapilan taramada, ¢alisilan izolatlarin 2 adedinde hyl bolgesi saptanmistir. Saptanan bu
hyl gen boélgeleri L. bulgaricus PLj23B ve L. rhamnosus PLj14A suslarmna aittir. hyl
primeri yaklasik 276 b¢ uzunlugundadir. PZR sonucu elde edilen jel goriintiisii Sekil
4.10‘da verilmistir.
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Sekil 4.10. LAB izolatlarinin hyl gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi ile elde edilmis jel
goriintiisii (M: 100b¢ DNA marker, 11: L. bulgaricus PLj23B, 13: L. rhamnosus PLj14A,
19: negatif kontrol)

Endokardit antijenini kodlayan efaA primerleri kullanilarak yapilan taramada,
calisilan izolatlarin 16 adedinde efaA bolgesi saptanmistir. Saptanan bu efaA gen
bolgesinin 11 adedi L. fermentum (PLc23A1, PLc23A2, PLc27B, PLc27E, PLC35A,
YLal3B, YLal8B, YLa22A, YLc4A, YLc23B, YLc24C), 3 adedi L. lactis (PLr31C(B),
PLj24C(A), PLj27A) ve 2 adedi L. bulgaricus (PLr42B1, PLj1C(A)) suslarina aittir. efaA
primeri yaklagik 688 b¢ uzunlugundadir. PZR sonucu elde edilen jel goriintiisii Sekil
4.11°da verilmistir.

100 bp Plus
p

Sekil 4.11. LAB izolatlarinin efaA gen bdlgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi ile elde edilmis jel
goriintiisti (M: 100b¢ DNA marker, 2: L. fermentum PLc27E, 3: L. fermentum PLc35A, 4:
L. lactis PLr31C(B), 5: L. bulgaricus PLr42B1, 6: L. bulgaricus PLj1C(A), 8: L. lactis
PLj24C(A), 9: L. fermentum YLal3B, 10: L. fermentum YLa22A, 11: L. fermentum
YLc4A, 13: L. fermentum YLc23B, 14: L. fermentum YLc24C, 15: L. fermentum
PLc23Al, 16: L. fermentum PLc23A2, 17: L. fermentum PLc27B, 18: L. lactis PLj27A,
19: L. fermentum YLal8B, 12: negatif kontrol)
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Histidin dekarboksilaz amino asidini kodlayan hdc primerleri kullanilarak yapilan
taramada, calisilan izolatlarin 2 adedinde hdc bolgesi saptanmistir. Saptanan bu hdc gen
bolgesi L. bulgaricus PLj35B(A) ve YLj21C suslarina aittir. hdc primeri yaklasik 367 bg

uzunlugundadir. PZR sonucu elde edilen jel goriintiisti Sekil 4.12°da verilmistir.

100 bp Plus
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Sekil 4.12. LAB izolatlarinin hdc gen boélgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi ile elde edilmis jel
goriintlisii (M: 100b¢ DNA marker, 4: L. bulgaricus PLj35B(A), 15: L. bulgaricus
YLj21C, 21: negatif kontrol)

Tirozin dekarboksilaz amino asidini kodlayan tdc, kolajen baglayici proteini ace
ve agregasyon maddesini kodlayan asal gen bolgeleri calisilan 87 adet LAB’nin
hicbirinde tespit edilememistir.

Zonenschain vd. (2009) Kuzey Italya'nin Piacenza eyaletinde iiretilen fermente
kuru sosislerden izole edilen 312 laktobasil kolonisinden 7 Lactobacillus tiiriine ait L.
sakel, L. curvatus ve L. plantarum tiirlerine ait 60 farkli LAB susunda %45 tetM, %16,6
tetW, %1,6 tetS, %38,3 ermB ve %3,3 ermC genleri bulunmustur. Tiim suslarda tetL geni
negatiftir. Tetrasikline direngli izolatlarda tetM"nin yiiksek insidansi, bu genin fermente
edilmis kuru sosislerden (Gevers vd., 2003b) izole edilen ve dogrudan domuz etinden
(Garofalo vd., 2007) ekstrakte edilen DNA'daki Lactobacillus spp. (Klare vd., 2007)
arasindaki genis dagilimi ile uyumludur. Zou vd. (2011), 2007 ve 2009 yillar1 arasinda
Cin'de farkli domuz ¢iftliklerinden alinan 502 klinik 6rneklerden izole edilen toplam 117
adet E. faecalis izolatinda gelE (%69,23), ace (%48,72), efaA (%15,38), asal (%7,69) ve
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esp (%6,84) virulans genlerini tespit etmislerdir. izolatlarin hicbirinde cylA ve hyl genleri
tespit edilmemistir. Creti vd. (2004) klinik izolatlardan, saglikli bireylerden ve ¢evreden
E. faecalis suslarini izole ederek, viriilans faktor genlerini taramiglardir. Tiim suslarda
%44,6 esp, %23 cylA, %63,5 asal, %74,3 gelE geni bulunurken, tim suslarda ace ve
efaA genleri pozitif belirlenmistir. gelE pozitif izolatlar, klinik ve gida hayvani
izolatlarinda, Dupre vd. (2003), Martin-Platero vd. (2009) ve Belgacem vd. (2010)
tarafindan yapilan arastirmalarla uyumludur. Bununla birlikte, diger viriilans genleri efa,
esp ve asal gen bolgeleri ile ilgili bulunan sonuglar diger arastirmacilar tarafindan klinik
ve hayvansal gida izolatlar1 lizerinde rapor edilen verilere zittir (Creti vd., 2004; De
Marques ve Suzart 2004; Martin vd., 2005; Hallgren vd., 2009; Martin-Platero vd., 2009;
Valenzuela vd., 2009). Hayvansal gida izolatlar1 {izerinde yapilan baska bir ¢alismada
bildirildigi {izere, tiim izolatlarda cylA ve hyl genleri tespit edilmemistir (Martin vd.,
2005). Viriilans genler ve antimikrobiyal direng, gida kaynakli enterokok enfeksiyonlarda
rapor edilmis olsa da, gida suslarina aktarilabilme ihtimalleri bulunmaktadir (Valenzuela
vd., 2009). Omar vd. (2004) ispanya’da farkli gidalardan izole ettikleri enterokoklarin
hemolitik, jelatinaz, DNaz aktiviteleri gostermediklerini ve cylL, ace, asal, esp virulans
genleri bulundurmadiklari tespit edilmistir.

asal viriilans geni sistemik enfeksiyonlarin gelismesini kolaylastiran bakterilerin
okaryot yiizeylere baglanmasina izin veren bir viriilans faktoriidiir. Hallgren vd. (2009) E.
faecalis izolatlarinda asal genini %79 olarak bulmuslar ve E. faecium izolatlarinda
pozitiflik bulamamislardir. Baylan vd. (2011)’nin ¢alismasinda asal gen pozitifligi E.
faecium izolatlarinda saptanmazken, E. faecalis izolatlarinda %40,7 olarak bulunmustur.
Sharifi vd. (2013) E. faecalis izolatlarinda asal genini %69,6, E. faecium izolatlarinda
%38 olarak bulmuslardir. Mete vd. (2017) asal genini E. faecalis izolatlarinda %58, E.
faecium izolatlarinda %25,3 olarak tespit etmislerdir.

Moraes vd. (2012) ¢ig siit ve peynirden izole ettikleri Enterococcus tiirlerinin
viriilans aktivitelerini arastirmislardir. izolatlarin %45°i jelatinaz iiretmistir. izolatlarm
%93’ beta-hemolitik aktivite gosterirken, hicbiri alfa-hemolitik ve DNaz aktivitesi
gostermemistir. Suslarda asal (%100), gelE (%93,0), efaA (%83,7), esp (%50), cylA
(%10), ace (%25), hyl (%25), hdcl (%25) ve tdc (%55) viriilans gen bolgeleri
bulunmustur. Ayrica, 2 izolatta vanA ve 1 izolatta vanB genleri belirlenmistir. Genel
olarak, incelenen viriilans faktorlerin pozitif sonu¢ sikligi, gidalardan izole edilen
Enterococcus ile ilgili diger calismalarla benzerlik gostermektedir (Gomez vd., 2008;

Barbosa vd., 2010). Gidalardan elde edilen pozitif sonuglarin klinik izolatlarla yapilan

61



caligmalara gore daha diisiik oldugu belirtilmistir (Barbosa vd., 2010). Fas'in kuzeyinden
toplanan ¢ig kegi siitlerinden E. hirae tiirlerine ait F420 suslar1 tanimlanip asal, hyl, cylA,
esp, gelE, efaA ve ace viriilans genlerini igermedikleri tespit edilmistir. Tiim suslar
jelatinaz tiretmemis ve hemolitik aktivite gOstermemistir. E. hirae F420'nin tirosin,
histidin, lisin veya ornitini dekarboksile edemedigi goriilmiistiir (Achemchem, 2012).

Landeta vd. (2013) ispanyol kuru-sertlestirilmis sosislerden izole ettikleri LAB
suslarinda tetM, ace, gelE, asal, esp, cylA, hyl, hypR, hdc, tdc, odc ve Idc gen bolgeleri
icin tiim suslar negatif bulunurken, sadece efaA viriilans geni analiz edilen tiim suslarda
(Al-79 susu harig) tespit edilmistir. Biyojen amin iiretimi sonuglari, ¢ogu E. faecium
sugsunun ve L. sakei Al-142'in tiramin Urettigini gostermistir. Bu enterokoklarda tiramin
tiretimindeki yiiksek insidans, farkli arastirmacilar tarafindan rapor edilen sonugclarla
uyumludur (Komprda vd., 2010). Landeta vd. (2013)’nin ¢alismasinda, E. faecium Al-74,
Al-75, Al-79 ve Al-87 suslarinda tirozin dekarboksilaz geninin varligi i¢in pozitif (De las
Rivas vd., 2006) iken, tiramin iretimi i¢in negatif (Garcia-Moruno vd., 2005) sonug
vermistir. Bu anlamda, Munoz-Atienza vd. (2011) benzer sekilde, gen ekspresyonu
olmamasi nedeniyle tirozin dekarboksilaz genine sahip olan enterokoklarda, tiramin
tiretimini rapor etmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise fenotipik olarak % 60,9 tirozin iireten
suslar tdc geni agisindan negatif bulunmustur.

Ribeiro vd. (2014) Portekiz’de Pico peynirinden elde edilen 1 adet Lc. lactis ve 7
adet E. faecalis olmak iizere toplam 8 LAB susunda potansiyel patojenitesini, viriilans
faktorlerini kodlayan dokuz genin varliginin arastirilmasiyla incelemislerdir. Viriilans
genlerinin higbiri Lc. lactis susunda tespit edilmemistir. Enterokoklardan 5 sus gelE, 6
asal, 5 ace, 3 esp, 4 cylA, 2 hdc, 4 tdc ve 5 efaA genlerini kodlayan viriilans 6zellikler
bulunmustur. Tiim izolatlar hyl ve hdcl genleri i¢in negatiftir. Bizim ¢alismamizda ise E.
faecium tiirline ait 2 sus vardir. Bu suslar arastirilan viriilans ve amino asit dekarboksilaz
direng genlerinden higbiri tespit edilmemistir.

Gomez vd. (2016) Brezilya’da cesitli gidalardan izole ettikleri L. lactis (VB69,
VB94, 368), L. sakei MBSal, L. curvatus MBSa3, L. helveticus 354, L. casei 40 ve W.
viridescens 113'lin baz1 viriilans gen bdlgelerini incelemislerdir. L. curvatus MBSa3, L.
lactis VB94, VB69 ve L. casei 40 suslarinda esp ve efaAfm, L. helveticus 352°de Agg ve
cpd genleri bulunurken, L. lactis 368 susunda sadece cpd geni amplifiye edilmistir. W.
viridescens 113 susunda efaAfm, cob ve gelE gen bolgeleri bulunmustur. W. viridescens
113 harig tiim suslar gelE i¢in negatifbulunmus ve suslarin hicbirinde tespit edilmemistir.

Suslar cylLL, cylLS, cylM, cylB, cylA ve ccf genleri igin negatif bulunmustur.
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Domingos-Lopes vd. (2017) endokardit antijenini kodlayan efaA genini
Lactobacillus tirlerinin %68,2'sinde, 3 Lactococcus’un 3’tinde ve 5 Leuconostoc'un
4'inde belirlemislerdir. Bu tiirlere bagli nadir endokardit vakalar1 bildirilmistir (Zechini
vd., 2006). gelE, asal, esp, cylA, ace, vanA ve vanB viriilans genleri Lactobacillus
susunda ve cylA, asal, hdc2 ve ace genleri Leuconostoc suslarinda bulunmustur. Tim
enterokok izolatlarinda, gelE (%77), asal (%63), efaA (%99), ace (%94), cylA (%32),
esp (%33) gibi viriillans faktor genleri bulunmustur. vanA, vanB ve hdc2 direngleri <%5
oraninda tespit edilmistir. Bazi aragtirmacilar tarafindan viriilans genleri tasiyan
enterokok suglarinin yiiksek siklikta goriilmesini, kiiltiirlerin Manchego ve Brezilya
geleneksel peynirlerinde bulunan mikrofloranin bir pargasi olduklar ig¢in vurgulayarak
tilkketiciler acisindan herhangi bir belirgin risk olusturmadigina yonelik raporlar
bulunmaktadir (Nieto Arribas vd., 2011; Moraes vd., 2012). Bununla birlikte, bu tiirlerin
yaygin olarak birka¢ gelencksel siit, sarap ve sebze fermantasyonlari i¢in baslangic
kiiltiirler olarak gidalarin mikrobiyal topluluklarinda uzun stireli giivenli kullanim
oykiileri vardir (EFSA, 2007). Domingos-Lopes vd. (2017)’nin g¢alistiklar1 114 LAB
izolat1 i¢inden 1 adet Leu. mesenteroides ve 5 adet L. paracasei subsp. paracasei’yi
iceren sadece 6 sus tlim viriilans genleri i¢in negatif sonu¢ vermistir. Bu baglamda, bu
suslar gida fermantasyonlarinda baslangi¢/yardimci kiiltiirler olarak giivenli kullanim igin
iyi birer aday olarak gosterilebilirler. Bizim g¢alismamizda ise calisilan Lactobacillus
tirlerinde efaA (%19,0), esp (%14,3), gelE (%8,3), cylA (%4,8), hdc (%2,4) ve hyl
(%2,4) viriilans faktor genleri bulunmustur. tdc, ace, asal genleri igin ise tiim suslarda
negatif sonug elde edilmistir.

Mrkonjic-Fuka vd. (2017) olgunlasma donemlerinde ¢ig siitten tretilen Istria
peynirinden E. faecium (%53,8) ve E. faecalis (%42,4), E. durans (%2,84) ve E.
casseliflavus (%0,95) suslar1 olmak {izere 588 adet Enterococcus izolati tanimlamislardir.
Cok sayida sus, tetrasiklin (%43,56), eritromisin (%35,79) ve vankomisin (%23,48) gibi
kritik 6neme sahip antibiyotiklere direngli bulunmustur. PZR ile yapilan antibiyotik gen
taramasinda vankomisin ve eritromisin direng belirleyicilerin higbiri tanimlanmamig
ancak; tetrasiklin i¢in tetM geni tespit edilmistir. Viriilans direng genlerinden Agg, efaAfs,
gelE, cylM, cyIB, cylA, esp, efaAfm, cob ve cpd ozellikle E. faecalis suslari arasinda
siklikla tespit edilmistir.

Todorov vd. (2017) Bulgarlarin geleneksel fermente edilmis “lulanka” salamindan
13 adet L. plantarum, 4 adet L. brevis ve 4 adet L. sakei olmak iizere toplam 21 LAB

izole ederek, bu bakterilerde viriilans faktorleri biyojenik amin iiretimi ve vankomisin
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direnci ile ilgili genlerin varlig1 arastirilmistir. Antibiyotik diren¢ genlerinden 21 izolattin
3’linde vanB geni bulunurken, tiim suslar vanA geni i¢in negatif tespit edilmistir. 21 LAB
izolatinda 1 gelE, 2 hyl, 21 tdc, 2 ace viriilans genleri tespit edilirken asal, esp, cylA, efa
ve hyl gen bolgeleri bulunmamustir.

Shafeek vd. (2018)’nin arastirmasinda, Misir'daki Qena sehrinde yogurt, Kareish
peyniri, dondurma, ¢ig inek siitii ve yerel olarak iiretilen bazi siit tirlinleri dahil olmak
lizere ¢esitli siit triinleri siipermarketlerden toplanarak, 150 adet Enterococcus tiirleri
izole edilmis, bu bakteriler multipleks PZR ile bazi viriilans genlerin (gelE, asal, esp ve
cylA) varlig1 agisindan taranmistir. Sonuglar E. faecalis izolatlarinda %53,9 gelE, %76,9
asal, %69,2 esp ve %30,8 cylA; E. faecium izolatlarinda ise %46,9 gelE, %71,9 asal,
%53,1 esp ve %34,3 cylA'nin oldugunu gostermistir. asal ve esp genleri, arastirilan tim
enterokok suslari arasinda en sik goriilen viriilans 6zellikleridir ve bunu gelE ve cylA
genleri takip etmektedir. Bu nedenle, bu galismanin sonuglari, siit ve siit triinlerinin
Enterococcus tiirlerinin gida zincirinden insan popiilasyonuna virulans potansiyeli ile
yayilmasinda énemli bir rol oynayabilecegini gostermistir. Channaiah vd. (2018) 6 yem
degirmeni ve 2 iftlikten toplam 108 domuz yeminden E. casseliflavus (%54,8), E.
gallinarum (%17,8), E. faecium (%17,8), E. hirae (%5,8) ve E. faecalis (%3,8) olmak
lizere toplam 208 enterokok susu ile calismustir. izolatlarin gelE (%18,2), esp (%2,4) ve
cylA (%2,4) gen bolgeleri tasidiklar: bulunmustur.

Biscola vd. (2018) Brezilya zanaat peynirinden izole edilen P. acidilactici VB90,
W. viridescens VB111 ve E. faecalis VB43 olmak iizere 3 LAB susunda asal, ace, gelE,
agg, efaA, hyl, esp, cylLL ve cylLS viriilans genlerini arastirmiglardir. E. faecalis VB43
susunun ace ve gelE, P. acidilactici VB90 ve W. viridescens VB111 suslarinin ise asal,

ace, gelE, agg gen bolgeleri tagidiklar: tespit edilmistir.

4.8. LAB Izolatlarinda PZR ile Antibiyotik Diren¢ Geni Tarama Sonuclar

Aragtirilan antibiyotik gen boélgeleri 13 adet L. fermentum (PLc23A1, PLc23A2,
PLc27B, PLc31A, PLc38D, PLrlD, YLa22A, YLa22B, YLc23B, YLc24C, YLc35B,
YLr12A, YLrl15A), L. rhamnosus PLj14 ve E. faecium YLj25A suslarinda tespit
edilmistir.

Eritromisin antibiyotik genini kodlayan ermA primerleri kullanilarak yapilan
taramada, c¢aligilan 87 sustan sadece L. rhamnosus PLj14A’da ermA bdolgesi saptanmustir.
ermA primeri yaklasik 645 b¢ uzunlugundadir. PZR sonucu elde edilen jel goriintiisii
Sekil 4.13’de verilmistir.
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100 bp Plus

Sekil 4.13. LAB izolatlarinin ermA antibiyotik gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmast ile
elde edilmis jel goriintiisii (M: 100b¢ DNA marker, 5: L. rhamnosus PLj14A, 14: negatif
kontrol)

Eritromisin antibiyotik gen bolgesini kodlayan ermB primerleri kullanilarak
yapilan taramada, ¢alisilan 87 bakterinin 9 adedinde ermB antibiyotik direng gen bolgesi
saptanmuistir. Saptanan bu ermB gen bolgesi L. fermentum (PLc23A1, PLc23A2, PLc31A,
PLr1D, YLa22A, YLc23B, YLc35B, YLr12A, YLr15A) suslarina aittir. ermB primeri
yaklasik 639 b¢ uzunlugundadir. PZR sonucu elde edilen jel goriintiisii Sekil 4.14°te

verilmistir.
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Sekil 4.14. LAB izolatlarinin ermB antibiyotik gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmas ile
elde edilmis jel goriintiisii (M: 100b¢ DNA marker, 1: L. fermentum YLa22A, 2: L.
fermentum YLc23B, 4: L. fermentum YLc35B, 5: L. fermentum YLr12A, 6: L. fermentum
YLr15A, 7: L. fermentum PLc23A1, 8: L. fermentum PLc23A2, 9: L. fermentum PLc31A,
10: L. fermentum PLr1D, 14: negatif kontrol)

Vankomisin antibiyotik diren¢ genini kodlayan vanB primerleri arastirildiginda
ise, calisilan 87 izolatin 5 adedinde vanB antibiyotik direng gen bolgesi saptanmustir.
Saptanan bu vanB gen bolgesinin 4 tanesi L. fermentum (PLc27B, PLc38D, YLa22B,
YLc24C) ve 1 tanesi ise E. faecium YLj25A suslarina aittir. vanB primeri yaklasik 994 bg

uzunlugundadir. PZR sonucu elde edilen jel goriintiisti Sekil 4.15’te verilmistir.
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100 bp Plus

N
Pl )

Sekil 4.15. LAB izolatlarinin vanB antibiyotik gen bolgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi ile
elde edilmis jel gortintiisii (M: 100b¢ DNA marker, 1: E. faecium YLj25A, 2: L.
fermentum YLa22B, 3: L. fermentum YLc24C, 4: L. fermentum PLc27B, 5: L. fermentum
PLc38D, 14: negatif kontrol)

87 susta ermC, cat, aac(6')-aph(2”), tetK, tetL, tetM, tetS, tetQ, vanA, vanC ve
vanX antibiyotik diren¢ gen bolgeleri taranmis olup, suglarin higbirinde ilgili genler tespit
edilmemistir.

Cataloluk ve Gogebakan’in 2004 yilinda yaptiklar1 ¢aligmaya gore insan ve gida
orjinli laktobasillerin ¢ogunlugunda (%61,96) tetM ve ermB genleri yaygin bulunmustur.
Calismada direncli suslar L. acidophilus, L. crispatus, L. gasseri ve L. plantarum olarak
belirtilmistir. Huys vd. (2004) Avrupa’daki peynirlerden izole edilen enterokoklarda
tetrasiklin direncinin tetM geniyle iligkili oldugunu ve izolatlarin ayn1 zamanda Tn916-
Tn1545 ailesine dahil konjugatif transpozon i¢erdigini belirtmislerdir.

Kastner vd. (2006) Isvigre'de mikrobiyal gida katki maddelerindeki mevcut
antibiyotik diren¢ durumunu belirlemek i¢in 90 farkli kaynaktan alinan 74 adet
Lactobacillus, 33 adet Staphylococcus, 6 adet Bifidobacterium, 5 adet Pediococcus ve 82
adet laktokok/streptokok olmak tizere 200 izolattan, et baslatict kiltiirleri olarak
kullanilan 5 adet Staphylococcus izolatinda tetK, probiyotik kiiltiir olan B. lactis DSM
10140 ve L. reuteri SD 2112'de ise tetrasiklin direngli tetW genini tespit etmislerdir.

Ouoba vd. (2008)’nin Afrika ve Avrupa kokenli gesitli LAB ve bifidobakterilerin
antibiyotik direngleri, bu direncin in vitro transferi ile ilgili yaptig1 ¢alismada, bu
izolatlarda yiiksek oranda fenotipik aminoglikozid direnci saptanmistir. Avrupa
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izolatlarinda aminoglikozid direncini kodlayan aac(6')-aph(2') ve tetrasiklin direncini
kodlayan tetS genlerine rastlanmistir. Ayni ¢alismada Afrika izolat1 L. reuteri L4:12002
susunun ermB geni tasidigi ve bu geni E. faecium JH2-2 susuna aktarabildigi
belirtilmistir. Izolatlar ermC, aac(6')-aph(2"), vanA, vanB, vanX, tetM, tetL, tetQ, tetK ve
tetO antibiyotik direng genleri ise tespit edilmemistir. Egervarn vd. (2009)’nin yaptig1
calismada ise, 28 L. reuteri susunun 24’iinde tetW geni ve yiiksek tetrasiklin MIK
degerleri bulunmustur. Ayrica 6 susun 4’iinde eritromisin igin yiiksek MIK degerleri ve
ermB, ermC ve ermT genleri belirlenmistir. Bunun yaninda 2 adet L. plantarum susunda
da yiiksek MIK degeri ve plazmidde kodlanan tetM geni bulunmustur. Calismada real-
time PZR ve southern blot analizleri ile tetW pozitif L. reuteri susu ile ermB pozitif L.
reuteri suslarindaki direng genlerinin plazmitlerin {izerinde tasindigi bildirilmistir.
Clementi ve Aquilanti (2011), laktokoklarin antibiyotik direng¢/duyarlilik profillerini
aragtirmislar ve bazi suslarin tetM ve ermT genleri tasidigi, ¢ig siitten yapilan peynirden
izole edilen K214 susunun en azindan 3 farkli plazmid yerlesimli kloramfenikol,
tetrasiklin ve streptomisin diren¢ geni tasidigi belirtilmistir. tetS geninin varhigi Leu.
citreum i¢in bildirilmistir. ermB geni P. acidilactici’nin ii¢ susunda tespit edilirken, yine
ayni1 bakterinin bir izolatinda aac(6')-aph (2") geni saptanmuistir.

Frazzon vd. (2010) Brezilya’nin giineyindeki gida orneklerinden Enterococcus
izolasyonu yapmislar ve bu izolatlarin antibiyotik direngliliklerini arastirmislardir.
Suslarin tiimii vankomisine duyarli bulunurken, yiiksek oranda tetrasiklin ve eritromisin
direnci belirlenmistir. En sik rastlanan genotip ise tetL geni ile birlikte ya da tek basina
tetM geni olarak bulunmustur.

Comunian vd. (2010) farkl1 cografi bolgelerden gelen italyan fermente iiriinlerden
izole ettikleri L. paracasei 197 izolatinin, tetrasiklin ve eritromisin duyarliligini
degerlendirmislerdir. Izolatlar tiir seviyesinde tanimlanarak genotipik olarak toplam 121
farkli sus tespit edilmis ve bunlarin etken antibiyotiklere karsi direnci belirlenmistir.
Fenotipik olarak direngli izolatlarda ermB, ermC ve tetlL, tetM, tetS, tetW genlerinin
varligi PZR ile arastirilmis. Test edilen 121 sustan %77,7'si tetrasikline ve %94,2'si
eritromisine duyarli bulunmustur. Fenotipik olarak tetrasikline direnc¢li suslarda %81,4
tetM ve %22,2 tetW genleri belirlenirken tetL ve tetS genleri tespit edilememistir.
Fenotipik olarak eritromisine direngli 7 susun tamaminda ermB saptanirken, izolatlarin
hicbirinde ermC geni bulunamamistir. Calismada L. paracasei'nin tetrasiklin ve
eritromisine karst oldukg¢a duyarli oldugu ancak ermB pozitif suslarin yiiksek seviyede

direng gosterdigi dogrulanmistir. Arastirmacilar L. paracasei izolatlarinda tanimlanan
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genlerin yatay olarak diger tiirlere transfer edilip edilmeyecegini analiz etmek igin ileri
aragtirmalara ihtiya¢ duyuldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise, 87 izolattan
yalnizca iki tanesi L. paracasei tiiriine aitti ve bu susta arastirilan antibiyotik direng
genlerinin hepsi negatif bulunmustur.

Pan vd. (2011) 11 tane Cin fermente gidasindan LAB izolasyonu yaparak, bu
izolatlarda kloramfenikol, kanamisin, tetrasiklin, siprofloksasin, ampisilin, klindamisin ve
eritromisin olmak iizere klinik agidan énemli 7 antibiyotige kars1 direnci arastirmislardir.
Antibiyotige direncli 200 LAB izolat1 icinde 14’niin 7 antibiyotige karsi MIK’leri
aragtirtlmistir. Birden ¢ok direng gozlenen bu 14 susda PZR yontemi ile direng genleri
aranmigtir. tetM ve ermB genlerinin her ikiside plazmidik ya da kromozomal bulunurken,
aphA3 geni sadece plazmidik, mefA geni ise sadece kromozomal olarak bulunmustur.
Bunun disinda gyrA, blaZ ve catpIP501 genleri bulunamamistir. Sonuglar, LAB’nin
antibiyotik direngliliginin gidalara ve cevreye yayilmasinda biiyiik rol oynamadigini
gostermistir. Nawaz vd. (2011)’nin Cin’de yaptiklari baska bir ¢alismada ise, LAB suslar1
Lactobacillus spp. ve Str. thermophilus olarak belirlenmistir. Biitiin suslar ampisilin,
basitrasin ve sefsulodine duyarli ve L. bulgaricus, L. acidophilus ve Str. thermophilus
disindaki suslar nalidiksik asit, kanamisin ve vankomisine dogal direngli bulunmustur.
Baz1 suglarin penisillin, eritromisin, klindamisin ve tetrasikline direngli olduklari
gorlilmiigtiir. ermB gen varlhigr L. fermentum, L. vaginalis, L. plantarum, L. salivarius, L.
acidophilus, L. animalis ve Str. thermophilus suslarinin her birinde gézlenmistir. tet geni
geleneksel gidalardaki 12 laktobasil susunda bulunmus olup, ilk kez L. brevis ve L.
kefiri’de tetS genini tanimlamiglardir. L. fermentum NWL24 ve L. salivarius
NWL33’deki ermB geninin ve L. plantarum NWL22 ve L. brevis NWL59’daki tetM
geninin filtre yontemi ile basarili bir sekilde E. faecalis 181°e transfer edildigini
bildirmiglerdir. Zhou vd. (2012) tarafindan Cin’de farkli cografyalardan alinan
yogurtlardan 43 LAB izole edilerek 18’inin L. bulgaricus ve 25’inin Str. thermophilus
oldugu tespit edilmistir. PZR yontemi ile aranan direng genleri sonucunda, 1 adet L.
bulgaricus ve 2 adet Str. thermophilus izolatinda tetM, 2 adet L. bulgaricus ve 2 adet Str.
thermophilus izolatinda ant6, 5 adet L. bulgaricus ve 2 adet Str. thermophilus izolatinda
ise aph(3')-1lla genleri bulunmustur. L. bulgaricus ve Str. thermophilus suslarinda ilk kez
aph(3)-1lla ve ant(6) genleri tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise L. rhamnosus
(PLj14A) susunda ermA, 9 adet L. fermentum (PLc23Al, PLc23A2, PLc31A, PLr1D,
YLa22A, YLc23B, YLc35B, YLr12A, YLr15A) susunda ermB, 4 adet L. fermentum
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(PLc27B, PLc38D, YLa22B, YLc24C) ve 1 adet E. faecium YLj25A suslarinda ise vanB
genleri tespit edilmistir.

Thumu ve Halami (2012), farkli gida 6rneklerinden eritromisine direngli LAB’ni
izole etmislerdir. E. durans, E. faecium, E. casseliflavus, L. lactis, L. salivarius, L.
reuteri, L. plantarum, L. fermentum, P. pentosaceus ve Leu. mesenteroides tiirleri olarak
tanimlanan 60 izolatin %88’inde ermB geni tespit etmislerdir. Effluks msrA geni E.
faecium, E. durans, E. lactis, E. casseliflavus, P. pentosaceus ve L. fermentum
izolatlarinda tanilanmistir, ayrica msrA geni i¢in yapilan sekans analizi sonucunda msrC
geniyle homolojisi ortaya ¢ikmustir. Lactobacillus tiirlerinde tetrasiklin direnci tetM,
tetW, tetO, tetK ve tetL genlerinin biri ya da bunlarin kombinasyonu ile olugsmakta oldugu
belirlenmistir. tetK ve tetrasiklin effluks tetL geni olarak P. pentosaceus ve Enterococcus
tirlerinde bulunmustur. Landeta vd. (2013) ise kuru kiirlenmis sosislerden izole ettikleri
LAB i¢inden baslatic1 kiiltiirler segerek teknolojik ve giivenilirlikleri ile ilgili 6zellikleri
analiz etmiglerdir. E. faecium antibiyotiklere kars1 en direngli suslar1 gosterirken, L. sakeli
en duyarlt sus olarak bulunmustur. Viriilans faktorleri ile ilgili olarak, analiz edilen E.
faecium suslarininda da sadece efaA geninin varligi saptanmistir.

Ozteber (2013) Aydin Merkez’de yer alan mandiralardan, marketlerden, halk
pazarlarindan ve ev iretimi olan alinan fermente siit iiriinlerinden izole ettigi 168 adet
LAB izolatiin antibiyotik diren¢ profillerini arastirmigtir. ermB primerleri kullanilarak
yapilan taramada, 94 adet Lactobacillus tiirii izolatin bir tanesinde (GLM 77) ermB
bolgesi saptanmustir. tetL primerleri kullanilarak yapilan taramada, 94 adet Lactobacillus
tirli izolatimin bir tanesinde (GLM 185) tetL bolgesi saptanmistir. tetM primerleri
kullanilarak yapilan taramada, 94 adet Lactobacillus tiirii izolatin 2 tanesinde (GLM 77
ve GLM 209) tetM bolgesi saptanmistir. Lactobacillus tiirii 94 izolatta aac(6')-aph(2"),
cat, ermA, ermC, tetK, tetS, tetQ, vanC ve vanX bolgeleri taranmis olup, hicbirinde ilgili
genler tespit edilememistir. Leuconostoc ve Pediococcus cinsi toplam 11 izolatta aac(6’)-
aph(2"), cat, ermA, ermB, ermC, tetK, tetL, tetM, tetS, tetQ, vanA, vanB, vanC ve vanX
bolgelerinin hepsi taranmig olup, hig¢birinde ilgili genler tespit edilememistir. aac(6’)-
aph(2") primerleri kullanilarak yapilan taramada, 20 adet Enterococcus tiirii izolatin bir
tanesinde (GLM 132) aac(6')-aph(2") bolgesi saptanmistir. tetM primerleri kullanilarak
yapilan taramada ise, 20 adet Enterococcus tiirli izolatin bir tanesinde (GLM 183) tetM
bolgesi saptanmustir. E. gallinarum ve E. casseliflavus tiirlerine 6zgii olan vanC geni
vanC primerleri kullanilarak 20 adet Enterococcus tiiriinde aranmistir. E. gallinarum

GLM 129 ve GLM 157 suslarinda vanC bolgesi tespit edilmistir. Enterococcus tiirii 20
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izolatta cat, ermA, ermB, ermC, tetK, tetL, tetS, tetQ, vanA, vanB ve vanX bdlgeleri
taranmis olup, hicbirinde ilgili genler tespit edilmemistir. Vankomisine direngli iki
enterokok susunda vanC geni saptanirken, gentamisin ve tetrasikline direncli bulunan
GLM 132 ve GLM 183 suslarinda sirasiyla aac(6')-aph(2") ve tetM genleri bulunmustur.
183 izolatta antibiyotik diren¢ genlerinin bulunma oranlar1 %4,76 ermB, %0,59 ermC,
%7,14 tetM, %2,38 tetL, %0,59 tetK, %5,95 aac(6')-aph(2") ve %1,19 vanC olarak
belirtilmistir.

Ribeiro vd. (2014) ¢alismalarinda vanB genini Enterococcus suslarinin higbirinde
tespit etmemis Ve vanA geninin varlig1 i¢in sadece ii¢ sus pozitif sonug¢ gostermistir.
Terkuran vd. (2014) Adana bolgesinde gidalardan izole edilen 51 Enterococcus spp. ile
Klinik orijinli 50 E. faecium tiirlerinin vankomisin diren¢ paternlerini arastirdiklar
calismalarinda, maruldan elde edilen bir izolat disinda, tiim gida izolatlarinin
vankomisine direngli oldugu ancak izolatlarin hicbirinin vanA ve vanB geni tagimadigi
saptanmistir. Klinik izolatlarin ise tamaminin vankomisine direngli oldugu, %84’{iniin
vanA, %2’sinin vanB genlerini tasidigi; %14’ iniin ise vanA ve vanB direng genlerini
tasimadi@ini tespit etmislerdir.

Federici vd. (2014) Orta Italya'mn Marche Bolgesinde iiretilen Ciauscolo
salamindan elde edilen 186 LAB ve laboratuvarlarina ait LAB suslarinin antibiyotik
direnglilik  6zelliklerini incelemislerdir. Suslar degisken antibiyotik direngleri
gostermelerine ragmen, test edilen tiim antibiyotikler i¢in genel olarak direng seviyesi
%15'1t asmustir. Ciauscolo Orneklerinden izole edilen LAB'da direngli bakterilerin
degisken bir yiizdesi bulunmustur. Ozellikle, bakterilerin %88,09'u streptomisine ve
%16,67'si klindamisin'e direngli bulunmustur. Lactobacillus suslari streptomisin ve
gentamisin gibi aminoglikozidlere karsi yiiksek diren¢ gdstermistir. Bununla birlikte,
laktobasiller 6zellikle klindamisin ve eritromisin i¢in duyarli bulunmustur. Streptokoklar
arasinda, suslarin cogunda gentamisin ve kloramfenikole karsi diren¢ goriilmiistiir.
Ampisiline direngli olan tek sus Lc. spp. 35380-3 olarak tespit edilmistir. Tim
Pediococcus suslar1 ampisilin, streptomisin ve tetrasikline direngli iken, sadece bir susun
klindamisine ve 3 susun eritromisine duyarli oldugu gériilmiis. izolatlar arasinda direng
belirleyicileri olarak tetM, tetW, tetK, tetL, tetS, ermA, ermB, vanA ve vanB gen bolgeleri
taranarak analiz edilen suslar arasinda 4 adet P. pentosaceus 34910-6, 60211-1, 29448-7,
60211-2 ve 9 adet Lactococcus spp. 35380-3 susunda tetM geni tespit edilmistir. ermB L.
johnsonii 35156-2, P. pentosaceus 12971-2, L. paraplantarum 35156-5 ve E. faecalis
18156-3'te belirlenirken, laboratuvar suslar1 arasindan tetL (%5) geni sadece L.
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rhamnosus ATCC 7469°da tespit edilmistir. Antibiyotik gen bdlgelerinden tetW, tetK,
tetS, ermA, vanA ve vanB gen bolgeleri hicbir susta bulunmamaistir. Bu veriler Ammor vd.
(2007) tarafindan bildirilen farkli ortamlardan izole edilen LAB ve bifidobakterilerde
benzer direng genlerinin yiizdesi (%22,5) ile uyumludur. Ote yandan, Cataloluk ve
Gogebakan (2004) raporuna goére Tirkiye’den izole edilen insan ve gida orjinli
laktobasillerin ¢ogunlugunda (%61,96) tetM ve ermB genleri yaygmn bulunmustur.
Direngli suslar L. acidophilus, L. crispatus, L. gasseri ve L. plantarum olarak
belirtilmistir. Bizim c¢alismamizda ise sadece L. fermentum suslarinda ermB geni
bulunmustur.

Akgiill vd. (2016) Van ili ve ilgelerinde halk elinde yetistiriciligi yapilan
tavuklardan ve Van Go6lii Havzasinin degisik noktalarinda insanlarla iliski halinde olan
mart1 poplilasyonlarindan alinan diski 6rneklerinden 311 enterokok izole etmislerdir.
izolatlarin 9 (%2,9)’u fenotipik olarak vankomisine direngli bulunurken, 20 (%6,4)’sinde
genotipik olarak vankomisin direnglilik geni (van) belirlenmistir. Bunlardan 6 E. faecalis
1’1 tavuk, 5’1 mart1 orijinli 6 adet E. faecalis ve mart1 orjinli 3 adet E. faecium susunun
vanA, 6 adet E. casseliflavus/gallinarium susunun vanC1 2 tavuk, 4’{i marti orjinli 6 adet
ve tavuk orjinli 5 adet E. casseliflavus/gallinarium susunun ise vanC2/3 geni tagidigini
tespit etmislerdir. Mart1 izolatlarinda vanC2/3 genlerine rastlanmazken, tavuk ve marti
orijinli tiim izolatlar vanB geni agisindan negatif bulunmustur.

Yapilan bagka bir ¢caligmada, Tayland'in Chiang Rai sehrinden toplam 120 Tay
fermente domuz eti 6rneginden 119 adet enterokok izole edilmistir. En sik goriilen tiirler
E. faecalis (%68,9), E. hirae (%16,0), E. faecium (%13,4) ve E. gallinarum (%21,7) olarak
belirlenmistir. Izolatlarin aacA-aphD, addE, ermB, mefA/E, cat, tetL ve tetM antibiyotik
direng genlerini tasidigi bulunmustur. Viriilans genlerden en sik amplifiye edilen gelE
(%37,8) geni olarak bulunmustur (Chotinantakul vd., 2018). Channaiah vd. (2018) ise
enterokaklarda tetM (%52,8), tetO (%14,4), tetK (%1,0), tetS (%0,5), ermB (%10,6) gen
bolgeleri oldugunu rapor etmislerdir. Ledina vd. (2018) geleneksel Sirp ¢ig siit
peynirlerinden elde edilen (Homolje, Sjenica, Zlatar) 156 adet Lactobacillus suslarinda
tetrasiklin direncinin varligini arastirmislardir. Sadece bir L. paracasei susu tetM geninin
varligin1 gosterirken, diger analiz edilen tetA, tet B, tetC, tetK, tetL, tetO ve tetW genleri
suslarda tespit edilmemistir.

LAB’nin viriilans, amino asit dekarboksilaz ve antibiyotik gen taramasi
sonuglarinda 21 adet L. fermentum (PLc23Al, PLc23A2, PLc27B, PLc27E, PLc31A,
PLc35A, PLc38D, PLr1D, YLal3B, YLal8B, YLa22A, YLa22B, YLa27A, YLC4A,
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YLcl12B, YLC20A, YLc23B, YLc24C, YLc35B, YLr12A, YLr15A), 20 adet L.
bulgaricus (PLa2B PLa4A, PLal9E, PLa24B, PLa27C, PLa36C, PLb10A2, PLc3A,
PLj1C(A), PLj23B, PLj27B, PLj35B(A), PLr3C, PLr27A, PLr31A, PLr42B1, YLa27B,
YLj21C, YLj25B, YLj38C), 3 adet L. lactis (PLj24C(A), PLj27A, PLr31C(B)), 2 adet L.
rhamnosus (PLc23B(A), PLj14A) ve E. faecium YLj25A susunda gen bolgeleri
bulunmus; 20 adet L. bulgaricus (PLal8B, PLa23B, PLa29B, PLa31D, PLDb19A,
PLc10A, PLc29A, PLj29E(B), PLj35A, PLr46B, YLal2B, YLa27C, YLa3lA,
YLj15C(A), YLj22A, YLj27C, YLj31E, YLr26A, YLr26A(B), YLr31A), 9 adet L.
fermentum (PLa31B(B), PLc4A, PLc27B(A), PLr2B, YLal6C, YLa37B, YLcl12B,
YLc37C, YLr16A), 3 adet L. rhamnosus (PLc36A(A), PLj6B, PLj6B1), 2’ser adet L.
lactis PLr7A(A), YLj63) ve L. paracasei (PLj29C(A), YLj14A(A), 1’er adet E. faecium
PLj35B(Al), P. acidilactici PLr8D(A2), L. plantarum PLj18A1, L. casei PLr35B

suslarinda ise arastirilan gen bolgeleri tespit edilmemistir (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Viriilans, amino asit dekarboksilaz ve antibiyotik gen taramasi sonucunda
pozitif sonug veren LAB suslari

izolatlar gelE  esp efaA  cylA  hyl hdc ermA ermB vanB
L. bulgaricus

PLa2B +

PLa4A - +

PLal9E +

PLa24B - +

PLa27C - +

PLa36C - +

PLb10A2 - +

PLc3A - +

PLj1C(A) - - +

PLj23B ; - ) ] +
PLj27B +

PLj35B(A) - - - - - +
PLr27A +

PLr3C ) ] ] +
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izolatlar gelE  esp
PLr31A - +
PLr42B1 + -
YLa27B - -
YLj21C - -
YLj25B ; ]
YLj38C - -
L. lactis

PLj24C(A) - -
PLj27A - -
PLr31C(B) + -
L. fermentum

PLc23Al1 - -
PLc23A2 - -
PLc27B - -
PLc27E - -
PLc31A - -
PLc35A - +
PLc38D - -
PLr1D - -
YLal3B - -
YLal8B - -
YLa22A - -
YLa22B - -
YLa27A - +
YLc4A - -
YLcl2B - +
YLc20A - +
YLc23B - -

YLc24C - -

efaA
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izolatlar
YLc35B
YLri2A
YLr15A

L. rhamnosus
PLCc23B(A)
PLj14A

E. faecium

YLj25A

gelE  esp
+ +
- +

efaA

cylA  hyl

hdc ermA

ermB vanB
-+ -
+ -
+ -
- +

Farkl siit ve yogurt 6rneklerinden daha 6nce izole edilmis olan 87 adet LAB’nde;

hemolitik aktivite, jelatinaz, DNaz, amino asit dekarboksilaz tiretimi, biyofilm olusumu,

ekstraseliiler proteaz aktivitesi bulunmamasi ve viriilans genlerden gel, hyl, asal, esp,

cylA, efaA, ace, amino asit dekarboksilazlari i¢in; hdc ve tdc genleri, antibiyotik direng

genleri i¢in ise; ermA, ermB, ermC, aac(6') aph(2"), cat, tetK, tetL, tetM, tetS, tetQ, tetX,

vanA, vanB, vanC, vanX gen bolgelerinin tespit edilmemesine gore 20 adet LAB suslari

giivenilir olarak kabul edilmektedir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. LAB’nin hemolitik aktivite, jelatinaz {iretimi, DNaz {iretimi, amino asit
dekarboksilaz iiretimi, biyofilm olusumu, ekstraseliiler proteaz aktivitesi,viriilans, amino
asit dekarboksilaz ve antibiyotik gen taramasi sonuglarina gore giivenilir kabul edilen

izolatlar

L. bulgaricus L. fermentum | L.rhamnosus | P. acidilactici L. lactis L. plantarum
PLa18B PLc27B(A) PLc23B(A) PLr8D(A2) PLI7A(A) PLj18A1
PLa23B PLr2B PLCc36A(A)

PLc36A YLal6C PLj6B

YLal2B YLa37B PLj6B1

YLa27C

YLa3lA

YLj15C(A)

YLj22A

YLr26A(B)
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Munoz-Atienza vd. (2013) balik ve balik {irlinlerinden 59 adet Enterococcus ve 40
adet Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Weissella tiirlerine ait 99
adet LAB susunu izole ederek, bu suslarin giivenilirlik 6zelliklerini arastirmislardir.
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus ve Weissella ve 50 adet
Enterococcus tiiriine ait izolatlarin higbiri hemolitik aktivite gdstermemistir. Jelatinaz
aktivitesi E. faecalis’de %71 ve E. faecium suslarinda %11 oraninda bulunurken,
hemolitik aktivite E. faecalis 'te %5 bulunmus, E. faecium suslarinin ise hig¢birinde tespit
edilmemistir. E. faecalis susunda %100 ve E. faecium susunda %79 oraninda antibiyotik
direnci ve viriilans faktorlerine dayanan giivenlik kaygilar tespit edilmistir. Antibiyotik
direnci ayrica %60 Weissella, %44 Pediococcus, %33 Lactobacillus cinslerinde tespit
edilmis ve Leuconostocs, Lactococcus suslarinda bu genler tespit edilmemistir.
Antibiyotik diren¢ genleri ise %12,5 Pediococcus ve %6,7 Weissella dahil olmak tizere
enterokoklarin % 7,5'inde bulunmustur. gelE'yi barindiran 15 adet E. faecalis susunda
%71 pozitif jelatinaz reaksiyonu bulunmustur. E. faecium suslarinda %45 efaAfs, %8 agg,
%24 gelE tespit edilirken, suslarin hicbiri hyl ve esp viriilans genlerini amplifiye
etmemistir. Arastirmada, E. faecalis suslarinin %95’i ve E. faecium suslarinin %53’iiniin,
efaAf, jel ve agg en sik tespit edilen genler olmak {izere en az bir viriilans faktoriini
igerdikleri belirlenmistir. P. pentosaceus LPM78 ve W. cibaria SMA25 suslarinda
eritromisin diren¢ genini kodlayan mef(A/E) tespit edilmistir. Bununla birlikte, test edilen
LAB suslarinin higbirinde InuB geni tespit edilmemistir. Tiim suslarda tetK, tetL, tetM,
aac(6’)-le-aph(2"’)—la, ermA, ermB ve ermC antibiyotik diren¢ amplikasyonlari
bulunmamaktadir.

Fraga-Cotelo vd. (2013) tarafindan yapilan arastirmada Nueva Helvecia, Colonia,
Uruguay'da bulunan mandira g¢iftliklerinin {iirettigi peynirlerden, ¢ig siitlerden ve ticari
olmayan baslangi¢ kiiltiirlerinden izole edilen 509 LAB izolati degerlendirilmis ve bu
suslar arasinda potansiye 15 adet bakteriyosin {iireticisi tanimlanmigtir. Cig siitten 2 adet
Lc. lactis ve peynir 6rneklerinden 1 adet L. casei ve 2 adet E. durans susu izole edilmis, 5
susun hemolitik ve jelatinaz aktivitesi gostermedigi, vankomisine direngli olmadiklari
tespit edilmistir. Ayrica izolatlarda cpd, cylB, agg ve gelE viriilans gen bolgeleri
bulunmamaktadir.

Morandi vd. (2015) Valtellina casera peynirinden 75 (%36 E. faecalis, %15 Str.
thermophilus ve %13’ E. faecium) adet LAB izole etmislerdir. Suslar tetrasiklin direng
genleri arasindan tetS (%58), tetM (%53) ve tetL (%42) igin pozitif bulunmustur. Tiim
suslar i¢in tetM, tetO, int, vanA, vanB, vanC1, vanC2, vanC3, vanD, vank, vanG, ermB,
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ermC antibiyotik diren¢ genleri PZR sonuglar1 negatiftir. Viriilans belirleyicilerinin
varlig1 sadece E. faecalis suslarinda tespit edilmistir. PZR amplifikasyonu, efaA (%100),
gelE (%78), ace (%71), asal (%55,5) ve esp (%55,5) genleri i¢in yiiksek oranda
bulunmustur. cylA geni sadece ladet E. faecalis susunda bulunurken tiim suslar hyl
negatiftir. Histamin ve tiramin iiretimi i¢in amino asit dekarboksilaz genlerinin varlig
Enterococcus suslari arasinda taranmis, hdc ve tdc genleri igin amplifikasyon meydana
gelmemistir.

Colombo vd. (2017) siit ortamindan 11 adet Lactobacillus, 2 adet Pediococcus ve
2 adet Weissella olmak iizere toplam 15 LAB’yi izole ederek hemolitik aktivite, jelatinaz
tiretimi, DNaz aktivitesi ve lizin, tirosin, histidin, ornitin biyojenik aminlerinin tiretimi
gibi virlilans potansiyelleri ve antimikrobiyal direngleri aragtirmistir. Suslarin higbiri,
hemolitik aktivite, jelatinaz, DNaz ve test edilmis biyojenik aminlerin iiretimini
gostermemistir. Viriillans faktorler ile iligkili test edilen 49 gen bdlgesinden 19 gen
bolgesi suslarda tespit edilmistir. Sonuglar 3 susun vanC2, cpd ve tdc, 2 susun vanA, tetK,
tetS, ermA, asal, ccf ve 1 susun vanC1l, ermB, aac(6')-le-aph(2”)-la ve hyl i¢in pozitif
oldugunu gostermistir. L. fermentum SIVGL1 ve L. plantarum MSI2, test edilen tiim
viriilans genler i¢in negatif sonuglar veren tek iki sus olarak belirlenmistir. Tiim suglarda
vanB, vanC-1, vanC2/C3, tetL, tetM, tetO, int-Tn, ermC, catA, aph(2”)-1b, aph(2”)Id,
aph(2”)-Ic, aph(3')-1lla, vatE, bcrD, ant(6)-la, mur-2, DdIE. faecalis, ace, cyt2, esp,
efaA, cob, sprE, fsrA, fsrB, fsrC, gelE, odc, hdcl ve hdc2 genleri tespit edilememistir. Bu
calismada elde edilen sonuclar diger yazarlar tarafindan elde edilenlerle uyusmaktadir
(Munoz-Atienza vd., 2013, Munoz vd., 2014; dos Santos vd., 2015). Lactobacillus'ta
hemolitik aktivite ve biyojenik amin {iretiminin olmamasi, Pisano vd. (2014) tarafindan
bildirilen bulgularla uyumludur. Borges vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada
Pediococcus’lar tarafindan ekstraseliiler enzimler ve hemolitik aktivite tespit
edilmemistir. Colombo vd. (2017)’nin incelendikleri 2 adet W. paramesenteroides susu,
Jeong ve Lee (2015) tarafindan bildirilen bulgularin aksine, giivenlik testleri i¢in olumlu
sonuglar gostermemistir. W. paramesenteroides histamin ve tiramin biyojen aminleri i¢in
pozitif belirlenmistir. Colombo vd. (2017)’nin elde ettikleri sonuglara dayanarak,
izolatlarin gilivenli davranislar sunarak yardimci kiiltiir olarak gida endiistrisinde
kullanimlarin1 degerlendirmek i¢in daha ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu yorumunu
yapmuglardir.

Hayvancilikta antibiyotiklerin yaygin kullanimint ortadan kaldirmak ig¢in

alternatiflerin arastirilmasi amaciyla yapilan arastirmalar son zamanlarda artmistir.
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Ficoseco vd. (2018)’nin ¢alismasinda biiylikbas hayvan yemi ortamindan izole edilmis ve
daha Once potansiyel probiyotik olarak segilen 40 adet LAB’nin giivenilirligini
incelenmistir. Arastirma sonucunda, ampisilin (AMP, %100), gentamisin (GEN, %96,3),
kanamisin (KAN, 9%96,3), klindamisin (CLI, %85,2), streptomisin (STR, %88,9),
kloramfenikol (CHL, %92,6)'c yiiksek hassasiyet ve eritromisine (ERY, %48) ve
tetrasikline (TET, %79) kars1 orta ve yliksek direng tespit edilmistir. Feedlot sigirlarindan
elde edilen enterokoklar ve pediokoklar CLI (%73), ERY (%100), GEN (%54,5) ve TET
(%73)'e kars1 yiiksek direng gdstermistir. Incelenen bla, cat, ermB, ermC, aac(6')aph(2"),
aph(3")-111, strA, strB, aadA, aadE, ant(6), tetM, tetK, tetL, tetS, agg, ace, espA, ebp,
cylA, hyl, gelE, sprE, fsrA, fsrB, fsrC, atpA, cfal, mleS, hisD, groEL olmak iizere on bes
diren¢ geninden yedisi (ermB, aph(3")-111, aadA, ant(6), bla, cat, tetS) laktobasillerde
tanimlanarak; genotipik olarak bulunan genlerin her zaman fenotipik direngle orantili
olmadig1 tespit edilmistir. Feedlot sigirlarindan izole laktobasil suslarinda %3,7 cat ve
%7,4 tetS genleri tespit edilmistir. ERY'ye fenotipik olarak direngli alt1 sustan ikisini
iceren izolatlarin %22,3'tinde ermB geninin varlig1, degerlendirilen antibiyotikler arasinda
en yliksek direnci gostermistir. Feedlot laktobasillerinin higbiri viriilans faktor genlerini
barindirmazken, enterokoklar i¢in ace, agg, fsrA ve atpA genleri igin pozitif PZR

amplifikasyonu bulunmustur.
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5. SONUC

Bu arastirmada elde edilen sonuglar ve oneriler;

Tamamlanan arastirmada, LAB’nin giivenilirlik 6zelliklerini belirlemek amactyla
peynir ve yogurt drneklerinden daha 6nceki ¢alismalarda izole edilmis, 16S rRNA sekans
analizi ile genetik tanis1 yapilmis ve bazi teknolojik 6zellikleri belirlenmis 87 adet LAB
materyal olarak kullanilarak, bu mikroorganizmalarin bazi1 giivenilirlik 6zellikleri
arastirilmistir.

Tamamlanan tezde calisilan suslarin hig¢biri hemolitik aktivite ve DNaz iiretimi
gostermemenmistir.

Jelatinaz tiretimi sonuglar1 genel olarak degerlendirildiginde 40 adet L. bulgaricus
susunun 29’u, 29 adet L. fermentum’un 8’i, 2 adet E. faecium susunun ise jelatinaz
urettigi tespit edilmistir. Besiyerinde jelatinaz aktivitesi gosteren 41 izolatta gen
bolgesinin tespit edilmemesi bu 6zelligin plazmitlerde kodlanmis olabilecegi seklinde
yorumlanmustir.

Yapilan bu arastirmada ¢alisilan 87 adet LAB’de 9 adet L. bulgaricus (PLa2B,
PLa4A, PLa31D, PLb10A2, PLc10A, PLj27B, PLj35A, PLr46B, YLr26A) ve 6 adet L.
fermentum (PLc27B, PLc27E, PLc38D, YLc35B, YLc37C, YLr12A) susunda biyofilm
olusumu tespit edilmistir. Ayrica jelatinaz iiretimi pozitif bulunan 48 izolatin 12’sinde
biyofilm olusumu tespit edilmistir. Biyofilm yapisindaki bakterileri 6ldiirmek zordur.
Ayrica biyofilm yapisinin antibiyotiklere karsi gelisen diren¢ mekanizmasina katkida
bulundugu disiiniilmiiktedir. Biyofilm yapisindaki bakterilerin fagositoz, antikor ve
antibiyotiklere karst 1000 kata kadar daha direngli olduklar1 bilinmektedir. Bu sebeple
cogu hastaligin tedavisinde, etken tamamen ortadan kaldirilamamakta ve hastalik devam
etmektedir. Iste bu sorunlarin ortadan kaldirilmasi ya da azaltilmasi igin biyofilm
yapisinin dogasinin ve molekiiller mekanizmalarinin aydinlatilmasi ve yapisinin her
yoniiyle anlagilmast 6nemlidir.

Ekstraseliiler proteaz aktivitesi incelenen 87 adet LAB’nde L. bulgaricus (Pla29B,
Pla31D, PLb10A2, PLb19A, PLc10A, PLc29A, PLj27B, PLj29E(B), PLr27A, YLa27B,
YLj25B, YLj27C, YLj31lE, YLj38C), L. lactis (PLj24C(A), PLj27A, YLj63), L.
fermentum (PLc4A, PLc27E, YLal3B, YLa22A, YLa27A), E. faecium PLj35B(A), L.
casei PLr35 ve L. paracasei YLj14(A) olmak lizere 25 adet sus kazein agar, siit agar ve
skim milk agar besiyerinde zon olusturmuslardir. Her ii¢ besiyerinde de zon

olusturmayan sus tespit edilmemistir.
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Incelenen LAB’nde 16 adet L. fermentum (PLa31B(B), PLc23A1, PLc23A2,
PLc27B, PLc27E, PLc31A, PLc38D, PLr1D, YLa22A, YLc12A, YLc23B, YLc24C,
YLc35B, YLr12A,YLr15A, YLr16A), 3 adet L. bulgaricus (PLc29A, PLr46B, YLa27B),
L. lactis PLr31C(B), L. paracasei PLj29C(A) ve L. plantarum PLj18A1 suslar1 arastirilan
histidin, fenilalanin, tirozin, ornitin, triptofan ve lizin biyojen aminin hepsinde
dekarboksilaz aktivitesi gostermistir. Bu sonuglarin aksine L. bulgaricus (PLa2B,
PLa24B, PLc19E, PLj27B, PLr27A, PLr31A, YLj15C(A), YLj25B), L. fermentum
(PLc4A, PLc35A, YLal3B, YLa37B), L. lactis PLr7A(A), P. acidilactici PLr8D(A2)
ornitin, histidin, tirozin, triptofan, fenilalanin ve lizini dekarboksile etmemistir.

LAB’nin viriilans, amino asit dekarboksilaz ve antibiyotik gen taramasi
sonuglarinda 21 adet L. fermentum (PLc23Al, PLc23A2, PLc27B, PLc27E, PLc31A,
PLc35A, PLc38D, PLr1D, YLal3B, YLal8B, YLa22A, YLa22B, YLa27A, YLCc4A,
YLc12B, YLc20A, YLc23B, YLc24C, YLc35B, YLr12A, YLrl5A), 20 adet L.
bulgaricus (PLa2B PLa4A, PLal9E, PLa24B, PLa27C, PLa36C, PLb10A2, PLc3A,
PLj1C(A), PLj23B, PLj27B, PLj35B(A), PLr3C, PLr27A, PLr31A, PLr42B1, YLa27B,
YLj21C, YLj25B, YLj38C), 3 adet L. lactis (PLj24C(A), PLj27A, PLr31C(B)), 2 adet L.
rhamnosus (PLc23B(A), PLj14A) ve E. faecium YLj25A susunda gen bdlgeleri
bulunmustur. Bu direng genlerinin firsatg1 bakterilere ve insan patojenlerine transfer
edilebilir olma olasilig1 hastaliklarin tedavisini zorlagtirabilmekte veya bagisiklik sistemi
zayiflamig hastalarda, yash ve bebeklerde hastalik siddetini arttirabilmektedir.

Yapilan arastirma sonucunda farkli siit ve yogurt 6rneklerinden daha once izole
edilmis olan 87 adet LAB’nden 9 adet L. bulgaricus (PLal8B, PLa23B, PLC36A,
YLal2B, YLa27C, YLa31lA, YLj15C(A), YLj22A, YLIr26A(B)), 4 adet L. fermentum
(PLc27B(A), PLr2B, YLal6C YLa37B), 4 adet L. rhamnosus (PLc23B(A), PLc36A(A),
PLj6B, PLj6B1), 1’er adet P. acidilactici PLr8D(A2), L. lactis PLr7A(A), L. plantarum
PLj18A1 suslar1 olmak {izere toplam 20 bakteride hemolitik aktivite, jelatinaz, DNaz ve
amino asit dekarboksilaz tiretimi, biyofilm olusumu ve ekstraseliiler proteaz aktivitesi
belirlenmemistir. Bu bakterilerde ayni zamanda viriilans genlerden gel, hyl, asal, esp,
cylA, efaA, ace, amino asit dekarboksilaz i¢in; hdc ve tdc genleri ve antibiyotik direncinin
belirlenmesi igin ise arastirilan ermA, ermB, ermC, aac(6') aph(2"), cat, tetK, tetL, tetM,
tetS, tetQ, tetX, vanA, vanB, vanC, vanX gen bolgeleri de tespit edilmemistir. Incelen tiim

bu parametreler agisindan bu LAB giivenilir olarak yorumlanmustir.
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Yapilan aragtirmalar sonucunda LAB ile ilgili risklerin heniiz net bir sekilde
ortaya konulmadigi tespit edilmistir. LAB’nin giivenilirlik 6zellikleri ile 1ilgili
arastirmalar iilkemizde heniliz ¢ok az sayidadir. Tamamlanan bu tez arastirmasinda,
fermente gida Orneklerinde baslatic1 kiiltiir olarak kullanilacak mikroorganizmalarin
fenotipik ve genotipik olarak ayrintili bir sekilde tanimlanmasinin, viriilans profillerinin
aragtirilmasiin  6nemi ortaya konmustur. Ayrica caligmamiz sonucunda, tiikketime
sunulan biitiin fermente iirlinlerde kullanilan bakterilerin ve f{iriinlerin ¢esitli viriilans
Ozelliklerinin in vivo ve in vitro olarak arastirilacagi daha kapsamli arastirmalarin

planlanmasinin 6nemini ortaya koymustur.
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EKLER

EK 1-Tablo 4.1. LAB Jelatinaz Uretiminin Degerlendirilmesi

Bakteri Ad1 \lelatinaz Bakteri Ad1 {elatinaz
Uretimi Uretimi
E. faecium PLj35B(A) + L. casei PLr35B -
E. faecium YLj25A + L. fermentum PLa31B(B) -
L. bulgaricus PLa2B + L. fermentum PLc4A +
L. bulgaricus PLad4A + L. fermentum PLc23A1 +
L. bulgaricus PLc10A + L. fermentum PLc23A2 -
L. bulgaricus PLal18B + L. fermentum PLc27B +
L. bulgaricus PLal9E + L. fermentum PLc27E -
L. bulgaricus PLa23B - L. fermentum PLc31A -
L. bulgaricus PLa24B + L. fermentum PLc35A -
L. bulgaricus PLa27C + L. fermentum PLc38D -
L. bulgaricus PLa29B + L. fermentum PLr1D -
L. bulgaricus PLa31D + L. fermentum PLr2B -
L. bulgaricus PLa36C - L. fermentum YLal3B -
L. bulgaricus PLb10A2 + L. fermentum YLal6C -
L. bulgaricus PLb19A - L. fermentum YLal8B -
L. bulgaricus PLc3A + L. fermentum YLa22A -
L. bulgaricus PLc29A - L. fermentum YLa22B +
L. bulgaricus PLj1C (A) + L. fermentum YLa27A -
L. bulgaricus PLj23B + L. fermentum YLa37B +
L. bulgaricus PLj27B + L. fermentum YLC4A +
L. bulgaricus PLj29E(B) + L. fermentum YLC12A -
L. bulgaricus PLj35A + L. fermentum YLc12B +
L. bulgaricus PLj35B(A) + L. fermentum YLc20A -
L. bulgaricus PLr3C - L. fermentum YLc23B -
L. bulgaricus PLr27A + L. fermentum YLc24C -
L. bulgaricus PLr31A + L. fermentum YLc35B -
L. bulgaricus PLr42B1 + L. fermentum YLc37C -
L. bulgaricus PLr46B - L. fermentum YLc23B -
L. bulgaricus YLal2B + L. fermentum YLc24C -
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Bakteri Ad1 Jelatinaz | Bakteri Adi Jelatinaz
Uretimi Uretimi

L. bulgaricus YLa27B - L. fermentum YLc35B -

L. bulgaricus YLa27C - L. paracasei PLj29C(A) +

L. bulgaricus YLa31A - L. paracasei YLj14A(A) -

L. bulgaricus YLj15C(A) + L. plantarum PLj18A1 +

L. bulgaricus YLj21C - L. rhamnosus PLc23B -

L. bulgaricus YLj22A + L. rhamnosus PLc23B(A) +

L. bulgaricus YLj25B + L. rhamnosus PLc36A(A) -

L. bulgaricus YLj27C + L. rhamnosus PLj6B +

L. bulgaricus YLj31E + L. rhamnosus PLj6B1 -

L. bulgaricus YLj38C + L. rhamnosus PLj14A +

L. bulgaricus YLr26A + P. acidilactici PLr8D(A2) -

L. bulgaricus YLr26A(B) -

L. bulgaricus YLr31A +

L. lactis PLr7A(A) -

L. lactis PLj24C(A) +

L. lactis PLj27A +

L. lactis PLr31C (B) +

L. lactis YLj63 +
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EK 2-Tablo 4.2. LAB’nde Biyofilm Olusumunun Degerlendirilmesi

Bakteri Ad1 Biyofilm Bakteri Ad1 Biyofilm
E. faecium PLj35B(A) - L. casei PLr35B -
E. faecium YLj25A - L. fermentum PLa31B(B) -
L. bulgaricus PLa2B + L. fermentum PLc4A -
L. bulgaricus PLa4A + L. fermentum PLc23A1 -
L. bulgaricus PLa18B - L. fermentum PLc23A2 -
L. bulgaricus PLal9E - L. fermentum PLc27B +
L. bulgaricus PLa23B - L. fermentum PLc27E +
L. bulgaricus PLa24B - L. fermentum PLc31A -
L. bulgaricus PLa27C - L. fermentum PLc35A -
L. bulgaricus PLa29B - L. fermentum PLc38D +
L. bulgaricus PLa31D + L. fermentum PLr1D -
L. bulgaricus PLa36C - L. fermentum PLr2B -
L. bulgaricus PLb10A2 + L. fermentum YLal3B -
L. bulgaricus PLb19A - L. fermentum YLal6C -
L. bulgaricus PLc3A - L. fermentum YLal8B -
L. bulgaricus PLc10A + L. fermentum YLa22A -
L. bulgaricus PLc29A - L. fermentum YLa22B -
L. bulgaricus PLj1C (A) - L. fermentum YLa27A -
L. bulgaricus PLj23B - L. fermentum YLa37B -
L. bulgaricus PLj27B + L. fermentum YLc4A -
L. bulgaricus PLj29E(B) - L. fermentum YLc12A -
L. bulgaricus PLj35A + L. fermentum YLc12B -
L. bulgaricus PLj35B(A) - L. fermentum YLc20A -
L. bulgaricus PLr3C - L. fermentum YLc23B -
L. bulgaricus PLr27A - L. fermentum YLc24C -
L. bulgaricus PLr31A - L. fermentum YLc35B +
L. bulgaricus PLr42B1 - L. fermentum YLc37C +
L. bulgaricus PLr46B + L. fermentum YLr12A +

L. bulgaricus YLal2B

. fermentum YLr15A

L. bulgaricus YLa27B

. fermentum YLr16A

L. bulgaricus YLa27C

. paracasei PLj29C(A)
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Bakteri Ad1 Biyofilm | Bakteri Ad Biyofilm
L. bulgaricus YLa31A - L. paracasei YLj14A(A) -
L. bulgaricus YLj15C(A) - L. plantarum PLj18A1 -
L. bulgaricus YLj21C - L. rhamnosus PLc23B -
L. bulgaricus YLj22A - L. rhamnosus PLc23B(A) -
L. bulgaricus YLj25B - L. rhamnosus PLC36A(A) +
L. bulgaricus YLj27C - L. rhamnosus PLj6B -
L. bulgaricus YLj31E - L. rhamnosus PLj6B1 +
L. bulgaricus YLj38C - L. rhamnosus PLj14A -
L. bulgaricus YLr26A + P. acidilactici PLr8D(A2) -
L. bulgaricus YLr26A(B) -

L. bulgaricus YLr31A -

L. lactis PLr7A(A) -

L. lactis PLj24C(A) -

L. lactis PLj27A +

L. lactis PLr31C (B) -

L. lactis YLj63 +
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EK 3-Tablo 4.3. LAB’nin Ekstraseliiler Proteaz Uretimi Zon Caplar1 (mm)

Bakteri Ad1 Skim Milk Siit Agar Kazein Agar
Agar

. faecium PLj35B(A) 8,3+0,5 5,3+0,2 4,8+0,1
. faecium YLj25A - - 15,5+0,1
. bulgaricus PLa2B 2,9+0,1 - 4,3+0,2
. bulgaricus PLa4A 2,4+1,3 - 5,4+0,1
. bulgaricus PLa18B 2,1+0,5 - 1,7+0,4
. bulgaricus PLal19E - - 8,8+0,8
.. bulgaricus PLa23B 3,5+0,4 - 1,9+0,3
. bulgaricus PLa24B 2,6£0,6 - 6,8+0,1
. bulgaricus PLa27C - - 17,7+0,5
. bulgaricus PLa29B 3,4+0,6 2,540,1 17,7+0,1
. bulgaricus PLa31D 2,7+0,2 1,6+0,1 14,4+0,3
. bulgaricus PLa36C - - 1,6+0,1
. bulgaricus PLb10A2 2,440,1 1,8+0,5 15,7+0,1
. bulgaricus PLb19A 4,6+0,1 2,7+0,1 7,4+0,1
. bulgaricus PLc3A - - 4,6+1,0
. bulgaricus PLc10A 2,3£0,4 3,3+0,3 8,3+0,6
. bulgaricus PLc29A 1,7+0,4 2,2+0,5 15,7+0,3
. bulgaricus PLj1C (A) - - 16,8+0,1
. bulgaricus PLj23B 4,1£0,4 - 18,4+1,4
. bulgaricus PLj27B 3,1+0,5 1,7+0,1 3,9+0,8
. bulgaricus PLj29E(B) 2,6+0,2 1,4+0,7 1,719
. bulgaricus PLj35A 2,54+0,3 2,0+0,3 -

. bulgaricus PLj35B(A) - - 17,540,1
. bulgaricus PLr3C 3,3+1,6 - 18,1£0,1
. bulgaricus PLr27A 2,4+0,8 2,1£0,5 15,8+0,1
. bulgaricus PLr31A 6,3+0,6 - -

. bulgaricus PLr42B1 - - 17,6+0,3
. bulgaricus PLr46B 3,9+0,4 - 20,6+0,1
. bulgaricus YLal2B 2,8+0,1 - 16,3+0,1
. bulgaricus YLa27B 3,9+0,4 2,2+0,6 17,9+0,3
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Bakteri Ad1 Skim Milk Siit Agar Kazein Agar
Agar
L. bulgaricus YLa27C - - 18,9+0,1
L. bulgaricus YLa31A 3,1+0,1 - 16,2+0,5
L. bulgaricus YLj15C(A) - - 18,4+0,2
L. bulgaricus YLj21C - - 17,0+0,3
L. bulgaricus YLj22A 2,2+0,5 - 16,5+0,1
L. bulgaricus YLj25B 2,7+0,1 2,4+0,5 6,0+1,3
L. bulgaricus YLj27C 4,2+0,2 3,6+0,2 4,1£0,2
L. bulgaricus YLj31E 2,940,5 2,940,5 10,6+0,3
L. bulgaricus YLj38C 2,4+0,1 2,4+0.4 8,1+0,7
L. bulgaricus YLr26A 1,9+0,1 - 14,240,1
L. bulgaricus YLr26A(B) 9,4+0,2 - 17,2+0,3
L. bulgaricus YLr31A 3,9+0,1 - -
L. lactis PLr7A(A) 2,4+0,7 - 3,840,2
L. lactis PLj24C(A) 2,6+0,9 2,0+0,2 4,4+1.8
L. lactis PLj27A 4,0£0,1 4,110,1 17,4£1,0
L. lactis PLr31C (B) 3,6+0,8 - 10,9+0,2
L. lactis YLj63 5,240,3 1,7+0,1 8,7+0,3
L. casei PLr35B 6,5+0,5 9,6+0,2 5,4+0,5
L. fermentum PLa31B(B) 3,2+0,2 - 4,140,1
L. fermentum PLc4A 3,3+0,1 3,2+0,1 7,3£0,1
L. fermentum PLc23A1 2,94+0,4 - 15,44+0,4
L. fermentum PLc23A2 2,5+0,6 - 19,540,1
L. fermentum PLc27B 2,3+0,3 - 16,7+0,3
L. fermentum PLc27E 2,1+0,1 1,9+1,0 14,7+1,7
L. fermentum PLc31A - 2,9+0,9 17,7+0,2
L. fermentum PLc35A - - 8,1+£0,2
L. fermentum PLc38D 3,2+0,1 - 16,5+0,2
L. fermentum PLr1D 2,6+0,3 - 15,9+0,3
L. fermentum PLr2B 2,1+0,2 - 16,7+0,2
L. fermentum YLal3B 2,8+0,1 2,2+0,3 8,7+0,3
L. fermentum YLal6C 3,6+1,1 - 1,9+0,1
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Bakteri Ad1 Skim Milk Siit Agar Kazein Agar
Agar
L. fermentum YLal18B 4,5+0,4 - 11,6+0,3
L. fermentum YLa22A 3,1+0,2 2,140,7 14,6+0,5
L. fermentum YLa22B 3,2+0,3 - 17,4+0,1
L. fermentum YLa27A 1,6+0,1 2,4+0,4 10,6+0,1
L. fermentum YLc4A 1,7+0,3 - 18,8+0,5
L. fermentum YLa37B 4,0+0,9 - 11,1+£0,2
L. fermentum YLc12A - - 11,7+0,7
L. fermentum YLc12B - - 12,7+0,1
L. fermentum YLc20A - - 9,4+0,1
L. fermentum YLc23B - - 15,2+0,5
L. fermentum YLc24C 6,2+1,6 - 14,8+0,1
L. fermentum YLc35B 2,9+0,5 - 12,9+0,2
L. fermentum YLc37C 6,4+1,0 - 3,9+0,4
L. fermentum YLr12A 2,440,1 - 16,3+0,1
L. fermentum YLr15A 4,6+0,3 - 13,1+0,1
L. fermentum YLr16A 6,4+0,1 - 14,5+0,1
L. paracasei PLj29C(A) - - 18,540,1
L. paracasei YLj14A(A) 2,6+0,2 2,140,1 6,3+0,1
L. plantarum PLj18A1 - - 19,440,1
L. rhamnosus PLc23B - - 19,440,3
L. rhamnosus PLc23B(A) - - 11,6+0,1
L. rhamnosus PLCc36A(A) - - 17,9+0,2
L. rhamnosus PLj6B 10,2+0,6 - 15,1+0,1
L. rhamnosus PLj6B1 - - 18,2+0,3
L. rhamnosus PLj14A 4,3+£0,6 - 18,8+0,1
P. acidilactici PLr8D(A2) 4,5+0,3 - 16,7+0,2
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EK 4-Tablo 4.4. LAB’nin Dekarboksilaz Aktivite Degerlendirilme Sonuglart

Bakteri Ad1 Histidin | Tirosin | Ornitin | Triptofan | Fenilalanin | Lizin
E. faecium PLj35B(A) + + - - - T
E. faecium YLj25A + - - - T +
L. bulgaricus PLa2B - - - - - _
L. bulgaricus PLa4A - - - + - -
L. bulgaricus PLa18B - + + + - -
L. bulgaricus PLal9E - - - - - _
L.. bulgaricus PLa23B - + + + - -
L. bulgaricus PLa24B - - - - - -
L. bulgaricus PLa27C + + + - + T
L. bulgaricus PLa29B - + - + - -
L. bulgaricus PLa31D + + - - - -
L. bulgaricus PLa36C + + + + - -
L. bulgaricus PLb10A2 + + - 2 - +
L. bulgaricus PLb19A + - + + - -
L. bulgaricus PLc3A + + + - + T
L. bulgaricus PLc10A + + + - + T
L. bulgaricus PLc29A + + + + + T
L. bulgaricus PLj1C (A) + - - - n +
L. bulgaricus PLj23B + + + - + +
L. bulgaricus PLj27B - - - - - -
L. bulgaricus PLj29E(B) - - - + - -
L. bulgaricus PLj35A - - - + + -
L. bulgaricus PLj35B(A) + - + - + +
L. bulgaricus PLr3C - + + + + +
L. bulgaricus PLr27A - - - - - -
L. bulgaricus PLr31A - - - - - -
L. bulgaricus PLr42B1 - + + - + +
L. bulgaricus PLr46B + + + + + +
L. bulgaricus YLal2B + - - + - -
L. bulgaricus YLa27B + + + + + T
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Bakteri Ad1 Histidin | Tirosin | Ornitin | Triptofan | Fenilalanin | Lizin
L. bulgaricus YLa27C - + - - - -
L. bulgaricus YLa31A - - - + - -
L. bulgaricus YLj15C(A) - - - - - -
L. bulgaricus YLj21C + + - + + +
L. bulgaricus YLj22A + + - - + -
L. bulgaricus YLj25B - - - - - -
L. bulgaricus YLj27C - - - + - -
L. bulgaricus YLj31E - - - + - -
L. bulgaricus YLj38C + - - - + -
L. bulgaricus YLr26A - + + + + +
L. bulgaricus YLr26A(B) + + + - + +
L. bulgaricus YLr31A - + - - - -
L. lactis PLr7A(A) - - - = - -
L. lactis PLj24C(A) - - - + ¥ -
L. lactis PLj27A + + + - - +
L. lactis PLr31C (B) + + + + + +
L. lactis YLj63 - + - - - -
L. casei PLr35B - - + - - -
L. fermentum PLa31B(B) + + + + + +
L. fermentum PLc4A - - - - - -
L. fermentum PLc23Al + + + + + +
L. fermentum PLc23A2 + + + + + +
L. fermentum PLc27B + + + + + +
L. fermentum PLc27E + - + + + +
L. fermentum PLc31A + + + + + +
L. fermentum PLc35A - - - - - -
L. fermentum PLc38D + + + + + +
L. fermentum PLr1D + + + + + +
L. fermentum PLr2B + + + - + +
L. fermentum YLal3B - - - - - -
L. fermentum YLal6C - - - + - -
L. fermentum YLal8B - + + + + +
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Bakteri Ad1 Histidin | Tirosin | Ornitin | Triptofan | Fenilalanin | Lizin
L. fermentum YLa22A + + + + + +
L. fermentum YLa22B + + + + + -
L. fermentum YLa27A + + + - - +
L. fermentum YLc4A - - - - - -
L. fermentum YLa37B - + + + + +
L. fermentum YLc12A + + + + + +
L. fermentum YLc12B - + + + + +
L. fermentum YLc20A + - + + + -
L. fermentum YLc23B + + + + + +
L. fermentum YLc24C + + + + + +
L. fermentum YLc35B + + + + + +
L. fermentum YLc37C - + + + + +
L. fermentum YLr12A + + + + + +
L. fermentum YLr15A + + + + + +
L. fermentum YLr16A + + + + + +
L. paracasei PLj29C(A) + + + + + +
L. paracasei YLj14A(A) - - - - - +
L. plantarum PLj18A1 + + + + + +
L. rhamnosus PLc23B - - + - - +
L. rhamnosus PLc23B(A) + + + - + +
L. rhamnosus PLC36A(A) + + + - - +
L. rhamnosus PLj6B + + + - + +
L. rhamnosus PLj6B1 + + + - + +
L. rhamnosus PLj14A - - - + - -
P. acidilactici PLr8D(A2) - - - - - -
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EK 5- Calismada Kullanilan Cozeltiler

6 X Loading Dye hazirlanisi:

4 g sukroz ve 2,5 mg bromofenol blue 6 mL TE igerisinde ¢dzilindiiriiliir ve hacim 10
mL’ye tamamlanir.

Elektroforezde, DNA ve PZR iiriinlerinin agaroz jele yiikklenmesinde kullanilmistir.
dNTP karisiminin hazirlanisi:

100 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP ¢ozeltilerinden 20uL alinir sonra 920 pL ultra saf
su ile karistirilmistir.

PZR reaksiyon karigimlarini olustururken kullanilmistir.

Ringer ¢ozeltisinin hazirlanis::

1 adet Ringer tablet 500 mL ultra saf su igerisininde ¢oziindiiriilmesiyle hazirlanmistir.
%0,9 (w/v)’luk Fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi (FTS)

0,9 g NaCI (Merck)100 mL distile su igerisinde ¢oziiliir. Sterilizasyon i¢in 121°C’de 15
dakika otoklavlanir. Izolatlarm biyofilm olusturma &zelliklerinin belirlenmesinde
inokiilumlar standardize etmek i¢in kullanilmstir.

%1,5’ luk Agaroz Jel (Sigma)

1,5 g agaroz tizerine 100 mL 1X TAE tamponu eklenir ve mikrodalga firinda 1sitilarak
homojen hale getirilir. Sogutulduktan sonra 5 pL SafeView™ Classic (Applied
Biological Materials, Inc.) eklenerek plaka iizerine dokiildiikten sonra yatay elektroforez
tankina yerlestirilir. Genomik DNA’lar1 ve PZR iiriinlerini elektroforezde goriintiilemek
i¢cin kullanilmistir.

05MEDTA
Disodyum EDTA.2H,0 (Fluka) 186,1 g
dH20 700 mL

Belirtilen miktarda disodyum EDTA.2H20O tartilarak, 700 mL dH2O ile ¢6ziindiiriliir,
karistirllmakta olan ¢ozelti NaOH ilavesi ile pH:8,0’a ayarlanip, son hacim dH20 ile
1000 mL’ye tamamlanir. Cozelti otoklavlanir.

1M Tris-ClI
Tris Base (AmrescoR) 1211 ¢

dH20 700 mL
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Belirtilen miktarda tris-base tartilip, 700 mL dH2O ile ¢6ziindiiriiliip, konsantre HCI ile
pH ayarlamasi yapilir ve son hacim dH2O ile 1000 ml’ye tamamlanarak 1M Tris-Cl
hazirlanir.

50 X TAE Stok soliisyon hazirlans::

242 g Tris Base (AmrescoR)

57,1 mL Glasiyal asetik asit

100 mL 0.5 M EDTA (pH 5,8) olgiilerek hacim 1 litreye tamamlanir.

Belirtilen miktarda tartilan tris base 600 mL dH-0 ile ¢oziindiiriiliip, daha sonra belirtilen
miktarlarda alinan EDTA ve glasiyal asetik asit ¢ozeltiye eklenir. Son hacim dH-0 ile
1000 mL’ye tamamlanir.

1 X TAE hazirlamsi:

20 mL 50 X TAE stok soliisyonu balon jojeye konulup, hacim dH2O ile 1 litreye
tamamlanir.

PZR {irtinlerinin agaroz jelde goriintii alinmasinda kullanilmistir.
1 X TE Buffer (pH: 8) ¢ozeltisinin hazirlanis::

0,5M EDTA (pH: 8,0) (Fluka) 0,2 mL

AM Tris-HCI 1mL

dH20 1000 mL

0,5 M EDTA ve 1M Tris-Cl ¢ozeltilerinden belirtilen miktarlarda alinarak karistirilip,
dH20 ile son hacim 1000 mL’ye tamamlanur.

Lizis Buffer (pH 8,0)

20 mM Tris-HCI (AmrescoR)
2 mM EDTA (Fluka)

%1,2 Triton-x-100

20 mg/mL Lizozim

Once Tris-HCI sonra EDTA ¢éziiliir ve iizerine Triton-x-100 ilave edilir. Son hacim 100
mL olacak sekilde distile suda ¢oziiliir. 0,1 M NaOH ile pH 8.0’e ayarlanir. DNA
izolasyonunda bakteri hiicrelerini par¢alamak amaciyla kullanilmistir. Lizozim miktar1
hesaplanarak kullanilmadan hemen 6nce hazirlanip taze kullanilmistir.

Kristal Viyole Boyasi
Kristal viyole 209
Alkol (%95°1ik) 20 mL
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Amonyum oksalat 0,809
Distile su 80 mL

Kristal viyole alkolde; Amonyum oksalat distile suda ¢oziiliir ve iki ¢ozelti karistirilir.
Izolatlarin biyofilm olusturma 6zelliklerinde kullanilmistir.
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