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GELENEKSEL YOGURTLARDAN STARTER BAKTERILERIN
iZOLASYONU, MOLEKULER TANIMLANMASI VE BAZI
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Riza TABAK
Doktora, Gida Muhendisligi Bolumu
Tez Danigsmani: Prof. Dr. Sait Aykut AYTAC
ikinci Tez Danigmani: Prof. Dr. Nuray YAZIHAN
Agustos 2018, 152 sayfa

Sutln yodurda dénisimu sirasinda meydana gelen kimyasal, fiziksel ve biyolojik
degisikliklerin en 6nemli etkenlerinden biri kullanilan starter kiltarlerin fermantasyon
surecidir. Bu tez galismasinda, ekonomik ve toplumsal faydanin, besinsel kalitenin
ust dizeyde oldugu urinlerin elde edilmesinde kullanilacak starter kulturlerin, yerel
kaynaklardan izole edilerek, genotipik/proteomik olarak tanimlanmasi ve bazi
Ozelliklerinin belirlenmesi amacglanmistir. Bolu, Mersin, Amasya, Isparta ve Kayseri
bdlgelerinde, geleneksel yontemlerle Gretilen 39 yodurt 6rneginden besiyerlerine
yapilan ilk ekimde 283 Streptococcus salivarius subsp. thermophilus,
101 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus gsupheli kolonisi elde edilmistir.
Daha sonra incelenmek Uzere tekrar besiyerlerinde aktive edilen kolonilerden 153
S. thermophilus ve 28 Lb. bulgaricus supheli izolati tespit edilmistir. MALDI-TOF MS
ile yapilan analizlere gore 53 S. thermophilus, 23 Lb. bulgaricus, gergek-zamanh
PZR ile yapilan analiz sonuglarina gore 49 S. thermophilus, 22 Lb. bulgaricus susu
tanimlanmistir. Daha sonra MALDI-TOF MS ve gercek-zamanli PZR ile ayni sonucu



veren suslar,  16S rRNA sekans analizine gonderilmis, 1 S. thermophilus, 9 Lb.
bulgaricus belirlenmistir.

MALDI-TOF MS velveya gergcek-zamanli PZR ile tanimlanan toplam 61
S. thermophilus ve 21 Lb. bulgaricus sugsunun, streptomisin, gentamisin, penisilin G,
kloramfenikol, linkomisin, Klortetrasiklin, tetrasiklin, ampisilin ve roksitromisin
antibiyotiklerine karsi duyarliliklari, makro dilisyon tip yontemi ile minimal inhibitor
konsantrasyonu (MIK) saptanarak tespit edilmistir. Analiz sonuglarina gére, en
yuksek duyarhlik S. thermophilus ve Lb. bulgaricus susglarinin sirasiyla %98.4’'u ve
%871’i tespit edilerek ampisiline kargi oldugu bulunmustur. S. thermophilus
suslarinin hepsinin gentamisine, Lb. bulgaricus suslarinin ise streptomisin ve
kloramfenikole direngli oldugu saptanmistir. Tetrasikline S. thermophilus ve
Lb. bulgaricus suslarinin sirasiyla %26.2’sinin ve %42.9’unun duyarlh oldugu
sonucuna ulasiimistir.

Ug yontemle tanimlamasi yapilan, 1 S. thermophilus (St27) ve 7 Lb. bulgaricus
(Lb25, Lb29, Lb46, ML4-1, ML7-6, ML9-5 ve ML9-6) izolatinin dogal bagisiklik
sistemine, alerjik yanita ve immun sistem hucrelerine etkisi arastirilmigtir. THP-1
makrofaj ve K562 (dogal katil hiicreler) hiicre dizilerinin kullanildigi calismada; segili
LAB ile hucrelerin uyarimi sonrasi TNF-a, IL-8 ve IL-10 sitokin yanitlar
degerlendirilmigtir.

S. thermophilus izolatinin, K662 hicre dizisi ile etkilesiminde TNF-a ve IL-8 sitokin
duzeyinde artig, THP-1 hucre dizisi ile etkilesiminde ise IL-8 sitokin duzeyinde artis
ve IL-10 sitokin duzeyinde azalis tespit edilmigtir. Elde edilen veriler, iki ¢alisma
sonucunun birbiriyle uyumlu oldugunu gostermistir.

Bunun yani sira, segilen LAB izolatlarinin her iki hiicre tipinde uyardiklari cevaplarin
farkh olduklarini, monositer ve dogal katil hicrelerinde proliferasyonu arttirdiklari
belirlenmistir. Bazi LAB’nin, THP-1 monositer hucre dizilerinde TNF-a sitokin
duzeyinde, 2 LAB’si izolatinin ise K562 dogal katil hicre dizisinde IL-8 sitokin
dizeyinde dusus tespit edilmistir. ML7-6 ve ML4-1 izolatlarinin THP-1 hucre dizisi
ile etkilesiminde ise IL-10 sitokin duzeyinde artisa neden olmustur. Elde edilen
sonuglar, bu dort izolatin immun sistemi destekleyici etkileri oldugu ve alerjik yaniti

baskiladigini dusundurmustar.

Anahtar kelimeler: Laktik asit bakterileri, molekller tanimlama, antibiyotik direnci,

makrofaj, dogal katil hicre, sitokin, immun sistem.



ABSTRACT

ISOLATION, MOLECULAR IDENTIFICATION AND
DETERMINATION OF SOME PROPERTIES OF STARTER
BACTERIA IN TRADITIONAL YOGHURT

Riza TABAK
Doctor of Philosophy, Department of Food Enginneering
Supervisor: Prof. Dr. Sait Aykut AYTAC
Co-supervisor: Prof. Dr. Nuray YAZIHAN
August 2018, 152 pages

The fermentation process of starter cultures is one of the most important factors of
chemical, physical and biological changes that occur during the transformation of
milk into yoghurt. In this thesis, it was aimed to identify genotypic/proteomic and
some characteristics of starter cultures, which will be used for production of high-
nutritional-value functional foods with high economic and social benefits. For this
purpose 39 local yoghurt samples produced by traditional methods in Bolu, Mersin,
Amasya, Isparta and Kayseri regions, were collected and inoculated and into the
agar media. After incubation period 283 Streptococcus salivarius subsp.
thermophilus and 101 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus suspected
isolates have been isolated.

These colonies were stored for further analysis but 153 S. thermophilus and 28 Lb.
bulgaricus suspected isolates were reactivated. 53 S. thermophilus, 23 Lb.
bulgaricus and 49 S. thermophilus, 22 Lb. bulgaricus strains were identified
according to the results of MALDI-TOF MS and real-time PCR analyses,
respectively. Strains identified by MALDI-TOF MS and real-time PCR were



subjected to 16S rRNA sequence analysis and 1 S. thermophilus, 9 Lb. bulgaricus
were confirmed.

A total of 61 S. thermophilus and 21 Lb. bulgaricus strains identified by MALDI-TOF

MS or/and real-time PCR were used in order to determine their sensivity to
antibiotics such as streptomycin, gentamicin, penicillin G, chloramphenicol,
linkomycin, chlortetracycline, tetracycline, ampicillin and roxithromycin with the
minimal inhibitor concentration (MIC) by macro dilution tube method. The results
showed that the highest sensitivity was found to be 98.4% and 81% of the strains of
S. thermophilus and Lb. bulgaricus against ampicillin, respectively. All strains of
S. thermophilus were resistant to gentamicin while Lb. bulgaricus strains were
resistant to streptomycin and chloramphenicol. It was concluded that 26.2% of
S. thermophilus and 42.9% of Lb. bulgaricus strains were sensitive to tetracycline.
One S. thermophilus (St27) and 7 Lb. bulgaricus (Lb25, Lb29, Lb46, ML4-1, ML7-6,
ML9-5 ve ML9-6) isolates which were identified with three methods, have been
researched their effect on the natural immune system, allergic response and
immune system cells.

In the study using THP-1 macrophages and K562 (natural killer cells) cell lines;
TNF-a, IL-8 and IL-10 cytokine responses were evaluated after stimulation of cells
with selected LAB. Increase in TNF-a and IL-8 cytokine levels in the interaction of
S. thermophilus isolate with K562 cell line and increase in IL-8 level and decrease
in IL-10 cytokine level in interaction with THP-1 cell line were detected. The obtained
data showed that the two study results are compatible with each other.

Besides that, it has been determined that the selected LAB isolates are different
from the responses they stimulate in both cell types and increase the proliferation
of monocytes and natural killer cells. A decrease in the level of IL-8 cytokine was
detected in some LABs, TNF-a cytokine levels in THP-1 monocytic cell lines and 2
LABs isolates in K562 natural killer cell line. The interaction of ML7-6 and ML4-1
isolates with the THP-1 cell line leads to an increase in IL-10 cytokine levels. The
obtained results, which suggest that these four isolates have promoting effects of

the immune system and suppress the allergic response.

Keywords: Lactic acid bacteria, molecular identification, antibiotic resistance,

macrophage, natural killer cell, cytokine, immunological system.
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1. GIRIS
Gidalarda meydana gelen biyolojik degisimlerde, mikroorganizmalarin aktif rol
oynadigi uzun yillardan beri bilinmektedir. Eski ¢aglarda toplumlar, gidalarini agag
ve topraktan yaptiklari malzemelerde muhafaza ettiklerinde, zamanla lezzetlerinde
ve aromasinda, hoglandiklari degisimin meydana geldigini gormuglerdir.

Fermantasyon kavrami, gidalarda bazi biyolojik degisikliklerle ilk ortaya konduktan

sonra, yillar gectikge daha bilingli ve belirli bir teknikle yapilarak geligtiriimigtir.

Arkeologlarin yaptigi calismalar, Misir ve Mezopotamya arasindaki bolgede, 10000
yil 6ncesinde UzUm suyunun sarap yapiminda kullanildigini, bazi gidalarin
uretiminde ve korunmasinda fermantasyondan yararlanildigini gostermektedir [1,
2].

Mikroorganizmalarin kullanildi§i biyoteknolojik stire¢ olan fermantasyon; gidalarin
tat, aroma ve tekstlr yapisini gelistirmekte, besin degeri, raf dmri ve mikrobiyel

guvenilirligini arttirmaktadir.

Gunumuzde dunyada pek ¢ok yerde, farkli yapi ve bilesimlerde sunulan ve sayilari
yaklagik birka¢ bin ile tahmin edilen cesitlilikteki, Urin kalitesi ve besin degeri

arttirlmig, fermente urun tlketilmektedir.

Laktik asit fermantasyonu ile meydana gelen bir fermente sut Grind olan yodurdun,
ilk defa nasil, nerede ve ne zaman yapildigi henuz tam olarak bilinmemektedir.
Bircok farkh kaltdr, yogurdu ilk bulanin kendileri oldugunu ortaya koysalarda;
Kasgarli Mahmut'un Divan-1 Lugat-1 Turk ve Balasugunlu Yusuf Hacib’in Kutatku-
Bilig isimli yapitlarinda gunumuzde kullandigimiz “yogurt” kelimesi gegmektedir [3,
4].

Yogurt asirlardir, Tlirk egemenliginin hakim oldugu Balkanlardan Orta Dogu’ya,
Avrupa’dan Asya’'ya pek ¢ok yere yayilarak, taninan bir aran olmustur [5].

Isvigre’nin Cenevre kentinde 19. asrin sonlarinda, llya Metchnikoff isimli Bulgar
doktorun arastirmalari sonunda, Lactobacillus bulgaricus bakterisinin varligini
ortaya koymustur. Bu sebeple, 6zellikle Avrupa ve Amerika’da yogurt, bulgar sutu
olarak aniimaktadir [6].



Yogurt sutten elde edilmekle birlikte bilesim agisindan; B1 (tiamin), B2 (riboflavin)
ve B12 vitaminleri, protein, kalsiyum ve fosfor igerigi bakimindan zengin bir yapiya

sahiptir.

Son vyillarda, fermente sut Urunleri, Ozellikle de yogurt, insanin dengeli
beslenmesinde ve saglik yonunden onem kazanmaya baglamis ve yogurda olan
talepte hizli bir artis gozlemlenmistir. Talepteki artis ile olusan Uretim artisi, yogurtta
belirli bir kalitenin olusturulmasi, devam ettiriimesi ve gelistiriimesi ¢abalarini da

yogunlastirmigtir.

TS 1330’da yogurdun tanimi, “inek siitii (TS 1018), koyun siitii (TS 11044), manda
sutd (TS11045), keci sutl (TS 11046) veya karisimlarinin pastérize edilmesi veya
pastorize sutun (TS 1019) gerektiginde sut tozu ilavesiyle (TS 1329) homojenize
edilip veya edilmeden Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ve Streptecoccus
thermophilus’dan olusan yogurt kiltirinin ilave edilmesi ve TS 10935-Yogurt
Yapim Kurallari Standardi'na uygun islemlerden sonra elde edilen mamuldir.”
seklindedir [7].

2009/25 Tirk Gida Kodeksi (TGK) Fermente Sit Urlnleri Tebliginde’de yogurt;
“fermantasyonda spesifik olarak Streptococcus thermophilus (S. thermophilus) ve
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (Lb. bulgaricus)un simbiyotik
kalturlerinin kullanildigi fermente sut Urinund ifade eder” geklinde, FAO/WHO
(1977) tarafindan ise yogurt, sutin Lb. bulgaricus ve S. thermophilus kullanilarak

laktik asit fermantasyonu ile elde edilen bir st Grind olarak tanimlanmaktadir [8].

Tum bu tanimlara ve yapilan arastirma sonuglarina gore; yogurt yapiminda sadece
Lb. bulgaricus ile S. thermophilus bakterlerinin gerekli oldugunu, diger
mikroorganizmalarin yogurdun karakteristik tat, aroma, yap!r ve gorlinusunu

bozdugu ortaya konmustur.

Bu sebeple, Ulkemizde ve gelismis ulkelerde sut endustrisinde, yogurt Uretim
standardinda bu iki bakteri diginda mikroorganizmmanin olmasi yasaklanmigtir.

Gunumuzde yogurt Uretiminde, klUguk kapasiteli ve ilkel kosullarda c¢alisan
isletmeler harig, istenilen duzeyde teknoloji kullaniimasi, yetismis insan gucunin
calistinimasi, mevzuatta bazi problemlerin asilmis olmasi ile istenilen dizeyde

hijyenik sartlari tagiyan urtnler tuketime sunulmaktadir.



Ancak son yillarda artan saglikli yagsam bilinci ve teknoloji, toplumlari zenginlestirmis
ve ihtiyaglari ¢esitlendirerek yasam kalitesi beklentilerini arttirmistir. Bu amacla son
yillarda fermantasyon igleminin daha iyi incelenmesi ve kontrol edilmesi amaciyla,
yuksek konsantrasyonlarda ve sadece istenen canli mikroorganizmalari iceren ve

starter kultlr olarak adlandirilan saf kultirler kullaniimaya baslanmistir.

Gelismis Ulkelerdeki gibi yeterli diizeyde yogurt tiketiminin saglanabilmesi amaci ile

en dusuk fiyatta ve uygun kalitede yogurdun halka sunulmasi gerekmektedir.

Ulkemizde oldugu gibi diinyada pek ¢ok llkede fermente sit Uriinleri Gretiminde
starter kaltar kullanimi zorunlulugu, starter kultire olan talebi arttirmis ve starter
kaltar Gretimi bir endustri haline gelmistir. Gunumizde ABD ve bazi Avrupa
ulkelerinin basini ¢ektigi uluslararasi ticaret yapan saf kultlr tretim laboratuvarlari

bulunmaktadir.

Ulkemizde starter kultir Gretimi konusundaki ¢alismalar, dzellikle 1970’li yillarda ve
1980’li yillarin basinda yogunlasmistir. ilk yerli starter kiiltir Gretimi, 2011 yilinda
AOC (Atatiirk Orman Ciftligi) ve Ankara Universitesinin koordineli yurittigi
¢alismalarda hayat bulmustur. Piyasaya yerli starter kultur ile Uretilen yogurtlar, ilk

2012 yihinda tuketime sunulmustur [9].

Gunumuzde olusan yeni kiresel pazar ile tiketim aliskanliklar icerisine pek ¢ok

yenilik dahil olmaya baglamigtir.

Bu gergevede uygun potansiyel starter kulturlerin belirlenmesi amaciyla geleneksel
gidalardan mikroorganizmalar izole edilmekte, klasik ve/veya molekuler yontemlerle
tanimlanarak, karakterizasyonuna yonelik calismalar yapiimaktadir. Bunun
sonrasinda ise bu starterler ticari olarak ulusal ve uluslararasi pazarlara

sunulmaktadir.

Yeni starter kiltarler gelistirme ve mevcut starter kultirlerin dzelliklerini iyilestirme
hem gelismis hemde gelismekte olan Ulkelerin glncel arastirma konulari
arasindadir.

Tuketicinin begenisini kargilayacak yuksek ve kaliteli bir drin eldesi, sitln
sagimindan, islenerek son Urlin eldesine kadar gegen tum asamalarda gereken
Ozenin gosterilmesine baglidir. Sut Ureticilerinin gesitliligi ve bilingsiz olmalari ve
gida denetimlerdeki yetersizlik sonucunda, sutlerde antibiyotik varligi tespit

edilmektedir.



Antibiyotikler, laktik asit bakterilerinin gelisimlerini zorlastirmakta hatta belirli bir
konsantrasyondan sonra inhibe ederek, fermantasyonu engellemektedir. Ayrica
sutteki antibiyotik kalintilari, insanlarin bagisiklik sistemine zarar vermekte, mide ve

bagirsak sistemindeki patojen bakterilerin direncini arttirmaktadir.

Bu tez calismasinda, ulkemizin c¢esitli bolgelerinde uretilen ev yapimi yogurt
orneklerinden, laktik asit bakterileri, S. thermophilus ve Lb. bulgaricus izole edilmis,
proteomik yontemlerden MALTI-TOF MS, molekuler yontemlerden Gergek-Zamanli
PZR ve 16S rRNA sekans analizi ile tanimlanmistir. Sonucu pozitif ¢cikan izolatlarin,
9 antibiyotige karsi (penisilin G, gentamisin, kloramfenikol, linkomisin, streptomisin,
klortetrasiklin, tetrasiklin, ampisilin, roksitrimosim) direncliligi tespit edilerek, her bir
izolatin antimikrobiyel aktivite dlzeyini g6steren, MIK (minimal inhibitor

konsantrasyonu) deg@eri belirlenmistir.

Bilim, Sanayi ve Teknoloji Bakanh§/TUBITAK tarafindan desteklenen 112D052
kodlu SAN-TEZ projesi kapsaminda desteklenen ¢alisma kapsaminda, geleneksel
yontemlerle Uretilen yodurtlardan izole edilerek, her U¢ yontemle tanimlanan
S. thermophilus ve Lb. bulgaricus izolatlarinin, endustriyel yogumrt Uretiminde
performanslari uygun olarak belirlenen 8’inin (St27, Lb25, Lb29, Lb46, ML4-1,
ML7-6, ML9-5, ML9-6), immun sisteme etkileri degerlendirilmistir. Degerlendirmede,
insan gocukluk ¢agr akut monositik 16semi (M5 tip) derive olmus monosit benzeri
immortal hiicre dizisi THP-1 (ATCC® TIB-202) ve insan myelojenik I6semi kokenli
lenfoblast yapisindaki dogal katil (NK) hicrelerin aktivitesini 6lgmek amaciyla
faydalanilan K-562 (ATCC® CCL-243) hiicre dizisi kullaniimistir.



2. LITERATUR OZETi

Fermantasyon, tarih boyunca insanlar tarafindan sutu korumak amaciyla
kullanilmistir. Fermente sut drunlerinin kaynagi ile ilgili herhangi bir kayit
olmamasina ragmen, Fenikeliler doneminden 6nce Orta Dogu bdlgesinde ortaya
ciktigi diistintlmektedir. Yaklasik MO. 7000 yillarinda Misir'da, laban rayeb ve laban
khad gibi geleneksel fermente sitlii icecekleri tiiketiimekteydi. MO. 5000 vyil
Ooncesine dayanan Vedalar (Hint-Aryan incelemeleri) yapitinda, dadhi (gunimuz
yogurduna benzeyen bir fermente sut Urlinl) adinda tedavi edici 6zelliklere sahip
olan bir stt Grininden bahseder. Dadhi veya dahi hala Glney Asya diyetinin nemli
bir bilegenidir. Cogu Hint hanesinde Uretilir ve gunluk tuketilir. Yogurt kelimesinin,
8. ylzyilda Turkler tarafindan ilk kez kullanildigina inaniliyor. Bu nedenle Asya'daki

Turk gogebelerin yogurt yaptiklari varsayilmaktadir [10].

Osmanli imparatoru Kanuni Sultan Siileyman’in, Fransa Krali |. Fransuva’'nin atesli
bir bagirsak hastaligina yakalandigini 6grendiginde, doktorunu tedavi etmesi igin
gonderdigi, doktorun Kralin sagligina yogurt ile tedavi ederek kavusturdugu bilgiler

arasinda yer almaktadir [11].

Bununla birlikte baska bir efsane, yogurdun ilk olarak Balkan halki tarafindan
hazirlandigini veya tuketildigini belirtmektedir. Eksi sut, prokish, koyun sutunden
Trakya koylileri tarafindan hazirlanmistir. Fars topluluklarinda, Hz. ibrahim'in
dizenli yogurt tiketmesinden dolayl daha uzun yasadigi disinitlmektedir. Gliney
Asya bolgeleri (Hindistan, Pakistan, Nepal ve Banglades) ve guneybati Asya
bolgeleri (iran, Irak, Balkanlar, Tirkiye, Suriye), fermente sut Griinlerinin (yogurt
dahil) en buyuk Ureticileri ve tuketicileri arasindadir. Mogollar, Tatarlar ve diger
Asyali hUkimdarlarin Rusya ve Avrupa'ya isgali, ayni zamanda yogurt ve fermente
sutlerin dinyanin diger bolgelerine yayllmasina da katkida bulunmustur [10].

Gunumuzde yogurt ¢ok populer bir tGrin olmakla birlikte Avrupa, Avustralya ve
dinyanin diger bircok yerinde beslenme dizeninin dnemli bir pargasi olmustur.
Yogurt ve fermente sitler cogu blytk Ulkede ticari olarak Uretilmektedir. Gunlik
tuketim icin geleneksel yontemlerle yogurt uretimi halen birgok bolgede devam

etmektedir.



Cizelge 2.1. Dinya genelinde yogdurt ve yogdurt benzeri trtnler [10].

Geleneksel Adi Ulkesi Geleneksel Adi Ulkesi
Busa Tarkistan Mezzoradu Sicilya
Cieddu italya Roba Irak
Dahi/Dadhi/Dahee Hindistan, Skyr izlanda
Banglades,
~ Nepal
Filmjolk/Fillbounke/  Iskandinavya Taettem- Macaristan
Filbunk/Surmelk jolk/Tettemelk/Tarho
Gioddu Sardinya Tiaourti Yunanistan
Yogurt/Ayran Tarkiye Urgotnic Balkan
Dagdlari
Katyk Transkafkasya Villi Finlandiya
Kissel Mleka Balkanlar Zabady Misir ve
Sudan
Leben/Leban Ldbnan ve bazi Mast/Dough Iran ve
Arap ulkeleri Afganistan
Mazun/Matzoon Ermenistan

Dogdugumuz andan itibaren sut ve sut Urlnlerinin yasamimizda pek ¢ok faydalari
vardir. En verimli tiketim seklinin icme sutU olarak kullaniimasi ifade edilmektedir.
Ancak sutin yapisinda bulunan laktoza bazi kisilerin duyarl olmasi, sutin ¢abuk
bozulabilen yapisinin ve surekli tuketim aliskanligimizin olmamasi sutun islenerek
tiketiimesini mecbur kilmaktadir. Ulkemizde 6zellikle yodurt ve ayran tiiketimi diger
sut Urdnlerine gore daha fazladir ve uretilen sutin yaklasik yarisi, yogurt ve ayran
uretiminde kullanilmaktadir. Yogurt ve ayran, vyapisindaki bilesenler ile
viucudumuzdaki kan sekeri ve kolesterol diuzeyini duzenlenmesine, laktik asit

bakterileri (LAB) ile sindirim sisteminin ¢alismasina yardimci olmaktadir [11, 12].

Bagisiklik sistemi arastirmalarinda onculik etmis olan Rus mikrobiyolog llya
Metchnikoff, yogurt tiketimi fazla olan toplumlarda émrin uzadigi goértisini ortaya
koymustur. Yogurdu, “The Prolongation of Life-Yasamin uzatiimasi” kaynagi olarak
ifade etmistir. Yogdurttaki LAB’nin fermantasyon sonucu, laktik asit ve diger drtnler
meydana getirdigini, bu sekilde kalin bagirsakta sporlu anaerobik bakterileri inhibe

ettigini kanitlamigtir [13].

Yogurt yapisinda, fermantasyon sirasinda meydana gelen laktik asit, peptitler,
aminoasitler, yag asitleri ve antimikrobiyel maddeler ile laktoz ve canli milyonlarca



LAB bulunmasi sebebiyle, hem saglikli bir yagsamin surdurtlmesinde hemde bazi

hastaliklarin olusumunun engellenmesinde 6nemli bir yeri vardir [14].

Son yillarda yaganan teknolojik ilerleme ile Uretilen yogurtlarin bilegenlerinin
oranlarini degistirme imkani elde edilmistir. igerdigi sodyum, protein ve yag miktari
ayarlanabilmekte, digaridan ilave vitamin, mineral maddeler eklenebilmekte, icerdigi
laktoz miktari degigstirilebilmekte ve aromasi istenen sekilde olusturularak sayisiz

cesitte yogurt Uretilebilmektedir [14].

Yogurt ve LAB gastrointestinal sistem Uzerine yararlari konusunda, hayvanlar ve
insanlar Uzerinde yapilan ¢alismalar ile yogurdun ve/veya LAB’nin, laktoz intolerans,
kabizlik ve ishal hastaliklarinda, kolon kanserinde, iltihapli bagirsak
rahatsizliklarinda, Helicobacter pylori enfeksiyonunda ve alerji de dahil olmak Uzere
bazi gastrointestinal durumlarda, saglida faydalarinin umut verici oldugu
gOsterilmistir.  Bu durumlarda bulunan hastalarin iyilesmelerinde, yogurt

tiketiminden faydalanabilinecegi ifade edilmistir [15].

Yogurdun fonksiyonel gida olarak saglik Gzerine yararl etkileri, ylksek duzeyde
kalsiyum icermesi, iyi bir vitamin ve mineral kaynag: olmasi, saghda yararh LAB

icermesinden kaynaklandigi kabul edilmektedir [16].

Sut ve yodurt karsilastirildiginda birbirine ¢ok benzeyen bilesimde oldugu
goOrulmektedir (Cizelge 2.2). Yogurt disindaki sut Urlnlerinde, Uretim esnasinda
yapisina digsaridan gesitli maddeler katilmasi sebebiyle sut ile bilesim farki
olusmaktadir. Sutin, yogurt eldesinde isil islem sirasinda 6zellikle seker haric diger
bilesenlerinde ¢ok az bir ylkselme olurken, fermantasyon islemi sirasinda seker

kullanildigindan, seker miktari orani azalmaktadir [17, 18, 19].



Cizelge 2.2. Yogurt ve sutun bilesiminin karsilastiriimasi [17].

©
— c -E E E — g
. 9 6/\ O — EA 35~ 5 ...9/\ >A 3/\
Urin 3 53 83 53 72 2222 2g =P
Ad 0 & s 8T gTE&T 5T &
@ X a
X
Yogurt 819 5.7 3.0 7.8 200 80 92 280 0.7
Sut 87.8 3.2 3.9 4.8 115 55 170 140 0.4

Cagdimizda olusan rekabet ortaminda basarili olabilmek, piyasaya surllen utrtnlerin
geligtiriimesi ve musterilerin taleplerine karsilik verebilme gicu ve hiziyla dogru
orantilidir. Maliyetlerin mimkin olan en az seviyede tutularak, en kisa slrede

isteklerin cevap bulmasi durumu sureklilik igeren kavramdir [20, 21].

Ozellikle gida sektorii yeni Urlinlerin olusumu ve gelisimine acik olan rekabetgi
anlayisin kendini gosterdigi en énemli piyasalardandir. Satisa sunulan gidanin raf
Omrinun uzun olmamasi, kaliteye daha ¢ok dikkat eden musteri istekleri, gidalarda
kalitenin gelistiriimesi adina planlamanin, yapilandirmanin ve metotlu gelisimin

saglanmasinda ilave araglara ihtiya¢ duymaktadir [22].

Kalite guvence sistemlerinin uygulandigi bir sut Grunleri isletmesinde, piyasada
daha blyuk paya sahip olabilmek adina, her gegen yil tiketim miktari artan
homojenize yogurt Urlnu ic¢in Kalite Fonksiyon Goégerimi (KFG) uygulamasi
calismasi yapimistir. KFG kavrami, musterilerin istedikleri kalite dizeyinin
karsilanmasi ve drun kalitesinin geligtiriimesini daha yukarilara tagiyabilecek bir
yontemdir. Musteri isteklerinin; kolay kullanim, geri donisumli ve dikkat gekici
ambalaj, aroma, kivam ve renk, raf dmrd, hijyenik dGrtn, kalite, uygun fiyat ve yaygin
dagitim ana basliklari altinda toplandigi ¢calismada, yogurt kaltart ¢esidi, aroma,
kivam ve renk olusumunu etkileyen alt faktor olarak degerlendirilmistir. KFG
uygulamasi sonucunda, aroma, kivam ve renk yapisinin birinci derecede énemli,
yogurt kultlrG cesidinin de aroma, kivam ve renk olusumunda, en 6nemli faktor

oldugu belirlenmistir [20].

Fermente gidalarin Uretiminde starter kdltir kullanimi ile her zaman standart,
yuksek kalitede ve saglhkh Grin elde edilebilirken, dogal fermantasyonda

hammaddeden gelen ¢ok farkl tlr ve sus, ¢ok nitelikli Grin elde edilmesine neden



olabilecegi gibi, ¢cok kotu ve saglik agisindan yuksek derecede riskli urin elde
edilmesine de yol agabilir. Bu durumda starter kultirin ¢ok édnemli oldugu aciktir.
Ancak, fermente sut drunleri Uretiminde hammadde olan st pastorize edilirken,
zararli mikroflora yaninda Uran olusumu sirasinda yararl olabilecek bakteriler de
yok edilir. Bunlarin yerine genellikle 2 tirden olusan starter kilttr katilir ve tGrlinin
duyusal niteliklerini bu mikroorganizmalar saglar. Bununla beraber, standart kalite
ve saghk riski dikkate alindiginda starter kultir kullanilarak yapilmig urtnler

tartismasiz bir sekilde tercih edilmektedir [23].

Gunumuzde fermente gidalarin Uretimi, hammaddenin hizh asidifikasyonunu
bagslatan LAB gibi, starter kiltirlerin kullaniimasi temeline dayanir. Starter kilttrlerin

onemli avantaji, kontrolli ve 6ngorulebilir fermantasyonu saglayabilir olmasidir.

Starter LAB Urune; mikrobiyel guvenlik, bir veya daha fazla teknolojik, duyusal,

besinsel veya sagdlik agisindan olumlu katkida bulunabilirler [24].

Surekli blyimekte olan starter kilttr Gretimi sektért, stt endlstrisinin ayrilmaz bir
parcasidir. Yillar icerisinde nufus ile birlikte artan st Grlnlerine talep, tiuketici
pazarinin hacmi ve buyukligu hakkinda genel bir fikir vermektedir. Ciddi bir ekonomi
potansiyeli olan starter kultir Uretimi piyasasinda, oOzellikle bilim ve arastirma

alanlarinda 6nemli yere sahip bazi firmalar asagida verilmistir.



Cizelge 2.3. Uluslararasi saf kultlr Greten bazi firmalar [25].

Uretici Firma Ulkesi
Chr. Hansen Danimarka
DuoPont™ Danisco Danimarka
DSM Food Specialties Hollanda
Alce italya
Centro Sperimenti del italya
Latte
Valio Finlandiya
BioSource Flavors, Inc. ABD
CSK Food Enrichment Hollanda
BIOPROX Fransa

LAB temelde, laktozdan laktik asit Gretip, pH’'nin dismesini saglayarak, istenmeyen
organizmalarin inhibasyonuna yol actidi, sagliga faydali olarak duyusal ve yapisal
Ozellikleri gelistirdigi icin kullanilmaktadir. Starter kdlturlerin sut Grunlerindeki en
onemli gorevi, peptidleri daha kuguk peptidlere ve aminoasitlere parcalamasidir.
Starter kultlrler kazeini parcalayabilirler ve aminoasitleri ¢esitli tat bilesenlerine

donustarebilirler [26].
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Sekil 2.1. Yogurt Uretim akim semasi [27].

Yogurt Uretimi, ticari starter kultirler olan S. thermophilus ve Lb. bulgaricus’un
simbiyotik karma kultaru ile gerceklesmektedir. Bu starter kalttrler yogurdun tipik
lezzet ve yapisinin olusumundan sorumludur. Her ne kadar bagimsiz olarak
gelisebilselerde, birlikte kullanildiginda asit Gretimi, bireysel olarak gelisiminden ¢ok
daha yuksek olmaktadir. Genel olarak, S. thermophilus ve Lb. bulgaricus
fermantasyon tankina 1:1 oraninda eklenir. Ortam 42 °C sicaklikta, 4-6 saat
calkalama yapilmadan kosullar altinda tutulur. Bu sicaklik iki mikroorganizmanin
(optimum gelisme sicakliklari; S. thermophilus 37 °C; Lb. bulgaricus 45 °C) geligimi

icin en uygun olan degerdir. Starter kulttrler sute inoklle edildikten sonra
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S. thermophilus, ortamdaki toplam bakteri sayisinin % 90’nina ulasincaya kadar
daha hizli gelisir. Sonraki iki saat iginde, S. thermophilus tarafindan ortamda
olusturulan laktik asit, karbon dioksit ve formik asit, Lb. bulgaricus’u sinerjik olarak
uyarir. Streptokok yogurdun baslangic pH’sini yaklasik 5'e kadar dugurar. Ortamda
laktik asit arttikga, sutteki asitlik diserek, Lb. bulgaricus gelismeye, S. thermophilus
inhibe olmaya basglar. Lb. bulgaricus, pH’nin 4’e kadar azalmasindan sorumludur.
Ote yandan proteolitik aktiviteyle olusturdugu peptidler ve amino asitler ile
S. thermophilus’un gelisimini tesvik eder. Fermantasyon sirasinda pH’nin diasmesi
nedeniyle yogurt karisimi pihtilagir ve 4 saat sonra populasyon dengeye ulasilir.
Fermantasyon sonunda, ortamdaki asitlik % 1.2 - % 1.4 laktik asitlige (pH 4.2 - 4.3)
ulagirken, her iki starter kiltliriin sayisi 2x107 hiicre/mL Uzerinde gercgeklesir.
Asitligin % 1.2 - % 1.4 laktik asit seviyesinde gelismesi, ¢ogu tlketici igin tercih
edilen duzeydir. Titre edilebilir asitlik (TA) % 0.85 - % 0.90 olana kadar devam edilir.
Fermantasyon islemi genellikle 3-4 saat icinde, her iki tur tarafindan laktozun, laktik
aside donusturalmesiyle tamamlanir. Tek bir kaltur ile laktozun ayni dizeyde laktik
aside donusumdu, 12-16 saat icinde gergeklesebilmektedir. Yogurtta istenen asitlige
ulasildiginda, fermantasyon ve metabolik etkinligini durdurmak icin 5 °C’ye hizla
sogutulur. Daha sonra Urin fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik bozulmayi

yavaslatmak icin buzdolabi sicakliginda (+4 °C) bekletilir [28].

Fermantasyon, 42 °C’den 44 °C’ya kadar olan sicaklik de@erleri arasinda
gerceklestirilir. Genel olarak, 44 °C’nin Uzerindeki sicakliklarda meydana gelen
fermantasyonlarda, starter kultirin metabolizma hizi yliksek oldugundan, yogurt
daha tath olur. Daha hizli kalttr gelisimi, yogurdun daha ¢abuk olusumunu saglar
[28].

Her iki bakterinin fermantasyonda birlikte kullanilmasinin daha faydali oldugunu
gOsteren bir ¢calismada, bakterilerin yogurt Gretiminde sut proteinlerini kullanimi,
MALDI-MS ile fermantasyonun 3. ve 6. saatlerinde yapilan dlgtimlerle belirlenmistir.
Olglimlerde, Lb. bulgaricus ve S. thermophilus bakterilerine ait 3 farkli susun, tek
olarak ve birlikte sute inokulasyonu sonucunda, elde edilen y2—kazein miktari tespit
edilmistir. Her iki bakteri kullanilarak Uretilen yogurtlarda, simbiyotik etkiden dolayi
en yuksek y2—kazein miktari elde edilmistir [29].

Yapilan galismalar, fermantasyon sirasinda olusan ugucu organik bilesenlerden

yuksek konsantrasyonlardaki sadece birka¢ tanesinin, yogurdun karakteristik
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aromasina etki ettigini ortaya koymustur [30]. Her iki yogurt bakterisi de laktozu,
glukoz ve galaktoza hidrolize eden B-galaktosidaz enzim sistemine sahiptir [31].
Glikoz, 6nce pyruvata Embden-Meyerhoff yolu (EMP) ile metabolize olur, daha
sonra pyruvate laktat dehidrogenaz enzimi ile laktik aside donistirilir. Ote yandan
galaktoz, Lb. bulgaricus suslan tarafindan kismen metabolize edilirken,
S. thermophilus suslarinin, galaktozu metabolize edecek enzimleri yoktur. Bu
nedenle, galaktoz ve laktik asit yogurt ortaminda birikir. Laktozun hidrolizinden
sonra olugsan fermantasyon urunleri; laktik asit, asetaldehit, asetik asit ve diasetil,

yogurdun lezzetinde etkilidir [32].

LAB, fermantasyon sonucunda karbonhidratlardan temelde laktik asit Greten ve
heterojen bakterilerin de bulundugu bir gruptur [33]. Gram-pozitif, spor
olusturmayan, katalaz negatif, asidofilik ve asidurik 6zelliklere sahip, mikroaerofilik
ve anaerobik ortamlarda gelisebilen mikroorganizmalardir. Birkag turd harig, LAB
dyeleri genellikle GRAS (generally recognise as safe-genel olarak guvenilir/zararsiz

kabul edilen) patojenik olmayan organizmalardir [34, 35].

LAB’nin bazilari gastrointestinal sistemimizde yasayabilme 6zelligine sahip olup,
probiyotik bakteri olarak degerlendiriimektedirler. Dislik pH seviyesinde, safra
tuzlarinin bulundugu ortamlarda ve genis sicaklik araliginda geligsebilmektedirler.
LAB, cesitli 6zelliklerine goére siniflandiriimaktadir. Metabolik faaliyetlerine gore
taksonomisi, karbonhidratlari kullanmasi sonucu baslica laktik asit Uretenler
homofermentatif, laktik asidin yani sira etanol, karbondioksit, formik asit ve asetik
asit Uretenler heterofermentatif olarak siniflandinimaktadir. Ayrica farkh tuz
konsantrasyonlarina ve antibiyotiklere kargi gosterdikleri dirence, gelisebildikleri

sicakliklara gore de taksonomik siniflandirma yapilmaktadir [34, 36].

Fenotipik Ozellikleri dikkate alinarak yapilan taksonomi uzun yillardan beri
kullanilmakta olup, LAB; Streptobacterium, Betabacterium ve Thermobacterium
olarak u¢ alt grupta degerlendiriimektedir. Bu gruplara ait en 6nemli cinsler,
Streptococcus, Bifidobacterium, Carnobacterium, Leuconostoc, Enterococcus,

Tetragenococcus, Lactococcus, Weissella, Lactobacillus ve Pediococcus’dur [34].

Bir baska siniflandirma sekli, bakterilerin hlicre duvari yapilarinda bulunan, seker
ile amino asitlerin kovalent baglarla olusturdugu peptidoglikan yapisi ile pentoz ve

hekzozlarin fermantasyon sekli dikkate alinarak yapiimistir [37].
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S. thermophilus énceleri, Streptococcus salivarius’un bir alt tird olarak énerilmis ve
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus adiyla siniflandiriimasi  kabul
edilmistir [38]. Ancak daha sonra yapilan DNA-DNA hibridizasyon calismalari,
S. thermophilus’un farkl bir tir oldugunu ortaya koymustur [39]. Isiya karsi olan
direnclilik ve sinirli sayida karbonhidrati kullanabilmesi gibi buyldk fenotipik
farkhliklar tespit edilmistir [40]. S. thermophilus viridans bir streptokoktur. Viridans
streptokoklar; mutant, anginosus, sanguinus, mitis ve salivarius grubu
(S. thermophilus, S. salivarius ile S. vestibularis dahil) olmak Gzere bes ana gruptan

olugmaktadir [41].

S. thermophilus, gida teknolojisi ile iligkili tek streptokok turtdur. Elektron
mikroskobu altindaki goruntisu Sekil 2.2'de gosterilmistir [42]. Ortalama 45-52
°C’lerde canliliklarini devam ettirebilen, optimum 6.0-6.5 pH’larda gelisebilen,
faklltatif anaerob ve aerob 6zelliktedirler. DNA yapisindaki G (guanin)+C (sitozin)
icerigi yaklasik % 37-40 mol’dur. Zayif proteolitik aktivite gdsterirler [42, 43, 44].
Endospor Uretemedikleri gibi oksidaz, katalaz ve sitokrom enzimleri
bulunmamaktadir. Genom buyuklikleri 1.75-1.82 Mbp arasindadir. S. thermophilus
suslari arasindaki en ©onemli farkliliklardan biri, plazmid varliginin gesitlilik
goOstermesidir. S. thermophilus’un plazmid varhgi, diger LAB’ne gére daha zayiftir.
Pekcok S. thermophilus susunda plazmid bulunmazken, saptananlarin da kuaguk
boyutta oldugu tespit edilmistir. Yapilarindaki plazmid varligi, bakterinin antibiyotik
direnci ve karbonhidratlari fermente etme 6zelliklerinde etkili olmamasina karsin, faj
direnci ve sutun koagulasyonu yeteneklerine etki ettigi belirlenmistir. Ancak yapilan
son calismalarda kesinlesmemekle birlikte, antibiyotik diren¢ mekanizmasina

plazmid varhiginin etki ettigini gdstermistir [45, 46].
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Sekil 2.2. S. thermophilus’un elektron mikroskobunda goruntisu [40].

Lb. bulgaricus, 1984 yilina kadar ayri bir cins oldugu degerlendirilirken, daha sonra
yapilan c¢alismalar sonucunda, Lactobacillus delbrueckii’nin alt tart olarak
siniflandinimistir [47]. Lb. bulgaricus cinsi Gram-pozitif ve c¢ubuk sekilli bir
morfolojiye sahip olup, elektron mikroskobundaki gorintisu Sekil 2.3’'te verilmistir
[48]. Katalaz negatif, hareketsiz, spor olusturmayan, anaerobik, mikroaerofilik ya da
faklltatif anaerobiktir [37, 49]. Gelismelerinde dusuk pH seviyelerine ihtiyag
duyduklarindan asidofilik sinifinda degerlendirilir. Ortalama 5.2-5.5 pH seviyelerinde
geligsebilmektedirler [50].

Laktozu fermente ederek, yogurdun temel aroma bileseni olan asetaldehidin
olusumunu saglar. Laktoz ile birlikte, friktoz, galaktoz ve gluktoz da kullanabilirler
[51]. Lb. bulgaricus’un, DNA icerigindeki, G+C duzeyi % 49-51, genom buyukligu
2.0 ila 2.3 Mbp arasinda degismektedir. Laktobasil turlerinde genelde bir ya da
birka¢ tane plazmid tespit edilmesine ragmen, yapilan bazi ¢alismalarda da hig
plazmid bulunmadigi tespit edilistir. Yapilarindaki plazmidin antibiyotiklere karsi

direng profilleri Gzerinde etkili oldugu da bildiriimektedir [52, 53].
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Sekil 2.3. Lb. bulgaricus’un elektron mikroskobunda goruntisu [48].

~

Bir mikroorganizmanin izolasyonu sonrasi kimliklendirilmesi, tanimlama olarak
degerlendiriimektedir. Tanimlama ydntemlerini, temelde fenotipik, genomik ve
proteom yapilarina gére U¢ ana baslik altinda toplayabiliriz. Fenotipik tanimlama,
dis gorunus ve birgok kimyasal testin bir arada calistirildigr sistemlerdir. Genomik
kavrami, bir mikroorganizmanin iglevsel ve yapisal ozelliklerini etkileyen genlerin
belirlenmesidir. Proteom ise belirli bir ortamda analizin yapildigi zamanda

mikroorganizmanin yapisindaki proteinlerin tamaminin ortaya konmasidir.

Son yillarda mikroorganizmalarla ilgili gergeklestirilen arastirmalarda ve teknolojinin
gelisiminde, genetik ve protein yapilarinin daha fazla dikkate alindigi gérilmektedir.
Her U¢ yonteminde birlikte ya da tek basina kullanildigi ¢caligmalar bulunmaktadir
[54, 55, 56].

LAB’nin sadece fenotipik 6zellikleri dikkate alinarak yapilan bir ¢alismada, 25 ¢ig
sut 6rneginden, MRS besiyeri kullanarak, izole ettikleri kolonilerden, Gram-pozitif,
hareketsiz ve katalaz (-) olan 83 susu, sUpheli LAB’si olarak tanimlamiglardir.
Dogrulama testi, belirledikleri 7 karbonhidrati fermente edebilme, 10, 15, 45 °C
sicakliklarda ve % 2, 4, 6.5 NaCl konsantrasyonlarinda geligim testleriile yapilmistir.
Calisma sonucunda, ¢ig sutin homofermentatif ve heterofermentatif LAB kaynagi
oldugu belirtilmigtir [57].

Kltle spektrometrisinde gelisim saglanmasina ve Il. Dlinya Savasi’ndan sonra
oldukga genis ¢apli bir ilgi olusmasina ragmen, mikroorganizmalar Gzerine yapilan

ilk calisma, 1970li yillarda Mars’a yapilan yolculuk sonrasi alinan toprak
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numunesinin analizinde gerceklestiriimistir [58, 59]. ilk gercek ilerleme, Anhalt ve
Fenselau tarafindan 1975 yilinda yapilan ¢alisma ile Koenzim Q, fosfolipid ve diger
ugucu bilesenlerin 6élctimi yapilmistir [60]. Desorpsiyon/iyonizasyon teknolojisinin
1980’li yillarda gelismesiyle, bakterilerde lipit biomarkirlarin dlgulmesi saglanmigtir
[61]. Analiz i¢in Orneklerin hazirlanmasinin uzun zaman almasi, mikrobiyolojik
calismalarda kullanilmasini engellemistir. Zaman igindeki gelisim sayesinde belirgin
olumsuzluklarin ortadan kaldiriimasi saglanmig ve 1996 yillindan sonra kisa bir sure
icerisinde mikroorganizmalarin tanimlanmasi c¢alismalarinda onculik etmeye
baglamistir [62, 63, 64].

MALDI-TOF MS (Matriks Aracili Lazer Desorpsiyon/iyonizasyon-Ugus Zamani-
Kltle Spektrometresi), mikroorganizmalarin tanimlanmasinda faydalanilan son
teknolojik metotlardandir. Mikroorganizmalarin yapisindaki seker, protein, peptid
gibi biyomolekuller ve polimer, makromolekul, dendrimer gibi buyuk organik
molekullerin iyonizasyonu lazer atisi ile gergeklestirilerek, elektromanyetik ugus
tupunden gegiriimektedir. Meydana gelen spektrumlarin grafiksel goéruntuleri, daha
onceden cins ve tur duzeyinde tanimlanmis mikroorganizmalarin veri tabanindaki

sonuglari ile kargilastirilarak degerlendirme yapiimaktadir [65, 66].

MALDI-TOF MS yéntemi, molekuler ve biyokimyasal yontemlerden farkli olarak
calismakta, mikroorganizmaya ait protein profili incelenmesi esasina dayal
proteomik bir yontemdir. En fazla 48 saatlik kultarler galisma igin tercih edilmektedir.
Eskiyen kulturlerlerde, ayirt edici pik sayisi ve bu piklerin yogunlugu dusmektedir
[67].

Mikrobiyolojik calismalarda, kitle spektrometrisi ile hizli bir sekilde sonuca ulagsmak
mumkundur. Zarar gérmemis tek koloni hakkinda, bes dakika icerisinde kapsamli

bilgi elde edilebilmektedir.

Kiitle spektrometrisinin kullanildigi bazi calismalara érnek verecek olursak, italya’da
1999 yilinda ayni g¢alisma grubunun yaptidi iki ¢alismada; MALDI-MS cihazi ile
Lb. bulgaricus ve S. thermophilus bakterilerine ait 3’er susun yapisal farklliklari ile
fermantasyonda, bakterilerin st proteini kullanimi miktarinin tespiti yapilmistir.
MALDI-MS ile herbir bakteri susunun, farkh protein profillerinde oldugu
belirlenirken, fermantasyonda bakterilerin sut proteinlerini pargalama miktarinin

tespiti ile ticari olarak Uretilen yogurtlarda besinsel kalitenin belilenmesinde ve
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inokule edilecek bakteri oranlarinin tespitinde MALDI-MS’in belirleyici olabilecegi
ifade edilmigtir [29, 67].

Japonya’'da bulunan, Cevre Yonetim Teknolojisi Arastirma Enstitisu ve Ulusal
Geligmis Endustriyel Bilim ve Teknoloji Enstitusu kolleksiyonlarindan temin edilen,
S. thermophilus (ATCC BAA-250 ve ATCC BAA-491) ve Lb. bulgaricus (ATCC BAA-
365 ve NBRC 13953) bakterilerine ait 4 susun MALDI-TOF MS cihaziyla proteomik
analizi yapilmistir. Calismada, bakterilerin ribozamal RNA’sindan elde edilen
proteinlerin saflastirilarak ve hiicre duvarinin lize edilmesiyle elde edilen proteinlerin
hicbir islem yapilmadan spektrumlarinin tespiti seklinde iki yontem uygulanmistir.
Hucre duvarinin lize edilerek proteinlerin herhangi bir islem yapilmadan analiz
edildiginde, protein kaybi olmadigi, saflastirma islemi sirasinda istenmeyen disulfit
baglarinin meydana geldigi belirlenmig, ayni 6érnege ait spektrumlarin farkh oldugu
gosterilmistir. MALDI-TOF MS ile ayni bakteriye ait iki susun farkli protein yapilarinin
oldugu ortaya konarak, bakterilerin sus dizeyinde, kimyasal siniflandirilmasinin

belirlenebilecegi belirtiimigtir [68].

Angelakis et al. [69] tarafindan yapilan g¢alismada, Fransa’da satisa sunulan
8 fonksiyonel gida ve 5 farkli firmaya ait ticari yogurt UrlGnlerinden izole edilen
bakterilerin, hizli ve dogru bir sekilde tanimlamasi amaglanmistir. MALDI-TOF MS
cihazinin bakteri dogrulamasindaki etkinligi, 9-PCR cihazi ile elde edilen degerlerle
kargilastirilarak yapilmis, MALDI-TOF MS ile yapilan tanimlamalarin % 92 oraninda
g-PCR cihaz ile elde degerlerle uyustugu tespit edilmistir. Orneklerdeki bakteri
sayllart MALDI-TOF MS ile tespit edilemediginden, érneklerin bakteri yikiu q-PCR
ve klasik yontemlerle belirlenmistir. Calisma sonucunda, MALDI-TOF MS cihazinin,
fonksiyonel gidalarda ve yodurtlarda izole edilen bakterilerin tanimlanmasinda

faydali oldug@u bildirilmigtir.

Vietnam’da fermente bir et Grinl olan nem chua ve Hanoi sehrine 6zgu Urln olan
fermente hardal Grlnleriyle yapilan bir calismada, toplam 11 érnekten, 171 sus izole
edilmigtir. Dogrulamalar ve siniflandirma, (GTG)s-PCR ve MALDI-TOF MS cihazlari
ile yapiimistir. Analizler sonucunda; MALDI-TOF MS cihazi ile %72.3, (GTG)s-PCR
cihazi ile %56.4 oraninda sus dogrulanarak siniflandirilmis ve dendrogram semasi
olusturulmustur. 100°den fazla 6rnegin analizine ihtiyag duyulmasi durumunda,
MALDI-TOF MS cihazinin, zaman ve ekonomik olarak daha etkili sekilde
gergeklestirildigi vurgulanmistir [70].
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MALDI-TOF MS ve PZR cihazi ile Laktobasil tanimlama sonugclarinin kargilastirildigi
bir diger g¢alismada, et ve sut urunlerinden izole edilen 148 Laktobasil sus ile
calisiimigtir. Genotipik yontem olarak PZR cihazlari ile 148 izolatin 114’G, 9 farkh alt
tur olarak tanimlanirken, MALDI-TOF MS ile 148 izolatin 111’i, 10 farkh alt tar olarak
tanimlanmistir. Ayni alt turlerin her iki cihaz ile tanimlanmasi uyumu %74.3 olarak
gerceklesmistir. MALDI-TOF MS cihazinin ilk yatinm maliyetinin oldukga ylksek
olmasina ragmen, analiz giderlerinin PZR cihazi ile karsilastirildiginda daha ucuz
olmasindan dolayi, birkag yil igerisinde yatinm maliyetini telafi edecegi belirtiimigtir.
Ancak, cihazin Laktobasil bakterilerinin tanimlanmasinda yeni bir yontem olmasi
sebebiyle, simdilik PZR cihazlari ile karsilastiriimali ¢calisiimasinin faydali olacagi
ifade edilmigtir [71].

Dec et al. [72] tarafindan yapilan ¢alismada, 3 haftalik-4 yas arasi kazlardan izole
edilen Laktobasillerin, MALDI-TOF MS, ITS-PCR ve ITS-PCR/RFLP cihazlariyla
tanimlama sonuglarinin degerlendirilmesi amaclanmistir. Orneklerden 104 sus izole
edilmistir. Her G¢ cihaz ile yapilan dogrulama sonuglari degerlendirildiginde, MALDI-
TOF MS cihazinda dlgulen ve log degeri 1.7-3.0 arasinda olan suslarin, PZR
cihazlari ile ayni sonuglari verdigi belirlenmigtir. PZR’nin tarler arasi ve tur igcindeki
dogrulamalarda daha guvenilir oldugu ancak MALDI-TOF MS ile analizin etkili, hizli,
maliyeti dUsuk olmasi ve bir seferde ¢ok fazla 6rnegin analizinin yapilabilmesi gibi

Ozelliklerinden dolayi alternatif bir ydontem olabilecedi degerlendirilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyonu molekiler biyolojide en gugli teknolojilerden biri
olmakla birlikte, basit, cok yonlu, hassas, 6zgul ve tekrarlanabilir bir analizdir. Bir
DNA pargasinin Ussel amplifikasyonundan olugsmakta ve DNA'nin in-vitro kosullarda
enzimatik olarak kopyalanmasi temeline dayanmaktadir: Cift sarmal DNA, tek

sarmal DNA’ya denature edilir, gogaltilir ve bu islem tekrarlanir.

Gergek-Zamanh PZR, 80’li yillarin ortasinda Kary Mullis ve arkadaslar tarafindan
gelistirilen, polimeraz zincir reaksiyonun gelismis bir formu olup, teknigin

potansiyelini en Ust dizeye ¢ikarmaktadir.

Geleneksel PZR’de son donguden sonra, c¢ogaltiimis dizinin saptanmasi ve
miktarinin belirlenmesi, jel elektroforezi ve gorunti analizi gibi PZR sonrasi islemler
ile Dbelirlenirken, Gergek-Zamanli PZR’de herbir donglden sonra Uretilen

amplikonlarin sayisi, analizde kullanilan boyalarin dogru orantili olarak artan
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floresaninin, bir cihaz ile tespiti ile yapilir. Cihaz, PZR slresi boyunca bir amplikon

grafigi olusturur.

Gergek-Zamanh PZR’de, PZR Urunlerinin saptanmasi igin iki temel yontem vardir,

ilki SYBR yesili gibi herhangi bir ¢ift iplik¢ikli DNA ile interkalasyon yapan 6zgul

olmayan floresan boyalar, ikincisi

floresan bir raportoér ile

oligonukleotidlerden olusan diziye 6zgu olan TagMan probudur.
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Sekil 2.4. DNA polimerazinin polimerizasyonla iliskili 5'-3 'nukleaz aktivitesi,
PCR reaksiyonu sirasinda raportoru sondurucuden ayirir [75].

TagMan testi, duyarlihdi ve 6zgulligunden dolayl yaygin olarak kullanilan bir

gercek-zamanlh PZR testidir. TagMan testi, Taq DNA polimeraz 5’ — 3’ ekzonUkleaz

etkinligine dayanir. TagMan probu, 5 ucundan bir raportdr (reporter) floresan

boyasina ve 3’ ucunda bir sénduricli (quencher) boyaya sahip, diziye 6zgu bir

oligonukleotiddir. Prob, Tagq DNA

polimeraz enzimi

tarafindan hizdrolize

edilmediginde, floresan rezonans ener;ji transferi (FRET) nedeniyle raportér boya

tarafindan yayilan floresan isinim sondurtcu boya tarafindan emilir. Ancak prob,

Taqg DNA polimeraz ile hidrolize edildiginde, 5’ ucundaki raportér boya 3’ ucundaki

20



sondurticu boyadan ayrilirak sondurme etkisi engellenir ve bu nedenle gergek-
zamanli PZR cihazi ile 5’ raportér ucundaki boyanin floresan 1191 tespit edilir.
Serbest birakilan 5’ raportdr ucundaki boyanin sinyali, PZR Grunlerinin miktari ile

orantilidir.
Gergek-zamanlh PZR reaksiyonunda her bir dénguyu olusturan t¢ ana adim vardir.

1- Denatlrasyon (gift sarmalin ayrilmasi): Yilksek sicaklikta inktbasyon, cift
iplikgikli  DNA'y1 tek iplikgikler haline donusturir. DNA  polimerazin
dayanabilecegi en yuksek sicaklik olan 95 °C, inkibasyonda kullanilir.
Dizinin yapisindaki G-C miktari ylksekligi denatlirasyon stresini uzatir.

2- Baglanma: Primerlerin erime sicakliginda (Tm), ayriimis tek iplik¢gikli DNA
zincirleri Uzerinde tamamlayici olduklari bolgelerle eslesip, kalip DNA zinciri
ile primer arasinda hidrojen baglari olusur.

3- Uzama: 70-72 °C Tag DNA polimeraz enziminin ideal ¢alisma sicakhgidir.
Bu sicaklikta primerler uzar ve tamamlayici zincir sentezi olur.

Gergek-zamanli PZR’de olugan Uruin miktari reaksiyon seyri boyunca izlenir, olusan
urin miktari ile orantili olarak reaksiyona giren boyalar ve problarin floresani
izlenerek, belirli miktarda DNA molekuli elde etmek igin gereken amplifikasyon

dongulerinin sayisi kaydedilir.

Genellikle amplifikasyon ¢evirimi basina molekul sayisinin iki katina ¢iktigi belirli bir
amplifikasyon verimliligi varsayilarak, baslangi¢ta numunede bulunan amplifiye

DNA molekdullerinin sayisini hesaplamak mumkundur [73, 74].
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Sekil 2.5. Gergek-zamanli PZR amplifikasyon egrisindeki esik seviyesi [76].

Sekil 2.5°de gosterilen reaksiyon egrisi (mavi ¢izgi) ile esik gizgisinin (kesikli ¢izgi)
kesistigi nokta Cp veya “esik donglisu” olarak tanimlanir. Bu nokta, érnekten gergcek
bir sinyalin saptandi§i donglu sayisini gosterir. Gergek-zamanl PZR ile yapilan

¢alismalarda her bir érnek icin farkh Cp degerleri elde edilir.

Cp degeri, 6rnekte bulunan nukleik asit miktari ile ters orantili olup, 6rnekteki kopya
sayisi ile iligkilidir. Disuk Cp degeri yliksek miktarda hedeflenen nikleik asidi
gosterirken, ylksek Cp degeri hedef nikleik asidin diusik (hatta ¢ok az) miktarda
oldugunu ifade eder. Genel anlamda 30 donglnun altindaki Cp degerleri, yuksek
miktarda nukleik asidi gosterirken, 38 dongunun Uzerindeki Cp dederleri, gok dugsuk
nakleik asit miktarini ve muhtemelen bir enfeksiyon veya ¢evresel kontaminasyonu
belirtir [76].

Gergek-zamanh PZR, patojenlerin tespitinde, gen acilim analizlerinde, kromozom
bozukluklarinin belirlenmesinde kullanilmakta, ayrica son zamanlarda gercgek-

zamanli immuno PZR ile antijen saptanmaya baslamistir [73, 74].

PZR temelli yontemle Laktobasili tanimlanmasinin tur dizeyinde yapildigi bir
calisma 2002 yilinda Fransa’da gergeklestiriimistir. Daha 6nce tanimlanmasi ve
kaynagi belli olan farkli tir ve alt tirde olan 100 sus ¢alisma kapsaminda cesitli
Enstiti ve Arastirma Birimlerinden, primerler (LbLMA-1, R16-1) Cergy Pontoise
Universitesinden tedarik edilmistir. Yapilan analizlerde, belirlenen primerlerle,
Laktobasil grubundaki bakterilerin DNA’s1 amplifiye olurken, diger grup bakterilerde

amplifiye gerceklesmemistir. Uc filogenetik grup icerisinde ve fermentatif olan
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21 Laktobasil tlrlne ait 23 susun tanimlanmasi yapilimigtir. LbLMA-1 tabanli
PZR’nin, Laktobasil tlrine ait bakterilerin tanimlanmasinda yararli olabilecegi

gosterilmigtir [77].

Yapilan baska bir calismada, fermente sutlerde bulunan S. thermophilus,
Lb. bulgaricus, Lb. acidophilus, Lb. paracasei ve B. lactis bakterilerini, antibiyotik
icermeyen farkli bilesenlere sahip yeni selektif besiyerleri gelistirerek, farkli
inkibasyon kosullarinda izolasyon, sayim ve tanimlamanin yapilabilecegi alternatif
yontem belirlemek amacglanmigtir. S. thermophilus, M17 broth+%2 laktoz,
Laktobasil tirt ve B. lactis, MRS broth+%0.05 L-sistin hidroklorid besiyerlerinde
gelisim, farkl inkiibasyon sicakligi ve siireleri denenmistir. inkiibasyonlar sonunda
gelisen kolonilerin tanimlamalari, PZR ve DGGE (Denaturating Gradient Gel
Electrophoresis-Degisken Alanh Jel Elektroforezi) ile yapilmistir. Calismada
kullanilan  primerler sirasiyla, Thermfor-GC/Thermrev (S. thermophilus),
Bulgfor/Bulgrev  (Lb. bulgaricus), Acidfor-GC/Acidrev  (Lb. acidophilus),
Casfor/Casrev (Lb. paracasei), Forlac/Revlac-GC (B. lactis) olarak belirlenmigtir.
Bakterilerin gelisim ortamlarinin farklilastirlmasi ve inkubasyon kosullarinin
degistiriimesi kombinasyonuyla belirlenen yeni yontemin etkinligi; dogruluk,
tekrarlanabilirlik, secicilik ve 6zgulltk gibi istatistiksel parametreler ve ture-6zgu PZR

ve DGGE analizlerinin sonuglariyla ortaya konmustur [78].

Fransa’da 2004 yilinda, fermente st Urlnlerinden izole edilen S. thermophilus,
Lb. delbrueckii, Lb. acidophilus, Lb. johnsonii, Lb. paracasei ve Lb. rhamnosus
bakterilerinin kantitatif gercek-zamanli PZR ile tespiti ve sayimi yapiimis, yontemin
etkinliginin ~ de@erlendiriimesi  klasik yontemlerle elde edilen sonuclarla
kargilastirilarak ortaya konmustur. Calismada, 6 farkli firmanin, 8 fermente sut
urint analiz edilmis ve PZR analizlerinde, La1 (Lb. acidophilus), Lj1 (Lb. johnsonii
ve Lb. gasseri), Ld1 (Lb. delbrueckii), Lcl (Lb. casei), Lc4 (Lb. casei grubu), Lpl
(Lb. paracasei), Lrl (Lb. rhamnosus) ve Stl (S. thermophilus ve S. salivarius)
primerleri kullaniimigtir. Analizler sonucunda; bazi Urlnlerde elde edilen sayim
sonuglari arasinda farliliklar tespit edilmistir. PZR ile sayimin etkinliginin, bakterilerin
hdcre duvarlarinin tam olarak lize edilmesine bagli olarak, DNA ekstraksiyonunun
etkinligine ve PZR inhibitorlerinin ekstraksiyon sonunda elde edilen DNA

¢Ozeltisinde bulunmasiyla ilgili oldugu belirlenmigtir [79].
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Yogurt kultirlerinin, LAB ve Bifidobakterilerle kombinasyonu sonucu Uretilen
fermente sut Urlnlerinde, Uluslararasi Gida Kodeksine goére her bir bakteriden en

az 10° kob/g canli bakteri olmasi gerekmektedir [80].

Bakteriler bulunduklari ortamlarda canliliklarini kaybettikten sonra bile yapilarindaki
DNA, ortamda varligini devam ettirmektedir. PZR ile yapilan bakteri sayimlarinda,
hicreler 6lmesine ragmen DNA’lari amplifiye olmakta, analizler yanhs pozitif
sonuglar vermektedir [81]. Yanhs pozitif sonuglari ortadan kaldirmak amaciyla, canli
bakteriler icin toksik olmayan, ortamdaki 6lU ya da hasarli hiicrelere selektif olarak
giren ve DNA’larina baglanarak, amplifikasyonu engelleyen propidium
monoazidenin (PMA) kullaniimaktadir [82].

Bir calismada, S. thermophilus, Lb. bulgaricus, Lb. casei, Lb. acidophilus ve B. lactis
bakterisi iceren fermente sut urtnlerinde, ger¢cek-zamanli PZR ile PMA kullanilarak
canh bakteri sayimi yapiimistir. Sayim sonugclari antibiyotik icermeyen besiyerleri
kullanilarak klasik yontemlerle elde edilen sonuglarla karsilagtiriimigtir. Bakteriler
uygun besiyerlerinde canlandirildiktan sonra, PMA ile igleme tabi tutularak, olu ya
da asiri zarar gormus bakterilerin DNA’larinin yapisina girmesi saglanmistir. Tespit
edilecek bakterilerin primerleri belirlendikten sonra, kantitatif gercek-zamanh PZR
ile tanimlamalari ve sayimlari tespit edilmistir. Klasik yontemlerle 72 saat gibi bir
surede sonuca ulagilirken, PZR ile 3 saat gibi kisa surede iglemin tamamlandigi
belirtilmistir [83].

Herbel et al. [84], Almanya’nin Berlin sehrinde satiga sunulan, igeriginde
Lb. acidophilus, Lb. brevis, Lb. bulgaricus, Lb. helveticus ve Lb. reuteri bakterileri
bulunan probyotik yogurt drneklerinden, negatif ve pozitif kontrol olarak kullaniimak
amaciyla toplam 77 laktobasil, bifidobakteri ve diger probiyotik bakteriler izole
edilmigtir. Hedef bakterilerin tanimlanmasi amaciyla primerler, laktobasil
bakterisinin protein 60 gen (hsp 60) bdlgesi, alt tire gore farkh bélimleri kullanilarak
belirlenmistir. Suslarin tanimlanmasi ve Urln igerisindeki sayilarinin tespiti,
LightCycler  480® gergek-zamanli PZR ile  yapimistir.  Sonuglarin
kargilastirimasinda, MALDI-TOF MS cihazi ve klasik yontemler kullaniimigtir.
Calismada; klasik yontemlerin, tanimlama ve kantitatif 6lgimin uzun zaman almasi
ve standardize etmenin zorlugundan dolayi, etkinliginin yeterli olmadigi, MALDI-

TOF MS cihazinin ise etkinliginin yeterli, ancak UrUnlerdeki bakteri yuku tespitinin
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mimkin olmamasi nedeniyle, kantitatif gergek-zamanli PZR’nin gidalarda

laktobasil tespit ve sayiminda kullaniimasinin daha uygun oldugu bildirilmigtir.

Probiyotik Urtunlerde Laktobasili cinsine ait bakterilerin, es zamanlh PZR ve erime
egrisi analizi ile tanimlanmasi konusunda bir ¢alisma, 2007 yilinda Tayvan’da
yapiimigtir. 10 yogurt ve sut tozu ile 4 besin takviyesi Urinu olmak Uzere toplam
14 6rnek analiz edilmistir. izolasyon, MRS besiyerinde, anaerobik kosullarda,
35°C'de 48 saat inkilbasyona birakilarak yapilmistir. inkiibasyon sonrasi
morfolojileri farkli 5 ila 10 koloni alinmig, Gram boyama testi ve API 50 CHL kiti ile
tanimlanmistir.  Fenotipik ve biyokimyasal vyapilari birbirinin  yakini olan
Lb. paracasei ve Lb. rhamnosus gibi suslarin ayrisiminin guti¢ oldugu goralmustar.
Ancak 16S rRNA'nin farkli sekans bolgelerine goére tasarlanan, Acido
(Lb. acidophilus), Delbr (Lb. delbruckii), Para (Lb. paracasei), Casei (Lb. casei) ve
Rhamn (Lb. rhamnousus) primerleri ile gergek-zamanli PZR ve erime egrisi analizi
yapilarak, Lb. acidophilus, Lb. delbrueckii, Lb. paracasei, Lb. casei ve
Lb. rhamnousus kolayca belirlenerek tanimlanmistir. Calismada, gergek-zamanl
PZR ve erime egrisi yonteminin etkinliginin yani sira, tanimlamanin 40 dakika gibi
kisa strede sonuclandidi, karmasik mikrofloralarda hizli ve dogru sonucun alindigi
ifade edilmigtir [85].

Satisa sunulan 6 kirmizi saraptan, heterofermentatif laktik asit bakterileri, Lb. brevis,
Lb. hilgardii ve Lb. plantarum izolasyonunda sirasiyla, MRS, ROGOSA ve Tomato
Juice besiyerleri kullanilimis, inkibasyon kosullari mikroaerofilik ortamda, 37 °C’de
72 saat olarak belirlenmistir. Tanimlamada kullanilacak primerler, BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool-Temel Yerel Hizalama Arama Aracl) veritabani
kullanilarak tasarlanmistir. Sarap kalitesinde oOnemli etkisi olan Lb. brevis,
Lb. hilgardii ve L. plantarum, gergek-zamanli PZR ile dogrulanarak, érneklerdeki
sayllari 4x10% kob/mL ila 1x10° kob/mL arasinda bulunmustur. Calismada,
gercek-zamanli PZR cihazinin saraplarin kalite kontrolinde kullanilabileceqgi
bildirilmistir [86].

S. thermophilus’un, primer-6zgu PZR ile hizli tanimlanmasina yonelik baska bir
calismada, bakterinin temel (-galaktosidaz aktivitesine bagl olarak, lacZ gen
bolgesi baz alinmigtir. Farkli 35 sus Ornegi, primer-6zgu PZR ile analiz edilmis,
ayrica sonugclarin kontroll amaciyla, S. thermophilus igin spesifik oligonukleotid

prob ile hibridizasyon yontemi kullanilmigtir. Her iki yontem ile ayni paralellikte, 8
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sus S. thermophilus olarak tanimlanmistir. Calismada, lacZ geninin S. thermophilus
icin spesifik oldugu, her iki ydontemin de guvenlilir ve hassas sonuglar verdigi ortaya

konmustur [87].

Cig sut, peynir ve yodurt orneklerinden izole edilen S. thermophilus suslarinin,
genotipik ve fenotipik gesitliliginin ortaya konmasi amaclanan bir ¢calismada, temel
fizyolojik testler (morfolojik degerlendirme, farkh sicakliklarda gelisme, NaCl'e
direnclilik ve 60 °C’de 30 dakika isil igslem uygulamasi) ile suslarin varsayimsal
tanimlamasi yapilmigtir. Pozitif kontrol olarak kullanilan S. thermophilus DSM 20617
susu ile birlikte toplam 39 susun karbonhidrat fermantasyon profilleri, APl 50 CHL
kiti ile belirlenmistir. Tanimlama lacZ primeri kullanilarak, ture-ozgu PZR ile
gerceklestiriimis ve genotipik farkhliklari belirlenmistir. Suslarin, yagsiz sut ve
galaktoz ile asitlestirme, aminopeptidaz ile peptidaz aktiviteleri tespit edilerek,
sonuglarin istatiksel degerlendirmeleri yapilmistir. Calisma sonucunda, suslarin
genotipik ve fenotipik cesitliligi ile sit teknolojisindeki islevselliklerinin farklilhgi

ortaya konmustur [88].

Yuksek kalitede ev yogurdu dretimiyle Unlenen, Bulgaristan’nin 4 bdlgesinden,
toplanan saglikh bitki érneklerinden, Lb. bulgaricus ve S. thermophilus izole
edilerek, Ozelliklerinin belirlenmesi amacglanan calismada, bakterilere, Gram
boyama, hicre morfolojisi, glukozdan gaz olusumu, yiksek tuz konsantrasyonuna
dayaniklilk (% 6.5 NaCl), litmuslu sit testi ile 10, 15, 45 ve 50 °C’de gelisim testleri
yapilmistir. Daha sonra APl 50 CH sistemi ile siniflandiriimistir. Siniflandirmanin
dogrulamasi, LB1/LLB1 (Lb. bulgaricus) ve ThI/Thll (S. thermophilus) primerleri
belirlenerek, alttir-6zgu PZR ile yapiimistir. Analizler sonucunda, her iki bakteriden
de 20’ser sus tanimlanmistir. Ayrica, DGGE ile Lb. bulgaricus’un 7 ve
S. thermophilus’'un 13 gruptan olusan dendrogrami olusturulmustur. Suslarin
karakterizasyonu, asidifikasyon o6zelliklerinin, kinematik viskozitelerinin ve Ureaz
aktivitelerinin dlgimleri ile ortaya konmustur. Calismayla, birincisi Lb. bulgaricus ve
S. thermophilus bakterilerinin kaynaginin bitkiler olabilecegi, ikincisi mikrobiyolojik
ve fermantasyon Ozelliklerinin ticari yogurt kilturlerinden farki olmadidi, bu sebeple
yogurdun tarihsel gelisimi igerisinde, diger Ulkelerde ticari yogurt yapiminda
kullanilan starter kulturlerin bir kaynaginin da buradan gelebilecegi ihtimali
belirtilmigtir [89].
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Kolombiya piyasasinda satiga sunulan 7 biyoyogurt érneginde, canli probiyotiklerin
ve starter bakterilerin tanimlanmasi ve sayilarinin tespiti, safra asidine
direncliklerinin, patojenlere (Salmonella enterica serotip Typhimurium) kargi
etkinliklerinin, insan bagirsak epitel dokusuna (Caco-2 hucreleri) tutunma kabiliyeti
gibi Ozelliklerinin belirlenmesi Uzerine bir calisma yapilmistir. Tanimlamada
kullaniimak Gzere, primerler, BSF8/20 ve BSR1541/20 (LAB igin), B11 ve B12
(Bifidobakteri igin) belirlenmigtir. Toplam 17 farkh sus ve canli hiicre sayilari en az
107 kob.mL olarak bulunmustur. En ¢ok S. thermophilus ve Lb. bulgaricus izole
edilirken, sadece bir Urinde canli Bifidobakteri tespit edilmistir. Toplam 13 sus,
cesitli duzeylerde antogonistik etki gosterirken, 10 susun Caco-2 hucrelerine
tutunma kabiliyeti oldugu, 6 susun safra asidini tolere edebildigi belirlenmistir. izole
edilen 17 susun yalnizca 4’Unun probiyotik 6zelliklere tatmin edici duzeyde sahip
oldugu bildirilmigtir [90].

Sirekli yogurt tiiketenlerin diskilarindaki LAB varliginin tespitine yénelik ispanya’da
yapilan arastirmada, saglikh 114 gonullt; 48, 48 ve 18 kisilik Gg gruba ayriimig, 48’li
gruplar 15 gun boyunca sirasiyla ticari taze yogurt ve pastorize yogurt tuketirken,
15 gunUin sonunda tuketim sirasi degistiriimigtir. 18 Kkisilik grup hi¢ yogurt
tuketmemistir. 15 gunluk periyotlar sonunda, insan digkisinda yogurt LAB varliginin
tanimlanmasi, PZR ve DNA hibridizasyon ile yapimig, primerler, add
(Lb. bulgaricus) ve lacZ (S. thermophilus) olarak tasarlanmistir. Digki érneklerinde,
PZR ile LAB tanimlama denemelerinde surekli negatif sonug alinirken, hibridizasyon
ile pastorize yogurt tiketenlerin 10’unda (%10.52), taze yogurt tiketenlerin 2’sinde
(%2.10) yogurt bakterisi tespit edilmistir [91].

iran’da farkli yontemler kullanilarak, 60 yodurt érneginde, baskin olan LAB’nin
morfolojik, biyokimyasal ve molekuler 6zelliklerinin belirlenmesi Uzerine yapilan
calismada, toplam 137 izolat elde edilmistir. izolatlara fenotipik yéntemlerden,
glukozdan CO:z Uretimi, 15 ve 45 °C sicakliklar ile % 4 ve % 6.5 NaCl
konsantrasyonunda gelisimi ve 13 karbonhidrati fermente edebilme biyokimyasal
testleri uygulanmistir. Genotipik siniflandirma, 16S-FA ve 16S-RA primerleri
kullanilarak PZR ve 16S rDNA sekans analizi ile ortaya konmustur. Fenotipik
analizler sonucunda; izolatlarin %28.8’i S. thermophilus ve %34’G Lb. bulgaricus
tespit edilirken, genotipik analizler ile % 3G S. thermophilus ve % 50’si

Lb. bulgaricus olarak tanimlanmistir. Elde edilen sonuglarin buylk farklilk
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gOstermesi sebebiyle, degerlendirmenin tanimlanan izolatlarin yogurt uretimde
ugucu bilegikler Uretim kabiliyeti ve starter kultir olarak degerlendirilebilme

sonuglarinin tespiti ile yapilmasi gerektigi ifade edilmigstir [92].

DNA sekans analiziyle, hedeflenen canlinin genomik yapisiyla ilgili pek ¢ok bilgi
elde edilmesi mumkundur. DNA saflastirma ydontemlerinin gelismesiyle birlikte, DNA
sekansinin belirlenmesinde énemli adimlar atilmistir. ilk 1953 yilinda DNA'nin (¢
boyutlu yapisi ortaya konduktan sonra sekans analizi galigmalari 1960’1 yillarda hiz
kazanmig, 74 nukleotidlik tRNA molekullerinin, 1965 yilinda Robert Holley
tarafindan DNA dizisi ¢cikariimistir.

Allan Maxam ile Walter Gilbert ve Frediric Sanger yaptiklari arastirmalarla,
1977 yilinda iki farkli DNA sekans analizi yontemi belirlemiglerdir. Akiyoshi Wada ile
baglayan otomatik olarak sekans analizi yapilmasi c¢alismalari sonunda,
1986 yilinda Kaliforniya Teknolojisi Enstitisi’nden Leroy Hood ve Llyod Smith tam
otomatik cihaz gelistirmislerdir. Grail adinda ilk gen tanimlama programi da Edward

Uberbacher tarafindan 1990 yilinda yaziimistir.

Yillar igerisinde arastirmalarin ilerlemesiyle, 1992 yilinda 21. kromozomun, 1995 ve
1996 yillarinda sirasiyla Haemophilus influenzea ve Saccharomyces cerevisiae’'nin,
1998 yilinda Caenorhabditis elegans’in ve 1999 yilinda 22. kromozomun DNA

sekans analizleri gergeklestirilmigtir [93].

2000’li yillara gelindiginde artik insanin gen haritasinin taslak sekilde belirlendigi
ifade edilmis ve Arabidopsis thaliana DNA dizisi belirlenen ilk bitki olmustur. David
Page ve calisma arkadaslari, 2003 yilinda Y cinsiyet kromozomuna ait sekans

analizini agiklamiglardir [94, 95].

Gecgmisten gunumuize gegcen zaman igerisinde sekans analizi teknolojisinin
degisimiyle ve yapilan bilimsel arastirmalar ¢ok farkh gelismelere kaynak olmustur.
Teknolojik olarak elde edilen degisimler, genetik yapinin belirlendigi calismalarda,
daha verimli ve yenilikgi alt yapi olusturmustur. Uglincii nesil teknoloji sayesinde 24
saatten az bir zamanda, maliyetleri azaltarak, daha kesin, net ve uzun gen

haritalarini ortaya konma imkani elde edilmistir [95].

Bir ornekten izolasyon sonrasi elde edilen izolatlarin tUm genomuna ait dizileme
pratik olmamasi sebebiyle ¢ok siki korunuma sahip olan 16S rRNA bdlgesine ait

dizileme bilgilerine dayali veri tabani meydana getiriimekte, tanimlama da bu
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bilgilerle karsilastirilarak yapiimaktadir. Bakterinin 16S rRNA bdlgesi her bir susa ait
Ozel pargasi olup, elde edilen sonuglara gore bakteri turlerinin dendrogram semalari
ve filogenetik iligkileri ortaya konabilmektedir. Diger gen bdlgelerine ait farkli
metotlarla sekans analizi yapilmasina ragmen en sik kullanilan yontem, “Sanger”
metodudur [96, 97].

Sekans analizi yontemi ile bakterilerin tanimlanmasinda karsilasilan en buyuk
sikinti, 16S rRNA bolgesinin fonksiyonel olarak korunmali olmasindan dolayi,
birbirine yakin alttirlerin ayirrminda bazen yetersiz kalabilmektedir. Bu konuya
ornek olarak, Cin’in Mongolya bolgesinde, kendine has 6zelliklere sahip, geleneksel
fermente sit Grlnd olan tarag’in mikroflorasinda bulunan LAB’lerinin izolasyonu ve
tanimlanmasi galismasini verebiliriz. 198 tarag 6rneginden, 790 izolat elde edilmisg,
izolatlarin tanimlamasi, 16S rRNA sekans analizi ve DGGE ile yapilmigtir. Sekans
analizinde 27f ve 1495 R primerleri kullanilirken, DGGE analizinde, DNA belirteci
(ladder marker), referans suslardan ekstrakte edilen DNA’lar kullanilarak
hazirlanmig, R518 ve F357-GC primerleri kullaniimistir. Sekans analizi ile izolatlarin
filogenetik semasi g¢ikartilmis, ancak birbirine yakin olan izolatlarin ayirimi ancak
DGGE ile gergeklestirilmigstir [98].

Bir bagka calismada, ¢ig sut ve peynirlerden izole edilerek olusturulan LAB kultur
koleksiyonundan rastgele segilen 29 izolatin, cins ve tur duzeyinde tanimlanmak
uzere fenotipik ve molekuler analizi yapilmistir. 16S rDNA sekans analizi, tire-6zgu
PZR, API 50 CH ve BioLog yontemlerinin karsilastirildigi ¢alismada, ture-6zgu
PZR’nin guvenilirligi % 100 oldugu gbéz 6énidnde tutularak, BioLog sonuglarinin
% 74-99.9, APl 50 CH sonuglarinin % 78.2-99.9 arasinda guvenilir oldugu
belirtiimistir. 16S rDNA sekans analizi ile en az cins duzeyinde tanimlama
yapilabilsede, 16S rDNA bodlgesinin ¢ok korunumlu olmasindan dolayi, LAB ile

Enterococcus spp. ayiriminin net ortaya konamadigi belirtilmistir [99].

Ancak yapilan pek ¢ok calismada da sekans analizi yontemi basariyla sonug
vermistir. Bu g¢alismalardan bazilarina érnek verecek olursak, 50 Mengen peyniri
orneginin kullanildidi bir arastirmada, 117 LAB izole edilmig, sonrasinda elde edilen
izolatlarin morfolojik, fenotipik ve biyokimyasal yontemlerle 6n tanimlamasi
yapilmistir. izolatlarin cins bazinda siniflandiriimasi, gram reaksiyonu, katalaz
reaksiyonu, glikozdan gaz olusturma, farkli tuz konsantrasyonlarinda (% 2, % 4 ve
% 6) ve farkh sicakliklarda (10 °C, 15 °C ve 45 °C ) geligimi testleri ile belirlenmisgtir.
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16S rDNA dizi analizi ile molekller olarak tanimlanmasi isleminde 1492R ve
27F genel primerleri kullanilarak 6nce PZR iglemi gerceklestiriimis ve son olarak
16S rRNA gen bdlgesinin baz dizisini belirlenmesi basariyla DNA dizi analizi ile

yapilmigtir [100].

Hindistan’in Mumbia sehrinin sit trlnleri pazarindan temin edilen st pihtisi ve ¢ig
sut orneklerinden, MRS agar besiyeri kullanilarak izole edilen LAB’nin 6n
tanimlamasi, katalaz, hareketlilik ve jelatin hidrolizasyon testi ile yapiimistir. DNA
sekansinda, 519F primeri kullanilarak, sut pihtisi ve ¢ig sutten izole edilen suslarin
filogenetik yapisi belirlenmigtir. Calismada, yéreye 6zgu sut Urlnlerinin endemik
probiyotik organizmalarin kaynagi olabilecegi, laktobasillerin sut pihtisindan, ¢ig

sute gore daha fazla izole edilebilecegi vurgulanmistir [101].

Antibiyotik direnci, bir bakterinin antibiyotiklere karsi hayatta kalabilme yetenegidir.
Antibiyotik direnci, dodal, mutasyonlarla ve gen transferleriyle kazanilan olmak
uzere Ucge ayrilmaktadir. Dogal veya mutasyonlar sonucu olusan direng bakterinin
dogal yapisinda bulunan, ancak sonradan kazanilan direng, bakterileri cinsleri
arasinda plazmidler, transpozonlar ve integronlar gibi hareketli genetik

elemanlarinin yayilmasi ile olugsmaktadir.

Bakterilerde antibiyotik direnci gelisimi kavrami, 1945 yilinda penisilinin kesfi ile
Nobel 6dulu alan Alexander Fleming'’in, mikroorganizmalarin 6ldirmeyen dozlarda
laboratuvar ortaminda, penisiline belirli bir zaman maruz kalmasi halinde, penisilin
direnci kazanacaklarini, ayni durumun vucudumuz iginde gecerli oldugunu

belirtmesiyle ortaya konmustur [102].

LAB ile ilgili en dnemli problem, antibiyotik direng genlerinin basta patojenler olmak
uzere diger turlere aktarimidir.  Gunumuzin ve gelecegin, 6nemli saglik
problemlerinden biri olan bakterilerin antibiyotik direnci, teknolojik ve ekonomik
kosullarinda yardimiyla, ¢ok kisa surede tum dunyayi kapsayan boyuta ulagmakta,
patojenlerin diren¢ kazanmasiyla, hastalik oraninda artig, hastalik surelerinde
uzama, tedavi maliyetlerinin ve Olum oranlarinin artmasi gibi sonuglara yol
agmaktadir [102, 103, 104].

Ammor et al. [103] tarafindan yapilan bir galismada, sut ve bagirsak kaynakh 143
LAB ve Bifidobakterinin 6 farkli antibiyotige (kloramfekol, klindamisin, eritromisin,

streptomisin, tetrasiklin, vankomisin) duyarlildi, E-test yontemiyle tespit edilmistir.
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Tam suslarin, kloramfenikole duyarli, suslarin gogunun eritromisin ve klindomisinde
orta duzeyde duyarh oldugu tespit edilirken, streptomisine duyarh olduklari ifade
edilmistir. Heterofermentatif laktobasiller vankomisine gugliu sekilde direngli iken,

zorunlu homofermentatif LAB ve Bifidobakterilerin duyarli oldugu belirlenmigtir.

Danimarka’da, Lactobacillus tiirii icin bazi antibiyotiklere karsi MiK degerlerinin
olusturulmasinin amaglandigi bir calismada, Chr. Hansen kultlr koleksiyonundan
alinan 62 Lactobacillus susunun, 25 antibiyotige karsi duyarlihdinin tespiti
yapilmigtir. Hacre duvarindaki (-laktamlari etkileyenler (amoksilin, ampisilin,
benzilpenisilin, oksasilin, sephalotin, sefoksitin, imipenem), hiicre duvarinin yapisini
etkileyenler (basitrasin, vankomisin ve teikoplanin), protein veya mRNA sentezini
etkileyenler (kloramfenikol, klindamisin, eritromisin, rifampisin, tetrasiklin,
gentamisin, kanamisin ve streptomisin) ve diger antibiyotikler (sulfadiazin,
trimetoprim-sulfametoksazol, siprofloksasin, norfloksasin, nitrofurantoin  ve
metronidazol) olarak dért grupta degerlendiriimistir. Calismada, MiK degeri (ug/mL)
E-test (ABBiodisk) ile tespit edilmistir. Laktobasili'lerin birinci gruptaki, penisiline
duyarl oldugu, oksasilin, sefoksitin, safelotin ve imipenem’e direncgli oldugu tespit
edilmistir. ikinci grupta olan glikopeptid (vankomisin ve teikoplanin) antibiyotiklerine
dnceki yapilan calismalarla uyumlu olarak direncli oldugu belirlenmistir. Ugtincii
grup igerisindeki antibiyotiklerin test edilen mikroorganizmalarin protein sentezini
inhibe ettigi, cok azinin sinir MIK degerinin lzerinde kaldi§i, dérdinci gruptaki
antibiyotiklerin test sonuclarinin daha 6nce yapilan ¢aligmalarla benzer sonugclar
elde edildigi ifade edilmigtir [105].

Hollanda, ingiltere, Belgika, ispanya, isveg, Fransa, Almanya ve Finlandiya'da
satisa sunulan 55 probiyotik tUrlinden suslar izole edilerek etiket bilgilerinin kontrol
edildigi ve izolatlarin disk difuzyon yontemiyle bazi antibiyotiklere karsi duyarhliginin
belirlendigi bir galisma yapilmigtir. Calisma sonucunda; Urinlerin igerisinde oldugu
belirtilen bazi bakterleri icermedigi, izole edilen 187 susun antibiyotiklerden
kanamisine %79’unun, vankomisine %65’inin, tetrasikline %26’sinin, penisilin G’ye
%23’Unun, eritromisine %16’sinin ve kloramfenikole % 11’inin diregli oldugu tespit
edilmistir. Ayrica, tup dilusyon ve PZR ile vanA ve vanB genlerinin belirlenmesi
yontemleriyle, Enterokok’larin vankomisine duyarlihdi test edilmis, disk difiizyon
yontemiyle elde edilen sonuglardan farkl olarak direncli olmadigi belirlenerek, disk

difizyon yonteminin sinirl dizeyde guvenilirligi ortaya konmustur [106].
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Cin’de dUretilen yogurtlardan izole edilen 43 LAB’nin (25 S. thermophilus ve
18 Lb. bulgaricus), 11 antibiyotige (ampisilin, penisilin G, roksitrimosin,
kloramfenikol, tetrasiklin, Klortetrasiklin, linkomisin, kanamisin, streptomisin,
neomisin ve gentamisin) direngliligi test edilmistir. S. thermophilus suslarinin
penisilin G ve roksitrimosine duyarh, Lb. bulgaricus’un %23.5'i penisilin G'ye,
%64.7’si roksitrimosine direncli oldugu belirlenmistir. Lb. bulgaricus’'un %29.4°0,
S. thermophilus’un %44.4’G ampisiline, sirasiyla %47.1 ve %27.8’i klortetrasikline
orta dizeyde direngli oldugu tespit edilmigtir. Tetrasikline direnglilik, %88.2
Lb. bulgaricus, %44.4 S. termophilus’ta bulunmustur. Kloramfenikole ve linkomisine
sirastyla Lb. bulgaricus suslarinin, %88.2 ve %94.1’inin direngli oldugu,
S. thermophilus suslarinin %88.9 guglu sekilde direngli oldugu belirlenmistir.
Lb. bulgaricus’un % 5.9'u streptomisin, neomisin ve gentamisine duyarli iken,
S. thermophilus suslarinin %33.3'U streptomisine, %11.1°i gentamisine duyarh

oldugu tespit edildigi bildirilmistir [107].

italya’da probiyotik bakterilerin antibiyotik direncinin belirlenmesi amaciyla yapilan
bir calismada, 21 yodurt ve yogurt tipi fermente sut drunidnden, 11 Lb. bulgaricus,
22 Bifidobacterium spp., 10 S. thermophilus, 6 Lb. acidophilus ve Lb. casei olmak
lizere 55 sus izole edilmistir. izole edilen suslarin 24 antibiyotige direncinin tespitinin
amaclandi§i calismada, MIK degeri, sivi mikrodillisyon ydéntemiyle saptanmistir.
Laktobasiller, nalidiksik asit, aztreonam, sisloserin, kanamisin, metronidazol,
polimiksin B, spektinomisine direngli, rifampisin, basitrasin, klindomisin, eritromisin,
novobiosin ve penisiline duyarli oldugu belirlenmistir. Bifidobakteriler, kanamisin,
gentamisin, streptomisin, polimiksin B, nalidiksik asit, paromomisin, neomisine
guclu sekilde direngli, penisilin G, baitrain, kloramfenikol, eritromisin, linkomisin ve
vankomisine duyarl oldugu tespit edilmis ve 6nceki c¢alismalarda elde edilen

sonuglarla uyumlu oldugu bildirilmigtir [108].

Konya bolgesinde yapilan bir galismada, 17 ticari, 2 ev yogurdu olmak Uzere
19 6rnekten, 19’ar S. thermophilus ve Lb. bulgaricus susu izole edilmistir. Antibiyotik
direncliligi tespiti disk difizyon yontemi ile yapiimistir. Kloramfenikol, vankomisin,
gentamisin, rifampin, trimetoprin-silfametoksazol, sefotaksim, ampisilin, oflaksin,
tetrasiklin, eritromisin antibiyotikleri kullaniimistir.  Streptokoklarin  %84.21’i
trimetoprin-sulfametoksazole, %31.57’si sefotaksime ve %26.35’i gentamisine kargi

direncli iken, Laktobasillerin trimetoprin-silfametoksazol ve oflatoksine %1000,

32



%52.6’s1 gentamisine karsi direngli oldugu tespit edilmistir. Kloramfenikol,
vankomisin, ampisilin ve eritromisine her iki bakterinin de duyarli oldugu tespit
edilmigtir [109].

Daha o6nce tanimlamasi yapilmis, kasar ve beyaz peynirlerden izole edilen
123 LAB’nin, Isparta ve bolgesinde siklikla kullanilan eritromisin, tetrasiklin,
vankomisin, siprokloksasin, kloramfenikol, gentamisin, nitrofurantoin, rifampisin,
ampisilin, oleandomisin, novobiosin, oksitetrasiklin ve penisilin antibiyotiklerine kargi
direnclikleri, disk difuzyon yontemi ile belirlenmistir. Calisma sonucunda LAB,
kloramfenikol ve ampisiline duyarl, tetrasiklin, vankomisin, siprofloksasin,

novobiosin ve penisiline karsi daha direngli olduklari belirlenmigtir [110].

Klasik yontemler ve biyokimyasal testlerle, karisik kalturlerde farkliliklarin ortaya
konmasi zor olmakla birlikte, tanimlama genellikle tir duzeyinde olmaktadir.

Bakterilerin sus duzeyinde ayirimini gosteren bilgiler oldukg¢a azdir [111].

Sut enduUstrisinin  bldylk bir endustri ve ekonomik faaliyet alaninin oldugu
dugunuldugunde, Uretimde LAB’ne ait hangi susun kullanilacaginin dogru ve hizh
bir sekilde belirlenmesi 6nem teskil etmektedir. Bu sebeple, kullanilacak susun
belirgin ve spesifik 0Ozelliklerine ait farkliliklarini ortaya koyan metotlarin
uygulanmasi gerekmektedir. Teknolojik gelismelere bu dogrultuda yon verilmekte,
Ozellikle DNA ve protein yapisina dayali yontemler, klasik ve biyokimyasal

uygulamalarin dogrulayicisi ve tamamlayicisi olmaktadir.

immiin sistemin yapisi, organizmaya ait olmayani belirleyerek savunma
mekanizmasi ile yikima ugratmak Gzerine kurulmustur. NK hicreler ve makrofajlar,

dogustan var olan dogal direncin elemanlarindandir.

Mononukleer-fagosit sistemi, doku makrofajlari ve bunlarin éncl hucreleri olan
monositlerden olugmaktadir. Bu hucreler, ortak kdkenleri, benzer morfolojileri ve
hizli fagositoz da dahil olmak Uzere ortak iglevleri nedeniyle bir “sistem” olarak
dusunadlir. Bu sistem, dinamiktir ve doku homeostasisinde, immunolojik ve
inflamatuvar yanitlarda modulasyon rolu Ustlenme potansiyeline sahiptir ve tim
dokularda bulunmaktadir [112].

immun cevapta monositer ve makrofaj hiicre dizilerinin cevaplari farkli ydntemlerle
degerlendirilir. Bu galismalarda gonulli insan donerlerinden elde edilen IOkositer

serinin alt gruplarindan olan monosit hiicreleri izole edilerek kullaniimaktadir. insan
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donor bulumundaki ve donorleri optimizasyonundaki zorluklar, kan érneklerinin hizla
alinmasi, deney ortamina nakli, izolasyonunun dogru yapilabilmesi icin gerekli
ortam kosullarinin yaratabilecegi zorluklar ve insan ¢alismasinin bir geregi olan etik
kurul igin sureci gibi pek ¢ok faktor nedeniyle monosit/makrofaj fonksiyonlarinin
degerlendirilebilmesi igin gene insan kokenli hucre hatlari kullaniimaya baslanmigtir.
insan 16semik monositer hiicre dizisi THP-1 en sik kullanilan ve uluslararasi alanda
en ¢ok kabul goren hicre hatlarindan biridir. Bunun yani sira U-937 ve HL-60 da
bu amacla kullanilabilen monositer hicre hatlandir. Bu hicre hatlarinin sitokin
sekresyon cevaplari ve reseptorleri farkhlik gésterir. THP-1 hicre dizileri, monosit
yapisinin ve fonksiyonun arastiriimasinda, olgunlasma ve farkhlasmanin degisik
asamalarinda kismen homojen hidcre gruplarinin  incelenmesine olanak
tanimaktadir [112, 113].

Morfoloji, sekretuvar Urinler, onkogen tanimlanmasi, zar antijenlerinin ve lipit
metabolizmasina katilan genlerin ekspresyonu gibi sayisiz kritere gore insan
monositini andiran THP-1 hdcre dizini, ilk defa Tsuchiya ve calisma arkadaslar
tarafindan akut monositik I6semili bir hastadan izole edilmigtir. Dogal insan
monositlerinin aksine, THP-1 hicre dizisi daha ileri biyokimyasal ¢alismalara imkan
saglamaktadir. Monositer hucreler farkh uyaranlarla makrofaja farkhlastirilarak
fenotipik/morfolojik yapl degerlendiriimesi yapilr. Monositer-makrofaj
farkhlasmasinin CD14 ekspresyon artisi ile de gosterilmesi gerekir. Forbol esterin
(PMA) etkisi altinda, THP-1 hucreleri ¢cogalmayi durdurur ve makrofaj benzeri
hlcrelere degisime ugrar. Bu degisim surecinin baslamasindan sonra, hicreler
cesitli sekiller kazanir, ¢cekirdedi duzensizlesir ve sitoplazmalarinda birgok fagositik
vakuol belirlenebilir [112].
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Sekil 2.6. Bir Leishmania promastigote'u saran bir makrofaj beyaz kan hucresinin
renkli taramali elektron mikrografisi [114].

Dogal immunitenin diger dnemli bir Uyesi de dogal katil (NK) hicreleridir. Periferal
monositer serinin yaklasik % 10-15 ini olustururlar. Genellikle NK hucrelerinin,
B hlcrelerine ve miyeloid kaynakl hicrelere benzer sekilde oncelikle kemik iliginde
gelistigi kabul edilmesine ragmen son ¢alismalar NK hucrelerinin ayni zamanda lenf
nodlarinda ve karacigerde geligsebilecegini gostermektedir. Hematopoietik kok
hidcrelerden, NK hucrelerinin  Uretilmesi surekli bir suregtir. NK hucrelerine
farkhlasacak, NK hudcrelerinin dnculleri hematopoietik populasyonda tanimlanir. Bu
islemi fenotipik ve fonksiyonel NK hucresi olgunlasmasi izler. Nihai adimda NK
hlcreleri homeostazise girer. NK hucresi gelisimini ve olgunlagsmasini duzenleyen

bircok transkripsiyon faktorl yani sira ¢ézunur ve membran faktorleri tanimlanmistir.

NK hucreler, viral olarak enfekte olmus ve neoplastik hicreleri tanima ve oldirme
gibi cesitli biyolojik fonksiyonlara sahiptir. Hedef hicrelerin dldurtimesinde, antikor
ve antijenik stimulasyona ihtiya¢ duymazlar. Dolagimdaki NK hacreleri gogunlukla
dinlenme fazindadir ancak IFN-y, IL-18, IL-12, IL-1, IL-15 gibi sitokinler ve spesifik
olmayan mitojenler ile aktive olurlar. NK hlcreleri ayrica, hiicre ylzeyi reseptorleri
ile ligand etkilesimini takiben, interferon (IFN)-y gibi birkac sitokin salgilarken, bir
bagisiklik duzenleyici role sahiptirler [115, 116].
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Sekil 2.7. Bir kanser hticresine (kirmizi) saldiran iki dogal éldartci hicrenin (sari)
taramali elektron mikroskobu goruntusu [117].

Monositler, makrofajlar ve NK hucrelerinin hepsi hematopoetik kdk hicrelerden
uretilir.

Hematopoetik Kok Hucre
(kan olusturan kok hicre)
1

I ]
Lenfoid Kok Hucresi Myleoid Kok Hicre
(Lenfe benzer kok hicre) (Kemik iligi kok hucresi)
|
Lenfoblast
: Monoblast KG-1
(Ilkel lenf hucresi)
e
Dogal Katil Promonosit HL-60
Hicre (monosit éncii hiicre)
W | S [Lusw
Monosit
\— Makrofaj

Sekil 2.8. Kemik iliginin hematopoietik sistemi [112].

Sitokinler, kendilerini salgilayan hucrelerin mikro ortaminda en guglu aktiviteye

sahip hormona benzer, hicreler arasi habercidir. Cogunun bagisikhgi dizenleyici
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bir etkisi vardir. Sitokin adi, hlcresel akista rolini ima eden (6rnegin, enfeksiyon
bdlgesine dogru), Yunanca cyto (hicre) ve kinos (hareket) kelimelerinden
turetilmistir. Yapisal ve genetik olarak, mikro ortamdaki diger bazi habercilerden,
prostaglandinler gibi farkli yapiya sahiptir ve polipeptitler, proteinler ve
glikoproteinler olarak tanimlanirlar. Fizyolojik rolu genel olarak doku homeostazi,
hicresel aktiflestirme, rolakasyon ve farkhlasmadir. Travmaya, inflamasyona ve
enfeksiyona kargi bagisiklik sisteminin tepkisini dizenlemekte iglevleri arasindadir
[118].

TUumor nekroz faktord (TNF-a) insan vicudunda makrofaj olarak bilinen fagositik
hiicreler tarafindan Uretilen ve kasektin olarak bilinen bir proteindir. ilk kez 1968
yilinda Kaliforniya Universitesi'nden Dr. Gale A. Granger tarafindan sitokin ailesinin
bir Uyesi oldugu kesfedilmis ve lenfotoksin olarak adlandiriimigtir. Bakterilerde
endotoksin olarak bilinen zehirli maddeyle karsilastiklarinda makrofajlar tarafindan
uretilirler. Hipatalamusu etkileyerek ates olusumunu saglarlar ve akut faz
proteinlerinin Uretimini rahatlatirlar. insanlardaki septik sok belirtilerinin pek gogunda
negatif fizyolojik etkilerine ragmen TNF- a vicudun her yerinde proinflamatuvar ve

bagisiklik tepkilerinin duzenlenmesinde olumlu gorev almaktadir [118,119].

Hucre yuzey reseptorlerine baglanan ve |okositler arasindaki iletisimde rol oynayan
gizli proteinlere “Interldkin (IL)” adi verilir. Hicrelerin farkhlagmasini, hareketliligini
ve g¢ogalmasini interlokinler dizenler. Inflamasyon gibi immin tepkilerin
indUklenmesinde 6zellikle 6nem tasirlar. Sitokinlerin bir alt grubu olan interlokinler
hiicresel davranis modiilatéridirler. interlékinler diger sitokinler gibi depolanmazlar
ancak enfeksiyoz etkene kargi uyariya tepki olarak hizli bir sekilde ve kisa surede
salgilanirlar. interldkin Uretildikten sonra hiicre ylizeyindeki alici molekil aracihigiyla
baglanmak Uzere hedef hicreye dogru gider. Baglanma sonrasi meydana gelen
iletisim ile hedef hicrede bir dizi sinyal baslatarak hicrenin davranisini etkiler.
immiin sistem igerisinde olmayan diger hicreler tarafindan da uretildigi birgok
fizyolojik fonksiyonda rol alarak bu hucreler ile etkilesim igerisinde oldugu da
bilinmektedir [120,121].

IL-8, ilk olarak nétrofillere 6zgl kemotaktik bir faktor olarak ifade edilmis, daha sonra
CXC kemokin ailesinin bir Gyesi olarak siniflandirilmistir. IL-8; TNF-qa, IL-1, IL-17
veya toll benzeri reseptorler ile uyarildiktan sonra monositler ve makrofajlar,

noétrofiller, lenfositler ve endotel ve epitel hicreleri gibi ¢esitli hicreler tarafindan

37



aretilir. IL-8'in  baslica etkileyici fonksiyonlari, nétrofillerin enfeksiyon veya
yaralanma bolgesine aktiflestiriimesi ve alinmasidir. Noétrofillerle birlikte IL-8 ayrica
NK hucreleri, T hucreleri, bazofiller ve eozinofilleri de ¢eker. Proinflamatuvar bir
sitokindir [121].

IL-10, bagisikhk tepkilerinin farkli yonlerinin énemli bir dizenleyicisi olan anti-
inflamatuvar bir sitokindir. ikili islevsel olarak hem imminosipresif (bagisiklk
baskilayicl) hem de immunostimulator (bagisiklik uyarici) sitokin olma 6zelligine
sahiptir. 1L-10, cesitli immun hicre alt gruplarinin iglevini degdisik sekillerde
etkileyerek, bagisiklik tepkileri Uzerinde derin tesir yaratir. Bu nedenle, bagisiklk
sisteminin dlizenlenmesi ve konakgi savunmasinda goérevli efektér molekuldur. Ana
biyolojik fonksiyonun inflamatuvar tepkisinin sinirlandiriimasi ve sona erdirilmesi, T
hucreleri, B hucreleri, NK hucreleri ve bagirsak hucreleri gibi ¢esitli immuan sistemi
hicrelerinin farkllasmasi ve c¢ogalmasini dizenlemesiyle immunosupresif bir

molekul olarak degerlendirilir.

IL-10, inflamatuvar veya spesifik hucresel bagisiklik tepkisini (Th1, makrofajlar
tarafindan sitokin proinflamatuvar sekresyonu ve Th2 modulasyonu) etkiler ve
dogustan gelen bagisikhdin (NK hiicresi aktivitesi, fagositozu uyararak partikillerin,
hicrelerin ve mikroorganizmalarin uzaklastirilmasi surecinde inflamatuvar cevabin
dizenlenmesi) ve Th2 ile ilgili bagisikhk fonksiyonlarini dengeleyerek

immunmodulatuvar olarak dusunalar [122,123].

Gelen etkiler Gzerine cesitli hicre kalttrlerinin kullanildi§i incelemeler ve Uretilen
sitokinlerin arastirildigi, bakterilerin probiyotik 6zelliklerinin belirlendigi ¢alismalar

yapilmigtir.

Canli ¢ Lactobacillus susu (Lb. rhamnosus (E509 ve E522) ve Lb. bulgaricus
(E585)) ile bir patojenik S. pyogenes susunun, insan periferik kan mononukleer
hicrelerinde (PKMH), Th1 tipi sitokinlerle iligkili olarak, sitokin Gretimini indikleme
kabiliyeti analiz edildigi bir galigmada, PKMH izole edilerek laboratuvar ortaminda
olusturulmus, bireyler arasi farklliklari en aza indirmek amaciyla, 4 ila 10 kan veren
kisiden elde edilen hicreler kullaniimistir. Analiz sonucunda, tim bakterilerin IL-1(3,
IL-6 ve TNF-a ekspresyonunu kuvvetli sekilde indukledigi, S. pyogenes’in IL-12 ve
IFN-y sekresyonunun en etkili uyaricisiyken ug laktobasil susunun sadece ikisinin
(E509 ve E522) indUkleyebildigi tespit edilmigtir. Ayrica, IL-18 protein Uretimi tim
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suslar tarafindan gergeklestirilirken, IL-10’nun zayif sekilde ve IL-4 Gretiminin hig

olmadigi belirlenmistir [124].

Yapilan bir diger calismada, L. acidophilus, L. casei, Lb. bulgaricus ve
S. thermophilus laktik asit bakterilerinin (LAB), farelerin bagirsak immun sistemi
uzerine antijenik etkisi arastiriimistir. Bagirsak bag dokusunda sitokin Ureten
hiacrelerin analizinde, TNF-a ve INF-y degerlerinin tum LAB icin yukseldigi
gozlemlenmistir. Lb. bulgaricus ve L. casei suglar IL-10 ve IL-4 interlOkinlerde
onemli artis saglarken, sadece L. acidophilus ile IL-12 ve IL-2 indUksiyonu tespit
edilmistir.  Ayrica LAB’lerinin  ylzey 0&zelliklerinin  bagisiklik cevabinin
belirlenmesinde 6nemli oldugu, hicre duvar yapisinin da farkli bagisikhk
yanitlarina neden oldugu ileri stridimustur. Oral yolla alinan canli LAB’nin ortaya
¢ikan sitokin profillerine gore sistematik bagisiklik tepkisinin module edilebildigi ve
elde edilen immun yanitin uygulanan dozla yuksek oranda iligkili oldugu ortaya

konmustur [125].

lki LAB (B. breve ve S. thermophilus) tarafindan uretilen metabolitlerin anti-
inflamatuvar etkisinin belirlenmesi ve insan bagirsak mikroflorasindan izole edilen
u¢ Gram-pozitif bakteriyle (B. bifidum, R. gnavus ve tanimlanmamis Streptococcus
susu) elde edilen degerlerin karsilastiriimasi yapilmigtir. LAB’leri, LPS ile uyariimis
PKMH’ne eklendiginde, insan mikroflorasindan elde edilen Gram-pozitiflere goére
TNF-a sekresyonunda daha ¢ok azalma tespit edilmis, THP-1 pro-monosit
hlcrelerle yapilan analizlerde de ayni sonuglar elde edilmistir. Probiyotik bakteriler
tarafindan salinan metabolitlerin gecis sirasinda anti-inflamatuvar etki gosterdigi
belirlenmis, bazal kosullarda bagirsak makro ortaminin baskilayici sartlarina destek
oldugu ve patolojik sartlarda inflamasyonu azaltti§i tespit edilmistir. Bu sekilde,
immuano modulasyon bagirsak ile iligkili; lenfoid doku, sindirim sistemi inflamasyonu
tedavisinde adjuvanlar olarak probiyotik bakterilerin yararh etkisi ortaya konmaya
cahisiimigtir [126].

Diyaliz hastalarinin anemi tedavisinde kullanilan ve hematopoietik uyarici bir protein
olan eritropoietik (EPO)nun monosit/makrofajlar Uzerine dogrudan immun
modulator bir etkisi oldugu ileri surulen bir aragtirmada, U-937 insan histiyositik
lenfoma hdcre dizini kullaniimistir. LPS ile uyarilan midkine sekresyonu, immuano
histokimyasal olarak élgimd ve TNF-a, IL-6 ve midkine sekresyonunun miktari

ELISA ile belirlenmistir. Arastirma sonucunda, EPO tedavisinin, LPS’nin
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U-937 hucreleri Uzerindeki dogrudan toksik etkisini engelledigi, tedaviye yanit olarak
U-937 hucrelerinde, TNF-q, IL-6 ve midkine sekresyonunun artti§i tespit edilmistir
[127].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Yogurt Ornekleri

Calisma kapsaminda Karaman (Ermenek), Isparta (Merkez), Kayseri (Pinarbasi),
Mersin (Sertavul, Mut), Bolu (Merkez, Yuvakdy, Gegitveren, Dortdivan, Comlekgiler,
Bulanik koyu, Goynukoren, Cepni kdyu) ve Amasya (Merzifon) bolgelerinden,
geleneksel yollarla Uretilen 39 adet yogurt ornegdi toplanmistir. Aseptik kosullarda
soguk zincir bozulmadan hizla mikrobiyolojik analizlerin gergeklestirilecegi
Hacettepe Universitesi Gida Muhendisligi Bolimi mikrobiyoloji laboratuvarina
getirilmigtir. Alinan yogurt Ornekleri gorsel degerlendirmelerden gegirilmis ve
izolasyon ¢aligsmalarina baglaniimig, yogurt érnekleri izolasyon iglemi sonlanincaya
kadar 2-4 °C’de buzdolabinda bekletilmistir.

Cizelge 3.1. Alinan yogurt érneklerinin bolgelere gore dagilimi.

Bolge Adi Ornek Sayisi
Bolu-Gegitveren
Bolu Dortdivan
Bolu-Comlekgiler
Bolu-Bulanik koyu
Bolu-Goynukoren
Bolu-Merkez
Bolu-Cepni koyu
Bolu-Yuvakoy
Karaman-Ermenek
Mersin-Sertavul
Mersin-Mut
Isparta-Merkez
Kayseri-Pinarbasi
Amasya-Merzifon
Toplam

BorrowNorrRrRrPRR

3.1.2. Besiyeri, Kimyasallar ve Antibiyotikler
Yogurtlardan izole edilen bakterilerin izolasyonu, tanimlanmasi ve antibakteriyel
maddelere direncliginin tespitinde kullanilan besiyerleri ve antibiyotikler Cizelge 3.2

ve Cizelge 3.3'de gosterilmistir.
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Cizelge 3.2. izolasyon ve antibiyotik testinde kullanilan besiyerleri.

Besiyeri Adi

Kullanim Amaci

Buffered Peptone Water (BPW,

Merck 107728)

Ringer Cozeltisi (1/4 kuvvetinde,

Merck, 115525)

MRS Agar (De Man Rogosa
Sharpe Agar, Merck, 110660)
MRS Broth (Merck, 110661)

M17 Agar (Merck,115108)
M17 Broth (Merck, 115029)

Miiller Hinton Broth
(Merck, 1.10293)

Miiller Hinton Agar
(Merck, 1.05437)

Seyreltme ¢ozeltisi
Dilusyon hazirlanmasinda

Lactobacillus bulgaricus
izolasyonu

Lactobacillus bulgaricus
izolasyonu

Streptococcus thermophilus
izolasyonu

Streptococcus thermophilus
izolasyonu

Kdaltarlerin Minimal inhibitér
Konsantrasyonu (MiK)
Analizinde

Kdiltdrlerin Minimal inhibitor
Konsantrasyonu (MiK)
Analizinde

Cizelge 3.3. Immiin sistem testlerinde kullanilan malzemeler.

Kullanilan Besiyeri/Kimyasal/Huicre
Kiiltiirii Adi

Kullanim Amaci/Tanimi

RPMI 1640 (roswell park memorial
institute) (Sigma-Aldrich)

FBS (fetal bovine serum)

(PAA Laboratories Inc.)

FCS (fetal calf serum)
(PAA Laboratories Inc.)

DMEM (dulbecco’s modification of
eagles medium)

(Sigma-Aldrich)

PMA (phorbol 12-myristate 13-
acetate)

(Sigma-Aldrich)

K-562 (ATCC® CCL-243)

THP-1 (ATCC® TIB-202)
Penisilin (Sigma-Aldrich)

Streptomisin (Sigma-Aldrich)

L-Glutamin (Sigma-Aldrich)

Hemapoetik sistem hucrelerinin
uretiimesinde kullanilir

Hucre kultir calismalarinda hucrelerin
¢ogalmasi icin kullanilan zengin protein
cozeltisi

Hucre kultir calismalarinda hucrelerin
¢ogalmasi icin kullanilan zengin protein

cozeltisi
Memeli hicrelerinin uremesini
desteklemek

Hucrelerin farklilagmasi igin kullanilir

Kronik miyeloid I6seminin blastik kriz
evresinden kaynakli bir miyeloid seri
hlcre dizisi

Akut monositik 16semiden turetilen bir
insan monositik hicre dizisi

islemler  sirasinda  herhangi  bir
mikroskobik kontaminasyonu dnlemek
Islemler sirasinda  herhangi  bir

mikroskobik kontaminasyonu énlemek
Amino asit takviyesi olarak hucre
kitlesinin arttirlmasina yardimci olmak
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3.1.3. DNA izolasyonu

Bakterilerin DNA izolasyonunda ROCHE firmasina ait DNA ekstraksiyon Kiti
(REF:11 796 828001) kullaniimistir.

Cizelge 3.4. DNA izolasyon kitinin icerigi [128].

Malzeme Adi Aciklama Dseup;g:(?:g?
6 M guanidin-HCI, 10
Baglama tamponu mM udre, 10 mM Tris-
(binding buffer) HCI, %20 Triton X-100 +25°C
(v/iv),pH 4.4
(kullanima hazir)
Liyofilize, 4.5 mL steril
Proteinaz K deiyonize Su ile -18 °C
karistirilarak hazirlanir
inhibitér uzaklastrma 5 M guanidin-HCI, 20
tamponu mM Tris-HCI, pH 6.6 195 0C
(inhibitor removal (20 mL saf etanol ilave
buffer) edilerek hazirlanir)
20 mM NaCl, 2 mM Tris
Yikama tamponu HCI, pH 5.5 195 0C
(washing buffer) (80 mL saf etanol ilave
edilerek hazirlani)
Eliisyon (aritma) 10 mM Tris-HCI, pH 8.5
tamponu (ellution (kullanima hazir) +25°C
buffer)
Yuksek saflikta filtre
tupler (high pure filter +25°C
tubes)
Toplama tlipleri 195 0C

(collection tubes)
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Cizelge 3.5. DNA ekstraksiyonunda kullanilan diger malzemeler.

Malzeme Adi Kullanim Amaci Aciklama ve Depolama
Sicakhgi

Lambda tamponu Ortamin +4 °C

tamponlanmasi
PBS (fosfat tamponlu Ortamin +2 - +25°C
tuz) (pH:7.4) tamponlanmasi
Lizozim Hucre ve cekirdek  Kristal toz, tavuk yumurta
(Roche, 10153516103) duvarlarinin beyazindan, +2 - +8 °C

parcalanmasi
izopropanol DNA’larin +18 - +25 °C
(Merck, 109634) ¢oktirdlmesi
amaciyla

3.1.4. Gergek-Zamanh PZR ile Tanimlama

Sekil 3.1. LightCycler® 480 cihazi

Piyasaya c¢ikan en yeni enstrimanlardan biri olan Roche LightCycler® 480, kuartz
tungsten-halojen lambasina kiyasla daha yuksek bir 1sik yogunluguna sahip olan ve
benzer bir spektral araligi kapsayan bir ksenon lambasina sahiptir. Cihaz, potansiyel
olarak tek bir alanda 6 farkli tahlil saglayarak, 6 emisyon filtresine bagli 5 uyarma
filtresine sahiptir. Herhangi bir cihazin en iyi termal 6zelliklerine sahip oldugu
bildirilen Peltier bazl bir 1s1 donguleyici olarak hem 96 hemde 384 kuyulu levhalari
desteklemektedir [129].
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Cizelge 3.6. Cihazda kullanilan karisimin igerigi [130, 131].

Reaksiyon
Karisiminin
icerigi

Konsantrasyon

Miktar son Aciklama
(uL) Konsantrasyon

H20, PCR Grade
(Nuclease free
water)

(Roche,
03315932001)
Primer (GOI)
forward

Primer (GOI)
reverse

UPL probe (GOI)

(Roche,
04707494001

LightCycler® 480 2xkonsantrasyon

20 UM
20 UM

10 pM

3.8 -

0.4 400 nM
0.4 400 nM

0.4 200 nM

10.0 1xkonsantrasyon  FastStart

Probes Master Tag DNA
(Roche, polimeraz,
04707494001) reaksiyon
tamponu,
dNTP
karigimi ve
6.4 mM
MgCl2
Ornek DNA - 5.0 -
(kalip DNA)
Toplam - 20.0 -

Cizelge 3.7. Calismada belirlenen gen bolgesinin dzellikleri [87, 88, 91].

Bakteri Adi Gen Bolgesinin  Gen Bolgesinin Gen Bolgesinin
Sembolii Adi Uzunlugu
(baz cifti)
Lactobacillus add Adenosine
bulgaricus deaminase 1.864.998
Streptococcus lacZ Beta-galactosidase

thermophilus

(Lactase) 1.929.905
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Cizelge 3.8. Primerlerin ve tagman probunun 6zellikleri.

DNA OD nmol Uzunluk Molekil Tm GC
5 »3 Agirhgr  (°C) Bilesimi
(%)
Streptococcus
thermophilus
Left taaaccaggcgaagaagca 260 28.5 19 5863.9 54.3 474
Right ttcagaatttgaagcctcgac 260 27.4 21 640.2 53.1 42.9
Lactobacillus
bulgaricus
Left tctctgacaatcagacgcaag 260 22.1 21 6399.2 547 47,6
Right gttcgacttccccttgtect 260 34.7 20 5985.9 56.8 55
3.1.5. Antibiyotik Direnclilik Testi
Cizelge 3.9. Analizlerde kullanilan antibiyotikler.
Antibiyotigin
Antibiyotik Adi Bulundugu Etki Mekanizmasi
Sinif

Klortetrasiklin hidroklorid
(506)

(Sigma, C4881-5G)

Kristalize Streptomisin Sulfat
(1 G) (i.E. Ulagay ilag
San.T.A.$., JO1GA01)

Tetrasiklinler

Aminoglikozidler

Bakteri ribozomlarinda
protein sentezini inhibe
ederek
Bakteri ribozomlarinda
protein sentezini inhibe
ederek

Penicilin G potasyum _ Penisilinler Bakteri hicre duvari
(1.000.000 1U) (l.E. Ulagay llag (dogal sentezini inhibe ederek ve
San.T.A.$., JO1CEO01) penisilinler) otolitik enzimlerini aktive

Linkomisin HCI

(600 mg) (i.E. Ulagay ilag
San.T.A.$., JO1FF01)
Kloramfenikol

(5 mg) (Oxoid, SR0078)

Tetrasiklin 298,0 % (NT)
(25 G) (Sigma-Aldrich, 87128)

Roksitromisin 290% (HPLC)
(1 G) (Sigma-Aldrich, R4393)

Gentamisin (160 mg) (I.E.
Ulagay lla¢ San.T.A.S.,
JO1GBO01)

Linkozamidler

Kloramfenikol

Tetrasiklinler

Makrolidler

Aminoglikozidler

ederek

Bakteri ribozomlarinda

protein sentezini inhibe
ederek

Bakteri ribozomlarinda

protein sentezini inhibe
ederek

Bakteri ribozomlarinda

protein sentezini inhibe
ederek

Bakteri ribozomlarinda

protein sentezini inhibe
ederek

Bakteri ribozomlarinda

protein sentezini inhibe
ederek

Amfisilin sodyum tuzu (Sigma, Penisilinler Bakteri hiicre duvari
A0166, toz, bioreagent, hiicre (amino sentezini inhibe ederek ve
kulturleri igin uygun) penisilinler) otolitik enzimlerini aktive

ederek
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Cizelge 3.10. Antibiyotiklerin hazirlanmasinda kullanilan ¢éztcl ve sulandiricilar.

Antimikrobiyel Ajan Coziicu Sulandirici
Klortetrasiklin hidroklorid 1 M NaOH Distile Su
(56)

Kristalize Streptomisin Sulfat Distile Su Distile Su
(16)

Penicilin G potasyum Distile Su Distile Su
(2.000.000 1U)

Linkomisin HCI Distile Su Distile Su
(600 mg.)

Kloramfenikol % 95 etil alkol Distile Su

(5 mg)

Tetrasiklin 298,0 % (NT) % 95 etil alkol Distile Su
(25 G)

Roksitromisin 290% (HPLC) Kloroform Distile Su
(1G)

Gentamisin Distile Su Distile Su
(160 mg)

Amfisilin sodyum tuzu (Sigma, Fosfat tamponu,  Fosfat tamponu,
A0166, toz, bioreagent, hiicre pH 8.0, 0.1 mol/L pH 8.0, 0.1 mol/L

kulturleri icin uygun)

3.2. Metot
3.2.1. Besiyerlerinin Hazirlanmasi

S. thermophilus ve Lb. bulgaricus izolasyonu ve tanimlanmasi 6ncesi analizlerde
kullanilacak besiyerleri hazirlanmistir. Calismada kullanilan besiyerleri, hazirlanma
protokollerinde belirtilen miktarlarda tartiimis, Uzerlerine distile su ilave edilerek
eritilmistir. Karigimlar otoklavda 121 °C’de, 15 dakika steril edilmistir. iceriginde agar
bulunan besiyerleri, sterilizasyon iglemi sonrasi 50 °C’ye sogutulmus ve 9 cm

capindaki petrilere 15 mL olarak dagitilmistir.

3.2.2. Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus Bakterilerinin
izolasyonu ve Stok Kiiltiir Hazirlanmasi

Laboratuvara getirilen yogurt érneklerinden 25’ser mL steril Stomacher torbalarina
aktarilmig ve Uzerlerine 225'ser mL tamponlanmig peptonlu su eklenerek
Stomacher cihazinda homojenize edilmistir. Daha sonra 6rneklerden 1’er mL
alinarak, 10-a kadar seri ardasik diliisyonlari hazirlanmistir.

Bunu takiben her bir dilisyondan, Lactobacillus spp. izolasyonu igin MRS agar,
Streptococcus spp. izolasyonu igin M17 agar iceren petri kaplarina yuzeye yayma
yontemi kullanilarak paralel inokiilasyonlar gergeklestirilmistir. inokilasyon yapilan
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MRS agar iceren petri kutulari 45°C’de 72 saat mikroaerofilik kosullarda, M17 agar
iceren petri kutulari ise 37°’de 24 saat aerobik kosullarda inktbe edilmiglerdir [109].
Inkiibasyonlarin sonunda her bir drnek igin iki besiyerinden de ayri ayri tipik koloniler
secilmis ve bunlar Lactobacillus spp. igin MRS Broth’a, Streptococcus spp. igin
M17 Broth’a inoklle edilmis ve yine yukarida belirtilen kosullarda inktibasyonlar
gerceklestirilmistir. inkiibasyon sonunda gelisme gdzlenen tiiplerden Streptococcus
spp. icin M17 agar, Lactobacillus spp. icin ise MRS agara tek koloni dusurme
yontemi kullanilarak inokulasyon yapilmigs ve ayni kosullarda inkubasyona
birakilmiglardir. inkiibasyon sonunda potansiyel Lactobacillus spp. izolatlari
dogrudan segilirken, potansiyel Streptococcus spp. izolatlari %6.5 NaCl iceren M17
Broth’a ekilmis ve gelisim gosteren tupler elenerek (muhtemel Enterococcus spp.)
kalan izolatlar, calismanin ilerleyen basamaklarinda tanimlanmalari yapilmak
uzere, MRS Broth-Gliserol (%50-%50)(Lactobacillus spp.) ve M17 Broth-Gliserol
(%50-%50)(Streptococcus spp.) karisimlarda -80 °C’de saklanmistir. Dondurulmus
bu stoklar galismada ileriki asamalarda herhangi bir kontaminasyon ve aktivite
kaybina karsl onlem olarak, 2 kopya halinde hazirlanmisg ve yalnizca 1 tanesi

tanimlamada kullaniimistir.
3.2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi

izole edilerek saflastirilan LAB kiiltiirlerinin tanimlanmasi, biyokimyasal, proteomik

ve molekuler yontemler kullanilarak yapilmigtir.
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Stok

Kaltar

Spesifik
besiyerlerinde
canlandirma

Biyokimyasal Analiz

%6.5 NaCl
konsantrasyonunda
gelisimin kontrolu

(S. thermophilus)

Tanimlama ]

| ]
MALDI-TOF MS Gergek-Zamanli ] [168 rDNA sekans]

Analizi PZR Analizi Analizi

Sekil 3.2. Laktik asit bakterilerinin tanimlama semasi.
3.2.4. izolatlarin MALDI-TOF MS ile Tanimlanmasi

MALDI-TOF MS ile bakterilerin tanimlanmasinin basamaklarn Sekil 3.3'de

gOsterilmektedir.
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Bakteri
(kati besiyerinde gelismis ve 24
saatlik kulturler kullanilir)

l

Ornek hazirlama

l

Matriks ile drnegi karigtirma

l

MALDI plaklarina dokme

l

MALDI-TOF MS analizi

l

Kltle spektrumu elde edilmesi

l

Veri tabani ile karsilastirma ve
tanimlama

Sekil 3.3. MALDI-TOF MS cihazi ile tanimlama isleminin basamaklari [132].

izolatlarin alttir dizeyinde 6n tanimlamalarinda MALDI-TOF MS tekniginden
yararlanilmigtir (Brucker marka Microflex MALDI Biotyper, Brucker Daltonik GmbH,
Bremen, Almanya). Kisaca; 250 uL standard solvent ¢ozeltisi (50 uL acetonitrile+
475 upubL ultra saf su+ 2.5 uL trifluoroacetic acid) HCCA (a-Cyano-4-
hydrocynnamicacid) tuplerine aktariimig ve vorteks yardimiyla HCCA’nin
¢ozunmesi saglanmigtir. Bakteri izolatlarinin hicre duvari protein yapisinin
belirlenmesinde Formik Asit Ekstraksiyon yontemi kullaniimigtir. Buna gore; 300 uL
saf su iceren Eppendorf tlplerine 5-10 mg arasinda bakteri izolati ilave edilmis ve
vorteks yardimiyla karigtiriimigtir. Karigsimin dzerine 900 uL etanol (EtOH) ilave

edilmis yeniden karistiriimigtir. TUpler daha sonra 10.000 rpm hizda 2 dakika sire
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ile santrifjlenmis ve pelet elde edilmistir. EtOH-pelet karisimi 2-3 dakika oda
sicakliginda kurutulmus ve 80 uL karisima 1 uL %70’lik formik asit ilave edilerek
karistinimistir. 80 ul karigsima 1 uL acetonitrile ilave edilerek tekrar karistiriimis ve
karisim 15.000 rpm’de 2 dakika santrifuj edilmistir. 1 pL supernatant MALDI
plakalarina (Sekil 3.2) ilave edilmis ve oda sicakhginda kurumaya birakiimistir.
Daha sonra uzerine 1 uL HCCA solisyonu konulmus ve oda sicakliginda 1 saat
kurumaya birakilmistir. Ardindan MALDI plakalari cihaza yerlegtirilerek okuma
yapillmis ve sonuglar cihazin katiphane verileri ile kargilastirilarak tabloya

dokilmistir.

Sekil 3.4. MALDI plakalarinin gérunumu

3.2.5. LAB Kiiltiirlerinden DNA izolasyonu

Calismada izole edilen LAB izolatlarina ait DNA molekili, ROCHE firmasina ait
DNA ekstraksiyon kiti (REF:11 796 828001) kullanilarak yapilmigtir.

3.2.5.1. Lizozim (liyofilize formdan) Hazirlanmasi

1 M Tris-HCI (pH 7.4)’ten dncelikle stok 10 mM Tris-HCI (pH 7.4) hazirlanir. Daha
sonra eppendorf tipune 0.01 g. liyofilize lizozim tartilarak Gzerine 1 mL 10 mM Tris-

HCI eklenerek vortekslenir. Karisim -18 °C’de saklanir.
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3.2.5.2. Lambda Buffer Hazirlanmasi

1000 mL suya, 5.8 g NaCl, 2 g MgS04.7H20, 50 mL 1 M Tris-HCI (pH 7.4), 0.1 ¢
Jelatin (%0.01) tartilarak ¢ozduralur. Daha sonra 121 °C’de 15 dk. otoklavlanir.

Karisim oda sicakliginda saklanir [133].
3.2.5.3. PBS (fosfat tamponlu su) Hazirlanmasi

800 mL distile suya, 8 g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g. NazHPO4, 0.124 g KH2PO4
eklenerek ¢ozdurulir ve pH’si 7.4’e ayarlanir. Daha sonra 121 °C'de 15 dk

otoklavlanarak, oda sicakliginda saklanir [134].
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Sekil 3.5. Bakteriden DNA izolasyonu ve saflagtirma islemi akis semasi [135].




DNA izolasyonuna baglamadan once islem igin gerekli hacimde elisyon tamponu
alinmis ve son adima kadar 72 °C’ye ayarlanmis su banyosunda bekletilmigtir.
Ekstraksiyonun ilk basamaginda 200 yL Lambda buffer igeren Eppendorf tiplne
kati besiyerindeki bakteriden 6ze ile aktarilir. Ortamin bulanikhigi 0.5 McFarland
degerine ayarlanir. Daha sonra 9175 rpm (8000xg)de 5 dk santrifijlenir. islem
sonrasi peletin Uzerine, 200 yL PBS (fosfat tampon sollsyonu) ve 5 pL lizozim
cOzeltisi ilave edilerek, 37 °C’de 15 dk inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonrasi, baglama tamponundan 200 uyL ve proteinaz-K ¢ozeltisinden 40 L
aktarilarak iyice karistiriimis, karisim 72°C’de 10 dakika inkibe edilmigtir.
inkiibasyon tamamlaninca (izerine 100 uL izopropanol eklenerek karisim yiiksek
saflikta filtre tUipe aktarilmis ve 9175 rpm’de 1 dakika santriflj edilmistir. Santrifd;
sonrasi toplama tlpU atilarak yenisi alinmis ve Ustteki ylksek saflikta filtre tGpUun
uzerine inhibitor uzaklastirma tamponundan 500 pL aktarilarak, tekrar ayni hiz ve
sure santriflj edilmistir. Santrifigasyon sonrasi her islem sonrasi yeni toplama tipU
kullanilacak sekilde iki tekrar olarak yikama tamponundan 500 uL eklenerek, 9175
rom'de 1 dakika santrifij edilmistir. ikinci islem sonrasi sadece toplama tiipi
degistirilerek bu sefer 11696 rom’de 10 saniye santrifij edilmistir. Son basamakta
yuksek saflikta filtre tip alinarak, bir Eppendorf tliplinin Gzerine konmus ve su
banyosunda bekletilen elisyon tamponunda 200 uL aktarilarak, 9175 rpm’de 1
dakika santrifij edilmistir. islem bitince Ustteki tip atilarak, hedef DNA’nin
bulundugu Eppendorf tipu, gergcek-zamanli PZR’de tanimlanmak tzere -20 °C’de

stoklanmistir [135].
3.2.6. izolatlarin Gergek-Zamanh PZR ile Tanimlanmasi

izolatlarin tanimlanmasi iglemi Roche LightCycler® 480 gergek-zamanli PZR cihazi
(Roche Molecular Systems, Almanya) ile yapilmig, master mixin hazirlanmasinda
LightCycler Tagman Master kiti (Roche Katolog n0:04535286001) kullaniimigtir.
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Sekil 3.6. Gergek-zamanl PZR ile tanimlama igleminin akis semasi [136].
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3.2.6.1. Primer Segimi

Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus’a ait tire
O0zel gen Dbdlgelerini tanimlayan primerler, Roche Diagnostics A.$. tarafindan

hazirlanmistir. Secilen gen bolgeleri ile ilgili bilgiler Cizelge 3.7°de verilmigtir.
3.2.6.2. Gergek-Zamanl PZR Master Mix Hazirlanmasi

Gergek-zamanlh PZR cihazinda gergeklesecek reaksiyonun olumsuz etkilenmemesi
amaciyla, master mix hazirlanirken pipet kayiplari dikkate alinmig, standart kit
protokulinde belirtilen miktarlarin (Cizelge 3.6) %10 oraninda fazlasi hazirlanmigtir.
Daha sonra master mix vortekslenmeden elde iyice karigtiriimis ve 15 yL hacimde

LightCycler® kapilerlere dagitilmistir [131].
3.2.6.3. Ornek DNA’nin Eklenmesi

Herbir LightCycler® kapilere 5 yL hacimde 6rnek DNA (cDNA) eklenmigtir. Kapilerler
iclerinde olusabilecek hava kabarciklarinin uzaklastiriimasi amaciyla, 3975 rpm’de
2 dakika santrifij isleminden sonra c¢ok kuyulu plaka diskine aktariimistir.
LightCycler® 480 PZR cihazina diskin yerlestirimesinden sonra Cizelge 3.11'de

verilen PZR programina gore cihaz galistiriimistir.

Cizelge 3.11. Tanimlamada belirlenen programin basamaklari [131].

Sicaklik (°C) Sire Doéngu Sayisi
On inkiibasyon 95 10 dk. 1
Amplifikasyon 45
Denatiirasyon 95 10 sn
Baglanma 60 30 sn
Uzama 72 1sn
Soguma 40 30 sn 1
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3.2.7. Sekans Analizi

Bakteri

@ DNA izolasyonu

16S rRNA geni

l | Isil iglem ile sarmal birbirinden ayrilyor,
ortama 6zel primerler ekleniyor

{

DNA polimeraz enzimi ile
primerler uzuyor

<:”

16S rRNA geninin birden fazla kopyasini
elde etmek igcin PCR ddngusu igerisinde
yukaridaki basamaklar tekrarlanir

PCR urunleri agaroz jelde yurutulerek,
markore (DNA ladder) gore bant boyutlari
belirlenir

PCR Urunu saflastirilir

Sanger yontemine goére sekans analizi yapilir

Sekil 3.7. Sekans analizi ile bakterileri tanimlamanin sematik gésterimi [137].



izolatlarin tanimlanmasinda daha detayli molekiiler tanimlama yapabilmek icin
hizmet alimi ile DNA sekans analizi yapilmistir. Sagner metoduyla yapilan sekans
analizinde, izole edilen bakteriye ait DNA ilk olarak yuksek sicakliklara ¢ikarilarak
sarmal yapisi bozulur ve tekli iplik hedef DNA kalibi elde edilir. DNA kalibinin
bulundugu ornek dorde ayrilir ve her biri igaretli bir primer, DNA polimeraz, dort tip
dNTP ile birlikte her bir reaksiyon karisiminda, dort farkh nikleotidin modifiye formu
dideoksi dNTP (ddNTP)'lerden biri konularak inkibe edilir. Yeni zincir sentezi
primerlerde baslar ve ddNTP gelinceye kadar devam eder, geldigi noktada sentez
engellenir. Arada bir rastgele normal nikleotid yerine bir ddNTP takilir. Sonucta

farkh uzunluklarda bir seri isaretli zincir meydana gelir.

Her bir reaksiyon karisimdaki DNA zincirleri, bir nukleotidlik farkhliklari bile
ayirabilen jel elektroforez ile ayrilir. Sonra olusan bantlari belirleyebilmek igin
otoradyografi uygulanir. Yeni sentezlenen zincirin dizisi otoradyograf Gzerindeki
bantlardan dogrudan okunur ve buradan orijinal kalip zincirinin dizisi ¢ikarilir. Elde

edilen sonug veri tabanindaki bilgilerle karsilastirilarak tanimlama yapilir [97].
3.2.8. %6.5 NaCl Testi

Elde edilen S. thermophilus izolatlarinin gelisimine, tuz konsantrasyonun etkisini
belirlemek amaciyla, %6.5 NaCl iceren M17 Broth besiyerlerinde, 37 °C’'de 24 saat

inklibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonrasi ortamda gelisimleri incelenmistir [89].
3.2.9. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Direngliliklerinin Belirlenmesi

izole edilen LAB izolatlarinda antibiyotik direncini gdsteren minimum inhibitdr
konsantrasyonunu (MiK) belirlemek amaciyla, makrodiliisyon tiip yéntemi
kullaniimistir [138]. izolatlarin; ampisilin, penisilin G, roksitrimosin, kloramfenikol,
klortetrasiklin, tetrasiklin, linkomisin, streptomisin ve gentamisin antibiyotiklerine

karsi direnclikleri analiz edilmigtir.
3.2.9.1. Magnezyum Stok Cozelti Hazirlanmasi

MgCl2.6H20’den 100 mL distile su igerisine 8.36 g tartilarak ¢ézdurGlur ve filtre ile
steril edilir. Stok ¢ozelti 2-8 °C’de saklanir [138].
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3.2.9.2. Kalsiyum Stok Cozelti Hazirlanmasi
CaCl2.2H20’den 100 mL distile su igerisine 3.68 g tartilarak ¢ézdurulir ve filtre ile
steril edilir. Stok ¢ozelti 2-8 °C’de saklanir [138].

3.2.9.3. Katyon Ayarh Miiller Hinton Broth Hazirlanmasi

Antibiyotiklerin istenen derisimlerini hazirlayabilmek amaciyla steril edilen Muller
Hinton Broth (MHB) besiyerinin katyonunun ayarlanmasi islemi yapilmistir. islem
hazirlanan stok magnezyum ve kalsiyum ¢ozeltilerinden, litrede 1 mg artisg saglamak
icin litre basina 0.1 mL eklenerek saglanmistir. MHB besiyerinde katyon ayarlamasi,
magnezyum miktart 10-12.5 mg/L, kalsiyum miktari 20-25 mg/L duzeyinde olacak
sekilde ayarlanmistir [138].

3.2.9.4. Antibiyotik Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Izole edilen izolatlarin antimikrobiyel maddelere direncinin makrodilisyon tip
yontemi ile belirlemek amaciyla onceklikle her bir antibiyotigin stok c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Calisilacak konsantrasyon araligi 512-0.125 ug/mL olarak
belirlenmistir [104]. Yontem geregi tuplere antimikrobiyel madde ve bakteri kultlru
1:1 oraninda konmustur. Test tuplerinde mevcut derisimin yarisi oraninda azalma
olacagindan, test edilecek konsantrasyonlar iki kat olacak sekilde hazirlanmistir.
Stok antimikrobiyel madde ¢dOzeltisinin konsantrasyonu, en ylksek derisim olan

1024 pg/mL degerinin on kati 10240 ug/mL olarak gerceklestiriimistir.

Gereken toz miktarini veya ¢6zlcu miktarini hesaplamada asagidaki formuller
kullaniimistir;

P: Potens (ug/mg)
V : Hacim (mL)
C : Konsantrasyon (ug/mL)

W : Agirlik (mg)
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Yapilan hesaplamalar sonrasi antibiyotikler asagidaki tabloda belirtilen ve firmanin
belirttigi protokol c¢ergcevesinde toz halde olanlar ¢obzdurildikten sonra
sulandinlarak stok ¢ozeltileri hazirlanir [138, 139, 140].

Hazirlanan stok c¢ozeltilerden Cizelge 3.12’de belirtilen sekilde test edilecek
derisimler hazirlanir.

Cizelge 3.12. Antibakteriyel maddelerin test konsantrasyonlarini hazirlama tablosu
[138].

G Katyon Ayarli Son
KO”(SHZ’;:;?_S)VO” A“t('r'?]'ﬁ’)o“k MHB Konsatrasyon
(mL) (Hg/mL)
10240 (stok 1 9 1024
cozelti)
1024 1 1 512
1024 1 3 256
1024 1 7 128
128 1 1 64
128 1 3 32
128 1 7 16
16 1 1 8
16 1 3 4
16 1 7 2
2 1 1 1
2 1 3 0.5
2 1 7 0.25
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Antibiyotiklerin ¢ozdurulmesi

l

Katyon ayari yapiimig MHB
besiyeri ile antibiyotik
dilisyonlarinin hazirlanmasi

l

Tryptone Soya Broth besiyerinde
bakterilerin canlandiriimasi

l

Bakteri suspansiyonlarinin
tUplere aktarilarak ortam
bulanikhidinin ayarlanmasi

|

Bakteri (1 mL) + hazirlanan
antibiyotik dilisyonlarinin (1 mL)
karigtiriimasi

l

37 °C’de 24 saat inkubasyon
(Lb. bulgaricus izolatlari igin
anaerobik ortamda)

l

Geligmenin olmadigi tupun
belirlenmesi
(MIK degeri)

|

MHA besiyerine ekim yapilarak
dogrulamanin yapilmasi

Sekil 3.8. Makrodilisyon yontemiyle yapilan antibiyotik direnglilik testinin iglem akis
semasi [138].
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Analizde kullanilacak antibiyotikler Cizelge 3.10’da verilen ¢dzuculer ile
¢ozdurilerek, katyon ayari yapilmigs MHB besiyeriyle Cizelge 3.12’de verilen tabloya
gore 0.25-1024 pg/mL arasi konsantrasyonlarda dilisyonlari hazirlanmistir.
Tryptone Soya Broth besiyerinde, Streptococcus thermophilus (37 °C'de 24 saat
inkiibasyon) ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (43 °C’de 72 saat,
mikroaerofilik ortamda inklibasyon) izolatlari canlandirilarak, ayri tiplere aktariimis
ve ortamin bulanikligi 0.5 McFarland’a (spektrofotometrede 625 nm’de 0.08-0.13)
ayarlanmigtir. Daha sonra ortam bulanikligi ayarlanmig bakteri sispansiyonlarindan
ve hazirlanan antibiyotik diliisyonlarindan 1’er mL tlplere dagitilmistir. Her iki
bakteriye ait izolatlar 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
sonrasi go0zle gorulir sekilde dUremesi tamamen inhibe olmus tlplerdeki
konsantrasyon, MIK degeri olarak belirlenmistir. Sonuglarin dogrulamasi,
inhibasyonun belirlendigi konsantrasyondaki suspansiyondan, MHA besiyerine

ekimi yapilarak gerceklestirilmigtir.

Sekil 3.9. Makrodiliisyon tiip yénteminde MIK degerinin tespitini gésteren deney
sonucu.
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Sekil 3.10. Belirlenen MiK degerinin Miiller Hinton Agar besiyerine

ekim yaparak sonucun dogrulamasinin gosteriimesi.

3.2.10. Hucrelerin Hazirlanmasi ve Deney Protokoli

K-562 ve THP-1 hicre dizileri 75 cm? ylizeyli hiicre flasklarinda Uretildikten sonra
hacreler 100 U/mL penisilin, 100 pg/mL streptomisin, 2 mM L-glutamik asit ve %10
Fetal Bovin Serumu (FBS) igceren RPMI 1640 ve DMEM besi yeri igerisinde steril
kosullar altinda % 5 CO:zihtiva eden etuvlerde 37°C de kultire edilmistir. Tek tabaka
halinde Ureyen hicreler mL’de 1x10° canli hiicre olacak sekilde %10 FCS igeren
DMEM igerisinde 24 ve 6 kuyucuklu plakalarda kudltire edilerek deneyler
gerceklesmistir.

3.2.11. THP-1 Makrofaj Hiicre Kiilturu

THP-1 (insan Idsemi monosit hiicre kiltiirii) hiicreleri makrofaj benzeri hiicrelere
farkhlastirmak icin 2x10° monosit/mL siipansiyonu 20 ng/mL PMA ile 72 saat inkiibe
edilmistir. PMA ile muameleden sonra hucreler PMA’'nin etkisini uzaklastirmak igin
3 kez taze besiyeri ile yikanmis ve hicreler deney dncesinde %5 CO: igeren 37°C
etlvde 24 saat inkUbasyona birakilmigtir. Hucre kaziyicisi ile kaldirilan hicreler
mL’de 1x10°canl hiicre olacak sekilde %10 FCS iceren DMEM igerisinde slispanse
edilerek. 6 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Mikroorganizma ile uyarim éncesi 3 saat
sureyle %5 CO: igceren 37°C etlvde hicrelerin tutunmasi igin inkibasyona
birakilmistir.
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3.2.12. THP-1 Hiicrelerinin Makrofajlara Farklilagmasinin Belirlenmesi

CD14 vyuzey ekspresyonu, hicre aktivasyonunun ve miyelomonositik hlcre
farkhlasmasinin 6nemli bir isaretidir. Bundan dolayi, uyariimamigs (monosit) ya da
PMA tarafindan uyarilan (makrofajlar) THP-1 hucrelerindeki CD14 ekspresyon
seviyeleri akig sitometrisi ile degerlendirilmigtir. Bunu gergeklestirmek igin bu
hicreler fitoeritrin (PE) ile isaretlenmis CD14 antikorlarla birlikte inktbe edilmistir.
Isaretleme, +4 °C’de 60 dakikada gerceklestiriimistir. Fosfat tamponlu salin (PBS)
ile yikandiktan sonra, hicreler RPMI ortaminda suspanse edilmis, CD14 ifade eden
hicreler akis sitometrisi ile belirlenmistir. Sonuglar, numunelerin PE log floresaninin
bir izotip kontrol antikoru (fare IgGl) ve birincil PE-konjuge edilmis antikor ile arka
plan boyanmasina karsi gosterilmesi ile analiz edilmigtir. Floresan, 488 nm'lik bir
uyarim dalga boyunda ve 575 nm'lik bir emisyon dalga boyunda olgtulmustir. CD14
boyama prosedurlerinin 6zgullugunu saglamak igin, her PE-igaretli monoklonal
antikorun baglanmasi, etiketlenmemis monoklonal antikor fazlasiyla bloke edilmistir.

Tam deneyler Gg tekrar seklinde gergeklestirilmistir.

Morfolojik muayene igin hlcreler 6 cm ¢apli plastik petri kaplarinda hicre kulttra
inkiibe edilmis, faz kontrast mikroskobu (Leica DMR epifluorescence microscope,
Germany) altinda farkhlagsmamis THP-1 hicreleri ve makrofaja déntsmus hicreler

belirlenmistir.
3.2.13. Sitokin Diizeylerinin Olgiimii

icerisinde ayri ayri 1x10° canli NK hiicresi ve THP-1 makrofaja déniismiis hiicre
bulunan, % 10 FCS ve DMEM iceren 24 ve 6 kuyucuklu plaklara, her bir izolattan
2x10° kob/mL olacak sekilde 500 pl ilave edilmistir. Sitokin analizleri igin % 5 CO:2
iceren ve 37 °C etlvde, 24 saat inkibe edilmis sonrasinda hucre kulttr
supernatantlari hasatlanarak, ELISA kitleriyle TNF-a, IL-8 ve IL-10 seviyeleri Uglu
olarak analiz edilmigtir. Kontrol olarak, NK ve THP-1 makrofaj hlcreleri tek basina

kullaniimistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Ornekleme ve izolasyon

Ornek alim noktalari ve izolat sayilari Cizelge 4.1’de sunuldugu gibidir. LAB’nin M17
ve MRS agarda geliserek olusturduklari koloniler morfolojilerine gbére 6n
degerlendirmeye tutulmustur. Bu amacla, MRS agarda gelisen beyaz renkli, dliizgln
sekilli koloniler (Sekil 4.1) Lb. bulgaricus, M17 agarda gelisen beyaz renkte, buyuk
ve dizgun sekilli koloniler (Sekil 4.2) ise olasi S. thermophilus sipheli kolonileri

olarak belirlenmig ve toplanmigtir.

Sekil 4.1. MRS Agarda gelisen supheli Lb. bulgaricus koloni gérintgu.
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Sekil 4.2. M17 Agarda gelisen stpheli S. thermophilus koloni gértintsu.

izolatlarin koloni goriiniislerine gére yapilan degerlendirmeler sonucunda, siipheli
toplam 153 S. thermophilus ve 28 Lb. bulgaricus izolati ile gcalismalara baslanmistir.
Tam streptokok izolatlar 37 °C’de 24 saat (aerobik), laktobasil izolatlari da 43 °C’de
72 saat (mikroaerofilik) sure ile ardisik iki pasajlamaya tabi tutulmus ve ikinci
pasajlama sonunda geligsimleri degderlendirilmistir. Bolu (Cepni kdyu ve merkez),
Isparta (merkez), Kayseri (Pinarbasi)den getirilen yogurtlarda S. thermophilus
oldugu varsayilan izolatlar ikinci pasajlama sonunda gelisim 6zelligini onemli dlglde
yitirmistir. Benzer sekilde, potansiyel Lb. bulgaricus izolatlarindan yalnizca Karaman
(Ermenek koyleri), Mersin (Mut, Sertavul yaylasi kdyleri), Merzifon (merkeze bagli 6
farkli kdy) ve Bolu (Gegitveren kodyu)dan getirilen yogurtlardan izole edilenler iki

pasajlama sonunda gelisim Ozelliklerini koruyabilmigtir.
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Cizelge 4.1. Yogdurt érneklerinin alim noktalari ve izolat sayilari.

M17 agardan elde edilen

MRS agardan elde

Bolge izolat sayisi edilen izolat sayisi
1. EKim 2. Ekim 1. EKim 2. Ekim
Ermenek (Karaman) 87 55 21 7
Sertavul (Mersin) 25 17 8 7
Mut (Mersin) 60 24 20 9
Doértdivan (Bolu) 8 2 0 0
Comlekgiler (Bolu) 7 4 2 0
Cepni (Bolu) 6 0 3 0
Bulanik (Mudurnu) 9 9 3 0
Gegitveren (Bolu) 8 5 2 1
Yuva (Kibriscik) 25 1 5 0
Merkez (Bolu) 6 0 5 0
Goynukoren (Gerede) 6 6 1 0
Merzifon (Amasya) 20 30 20 4
(9 farkh koy)
Isparta (Merkez) 10 0 5 0
Kayseri (Pinarbasi) 6 0 6 0
Toplam 283 153 101 28
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Cizelge 4.2. Supheli Streptococcus spp. izolatlarinin elde edildigi bolgeler.

Izolat Bélge Izolat Bélge Izolat Bélge
no no no
0 Ermenek 7 Ermenek 11 Ermenek
1 Ermenek 8 Ermenek 11-2 Bolu
Comlekgiler
2 Ermenek 9 Ermenek 12 Ermenek
4-2 Dértdivan 9-2 Bolu 14-2 Bolu
Comlekgiler Comlekgiler
6 Ermenek 10 Ermenek 15 Ermenek
6-2 Dortdivan 10-2 Ermenek 15-2 Bolu
Comlekgiler
16-2 Mudurnu 52-2 Ermenek 127 Mut
Bulanik
17-2 Mudurnu 53 Ermenek 128 Mut
Bulanik
18 Ermenek 53-2 Ermenek 129 Mut
18-2 Mudurnu 54 Ermenek 132 Mut
Bulanik
19 Ermenek 54-2 Ermenek 133 Mut
19-2 Mudurnu 55 Ermenek 134 Mut
Bulanik
20 Ermenek 56 Ermenek 136 Mut
20-2 Mudurnu 58 Ermenek 139 Mut
Bulanik
21 Ermenek 59 Ermenek 141 Mut
21-2 Mudurnu 63 Ermenek 142 Mut
Bulanik
22 Ermenek 64 Ermenek 149 Ermenek
22-2 Mudurnu 65 Ermenek 155 Mut
Bulanik
23 Ermenek 66 Ermenek 158 Mut
23-2 Mudurnu 67 Ermenek MS1-1 Merzifon
Bulanik
24-2 Mudurnu 68 Ermenek MS1-3 Merzifon
Bulanik
25 Ermenek 69 Ermenek MS1-4 Merzifon
25-2 Gerede 70 Sertavul MS1-5 Merzifon
Goynukoren
26 Ermenek 71 Sertavul MS2-1 Merzifon
26-2 Gerede 72 Sertavul MS5-5 Merzifon
Goynukoren
27 Gerede 73 Sertavul MS6-1 Merzifon
Goynukoren
27-2 Gerede 74 Sertavul MS6-2 Merzifon
Goynukoren
28 Ermenek 75 Sertavul MS6-4 Merzifon
29 Ermenek 77 Sertavul MS6-5 Merzifon
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Cizelge 4.2. Slpheli Streptococcus spp. izolatlarinin elde edildigi bolgeler (devam).

Izolat Bélge Izolat Bélge Izolat Bélge
no no no
29-2 G ef.e‘?'.e 79 Sertavul MS6-3 Merzifon
Goynukoren
30-2 G ef.e‘?'.e 80 Sertavul MS8-2 Merzifon
Goynukoren
31-2 Bplu 81 Sertavul MS9-1 Merzifon
Gecitveren
32 Ermenek 84 Sertavul MS9-5 Merzifon
32-2 Bolu 88 Sertavul MS3-4 Merzifon
Gegitveren
33 Ermenek 89 Sertavul MS3-5 Merzifon
33-2 Bolu 90 Sertavul MS4-1  Merzifon
Gecitveren
36 Ermenek 93 Sertavul MS4-2 Merzifon
36-2 Bolu 94 Sertavul MS4-3  Merzifon
Gegitveren
37-2 Bolu 95 Sertavul MS4-4 Merzifon
Gegitveren
39 Ermenek 100 Ermenek MS4-5 Merzifon
40-2 Kibriscik Yuva 107 Mut MS5-1 Merzifon
42 Ermenek 109 Mut MS2-2 Merzifon
43 Ermenek 110 Mut MS2-3 Merzifon
43-2 Ermenek 111 Mut MS2-4 Merzifon
44 Ermenek 112 Mut MS2-5 Merzifon
44-2 Ermenek 113 Mut MS2-6 Merzifon
46-2 Ermenek 116 Mut MS3-1 Merzifon
47 Ermenek 120 Mut MS3-2 Merzifon
48 Ermenek 121 Mut MS3-3 Merzifon
48-2 Ermenek 124 Mut
49 Ermenek 125 Mut
51 Ermenek 126 Mut
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Cizelge 4.3. Supheli Lactobacillus spp. izolatlarinin elde edildigi bolgeler.

izolat Bolge izolat Bolge izolat Bolge

no no no

8 Bolu 23 Sertavul 42 Mut

Gecitveren

11 Ermenek 24 Sertavul 44 Mut
12 Ermenek 25 Sertavul 46 Mut
13 Ermenek 26 Sertavul 52 Mut
14 Ermenek 27 Sertavul ML4-1 Merzifon
15 Ermenek 29 Mut ML7-6 Merzifon
16 Ermenek 30 Mut ML9-5 Merzifon
17 Ermenek 37 Mut ML9-6 Merzifon
20 Sertavul 39 Mut

21 Sertavul 41 Mut

4.2. MALDI-TOF MS ile Tanimlama

153 potansiyel

iki kademeli saflastirma sonucunda elde edilen toplam
S. thermophilus izolatinin ilk 6nce MALDI-TOF MS analizi ile tanimlamasi
yapilmigtir.
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Sekil 4.3. Supheli S. thermophilus izolatlarin MALDI-TOF MS teknigine goére

tanimlama sonuglari.
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Analiz sonuglarina goére, 53’Unun (%34.6) S. thermophilus, 22’sinin (%14.4)

Candida kefyr (ikinci guc¢li segenek: Kluyveromyces marxianus), 60’inin (%39.2)

Enterococcus faecalis, 5’inin (%3.3) Staphylococcus epidermidis, 3'Unun (%3.2)

Streptococcus salivarius, 3’Unun (%3.2) Staphylococcus aureus, 2’sinin (%1.3)

Acinetobacter radioresistens ve 1’er adedinin (%0.7) de Staphylococcus warneri,

Pseudomonas stutzeri, Bacillus pumilis, Staphylococcus haemolyticus ve
Streptococcus parasanguinis’e ait oldugu belirlenmistir.
Cizelge 4.4. MALDI-TOF MS analizi ile dogrulanan S. thermophilus izolatlari.
Izolat Bélge Izolat Bélge Izolat Bélge
no no no
0 Ermenek 51 Ermenek 90 Sertavul
1 Ermenek 53 Ermenek 93 Sertavul
2 Ermenek 55 Ermenek 94 Sertavul
6 Ermenek 56 Ermenek 95 Sertavul
8 Ermenek 58 Ermenek 100 Ermenek
9 Ermenek 64 Ermenek 124 Mut
10 Ermenek 70 Sertavul 139 Mut
11 Ermenek 71 Sertavul 6-2 Dortdivan
12 Ermenek 72 Sertavul 11-2 .. Bolu .
Comlekgiler
23 Ermenek 73 Sertavul 14-2 . Bolu .
Comlekgiler
26 Ermenek 74 Sertavul 19-2 . Bolu .
Comlekgiler
Bolu Kibriscik
27 Géyniikaren 75 Sertavul 40-2 Yuvaksy
33 Ermenek 77 Sertavul MS1-1 Merzifon
43 Ermenek 79 Sertavul MS1-4 Merzifon
44 Ermenek 80 Sertavul MS2-1 Merzifon
47 Ermenek 81 Sertavul MS2-2 Merzifon
48 Ermenek 88 Sertavul MS5-1 Merzifon
49 Ermenek 89 Sertavul
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Sekil 4.4. MALDI-TOF MS ile tanimlamasi yapilan S. thermophilus izolatlarinin
ornek alim noktalarina gore dagilimi.

MALDI-TOF MS ile tanimlamasi yapilan 53 S. thermophilus izolatinin, 24’0 (%45.3)
Karaman Ermenek, 16’s1 (%30.2) Mersin Sertavul, 5’i (%9.4) Amasya Merzifon,
3'U (%5.7) Bolu Comlekgiler, 2’si (%3.8) Mersin Mut ve 1’er (%1.9) adedi de Bolu
Goynukaren, Dortdivan, Kibriscik Yuvakdy boélgesinden alinan ev tipi yogurtlardan

izole edilmisgtir.
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Sekil 4.5. SiUpheli Lb. bulgaricus izolatlarin MALDI-TOF MS teknigine gore
tanimlama sonuglari.

Ayrica, potansiyel toplam 28 Lactobacillus spp. izolatin analizi sonucunda, 23’U
(%82.1) Lb. bulgaricus olarak tanimlanmis, 4 (%14.3) izolatin Lactobacillus
helveticus, 1 (%3.6) adedinin ise Candida kefyr [ana] (Kluyveromyces marxianus)

[teleo] turune ait oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.5. MALDI-TOF MS analizi ile dogrulanan Lb. bulgaricus izolatlari.

izolat Bolge izolat Bolge izolat Bolge
no no no
11 Ermenek 21 Sertavul 42 Mut
12 Ermenek 23 Sertavul 44 Mut
13 Ermenek 24 Sertavul 52 Mut
14 Ermenek 25 Sertavul ML4-1 Merzifon
15 Ermenek 27 Sertavul ML7-6 Merzifon
16 Ermenek 29 Mut ML9-5 Merzifon
17 Ermenek 30 Mut ML9-6 Merzifon
20 Sertavul 41 Mut
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Sekil 4.6. MALDI-TOF MS ile tanimlamasi yapilan Lb. bulgaricus izolatlarinin
ornek alim noktalarina gore dagilimi.

MALDI-TOF MS ile tanimlamasi yapilan 23 Lb. bulgaricus izolatinin, 7’si (%30.4)
Karaman Ermenek, 6’sar (%26.1) adedi Mersin Sertavul ve Mersin Mut, 4’0 (%17.4)
Amasya Merzifon bdlgesinden alinan ev tipi yogurtlardan izole edilmistir.

MRS ve M17 agar besiyerlerinde benzer morfolojilerde olusan kolonilerin,
MALDI-TOF MS yontemiyle yapilan analizlerinde, yogurt bakterilerinin yani sira
farkli bakteri ve mayalarin tespit edilmesinin sebebinin, alinan yogurt érneklerinin
tekstur ve aromasinin olusumunda diger mikroorganizmalarinda etkisinin oldugu ve

kultarlerin zamanla bu florayi tasidigi seklinde degerlendirilmigtir.

Elde edilen veriler dogrultusunda, segilen izolatlar gergcek-zamanh PZR teknidi ile
tir bazinda dogrulama calismalarina tabi tutulmus ve ardindan segilen izolatlar

sekans analizine alinmistir.
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4.3. % 6.5 NaCl Testi

MALDI-TOF MS analizi ile dogrulanan Streptococcus spp. izolatlarinin sadece
2'sinin (27 ve MS5-1) %6.5 NaCl+M17 Broth varliginda gelisemedigi (olasi
S. thermophilus) gorulmustar.

Cizelge 4.6. Supheli S. thermophilus izolatlarinin tuz testi sonuglari.

izolat , M17Broth+ ) .t . M17 Broth+
no Bdlge %6.5 NaCl no Bodlge %6.5 NaCl
gelisme gelisme
0 Ermenek Pozitif 73 Sertavul Pozitif
1 Ermenek Pozitif 74 Sertavul Pozitif
2 Ermenek Pozitif 75 Sertavul Pozitif
6 Ermenek Pozitif 77 Sertavul Pozitif
8 Ermenek Pozitif 79 Sertavul Pozitif
9 Ermenek Pozitif 80 Sertavul Pozitif
10 Ermenek Pozitif 81 Sertavul Pozitif
11 Ermenek Pozitif 88 Sertavul Pozitif
12 Ermenek Pozitif 89 Sertavul Pozitif
23 Ermenek Pozitif 90 Sertavul Pozitif
26 Ermenek Pozitif 93 Sertavul Pozitif
27 Gerede Negatif 94 Sertavul Pozitif
Goynukoren
33 Ermenek Pozitif 95 Sertavul Pozitif
43 Ermenek Pozitif 100 Ermenek Pozitif
44 Ermenek Pozitif 124 Mut Pozitif
47 Ermenek Pozitif 139 Mut Pozitif
48 Ermenek Pozitif 6-2 Dortdivan Pozitif
49 Ermenek Pozitif 11-2 Bolu Pozitif
Comlekgiler
51 Ermenek Pozitif 14-2 Bolu Pozitif
GComlekgiler
53 Ermenek Pozitif 19-2 Bolu Pozitif
Comlekgiler
55 Ermenek Pozitif 40-2 Kibriscik Pozitif
Yuvakady
56 Ermenek Pozitif MS1-1 Merzifon Pozitif
58 Ermenek Pozitif MS1-4 Merzifon Pozitif
64 Ermenek Pozitif MS2-1 Merzifon Pozitif
70 Sertavul Pozitif MS2-2 Merzifon Pozitif
71 Sertavul Pozitif MS5-1 Merzifon Negatif
72 Sertavul Pozitif

75



4.4. Gergek-Zamanh PZR ile Tanimlama

Olasi 153 Streptococccus spp. izolatinin gergek-zamanh PZR ile yapilan analizi
sonucunda, S. thermophilus olarak tanimlanan izolatlarin izole edildigi yogurt

orneklerinin alindigi bolgeler ile Cp degerleri Cizelge 4.7'de sunulmustur.

Cizelge 4.7. Gergek-zamanli PZR ile S. thermophilus olarak tanimlanan izolatlar.

Iz:(l)at Bolge Cp Degeri Iz:éat Bolge Cp Degeri
0 Ermenek 29.32 80 Sertavul 22.78
1 Ermenek 17.76 81 Sertavul 18.70
6 Ermenek 23.71 88 Sertavul 18.88
10 Ermenek 20.30 89 Sertavul 19.25
11 Ermenek 29.23 90 Sertavul 24.84
12 Ermenek 22.12 93 Sertavul 22.32
23 Ermenek 13.99 94 Sertavul 22.55
26 Ermenek 18.56 95 Sertavul 29.12
27 Gerede 15.82 100 Ermenek 22.80

Goynukoren
33 Ermenek 29.47 139 Mut 16.62
43 Ermenek 29.08 6-2 Bolu 18.63
Dértdivan
49 Ermenek 29.75 19-2 Mudurnu 15.79
Bulanik
51 Ermenek 21.54 40-2 Kibriscik 13.57
Yuva

53 Ermenek 26.85 MS1-1 Merzifon 29.84
55 Ermenek 17.34 MS2-3 Merzifon 29.57
58 Ermenek 26.62 MS2-4 Merzifon 25.99
64 Ermenek 19.65 MS2-5 Merzifon 29.37
70 Sertavul 29.81 MS3-1 Merzifon 27.38
71 Sertavul 15.96 MS3-3 Merzifon 29.88
72 Sertavul 17.86 MS3-4 Merzifon 29.66
73 Sertavul 20.66 MS3-5 Merzifon 28.86
74 Sertavul 17.24 MS4-1 Merzifon 26.59
75 Sertavul 16.57 MS4-2 Merzifon 27.41
77 Sertavul 23.25 MS4-4 Merzifon 29.21
79 Sertavul 16.84
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Amplification Curves
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Sekil 4.7. 1 S. thermophilus ve 7 Lb. bulgaricus izolatinin gergek-zamanl PZR ile
tanimlama goruntusu.

Her G¢ yontemle tanimlamasi yapilmig, S. thermophilus (St27) ve Lb. bulgaricus
(Lb25, Lb29, Lb46, ML4-1, ML7-6, ML9-5 ve ML9-6) izolatlarinin gergek-zamanli

PZR’deki goruntileri Sekil 4.7°de, diger S. thermophilus izolatlarina ait goruntiler
Ek-I'de verilmistir.

Bulanik Yuvakdy
2% 2%

GoOynikoren
2%

Dortdivan
2%
Ermenek
34%

Mut
2%

Merzifon
24%

Sertavul
32%

Sekil 4.8. Gergek-zamanl PZR ile tanimlamasi yapilan S. thermophilus izolatlarinin
ornek alim noktalarina gore dagilimi.
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Gergek-Zamanli PZR ile 153 izolatin 49u (%32) S. thermophilus olarak
tanimlanmistir. Dogrulamasi yapilan izolatlarin, 17’si (%34.7) Karaman Ermenek,
16’s1 (%32.7) Mersin Sertavul, 11’i (%22.4) Amasya Merzifon ve 1’er adedi (%2’ser)
Mersin Mut, Bolu Ddrtdivan, Yuvakdy, Bulanikkdy bolgesinden alinan ev tipi

yogurtlardan izole edilmigtir.

Supheli toplam 28 Lactobacillus spp. izolatin gergcek-zamanlh PZR ile yapilan analizi
sonucunda, Lb. bulgaricus olarak tanimlanan izolatlarin izole edildigi yogurt
orneklerinin alindidi bolgeler ile Cp degerleri Cizelge 4.8’de diger Lb. bulgaricus

izolatlarina ait goruntiler Ek-II’de verilmigtir.

Cizelge 4.8. Gergek-zamanl PZR ile Lb. bulgaricus olarak tanimlanan izolatlar.

izolat Bolge Cp Degeri izolat Bolge Cp Degeri

no no

11 Ermenek 14.73 30 Mut 16.33
12 Ermenek 17.67 37 Mut 15.30
13 Ermenek 15.59 39 Mut 14.84
15 Ermenek 15.75 41 Mut 17.45
17 Ermenek 17.59 42 Mut 15.80
21 Sertavul 16.85 44 Mut 15.00
23 Sertavul 16.68 46 Mut 21.65
24 Sertavul 17.83 ML4-1 Merzifon 14.83
25 Sertavul 16.05 ML7-6 Merzifon 26.64
27 Sertavul 17.54 ML9-5 Merzifon 16.01
29 Mut 17.50 ML 9-6 Merzifon 28.03

Merzifon

18%
. Mut

36%

Ermenek
23%

—

Sertavul
23%

Sekil 4.9. Gergek-zamanli PZR ile tanimlamasi yapilan Lb. bulgaricus
izolatlarinin 6érnek alim noktalarina gére dagilimi.



Gergek-zamanli PZR ile 28 izolatin 22'si (%78.6) Lb. bulgaricus olarak
tanimlanmistir. Dogrulamasi yapilan izolatlarin, 8’i (%36.3) Mersin Mut, 5’er adedi
(%22.7°ser) Karaman Ermenek ve Mersin Sertavul, 4’G (%18.1) Amasya Merzifon

bdlgesinden alinan ev tipi yogurtlardan izole edilmistir.

Gergek-zamanh PZR ile yapilan analiz sonucunda; Cp degerinin 30’un Uzerinde
olmasi veya herhangi bir Cp degeri tespit edilememesi durumunda, sonucun negatif

yani tanimlamanin yapilamadigi seklinde degerlendirilmigtir.
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Sekil 4.10. Gergek-zamanh PZR’de negatif sonug gorintisa.

4.5. 16S rRNA Sekans Analizi ile Tanimlama

MALDI-TOF MS analizi ile tanimlanan 53 S. thermophilus ve 23 Lb. bulgaricus
izolatinin ilk yapilan 16S rRNA sekans analizi sonucu ancak 28’inin S. thermophilus
ve 15'inin Lb. bulgaicus oldugu teyit edilmistir. Ayrica bu izolatlardan sadece 2
adedinin (27 ve MS5-1) %6.5 NaCIl+M17 Broth varliginda gelisemedigi (potansiyel
S. thermophilus) gérulmastir. Biyokimyasal test, MALDI-TOF MS, gercek-zamanli
PZR ve 16S rRNA sekans analiz sonuglari arasinda bu kismi uyumsuzluk nedeniyle,
112D052 kodlu “Geleneksel Yogurt Orneklerinden izole Edilen Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus izolatlarinin
Endustriyel Yogurt Uretimine Uygunlugunun Saptanarak Starter
Kombinasyonlarinin Gelistiriimesi” SAN-TEZ projesi kapsaminda, tum izolatlarin
asit olusturma, aroma gelistirme, proteoliz, tekstur gelistirme, ve geligsim

yeteneklerinin test edilmesine karar verilmigtir. Bu testler sonucunda yetersiz
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bulunan izolatlar elenmis ve kalan izolatlar icin bir kez daha 16S rRNA sekans

analizi uygulanmigtir.

Cizelge 4.9. 16S rRNA sekans analizi ile Lb. bulgaricus olarak tanimlanan

izolatlar.
izolat Bélge izolat no Bélge

no

25 Sertavul ML4-1 Merzifon
29 Mut ML7-6 Merzifon
41 Mut ML9-5 Merzifon
42 Mut ML9-6 Merzifon
46 Mut

Yapilan analiz sonucunda, 1 izolatin (27 nolu) S. thermophilus ve 9 izolatin (Cizelge

4.9) Lb. bulgaricus oldugu tespit edilmigtir. 16S rRNA sekans analizi sonuglarinin

gen bankasi kargilagtirmalari

verilmistir.
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Cizelge 4.10. 16S rRNA sekans analizi ile tanimlanan S. thermophilus ve
Lb. bulgaricus izolatlarina ait sonuglar.

Ornek  EMBL / Gen Bakteri Turleri %
kodu Bank No Homoloji
27 CP016026.1 Streptococcus thermophilus strain KLDS SM, 100
complete genome
27 KT724045.1 Streptococcus thermophilus strain S.t 0# 16S 100
ribosomal RNA gene, partial sequence
27 KT724043.1 Streptococcus thermophilus strain S.t 79 16S 100
ribosomal RNA gene, partial sequence
27 KT724042.1 Streptococcus thermophilus strain S.t 63 16S 100
ribosomal RNA gene, partial sequence
27 KT724041.1 Streptococcus thermophilus strain S.t 60 16S 100
ribosomal RNA gene, partial sequence
Ornek EMBL / Gen e %
kodu Bank No Bakteri Turleri Homoloji
25 KP764119.1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain 100
IMAU11365 (YM49-2) 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence
25 KJ776841.1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain 100
YMLO13 16S ribosomal RNA gene, complete
sequence
25 KJ939318.1 Lactobacillus delbrueckii strain SH3 16S 100
ribosomal RNA gene, partial sequence
25 KJ939317.1 Lactobacillus delbrueckii strain SP1.1 16S 100
ribosomal RNA gene, partial sequence
25 KJ939316.1 Lactobacillus delbrueckii strain CH9-3 16S 100

ribosomal RNA gene, partial sequence
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Cizelge 4.10. 16S rRNA sekans analizi ile tanimlanan S. thermophilus ve
Lb. bulgaricus izolatlarina ait sonuglar (devam).

Ornek  EMBL / Gen Bakteri Turleri %
kodu Bank No Homoloji
29 CP013610.1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain 99
MN-BM-F01, complete genome
29 KP764119.1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain 99
IMAU11365 (YM49-2) 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence
29 KJ776841.1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain 99
YMLO13 16S ribosomal RNA gene, complete
sequence
29 KJ939318.1 Lactobacillus delbrueckii strain SH3 16S 99
ribosomal RNA gene, partial sequence
29 KJ939317.1 Lactobacillus delbrueckii strain SP1.1 16S 99
ribosomal RNA gene, partial sequence
Ornek EMBL / Gen o %
kodu Bank No Bakteri Turleri Homoloji
41 KP764119.1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain 99
IMAU11365 (YM49-2) 16S ribosomal RNA gene,
partial sequence
41 KJ776841.1 Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain 99
YMLO13 16S ribosomal RNA gene, complete
sequence
41 KJ939318.1 Lactobacillus delbrueckii strain SH3 16S 99
ribosomal RNA gene, partial sequence
41 KJ939317.1 Lactobacillus delbrueckii strain SP1.1 16S 99
ribosomal RNA gene, partial sequence
41 KJ939316.1 Lactobacillus delbrueckii strain CH9-3 16S 99

ribosomal RNA gene, partial sequence
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Cizelge 4.10. 16S rRNA sekans analizi ile tanimlanan S. thermophilus ve
Lb. bulgaricus izolatlarina ait sonuglar (devam).

Ornek  EMBL / Gen Bakteri Turleri %
kodu Bank No Homoloji
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
42 CP013610.1 MN-BM-F01, complete genome 99
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
42 KP764119.1 IMAU11365 (YM49-2) 16S ribosomal RNA gene, 99
partial sequence
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
42 KJ776841.1 YMLO13 16S ribosomal RNA gene, complete 99
sequence
42 KJ939318.1 Lgctobacnlus delbrueckii strain SH3 16S 99
ribosomal RNA gene, partial sequence
42 KJ939317 1 La_ctobacnlus delbrueckii strain SP1.1 16S 99
ribosomal RNA gene, partial sequence
Ornek EMBL / Gen . %
kodu Bank No Bakteri Turleri Homoloji
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
46 KP764119.1 [IMAU11365 (YM49-2) 16S ribosomal RNA gene, 99
partial sequence
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
46 KJ776841.1 YMLO13 16S ribosomal RNA gene, complete 99
sequence
46 KJ939318.1 Lgctobacnlus delbrueckii strain SH3 16S 99
ribosomal RNA gene, partial sequence
46 KJ939317 1 La_ctobacnlus delbrueckii strain SP1.1 16S 99
ribosomal RNA gene, partial sequence
46 KJ939316.1 Lactobacillus delbrueckii strain CH9-3 16S 99

ribosomal RNA gene, partial sequence
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Cizelge 4.10. 16S rRNA sekans analizi ile tanimlanan S. thermophilus ve
Lb. bulgaricus izolatlarina ait sonuglar (devam).

" EMBL / 0
Ornek  Gen Bank Bakteri Tiirleri h
kodu Homoloji
No
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
ML4/1 KP764123.1 IMAU11369 (YM50-4) 16S ribosomal RNA gene, 100
partial sequence
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
ML4/1 KP764121.1 IMAU11367 (YM50-2) 16S ribosomal RNA gene, 100
partial sequence
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus gene
ML4/1 LC063162.1 for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain: 100
JCM 1002
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
ML4/1 KJ776841.1 YMLO13 16S ribosomal RNA gene, complete 100
sequence
ML4/1  KJISBS760.1 La_ctobacnlus delbrueckii strain SB25 16S 100
ribosomal RNA gene, partial sequence
Ornek EMBL / Gen e %
kodu Bank No Bakteri Turleri Homoloji
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus gene
ML7/6 LC094439.1 for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain: 100
B37
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
ML7/6  CP013610.1 MN-BM-F01, complete genome 100
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
ML7/6 KP764123.1 IMAU11369 (YM50-4) 16S ribosomal RNA gene, 100
partial sequence
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
ML7/6 KP764122.1 IMAU11368 (YM50-3) 16S ribosomal RNA gene, 100
partial sequence
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
ML7/6 KP764121.1 IMAU11367 (YM50-2) 16S ribosomal RNA gene, 100

partial sequence
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/902883070?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XNX8HA6V015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902883070
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902883070
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902883070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/902883064?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XNX8HA6V015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902883064
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902883064
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902883064
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/855112446?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=XNX8HA6V015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_855112446
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_855112446
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_855112446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/662246785?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=XNX8HA6V015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662246785
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662246785
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662246785
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/675398695?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=XNX8HA6V015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675398695
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_675398695

Cizelge 4.10. 16S rRNA sekans analizi ile tanimlanan S. thermophilus ve
Lb. bulgaricus izolatlarina ait sonuglar (devam).

Ornek  EMBL / Gen Bakteri Turleri %
kodu Bank No Homoloji
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
ML9/5 KP764119.1 IMAU11365 (YM49-2) 16S ribosomal RNA gene, 100
partial sequence
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus gene
ML9/5 LCO063162.1 for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain: 100
JCM 1002
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
ML9/5 KJ776841.1 YMLO13 16S ribosomal RNA gene, complete 100
sequence
ML9/5  KJ939318.1 Lgctobacnlus delbrueckii strain SH3 16S 100
ribosomal RNA gene, partial sequence
ML9/5  KJ939317 1 La_ctobacnlus delbrueckii strain SP1.1 16S 100
ribosomal RNA gene, partial sequence
Ornek EMBL /Gen . %
kodu Bank No Bakteri Turleri Homoloji
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus gene
ML9/6 LC063162.1 for 16S ribosomal RNA, partial sequence, strain: 100
JCM 1002
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus strain
ML9/6 KJ776841.1 YMLO13 16S ribosomal RNA gene, complete 100
sequence
ML9/6 KJ939318.1 Lgctobacnlus delbrueckii strain SH3 16S 100
ribosomal RNA gene, partial sequence
ML9/6 KJ939317.1 La_ctobacnlus delbrueckii strain SP1.1 16S 100
ribosomal RNA gene, partial sequence
ML9/6  KJ939316.1 Lactobacillus delbrueckii strain CH9-3 16S 100

ribosomal RNA gene, partial sequence
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/902883059?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XNZNCA6G014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902883059
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902883059
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_902883059
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/855112446?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XNZNCA6G014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_855112446
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_855112446
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_855112446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/662246785?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=XNZNCA6G014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662246785
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662246785
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662246785
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/672215992?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=XNZNCA6G014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_672215992
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_672215992
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/672215991?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=XNZNCA6G014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_672215991
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_672215991
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/855112446?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XNZNRJTS015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_855112446
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_855112446
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_855112446
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/662246785?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=XNZNRJTS015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662246785
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662246785
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_662246785
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/672215992?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=XNZNRJTS015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_672215992
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_672215992
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/672215991?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=XNZNRJTS015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_672215991
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_672215991
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/672215990?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=XNZNRJTS015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_672215990
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_672215990

MS1-3

Streptococcus thermophilus
- MS1-4

1= MS2-3

—— MS2-1

— MS6-3

bo | MS6-4

MS5-1

8

60 MS8-2

MS9-5

—— MS6-2
9| MS2-2
MS1-5
100 MS5-5

MS2-5

MS2-6
100 ! Streptococcus oligofermentans

MS3-1
100 | MS4-3

76! Enterococcus faecalis

76 MS4-5

81] L—— MS65
MS6-1

100 MS3-4

Staphylococcus epidermidis
MS9-1
55 L— MS2-4

83

0.02

Sekil 4.11. 16S rRNA sekans analizi sonuglarina gore olusan dendogramlar.
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Sekil 4.11. 16S rRNA sekans analizi sonuglarina gore olusan dendogramlar
(devam).
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Sekil 4.11. 16S rRNA sekans analizi sonuglarina gore olusan dendogramlar
(devam).
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Sekil 4.11. 16S rRNA sekans analizi sonuglarina gore olusan dendogramlar
(devam).

Dendogramlar incelendiginde, St27 nolu izolatin, Streptococcus thermophilus
olarak tanimlandigi ve St89, St56, St71, St73, St81 ve St8 ile birlikte grup
olusturdugu, diger analizi yapilan oOrneklerin olusturdugu gruplardan uzak

mesafelerde bir araya geldigi ve disuk dlzeyde benzerligi oldugu gosterilmistir.

Ayni sekilde Lb14, Lb46, Lb29 ve Lb41 nolu izolatlarin Lb. thermophilus olarak
tanimlandigi, Lb14, Lb46 ve Lb29'un Lb41’den farkli olarak birbirlerine daha ¢ok
benzerlik gostererek ayri bir grup olusturdugu gértlmektedir. Analizi yapilan diger

ornek gruplariyla ise farkhliklarinin yuksek duzeyde oldugu belirlenmigtir.

ML4-1, ML7-6, ML9-5, ML9-6 ve Lb29 nolu izolatlara ait %1.5 agaroz jel Uzerindeki

elektroforetogramlar Sekil 4.12°de yer almaktadir.
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Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus bulgaricus
Lactobacillus bulgaricus

Negatif kontrol

ML4-1 ML7-6 ML9-5 ML9-6 29LAC

UNI2Z7F/14R

Sekil 4.12. Tanimlanan Lb. bulgaricus izolatlarina ait 16S rRNA PZR Grunlerinin
% 1.5 agaroz jel Uzerindeki goruntuleri.

4.6. Antibiyotik Duyarlilik Testi

Gerek MALDI-TOF MS gerekse gergek-zamanli PZR analizi ile tanimlanan 61 S.
thermophilus ve 21 Lb. bulgaricus izolatinin, 9 farkli antibiyotije (gentamisin,
tetrasiklin, kloramfenikol, penisilin G, klortetrasiklin, ampisilin, roksitrimosin,
linkomisin ve streptomisin) karsi direngliligi aragtinimistir. izolatlarin antibiyotik
direncliligi, makrodiliisyon tip yéntemiyle, MIK (Mininmum inhibasyon
Konsantrasyonu) degeri belirlenerek tespit edilmistir. Sonuglar Cizelge 4.12 ve
4.14’de verilmig, Cizelge 4.11°de verilen EFSA 2008 antibiyotik sinir degerleri ile
karsgilastirilarak, izolatlarin ampisilin, gentamisin, streptomisin, tetrasiklin ve

kloramfenikole karsi direngliligi degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.11. EFSA 2008 antibiyotik sinir degerleri (>, ug/mL) [141].

LAB Antibiyotik Adi
= & & £ =
s € & 7 g
o i =4 o e
E c — ©
< g = o 5
n vz

Lactobacillus

zorunlu 1 16 16 4 4
homofermentatif
S. thermophilus 2 32 64 4 4
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Cizelge 4.12. S. thermophilus izolatlarinin makrodiliisyon tiip ydntemiyle elde edilen MiK sonuglari.

< £ c 7 © = E < =

F = = : < 2 : C £

Kiiltiir No  Bélge Adi i @ £ £ > g £ E S

2 = £ B = c S x o

5 g < 2 $ 8 5 = 2

¥ X vz n

0 Ermenek 1 32 0.25 2 4 64 4 8 512
1 Ermenek 0.5 32 4 0.25 4 128 32 4 512
2 Ermenek 1 16 2 1 4 64 16 4 256
6 Ermenek 1 32 2 1 4 128 16 32 512
8 Ermenek 0.5 16 0.25 1 4 64 16 >512 >512
9 Ermenek 0.25 32 1 0.5 4 128 16 4 512

10 Ermenek <0.125 8 1 0.5 8 64 4 32 64

11 Ermenek <0.125 4 1 2 16 128 32 16 64
12 Ermenek 0.25 16 0.5 1 4 128 16 4 >512
23 Ermenek 1 32 <0.125 0.25 4 512 64 32 >512
26 Ermenek 1 4 <0.125 0.25 16 128 64 16 256
27 Ermenek 1 16 0.5 1 4 64 16 8 256
33 Ermenek 0.5 8 1 1 >512 64 4 4 512
43 Ermenek 0.25 8 0.5 1 4 128 4 16 512
44 Ermenek 0.25 2 0.25 2 16 128 16 256
48 Ermenek <0.125 16 2 2 4 64 16 32 512
49 Ermenek <0.125 8 0.5 4 4 128 128 16 512
51 Ermenek 0.5 16 2 4 4 64 4 16 512
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Cizelge 4.12. S. thermophilus izolatlarinin makrodiliisyon tiip yéntemiyle elde edilen MiK sonuglari (devam).

S < - 5 ® < 2 = 5

F = z : E g : 2 £

Kiiltir No Bélge Adi = 2 2 £ > & = g S
ot = c B c c @ X Q

S £ < S § 8 s 5 5

v @ N N
53 Ermenek <0.125 32 1 1 >512 >512 >512 >512 >512
55 Ermenek 1 2 <0.125 0.5 >512 >512 >512 >512 >512
56 Ermenek <0.125 32 <0.125 0.5 16 128 16 16 512
58 Ermenek 1 8 0.5 0.25 16 128 16 8 512
64 Ermenek 0.25 2 0.5 1 >512 >512 >512 >512 >512
70 Sertavul 0.5 16 1 2 4 128 16 16 >512
71 Sertavul 0.25 16 2 4 >512 >512 >512 256 >512
72 Sertavul 0.25 32 2 0.5 16 128 16 16 512
73 Sertavul 0.25 4 1 2 >512 >512 >512 >512 >512
74 Sertavul 1 8 1 1 4 64 32 4 512
75 Sertavul 1 8 1 0.25 4 256 8 >512 256
77 Sertavul 0.5 8 <0.125 1 >512 128 >512 256 >512
79 Sertavul <0.125 8 <0.125 0.5 256 >512 >512 >512 >512
80 Sertavul <0.125 16 <0.125 1 >512 >512 >512 >512 >512
81 Sertavul <0.125 32 <0.125 2 4 >512 16 128 512
88 Sertavul 1 4 2 0.25 4 64 4 8 512
89 Sertavul 0.5 16 1 2 >512 >512 >512 >512 >512
90 Sertavul 0.5 16 1 2 >512 >512 >512 >512 >512
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Cizelge 4.12. S. thermophilus izolatlarinin makrodiliisyon tiip yéntemiyle elde edilen MiK sonuglari (devam).

§ £ < § © % 2 = G

7 = = £ E 2 S 2 £

Kiiltir No  Bblge Adi & 2 2 £ > & = g S
£ 8 ; Z 5 g : 2 5

S — < o o 0] o | =

v @ N N
93 Sertavul 0.5 32 <0.125 2 >512 >512 >512 >512 >512
94 Sertavul 0.125 4 1 4 >512 >512 >512 >512 >512
95 Sertavul 0.125 8 0.5 1 128 256 >512 256 >512
100 Ermenek 0.5 16 <0.125 0.5 8 512 >512 >512 >512
124 Mut 1 4 0.5 2 4 128 64 64 >512
139 Mut 2 1 1 >512 >512 >512 >512 >512
6-2 Dértdivan 0.5 32 0.5 0.5 16 128 16 8 >512
11-2 Comlekgiler 0.5 16 0.25 4 32 128 32 32 512
19-2 B}‘éfy”u'k <0125 4 <0.125 2 32 128 64 >512 >512
40-2 Yuvakdy <0.125 4 1 1 >512 >512 >512 >512 >512
MS1-1 Merzifon 1 8 1 2 >512 >512 >512 >512 >512
MS2-1 Merzifon 0.5 4 <0.125 1 >512 >512 >512 >512 >512
MS2-3 Merzifon <0.125 8 0.5 4 >512 >512 >512 >512 >512
MS2-4 Merzifon 0.5 16 0.5 1 >512 >512 >512 >512 >512
MS2-5 Merzifon 1 4 2 1 >512 >512 >512 >512 >512
MS2-6 Merzifon 0.25 8 1 2 >512 >512 >512 >512 >512
MS3-1 Merzifon <0.125 8 <0.125 0.5 >512 >512 >512 >512 >512
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Cizelge 4.12. S. thermophilus izolatlarinin makrodiliisyon tiip yéntemiyle elde edilen MiK sonuglari (devam).

c c —

< = c 2 © = g £ 7

% = = 2 < 2 S 2 £

Kiiltir No Bolge Adi = @ a = » @ = o S

12 = £ ? < = S = )

— pa c ()

IS - < S o & IS 3 =

~ 04 v n
MS3-2 Merzifon 0.5 2 0.25 1 >512 >512 >512 >512 >512
MS3-3 Merzifon <0.125 8 2 2 >512 >512 >512 >512 >512
MS3-4 Merzifon <0.125 16 1 2 >512 >512 >512 >512 >512
MS3-5 Merzifon 1 32 0.5 1 >512 >512 >512 >512 >512
MS4-1 Merzifon 0.25 4 1 2 >512 >512 >512 >512 >512
MS4-2 Merzifon 0.5 8 <0.125 2 >512 >512 >512 >512 >512
MS4-3 Merzifon 1 8 <0.125 0.2 >512 >512 >512 >512 >512
MS4-4 Merzifon 0.5 8 2 2 >512 >512 >512 >512 >512
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Cizelge 4.13. S. thermophilus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testi sonuglarinin degerlendirilmesi.

Antibiyotik izolatlarin belirlenen MiK degerine (ug/mL) gore dagilimi ESI:nS|¢
Adi Degerleri
(Mg/mL)
<0.125 0.25 05 1 2 8 16 32 64 128 256 2512
Ampisilin 15 5 12 18 10 2
Gentamisin 10 18 2 31 32
Streptomisin 2 5 54 64
Tetrasiklin 6 4 5 4 10 13 11 4
Kloramfenikol 1 14 4 4 1 31 4




S. thermophilus izolatlarina ait Cizelge 4.12 ve 4.13'de verilen sonuglar
incelendiginde, en yuksek direncliligin gentamisine (%100), Ermenek bdlgesinden
alinan yogurt drneginden izole edilen 1 nolu izolatin ise tum antibiyotiklere karsi
direncli olan tek izolat oldugu gorulmektedir. Yine Ermenek bolgesinden alinan
orneklerden izole edilen 10 ve 11 nolu izolatlarin streptomisine, 0, 10, 33, 43 ve 51
nolu izolatlar ile Sertavul bélgesinden alinan érnekten izole edilen 88 nolu izolatin
kloramfenikole duyarliligi belirlenmistir. Analizler sonucunda kloramfenikole karsi
direnclilik %90.2 olarak tespit edilmigtir. Tetrasikline karsi izolatlarin %73.8’inin

direncli, ampisiline karsi1 %98.4’Unun duyarli oldugu saptanmistir.
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Cizelge 4.14. Lb. bulgaricus izolatlarinin makrodiliisyon tiip yéntemiyle elde edilen MiK sonuglari.

5 s = B =z 3 -
Kiiltir No Bélge Adi = 2 2 £ > & = g S
s b= £ 7 c c S x 3
S k2 < S g 3 S 5 =
vz @ v N
11 Ermenek 2 16 2 2 32 128 32 256 256
13 Ermenek 1 4 1 32 32 16 256 32
15 Ermenek 4 4 1 16 64 16 64 32
16 Ermenek 1 8 0.5 1 16 128 32 256 128
17 Ermenek 0.25 16 2 1 8 128 16 64 64
20 Sertavul 0.5 32 0.25 1 8 32 16 64 32
21 Sertavul 1 4 0.5 0.5 16 64 16 256 64
23 Sertavul <0.125 4 0.5 1 4 128 32 256 256
24 Sertavul 0.125 4 1 0.25 8 64 8 128 64
25 Sertavul 0.25 8 1 0.25 64 4 8 >512 >512
27 Sertavul 0.5 8 1 1 64 128 64 512 256
29 Mut 0.125 8 0.25 1 4 64 8 64 128
30 Mut <0.125 8 0.25 2 8 32 16 256 32
37 Mut 0.5 2 <0.125 0.5 16 64 32 256 64
39 Mut <0.125 2 1 0.25 32 64 32 512 64
41 Mut 1 2 1 0.25 8 128 8 256 256
42 Mut 1 16 0.5 0.5 8 64 16 64 64
44 Mut 1 16 0.25 1 16 128 32 512 64
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Cizelge 4.14. Lb. bulgaricus suslarinin makrodiliisyon tiip yéntemiyle elde edilen MiK sonuclari (devam).

c c —_
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re gy - @ ‘7B ) = = E 2 &

Kiiltiir No Bolge Adi = 2 ‘a = ) c = S S
ot = c B c c @ X Q
= — c [}
S < < 3 & o) S 3 =
v @ v N

46 Mut 0.5 4 0.25 2 8 128 8 256 256
ML4-1 Merzifon 0.5 8 0.5 2 8 64 16 256 128
ML9-5 Merzifon 1 32 2 1 8 64 16 256 64
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Cizelge 4.15. Lb. bulgaricus izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testi sonuglarinin degerlendirilmesi.

Antibiyotik Adi izolatlarin belirlenen MiK degerine (ug/mL) gore dagilimi Dfsgliiiri
(ng/mL)
<0.125 025 05 1 2 4 8 16 32 64 128 256 2512
Ampisilin 1 5 5 6 4 1
Gentamisin 1 3 9 8 16
Streptomisin 4 8 3 5 1 16
Tetrasiklin 3 6 6 4 2 4

Kloramfenikol 5 9 6 1 4




Lb. bulgaricus izolatlarina ait Cizelge 4.14 ve 4.15de verilen sonuglar
incelendiginde, izolatlarin hepsinin streptomisin ve kloramfenikole karsi direncli
oldugu gorulmektedir. Ayrica Ermenek bolgesinden alinan érneklerden izole edilen
11 ve 17 nolu izolatlar ile Merzifon bolgesinden alinan ornekten izole edilen ML9-5
nolu izolatin degerlendirme yapilan 5 antibiyotige kargi direncli oldugu belirlenmistir.
Gentamisine karsi yalnizca Sertavul boélgesinden alinan drnekten izole edilen 25
nolu izolatin duyarli oldugu ve izolatlarin %95.2’sinin direngli oldugu goriimustur.
Izolatlarin en g¢ok duyarl oldugu antibiyotik %81 ile ampisiline karsi belirlenirken,

tetrasikline ise %57.1’inin direngli oldugu saptanmistir.

Elde edilen sonuglarin daha oOnce yapilan bazi c¢alismalardaki sonuglar ile
kargilastiriimasi yapildiginda; Zhou et al. [107], Cin’de Uretilen yogurtlardan izole
ettikleri S. thermophilus izolatlarinin, ampisiline karsi tespit edilen duyarlilik ile
Lb. bulgaricus izolatlarinin tetrasikline direnclilik degerlerinin, Celik et al. [109],
Konya ili ¢evresinden temin edilen ticari ve ev tipi yodurtlardan izole ettikleri
S. thermophilus izolatlarinin, ampisiline duyarliiginin, Lb. bulgaricus izolatlarinin
kloramfenikole karsi direncliliginin, Alp ve Oner [110], Isparta ili sinirlarinda temin
edilen beyaz ve kasar peyniri orneklerinden izole ettikleri Laktobasil izolatlarinin

ampisilin ve tetrasikline duyarllik sonuglarinin benzer oldugu gortulmuastur.

101



4.7. immiin Sistem Yanitlari

Farklilasmamig THP-1 hucrelerinde CD14 ekspresyonu dusik iken PMA ile 72 saat
uyarildiktan sonra anlamli bir sekilde arttigi gézlemlenmistir (Sekil 4.13). PMA ile
uyarilma sonrasi ig seklinde hicresel uzama, g¢ekirdek/sitoplazma oraninda artis,
solgun bir sitoplazma ve daha belirgin bir granul olusarak sitoplazmada vakuoller

meydana gelmistir (Sekil 4.14).

=
=
i)
]

205

F5 Lin

L — T TTIm, T TITIr T T T
L 10 1 L

Anei-CDN 4 PE

1ot Lt 13 13
Anci-CD 14 PE PM A-pulsed

Sekil 4.13. Monositik hicrelerin PMA ile uyarilarak CD14 ekspresyonunda artisin
flowsitometrik olarak gosterilmesi.

Normal monositer hicreler deki (A) CD14 ylzey reseptdor ekspresyonu, 72 saat

suresince 20 ng/mL PMA ile uyarildiktan sonra (B) anlamli dizeyde artmisgtir.
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A

Sekil 4.14. Normal THP-1 (A), PMA uyarimi ile makrofaja dontisen THP-1
hicrelerinin 48 ve 72. saat (B,C) faz kontrast gértntuleri.

B

Sekil 4.15. Normal K-562 hcreleri.

4.8. izolatlarin NK Hiicreleri ve THP-1 Makrofajlari ile Etkilesimi Sonuglari

Sekil 4.16. Lb25 nolu izolatin K-562 hiicre dizisi ile etkilesimi.
Hucre sayisi belirgin artmis.

103



Sekil 4.17. Lb25 nolu izolatin THP-1 hicre dizisi ile etkilesimi.
Hucre sayisi artmis.

Sekil 4.18. Lb29 nolu izolatin K-562 hiicre dizisi ile etkilesimi.
Hucre sayisi belirgin artmis.
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Sekil 4.19. Lb29 nolu izolatin THP-1 hicre dizisi ile etkilesimi.
Hucre sayisi artmis.

Sekil 4.20. ML9-6 nolu izolatin K-562 hicre dizisi ile etkilesimi.
Hucre sayisi artmis.
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Sekil 4.21. ML9-6 nolu izolatin THP-1 hicre dizisi ile etkilesimi.
Hucre sayisi artmis.

Sekil 4.22. ML7-6 nolu izolatin K-562 hicre dizisi ile etkilegimi.
Hucre sayisi artmis.
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Sekil 4.23. ML7-6 nolu izolatin THP-1 hicre dizisi ile etkilesimi.
Hucre sayisi artmis.

Sekil 4.24. Lb46 nolu izolatin K-562 hicre dizisi ile etkilesimi.
Hucre sayisi artmis.
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Sekil 4.25. Lb46 nolu izolatin THP-1 hicre dizisi ile etkilesimi.
Hucre sayisi artmis.

Sekil 4.26. ML4-1 nolu izolatin K-562 hicre dizisi ile etkilesimi.
Hucre sayisi artmis.
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Sekil 4.27. ML4-1 nolu izolatin THP-1 hucre dizisi ile etkilegimi.
Hucre sayisi artmis.

Sekil 4.28. ML9-5 nolu izolatin K-562 hiicre dizisi ile etkilesimi.
Hucre sayisi artmis.
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Sekil 4.29. ML9-5 nolu izolatin THP-1 hucre dizisi ile etkilegimi.
Hucre sayisi artmis.

Sekil 4.30. St27 nolu izolatin K-562 hicre dizisi ile etkilegimi.
Hucre sayisi azalmis.
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Sekil 4.31. St27 nolu izolatin THP-1 hicre dizisi ile etkilesimi.
Hucre sayisi azalmis.

K-562 ve THP-1 hucre dizilerinin, LAB izolatlar ile ayr ayri etkilesimleri
incelendiginde, immunolojik etkilerinde paralellik tespit edilmistir. Her iki hucre
dizisinin immunolojik etkinliginin karsilastirlmasi, proinflamatuvar ve anti

inflamatuvar sitokin olusturma dizeylerinin belirlenmesiyle yapiimistir.
4.9. Sitokin Yanitlan

NK hucreleri ve THP-1 makrofaj hicre kulturleri birbirinden ayri olarak, sekiz LAB
izolati ile uyarilarak olugsan sitokin yanitlari degerlendiriimek Uuzere alinan
supernatantlardan ELISA test kitleri ile TNF-a, IL-8 ve IL-10 olgUmleri yapiimistir.

Sonuclar ortalama x SD olarak verilmistir.
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TNF-a
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Sekil 4.32. LAB izolatlarinin THP-1 hicre dizisinde TNF-a sekresyonuna etkisi.

THP-1 makrofaj hicrelerinin  LAB ile uyariimasi sonucu TNF-a olusumu
laktobasillerde, en yliksek Lb-29, Lb 9-6 ve Lb 4-1 izolatlarinda tespit edilirken, en
disUk olusum Lb 46 izolatinda elde edilmistir. Streptokok izolatlarinin TNF-a
olusumunun laktobasil izolatlarina goére anlamh dizeyde dusuk oldugu

belirlenmistir.

IL-8

1,4

1,2
1 .
)
208
B
< 016
0,4 mIL-8
0,2 -
0 I T T T T T T T T
9 46 9-5 9-6 7-6 4-1 25

kontrol 2 strep  strep

0.5
Kontrol ve izolatlar

Sekil 4.33. LAB izolatlarinin THP-1 hilcre dizisinde IL-8 sekresyonuna etkisi.
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Laktobasil izolatlarinin timudnde IL-8 olusumu kontrol degerinin Uzerinde elde
edilirken, Streptokok izolatlari kontrol degerinin altinda tespit edilmigtir. Lb46 ve
ML9-5 izolatlari en yuksek IL-8 olusumunu saglarken, Strep 0.5 izolati en dusuk

olusumu saglamistir.

IL-10
1
0,9
0,8
0,7
TE‘ 0,6 -
0,5 -
0,3 - mIL-10
0,2
0,1 -
0 - : : : : : : : I am
kontrol 29 46 9-5 9-6 7-6 4-1 25 strep strep
0.5
Kontrol ve izolatlar

Sekil 4.34. LAB izolatlarinin THP-1 hicre dizisinde IL-10 sekresyonuna etkisi.

Lb 7-6 izolati en yuksek dizeyde IL-10 sekresyonu olustururken, laktobasiller
arasinda en dusuk deger Lb46 izolatina aitti. Diger sonuglarla paralel olarak
streptokok izolatlari laktobasil izolatlarina gére daha disuk IL-10 meydana
getirmigtir. ML7-6 ve ML4-1 izolatlari kontrol degerinin Uzerinde sekresyona neden

olmustur.

THP-1 hicre dizisinde, TNF-a ve IL-10 sekresyonunda laktobasiller ve streptokok

izolatlar1 arasinda anlamli bir fark meydana geldigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.35. LAB izolatlarinin K-562 hucre dizisinde TNF-a sekresyonuna etkisi.

K-562 hucre dizisinin LAB ile uyarimi sonucunda, en yuksek TNF-a olugsumu strep
izolatinda elde edilirken, laktobasil izolatlari arasinda en yuksek deger ML7-6, en
disiik deger Lb29'da tespit edilmistir. ki ayr grubun iglerinde yapilan
degerlendirmede anlamli bir fark bulunamamistir. TUm izolatlar kontrol degerinin

altinda sekresyona neden olmustur.

IL-8
1,6
1,4
1,2
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0.5
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Sekil 4.36. LAB izolatlarinin K-562 hcre dizisinde IL-8 sekresyonuna etkisi.

Streptokok izolatlarinin K-562 hicre dizisini uyarmasi sonucu elde edilen IL-8
olusum degerleri birbirine yakin tespit edilirken, laktobasil izolatlari arasinda anlamli
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bir fark elde edilmistir. En ylksek deger ML7-6'da, en dusuk deder Lb25te

bulunmustur.

IL-10
0,16
0,14
0,12 -
z 0,1 -
ED 0,08 -
0,06 -
0,04 - mIL-10
a1
0 - T T T T T T T T T
kontrol 29 46 9-5 9-6 7-6 4-1 25 strep  strep

0.5
Kontrol ve izolatlar

Sekil 4.37. LAB izolatlarinin K-562 hucre dizisinde IL-10 sekresyonuna etkisi.

IL-10 olusum degerleri incelendiginde, en yuksek deger ML9-5’te bulunmus, en
dusuk deger Lb25te elde edilmistir. ML9-5, ML9-6 ve ML7-6 izolatlarinda,
streptokok izolatlarina gore daha ylksek IL-10 olugurken, tim izolatlar kontrol

degerinin altinda IL-10 sekresyonuna etki etmistir.

Ayni izolatlarin ayri ayri K-562 ve THP-1 hucre dizilerini uyarmasi sonucu elde
edilen degerler karsilastirildiginda, ML9-6 ve ML7-6 izolatlarinin IL-10, streptokok
izolatlarinin TNF-a ve IL-8, Lb25’in IL-8 ve IL-10 olusumunda anlamli farklar tespit

edilmistir.

Elde edilen sonuglar karsilastirildiginda laktobasillerle uyarimin PMA ile
farklilagtinlmig THP-1 hicrelerinde streptokoklara gére anlamli sekilde yuiksek

proinflamatuvar sitokin cevabi olusturuldugu goérilmektedir

Laktobasil suslarindan o6zellikle 25 ve 29 nolu izolatlarin IL-8 sekresyonunu
baskiladigi ve otoimmun cevabin duzenlenmesinden Onemli rol alabilecegi

dusunulmektedir.

Kullandigimiz farkh hticre dizileri, farkli LAB’leri ile birlikte etkilesimi sirasinda, hicre
dizilerinin birbirinden farkli yanit vermesi ve sitokin olugturmasi diger hucre

dizilerinin de yapilacak ¢alismalarda etkilesimin farkli olacagini géstermektedir.
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Dogal immun sistemimizin elemanlarindan olan NK hicreleri ve makrofajlarin LAB
ile etkilesimiyle elde edilen sonuglarin, proinflamatuvar ve anti inflamatuvar

tepkilerin anlasiimasi hususunda 6nemli katkisi olacagi degerlendiriimektedir.
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5. SONUCLAR
112D052 kodlu “Geleneksel Yogurt Orneklerinden izole Edilen Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus izolatlarinin
EnduUstriyel Yogurt Uretimine Uygunlugunun Saptanarak Starter
Kombinasyonlarinin Gelistiriimesi” adli SAN-TEZ projesi ile desteklenen tez
calismasinda, Turk Halki’'nin damak zevkine uygun yogurt Uretiminin yapilabilmesi
ve dogrudan yabanci starter kultur Ureticilerine olan bagimliigin azaltiimasi
amaciyla vyerel kaynaklardan izole edilmis yogurt starter Kkalturlerinin
proteomik/genomik yéntemlerle tanimlanmasi, antibiyotik direnglili§inin ve immun

sisteme etkilerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Bu cercevede, ulkemizin gesitli bolgelerinden alinan geleneksel yontemlerle Uretilen
toplam 39 yogurt érneginden, stpheli 153 S. thermophilus ve 28 Lb. bulgaricus

izolati elde edilmigtir.

Elde edilen izolatlarin sirasiyla, MALDI-TOF MS, gergek-zamanh PZR ve 16S rRNA

sekans analizleri yapiimigtir.

MALDI-TOF MS ile yapilan analiz sonucunda, 53 S. thermophilus ve 23
Lb. bulgaricus izolatinin, gercek-zamanl PZR ile yapilan analiz sonucunda, 49
S. thermophilus ve 22 Lb. bulgaricus izolatinin tanimlamasi yapilmistir. Her iki
yontemle vyapilan tanimlama sonuglarinin, S. thermophilus igin %92.4,

Lb. bulgaricus i¢in %95.7 oraninda uyustugu goralmuastur.

16S rRNA sekans analizinde 1 S. thermophilus ve 9 Lb. bulgaricus izolatinin
tanimlamasi yapilmistir. Diger iki analiz sonucu ile arasinda meydana gelen
uyumsuzluk, daha 6nce tanimlamasi yapilan izolatlarin ticari kodkenli olmasi

sebebiyle 6zelliklerini yitirmesinden kaynakli olabilecegi seklinde degerlendirilmistir.

Cahismada MALDI-TOF MS vel/veya gercek-zamanli PZR ile vyapilan 61
S. thermophilus ve 21 Lb. bulgaricus izolatinin 9 farkli antibiyotige (gentamisin,
tetrasiklin, kloramfenikol, penisilin G, klortetrasiklin, ampisilin, roksitrimosin,
linkomisin ve streptomisin) karsi direnglikleri makro diliisyon tiip yontemiyle, MiK
(minimum inhibasyon konsantrasyonu) degeri belirlenerek tespit edilmistir. Sonuglar

EFSA 2008 antibiyotik sinir degerlerine gére degerlendirilmistir.

S. thermophilus izolatlarinin gentamisine, Lb. bulgaricus izolatlarinin ise

streptomisin ve kloramfenikole %100 direngli oldugu belirlenirken, S. thermophilus
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izolatlarinin kloramfenikole %90.2, tetrasikline %73.8, Lb. bulgaricus izolatlarinin
gentamisine %95.2, tetrasikline %57.1 direncli oldugu, tim izolatlarin en ¢ok duyarl

oldugu antibiyotik ampisilin olarak tespit edilmistir.

Antibiyotik direng genlerinin yayihiminda tuketilen gidalarin etkili oldugu
dusunuldugunde, ozellikle hayvan saghgi ile ilgili sorunlarda siklikla antibiyotiklere
basvurulmasinin antibiyotik direncliliginin artisinda 6nemli kaynak olacagi agiktir.
Calismamiz ile ortaya konan, geleneksel yontemlerle Uretilen yogurt 6rneklerinden
izole edilen izolatlarin yuksek antibiyotik direngliligi, hayvanlara uygulanan

antibiyotiklerin direncliligi ciddi duzeyde arttirdigi sonucunu desteklemektedir.

Bu sebeple, Uretimde kullanilacak starter kulturlerin, periyodik olarak antibiyotik

direnclik testlerinin yapilmasi gerekmektedir.

Genellikle LAB’nin, immun sistemi etkileyerek anti inflamatuar sitokinler olan IL-10
dizeylerini arttinrken TNF-a, ve IL-8 gibi proinflamatuvar sitokin Uretimini
dusurmektedir. Ayrica INF-y TGF-B sekreyonunu degistirerek immunmodulatuar
etki gosterebilirler [142].

Calisma kapsaminda LAB, immun sistemin énemli hiicreleri olan monosier hicreler
ve dogal katil hucreleri Uzerindeki etkileri degerlendiriimistir. Elde edilen sonuglar,
immun sisteme etkileri arastirilan LAB’nin, herbirinin farkh hicre proliferasyonu
etkisinin ve dogal bagisiklik sisteminde rol alan mediatorlere etkileri olabilecegini

gOstermigtir.

Hucre dizilerinin St27 nolu izolat ile etkilesimi sonucu meydana gelen hicre
sayisinda azalma ile tespit edilen sitokin duzeyleri, tiketime sunulacak yogurdun
igerisinde bulunmasi durumunda, dogal bagisiklik sisteminin ve alerjik yanitin

yuksek duzeyde olabileceqi riskini ortaya koymaktadir.

Calisma kapsaminda izole edilen LAB’nin; immun hicreler olan THP-1 makrofaj ve
NK hucrelerinin proliferasyonunu arttirdigr gézlenmistir. Degerlendirilen sitokin
cevaplari da immun modulatuar etkilerini destekleyici yondedir. Lb25, Lb29, ML4-1,
ML7-6 nolu izolatlarin dogrudan veya bulundugu yogurtlarin tiketilmesinin saglikli
bireyler icin gida takviyesi olma ve immun sistemi guglendirebilecegi yonunde
potansiyel Urln olabilecegi belirlenmigtir. Bu bakterilerin immun modulatuar etkilerini

degerlendirmek Uzere ileri in vitro, in vivo galismalar yapilmasi ile saglik etkilerinin

118



daha dogru degerlendiriimesi ve etki mekanizmalarinin agiklanmasi mumkin

olacaktir.
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benzerlik orani %7’dir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- Kaynakga harig
2- Alintilar harig/dahil
3- 5kelimeden daha az értiisme igeren metin kisimlari harig

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Calismasi Orjinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasi Uygulama
Esaslarr’ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢alismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim.

31/08/2018

Adi Soyadi: Riza TABAK
Ogrenci No: N12149933
Anabilim Dali: Gida Miihendisligi

Programi: Gida Miihendisligi

Statiisii: [ ] Y.Lisans Doktora [ Biitiinlesik Dr.

DANISMAN ONAYI
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