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Bu calismada farkli yas gruplarina ait insanlarin ve anne siitii ile beslenen yeni doganlarin gaytasindan
izole edilen laktik asit bakterileri API-S0CHL kit kullanim1 ve 16S rDNA dizi analizi tanimlanmustir.
Tamimlanan bu suslardan 4 tanesi Lactobacillus fermentum, 1 tanesi Lactobacillus salivarious, 2 tanesi
Lactobacillus rhamnosus, 6 tanesi Pediococcus acidilactici, 4 tanesi Pediococcus pentosaceus ve 1 tanesi
de Enterococcus faecium olarak Mikrobiyal Genetik Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonuna dahil edilmistir.
Tamimlanan suslardan bakteriyosin iireten Enterococcus faecium susu, Enterococcus faecium OZ-E25
olarak adlandirilmis ve susa ait bazi probiyotik 6zellikler in vitro kosullarda tespit edilmistir. Probiyotik
Ozellikler kapsaminda disiik pH, pH-pepsin denemeleri, pankreatin ve safra tuzunda gelisimleri
incelenmigtir. Hemolitik aktivitesi ve antibiyotik duyarlilik seviyeleri saptanmstir. E. faecium OZ-E25
susunun 5.saatin sonunda otoagregasyonu % 80,9 iken S. Typhimurium SL 1344 ve E .coli LMG 3083
(ETEC) ile 5.saatin sonundaki koagregasyon yiizdesi sirastyla % 8,00 ve % 12,50 olarak belirlenmistir. E.
faecium OZ-E25 susunun Caco-2 hiicrelerine tutunma yiizdesi % 11,70 (£1,45) olarak saptanmustir.
Yarigma denemelerinde ise E. faecium OZ-E25 susunun E. coli LMG 3083 (ETEC) ve S. Typhimurium
SL 1344 suslarinin tutunmalarimi sirasiyla % 81,55 + 5.40 ve % 80,12 £ 2,67 oraninda engellendigi
gozlemlenmistir. E. faecium OZ-E25 susunun iretmis oldugu bakteriyosinin molekiiler agirligi Trisin-
SDS-PAGE kullanilarak 4,5-5,0 kDa olarak saptanmustir. 7 farkli enterosin primerinin kullanimi ile
gerceklestirilen PZR calismast neticesinde sus tarafindan iiretilen enterosinin enterosin A oldugu

belirlenmistir.
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ABSTRACT

Master Thesis

PROBIOTICS PROPERTIES OF SOME LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM
FAECES SAMPLES

Elif YURUMEZ

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem AYDIN OSMANAGAOGLU

In this study some probiotic properties of lactic acid bacteria (LAB) isolated from faeces of healthy
people and infant from different ages are determined by using APIS0 kit and 16s rDNA sequence
analysis. 4 Lactobacillus fermentum, 1 Lactobacillus salivarius, 2 Lactobacillus rhamnosus; 6
Pediococcus acidilactici, 4 Pediococcus pentosaceus and 1 Enterococcus faecium are isolated according
to the 16S rDNA sequence which added to Microbial Genetic Laboratory. Enterococcus faecium strain
with antimicrobial activity was named as Enterococcus faecium OZ-E25 and some probiotic properties of
the strain was determined at in vitro conditions. The strain was tested against low pH, pH-pepsin,
pancreatin and bile salt; hemolytic activity and antibiotic resistance was assigned to identify some
probiotic properties. Hemolytic activity and antibiotic sensitivity levels of the strain were determined.
Autoaggregation of E. faecium OZ-E25 strain was % 80,9 at the end of the fifth hour whereas the
coaggregation of E. faecium OZ-E25 strain with S. Typhimurium SL 1344 and E. coli LMG 3083 (ETEC)
were respectively % 8,00 and % 12,50. at the end of the fifth hour. Adhesion of E. faecium OZ-E25
strain to Caco-2 cells was determined as 11,70 % (£1,45). In competition study, adhesion of E. coli LMG
3083 and S. Typhimurium SL 1344 to Caco-2 cells was obstructed by Enterococcus faecium OZ-E25
respectively 81,55 % + 5.40 and 80,12 % + 2,67. Molecular weight of the bacteriocin produced by E.
faecium OZ-E25 was determined as 4,5-5 kDa by using Tricin SDS-PAGE. According to the results of
the PCR study realized by seven different enterocin primers, enterocin produced by the strain defined as

enterocin A.

July 2011, 123 pages
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Yasam kaynagim, en koti glinimde bile beni giildiirmeyi basaran, her sikmmtimi ve
mutlulugumu paylastigim, hayatimda her zaman ilk sirada yer alacak olan, tezimin her
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SIMGELER DiZiNi

ATCC American Type Culture Collection
Bp Baz Cifti

C Sitozin

°C Santigrat Derece

Caco-2 Adenokarsinoma hiicreleri
dNTP Deoksi

dk Dakika

DNA Deoksiriboniikleik Asit

EDTA Etilendiamin Tetra-Asetik Asit
EtBr Etidyum Bromit

EPS Eksopolisakkarit

FDA Food and Drug Administration
gr Gram

GRAS Generally Regarded As Safe
H202 Hidrojen poreksit

IBS Spastik kolon sendromu

kDa Kilodalton

LAB Laktik Asit Bakterileri

LB Luria Bertani

Mg Magnezyum

mg Miligram

MgCI2 Magnezyum Kloriir

MgSOq4 Magnezyum Siilfat

ml Mililitre

MnSOy4 Manganez Siilfat

MRS De Man, Rogosa ve Sharpe Broth
NaCl Sodyum Kloriir

ng nanogram

NaOH Sodyum Hidroksit

NaPO, Sodyum fosfat

X
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0sO4

PCR (PCR)

SDS

sSn

TBE

TGE

Uv

WHO

HE

pum

Nanometre

Hidroksil

Osmiyum tetraoksit
Polymerase Chain Reaction
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu)
Sodyum dodesil siilfat

Saniye

Tris-Borik asit-EDTA

Tripton Glukoz Yeast Ekstrakt
Melting Temperature (Erime Sicakligi)
Ultra Viyole

Volt

Diinya Saglik Orgiitii

Mikro

Mikrogram

Mikrolitre

Mikrometre
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1. GIRIS

Giliniimiizde gida pazarinin biiylik payimi probiyotik gidalar olusturmaktadir (Saarela
2007). Probiyotik iirlinlerin tiiketiminin her gegen giin arttig1 bilinmektedir ve bu artisin
gostergeleri olarak Amerika Birlesik Devletleri’ndeki yogurtlarin % 60’nin probiyotik
kiiltiir icermesi ve Finlandiya’da tiiketicilerin % 64’niin probiyotik iiriin tiiketmesi
gosterilebilir. (Campagne ve Gardner 2005, Saarela 2007). Avrupa iilkelerinde en ¢ok
tilkketilen lriinler arasinda probiyotik bakterileri igeren siit {iriinlerinin ikinci sirada yer
aldig1 belirtilmektedir (Menrad 2003). Giinlimiizde probiyotik katkili iiriinler, kiiresel

pazar payinin 1,5 milyar dolarin iizerinde oldugunu isaret etmektedir (Heller 2009).

Probiyotikler laktik asit bakterilerini de iceren bazi yararli maya ve bakteriler olarak
bilinmektedir. Yiizyillardir probiyotikler fermente siit iriinleri (yogurt, kefir vs.)
araciligiyla insan beslenmesinde yerini almistir. Probiyotik mikroorganizmalar
tirettikleri maddeler yardimiyla gidalarin sindirimine, vitamin iiretimine ve zararh
mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin 6nlenmesine yardimei olarak dogal
floranin dengesini korumaktadir. Bu o6zelliklerinden dolayr son yillarda bu faydal
bakteriler, yogurt gibi fermente siit iirlinlerine eklenerek, probiyotik {iriin olarak

piyasaya sunulmaktadir (Sanders 2003).

Probiyotiklerin ¢ogu “laktik asit bakterileri” (LAB) olarak tanimlanmis, insan
gastrointestinal mikroflorasinin dnemli bir pargasi olan, zararh 6zellik tasimayan genis
bir bakteri grubuna dahildir (Gionchetti vd. 2000). Probiyotik olarak kullanilan laktik
asit bakterilerine dahil olan bakterilere 6rnek olarak Lactobacillus sp., Bifidobacterium
sp. ve Enterococcus sp. verilebilir (Klein vd. 1998). Bazi iilkelerde probiyotik olarak
Enterococcus sp.’nin kullanimi1 antibiyotik direng genlerini igermesi bakimindan

tartisma konusu olusturmaktadir (Lund ve Edlund 2001).

Viicuda alian probiyotiklerin etkilerini gosterebilmeleri i¢in canli olarak ve ¢ok sayida
bagirsak sistemine ulagmalar1 gerektigi bilinmektedir. Bu nedenle probiyotik olacak
suslarin mide asiditesine ve safra tuzlarina kars1 direngli olmalari, patojenlerle miicadele
edebilmeleri, bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri antimikrobiyal maddeleri

tiretmeleri ve probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarin konak¢i sagligina



zarar vermemesi gerekmektedir (Salminen ve vonWright 1998). Ayrica gastrointestinal
sistem duvarina tutunarak kolonize olmalari, konukcu iizerindeki olumlu etkilerinin ¢ok
kisa siirede baglamasi (birkag veya 1 haftadan kisa) ve antibiyotik alindiginda etkilerini

stirdiirebilmeleri gerekmektedir (Young ve Huffman 2003).

Probiyotiklerin en ¢ok gastrointestinal sistem lizerine olan yararlar1 arastirilmaktadir.
Akut ishal tedavisine, spastik kolon sendromu (IBS) gibi hastaliklarin hafifletilmesinde
etkili olabilecegi diisliniilmektedir (Senok vd. 2005). Akut ishal tedavisinde etkinligi
saptanmig probiyotik suslarin kronik ve tekrarlayan ishallerde kullanilabilecegi
bildirilmistir (Benchimol ve Mack 2004). Rotaviriisler tarafindan olusturulan diyarenin
stiresinin probiyotik kullanimi ile kisaltilabilecegi yapilan bir calismada gosterilmistir

(Pant vd. 1996).

Bu calismada, cesitli yas gruplarina ait bireylerden alinan gayta 6rneklerinden izole
edilen laktik asit bakterilerinden antimikrobiyal aktiviteye sahip olan Enterococcus
faecium OZ-E25 susunun probiyotik dzelliklerinin arastirilmasi amaglanmistir. Uretmis
oldugu bakteriyosinin saflastirilmast gergeklestirilerek PZR ile bakteriyosin geninin

tespiti amaglanmaistir.



2. KAYNAK OZETLERIi
2.1 Bagirsak Florasi

Intestinal flora, oldukca yiiksek bir popiilasyona yani 400°den fazla bakteriyal tiir iceren
bir ekosisteme sahiptir (Luckey ve Floch 1972). Mide-bagirsak sisteminin i¢eriginde yer
alan trilyonlarca mikroorganizma yaklasik 1,5 kg gibi bir kitle degerindedir. Bir baska
ifade ile kolonda 1 g diskida 1x10"* CFU (coloni forming unit) bakteri bulunmaktadir.
S6z konusu flora lyeleri, bagirsak savunma mekanizmasinda 6nemli rol oynarlar
(Collins ve Ribson 1999). Buna ek olarak gastrointestinal flora, patojenlere kars1 dogal
bir bariyer olusturarak immiin sistemi ve bagirsak hareketlerini stimiile eder (Hentges

1992).

Intestinal sistemde yaygin olarak bulunan mikroorganizmalarin dagilimi ¢izelge 2.1°de
belirtilmistir. Sindirim sistemindeki mikrobiyal yiik ve cesitlilik beslenme sekli,
bagisiklik, pH, yas ve antimikrobiyal bilesenler gibi bir¢ok faktore bagli olarak
degisiklik gostermektedir (Fooks vd. 1999). Midede ¢ok az mikroorganizma bulunurken
bagirsagin sonlarina dogru sayida artis gozlenmektedir. Mide ve ince bagirsagin biiyilik
bir kisminda kolonizasyon bu bdlgedeki asidite yiiziinden sinirhidir. Kalin bagirsaktaki
mikroorganizma sayisi 10'*’ ye kadar yiikselmektedir (Ballongue 1993). Mikrobiyal
flora, midede 101-103 kob/g, jejunumda 107 kob/g, ileumda 109 kob/g degerlerinde
olurken kalin bagirsakta 1011-1012 kob/g yogunluga ulasmaktadir (Isolauri 2004).



Cizelge 2.1 Insan sindirim sisteminde bulunan mikroorganizmalar (Fooks vd. 1999)

Bakteri genuslari

Enterobacteries Bifidobacterium longum
Streptococcus Bifidobacterium breve
Lactobacillus salivarius Bifidobacterium infantis
Lactobacillus fermentum Enterococcus sp.
Lactobacillus gasseri Bacteroides
Lactobacillus acidophilus Eubacterium
Staphylococcus Peptosteptococcus
Kiifler Megasphaera
Peptococcus Gemmiger

Clostridium Treponema
Fusobacterium Escherichia coli
Eurobacterium Bacillus

Veillonella Pseudomonas
Corynebacterium

Probiyotikler, bagirsaklarin mikrobiyal populasyonunun yararl etkilerini destekleyen
canli mikroorganizmalardir (Holzapfel ve Schillnger 2002). insan intestinal sisteminde
laktik asit bakterileri (LAB) dogal olarak meydana geldigi i¢in intestinal suslar 6zellikle
ticari amagla kullanilmak {izere probiyotik olarak gelistirilmektedir (Pinto vd. 2006).

Kalin bagirsakta Bacteriodes, Clostridia ve Escherichia coli gibi patojen
mikroorganizmalar bulunmaktadir. Bu mikroorganizmalarin patojenik etkileri kalin
bagirsak mikroflorasinda dengede tutulmaktadir (Ziemer ve Gibson 1998). Ancak
patojenlerle kontamine olmus gidalarin viicuda alinmasiyla veya mikrobiyal florayi
etkileyen faktorlerin degismesine bagl olarak patojenler cogalarak saglik sorunlarina
yol agabilmektedir. Viicuda yararli mikroorganizmalarin alinmasi veya bu
mikroorganizmalarin gelisimini tesvik edecek faktorlerin olusmasi durumda saglik

tizerinde olumlu etkiler gézlenmektedir (Holzapfel 2006).



2.2 Probiyotiklerin Tanimi

Probiyotik kelimesi Yunancadan tiiretilmistir ve anlami yasam igindir. Ik kez
probiyotik tanimi antibiyotigin zit anlamlist olarak Lilley ve Stillwell tarafindan bir
organizmanin gelisimi i¢in bagka bir organizma tarafindan salinan maddelerin
tanimlanmasi seklinde kullanilmistir. Probiyotikler ve sagliga olumlu etkileri tizerine ilk
calisma ise 19. yiizyilin sonlarinda Rus bilim adami1 Metchnikoff tarafindan yapilmistir.
Metchnikoff mikrofloranin olusmasi tizerine sistematik olarak calismis ve fermente siit
tirtinlerinin viicutta bulunan toksik bir maddeden dolay1 zehirlenmeyi engelledigini 6ne
stirmiistiir (Fuller 1989,1999, Gismondo ve Drago 1999). 1974 yilinda Parker bagirsak
dengesinin saglanmasina yardim eden, bagirsak mikrobiyal florasina katkida bulunan
organizmalar1 ve irettikleri maddeleri probiyotik olarak tanimlamistir (Fuller 1999,
Schrezenmeir ve de Vrese 2001). Fuller, probiyotikleri “Konak¢inin intestinal
mikroflorasinin gelisimini tesvik eden canli mikrobiyal katki maddeleri” olarak
tanimlamistir. Bu tanimda giiclii bir probiyotik etki i¢in canli hiicre varliginin 6nemi
ozellikle vurgulanmaktadir. Probiyotiklerin canli bir mikrobiyal yem olarak
kullanildiginda konak hayvanin bagirsak mikrobiyal dengesini gelistirerek olumlu

yonde etkiledigini agiklamistir (Naidu vd. 1999).

Probiyotiklerin canli olmayan formlarinin saglik {izerine yararl etkileri oldugu da 6ne
stiriilmektedir. Bagirsak mikroflorasinin bilesim ve aktivitesindeki olumsuz degismeleri
minimum diizeye indirmek ve bunun bireye olan etkilerini sinirlamak i¢in gelistirilen
diyetetik yontemler i¢inde oncelikle probiyotiklerin kullanilmasinin yaninda, 6zellikle
son yillarda bu mikroorganizmalarin gelismesini tesvik etmek amaciyla

prebiyotiklerden de yararlanilmaktadir (Fuller ve Gibson 1998).

Uriinlerdeki mikrobiyal yogunluklarmin yaninda probiyotiklerin tiiketimi ile ilgili bir
diger Onemli konu, sindirim sisteminde tutunarak aktive gostermelerine ragmen
probiyotiklerin sindirim sisteminde uzun siire kolonize olamamasidir. Ayrica sindirim
sisteminde ¢ogalmalar1 yavas olmaktadir. Bu siirecte metabolik olarak aktif
durumdadirlar (Marco vd. 2006). Baz1 tip probiyotik bakteriler sindirim enzimlerinden
etkilenirler, fakat 6nemli bir miktar1 intestinal kanalda hayatta kalarak kolona ulasir

(Oozeer vd. 2002).



2.3 Probiyotik Olarak Kullamilan Mikroorganizmalar

Probiyotik olarak en siklikla kullanilan bakteriler laktik asit bakterileri (Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus) dir. Ancak bu
tiirlerin tiim suslarin1 probiyotik olarak kullanmak miimkiin degildir. Bunlar bagirsak
florasinda ve bir¢cok fermente siit iirlinlerinde dogal olarak bulunmaktadir. Gidalarin
insan ve hayvan kaynakli izolatlarin ¢ogunlukla Enterococcus faecalis ve Enterococcus
faecium tirlerini igerdigi gOriilmiistiir. Gilivenirlilik ve fonksiyonlarn ile ilgili
ozelliklerin susa spesifik olmasi nedeniyle gida ya da probiyotik preparasyonlarin
hazirlanmasinda kullanilacak enterokoklarin sus bazinda dikkatli bir sekilde
degerlendirilmesi gerekmektedir (Vancanneyt vd. 2002). Bakteriyosin iiretimi gibi
mikrobiyolojik 6zelliklere sahip olsalar da patojenlere antimikrobiyal diren¢ aktarimina
neden olabileceklerinden endise edilmektedir. Bu bakterilerin ticari formlar ilag
preparasyonlar1 veya gidalara canli bakteri eklenmesiyle hazirlanmaktadir (Mombelli ve

Gismondo 2000).

2.3.1 Laktik asit bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB), dogada yaygin olarak bulunan, ¢esitli gida maddelerinde
sitkca rastlanan bozulmalara neden olmalart ve bazi gidalarin dretimi  ve
olgunlastirilmalarinda olumlu ve 6nemli rol oynamalar1 nedeniyle gida teknolojisinde
onemli yer tutmaktadirlar (Champomier-Verges vd. 2002). Gidalarin bozulmasina
neden olan mikroorganizmalar veya gida kaynakli patojenleri iceren bazi
mikroorganizmalara karsi antagonistik aktivite gosterdikleri de bilinmektedir. Laktik
asit bakterilerinin diger mikroorganizmalara kars1 gosterdigi bu antagonistik aktivitenin
farkli baz1 mekanizmalar sonucu olustugu bilinmektedir (Parada vd. 2007). Bazi
gidalarin mikroflorasinda dogal olarak bulunan ya da sonradan eklenen LAB
kiiltiirlerinin genellikle zararsiz oldugu ve insan saglig1 i¢in bir avantaj oldugu kabul
edilmektedir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde laktik asit bakterileri GRAS (genellikle
giivenli kabul edilen) statiistinde kabul edilirler. LAB’lerinin bazi metabolitleri ve diger
starter kiiltiir bakterilerinin gidalarda kullanilmasina ve ilave edilmesine izin verilmistir

(Osmanagaoglu ve Beyatli1 2002).



Probiyotik olarak kullanilan en yaygin laktik asit bakterileri siniflandirmada 6 gruba
ayrilir. Bunlar; Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus
ve Lactococcus’tur (Tannock 1997). Bu bakteriler fermente olan veya olmayan
gidalarda mevcut olmakla beraber insan kommensal mikroflorasinin da en 6nemli
bilesenlerindendir. Giivenli olduklarinin bilinmesi ve 6zellikle de probiyotik bir rol

tistlenmeleri nedeniyle ilgi cekmektedirler.

2.3.1.1 Lactococcus

Laktokoklar, Gram-pozitif, katalaz negatif, hareketsiz ve spor olusturmayan bakteriler
olarak tanimlanmaktadirlar. Gelismeleri i¢in basta azot kaynaklari olmak iizere ¢ok
sayida besin maddesine ihtiya¢ duyarlar. Homofermentetif 6zellikte olan laktokoklar,
karbonhidrat katabolizmasi sonucu ana tirlin olarak laktik asit tiretmektedirler. Optimum
gelisme sicakliklart 30 °C’dir. 10 °C’nin altinda ve 45 °C’nin istiinde gelismedikleri
icin hem streptokoklardan hem de enterokoklardan ayrilirlar (Schlefier 1987, Holt vd.
1994).

Lactococcus lactis, insan ve ¢ogu hayvanin gastrointestinal bolgesinde bulunan énemli
bir laktik asit bakterisi tiiriidiir (Dieye vd. 2003, Nouaille vd. 2003). Peynir, tereyagi,
krema ve yogurt gibi fermente siit tirlinlerinde starter kiiltiir olarak kullanimlarindan
dolay1 ozellikle L. lactis subsp. cremoris genis bir aralikta fermente siit Uriinlerinde

kullanilmaktadir (Stiles ve Holzapfel 1997).

2.3.1.2 Lactobacillus

Laktobasiller, laktik asit bakterileri grubunda genis yere sahip olan tiirlerdir. insan,
hayvan, bitki ve gidalardan izole edilen fenotipik, biyokimyasal ve fizyolojik ¢esitlilik
gosteren ¢ok fazla susa sahiptir. Laktobasiller peynir, yogurt, hamur ekmekleri, zeytin,
tursu, fermente balik ve sosis-sucuk iiretiminde starter kiiltlir olarak kullanilirlar ve
fermente edilmemis sebzelerde dogal biyolojik koruyucu olarak 6n plana c¢ikarlar.
Gastrointestinal bdlgede kolonize olan laktobasil tiirlerinin probiyotik olarak etki

gosterdigi rapor edilmistir.



Lactobacillus cinsi bakteriler mikroskopta ¢ubuk, uzun zincir ya da kokobasil seklinde
goriilen, Gram-pozitif, spor olusturmayan, katalaz negatif, birkag tiir disinda hareketsiz
bakterilerdir. Fermentasyon sonunda olusan {iriinlere goére homofermantatif ve
heterofermantatif  tiirleri ~ bulunmaktadir.  Kromozomlarindaki  niikleik  asit

kompozisyonunun % 33-55’ini G+C olusturmaktadir (Stiles ve Holzapfel 1997).

Lactobacillus tiirlerine farkli ortamlarda siklikla rastlanmaktadir. Dogada oldukca
yaygin olarak bulunmaktadirlar. Genellikle zengin karbonhidrat bulunan ortamlarda
yasarlar. Karbonhidrat metabolizmasi sonucunda olusan iirlinler ortamin asiditesini
arttirir. Boylece bu tip ortamlarda gelisemeyen bakteriler igin antimikrobiyal etki yaratir

(Hammes ve Vogel 1995).

2.3.1.3 Leuconostoc

Leuconostoc tiirleri ovoid kok ve genellikle zincir seklindedir. Optimum gelisme
sicakliklart 20-30 °C’dir. Yaygin olarak bitki, siit iiriinleri ve diger gidalarda
bulunmaktadir. Heterofermantasyon ile glikozu fermente ederek, baslica D-laktat,
etanol ve gaz liretmektedir. Bu bakteri grubu, fermente gida iiriinlerinin (6rnegin siit,
tereyagi, peynir ve et) tekstiir ve organoleptik kalitesindeki degisimlerde 6nemli rol

oynamaktadir (Dellaglio vd. 1985).

Leuconostoc grubu dekstranin liretimi ile seker proseslerinde ve sarap iiretimindeki
malalaktik fermentasyon ile meydana getirdikleri bozulmalar agisindan 6nemli spesifik
ticari degere sahiptirler. Giinliik fermentasyonlarda sitrattan tat komponentlerinin
tiretimi ve dekstranin {iretimi arastirmalari, endiistri ve medikalde genis capta yer

almaktadir (Stiles ve Holzapfel 1997).

Lokonostoklarin 4  tiirii  oldugu ortaya konmustur. Leuconostoc lactis, Leu.
mesenteroides, Leu. paramesenteroides ve Leu. oenos’tur. Leu. cremoris ve Leu.

dextranicum ise Leu. mesenteroides ‘in alt tiirleri olarak tanimlanmistir (Fox 2004).



2.3.1.4 Enterococcus

Enterokok tiirleri laktik asit bakterileri arasinda bulunan ve gidalarda 6nemli yerleri
olan bakterilerdir. Filogenetik olarak Streptococcus ve Lactococcus cinslerinden daha

cok Carnobacterium cinsine yakindirlar (Devriese vd. 1993).

Enterokoklar ilk olarak 1899 yilinda Thiercelin tarafindan tanimlanmistir. Enterococcus
cins ad1 1903 yilinda Thiercelin ve Jouhaud tarafindan bagirsak kaynakli Gram-pozitif
diplokoklar i¢in onerilmistir. Andrewes ve Holder ise 1906°da endokarditis goriilen bir
hastadan izole edilen potansiyel patojen bir bakteriyi, insan bagirsagindan izole edilen
suslara benzerliginden dolay1 Streptococcus faecalis olarak simiflandirmistir (Franz vd.
1999). Daha sonra 1933 yilinda Lancefield tarafindan D grup antijene sahip olan fekal
streptokoklar i¢in serolojik bir tiplendirme gelistirilmistir. Strepfococcus cinsi bakteriler
1937 yilinda Sherman tarafindan; piyojenik streptokoklar, viridans streptokoklar, laktik
streptokoklar ve enterokoklar olmak iizere 4 gruba ayrilmistir. Enterokok grubunun
icinde Streptococcus faecalis, Streptococcus faecium, Streptococcus bovis ve
Streptococcus equinus yer almistir. Streptococcus durans, ya ayri bir tiir olarak ya da S.
faecium’un alt tiirli olarak tanimlanmustir. Streptococcus cinsi 1984 yilinda DNA-DNA
ve DNA-RNA hibridizasyon calismalari ile bunlarin streptokoklardan farklilig1 ortaya
konmus ve buna bagli olarak Enterococcus olarak ayri bir cins olarak kabul edilmistir.
Streptococcus, Lactococcus ve Enterococcus olmak tizere 3 ayri cins bashginda
anilmaya baslanmistir (Schleifer ve Kilpper-Balz 1984). 16S rRNA dizilimi dikkate
alindiginda enterokoklar 4 gruba ayrilmaktadir. E. faecium, E. hirae, E. mundtii
“faecium” grubu i¢inde; E. avium, E. raffinosus, E. malodoratus ve E. pseudoavium
“avium” grubu i¢inde; E. classeliflavus ve E. gallinarum “gallinarum” grubu i¢inde yer
almakta; E. columbae ve E. cecorum da dordiincii grubu olusturmaktadir. E. faecalis, E.
dispar, E. flavescens, E. saccharolyticus, E. sulfurous ve E. seriolicida gibi diger tim

enterokoklar bireysel olarak siniflandirilmistir (Franz vd. 1999, 2003, Klein 2003).

Enterokoklar, insan ve hayvanlarda normal intestinal florada bulunurlar. insan ve
hayvan kaynakli fekal materyaller tarafindan kontamine olmus c¢evrelerde de
yaygindirlar (Franz vd. 1999). Primer patojen olarak degerlendirilmezler fakat

antimikrobiyal ajanlara kars1 yliksek diren¢ gosterme yeteneklerine bagh olarak diinya



capinda nozokomiyal patojenler olarak ortaya ¢ikmaktadirlar (Linden ve Miller 1999).
Fonksiyonel ozelliklerinden yani asitlik, proteoliz ve lipolitik aktiviteleri, sitrat
metabolizmasi, probiyotik oOzellikleri ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal aktiviteye
sahip proteinleri sentezleme yeteneklerinden dolay1 fermente gida endiistrisinde dnemli
yer tutan laktik asit bakterileridir (Andrighetto vd. 2001, Sarantinopoulos vd. 2001,
Franz vd. 2003, Moreno vd. 2006, Ogier ve Serror 2008).

Enterokoklar 1siyla muamele edilen yiyeceklerde ciiriimeye neden olsalar da bazi
peynirlerde starter kiiltiir olarak, insan ve hayvanlarda ise probiyotik kiiltiir olarak
kullanilmaktadirlar (Jay 2000). Optimum gelisim sicakliklar1 37°C’dir. 10—45°C sicaklik
araliginda, pH 9.6’da, % 6.5 NaCl’de ve % 40 tuzda gelisim gosterebilirler (Domig vd.
2003).

Enterokoklar bircok gidada gida giivenliginin gelistirilmesi i¢in uygun goriilen
mikrobiyal katkilardandir. Bakteriyosin lireten enterokok suslart peynirin de dahil
oldugu bir¢ok gida grubuna ilave edildiginde bu gidalarda Listeria monocytogenes gibi
gida patojenlerinin gelisimi engelleyebilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda enterokoklarin,
geleneksel peynirlerin  olgunlasma ve aroma gelisiminde Onemli rol oynadigi
bildirilmektedir. Enterococcus faecalis, Enterococcus durans ve Enterococcus faecium
bakterilerinin gesitli suslarinin destek kiiltiir olarak Cheddar peynirinde kullaniminda
olumlu sonuglar elde edilmistir. Bu mikroorganizmalarin ilavesi proteoliz ve lipolizi

arttirarak aroma gelisimini hizlandirmistir (Gillian vd. 1999).

Enterokoklarin bir¢ok tiyesi bakteriyosin liretmektedir. Enterokoklarin iiretmis oldugu
bakteriyosinlerden en iyi karakterize edilenler; enterocin A, enterocin B, enterocin P,
enterocin L50 ve enterocin Q’dur. Bu bakteriyosinler ¢esitli fermente gidalardan izole

edilen Enterococcus faecium tarafindan tiretilmektedir (Kang ve Lee 2005).

Enterococcus cinsi i¢inde su ana kadar tanimlanmis 32 tiir bulunmaktadir. Bunlardan E.
faecalis and E. faecium en Onemli iki tiir olup insanlarin gastrointestinal sisteminin

dogal florasinda bulunmaktadirlar (Giraffa 2002).
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Bu cins i¢indeki tiirler E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. avium, E. casseliflavus, E.
malodoratus, E. hirae, E. gallinarum, E. mundtii, E. raffinosus, E. solitarius ve E.
pseudoavium’ dur. Ayrica son on yil icinde E. haemoperoxidus, E. villorum, E.
phoeniculicola, E. canis, E. moraviensis, E. columbae ve E. cecorum de enterokok cinsi

icinde tanimlanmistir (Koneman vd. 2005, Fisher ve Philips 2009).

2.3.1.5 Pediococcus

Gram pozitif, katalaz negatif, mikroaerofilik ve kok seklinde bakterilerdir. Koklar ikili
veya tekli sekilde bulunabilir veya kisa zincir veya tetrat olusturabilirler. Bu cinsin
tirleri tuza dayanikli homofermantatif bakterilerdir. Bitkilerde ve bazi fermente
triinlerde (6rnegin, tursu, bira, sarap) bulunmaktadir. % 5.5 tuz konsantrasyonunda
rahatlikla gelisebilirken, % 10 tuz konsantrasyonunda da zayif bir gelisme
gostermektedirler. Gelisebildikleri sicaklik araligit 7-45 °C’dir. Optimum gelisme
sicakliklart ise 25-37 °C arasinda degismektedir. Bu cinse ait tiirler tuza toleransh
olmalari, asit liretmelerinin yiiksek olmasi ve oldukc¢a genis bir sicaklik araliginda
gelisebilmeleri nedeniyle gida mikrobiyolojisinde ©6nemli rol oynamaktadir.
Pediococcus cerevisiae, P. acidilactici, P. pentosaceus dnemli Pediococcus tiirleridir.
P. cerevisiae, P. acidilactici tirleri 6zellikle tursu ve sucuk fermentasyonunda starter

kiiltiir olarak kullamlmaktadir (Unliitiirk ve Turantas 2003).

2.4 Probiyotik Mikroorganizmalarin Etki Mekanizmasi

Probiyotik bakteriler konuk¢uda ¢ok yonlii (multiple) ve farkl etkiler gostermektedir.
Intestinal luminal ortamu, epitelyal ve mukozal bariyer fonksiyonunu ve mukozal
immun sistemi etkileyebilmektedir. Probiyotiklerin konak¢iyr bagirsak sistemi
bozukluklarina kars1 nasil korudugunu aciklamaya c¢alisan bircok mekanizma
bulunmaktadir. Probiyotiklerin etkileri agiklayan c¢esitli mekanizmalar bulunmaktadir.
Bunlardan ilki antimikrobiyal bilesikler iireterek besinler ve kolonizasyon bolgeleri igin
rekabet ederek patojen ve zararli bakterilerin sayilarini azaltir. ikincisi luminal bdlgenin
pH’sin1 azaltir. Ugiinciisii antikor diizeyinin artmasi ve makrofaj aktivitesini arttirarak

bagirsak sistemini iyilestirmesidir. Dordiinciisii intestinal flora bariyerinin fonksiyonunu
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arttirmaktadir (Goldin ve Gorbach 1984, Salminen 1999, Rolfe 2000, Forestier vd.
2001, Ng vd. 2009).

Epitelyal hiicreler, dendritik hiicreler, monositler/makrofajlar, B hiicreleri, T hiicreleri
ve NK hiicreleri immun cevaba dahil olan bir dizi hiicre tipi tlizerinde etki
gostermektedirler. Enterik bakterilerin inhibisyonu ve bariyer fonksiyonun gelismesi
probiyotik bakteriler tarafindan saglanmaktadir. Mukus iiretimindeki artmayla intestinal
bariyer fonksiyonunda gelisme goriilmektedir. Probiyotik bakteriler ve intestinal

mukoza arasinda karsilikli bir sistematik cevap bulunmaktadir (Ng vd. 2009).

Probiyotik mikroorganizmalar, canli mikrobiyal hiicrelerin direkt etkileri veya bu
hiicrelerin metabolitleri araciligiyla dolayli etkileri ile faydali olabilirler. Genellikle
pozitif saglik etkileri saglamak i¢in siit {iriiniindeki probiyotik mikroorganizmalarin
canli olmasi gerektigi diisiiniilebilir. Ayrica canli yerine cansiz mikroorganizmalarin
kullanilmast daha wuzun raf Omriine sahip olmast ve buzdolabinda saklama
gereksinimlerinin azalmasindan dolay1 ekonomik olarak daha cazip olacaktir (Rietschel

ve Brade 1992).

2.5 Probiyotik Mikroorganizmalarin Saghk Acisindan Yararlari

Probiyotiklerin tiiketimi sonucu; laktoz toleransimi arttirmasi, sindirim sistemi
enfeksiyonlarin1 engellemesi, kanser riskini azaltmasi, kolesterolii diisiirmesi ve kalp-
damar hastaliklarin1 engellemesi, sindirim zorluklarini gidermesi, ¢esitli vitaminler
sentezleyerek besleyiciligi arttirmasi ve bagisiklik sisteminin kuvvetlenmesi gibi faydali
etkileri sayilabilir (Salminen vd. 1998, Fooks vd. 1999, Saarela vd. 2000, O’Sullivan
2006).

Probiyotikler, sindirim sistemi enfeksiyonlarina sebep olan bakterilere karsi
bakteriyosin veya antimikrobiyal madde iiretimi ile patojenleri inhibe etmektedirler. Bu
antimikrobiyallere organik asitler, kisa zincirli yag asitleri, hidrojen peroksit, etanol ve
diasetil gibi bilesenler 6rnek gosterilebilir. Ayrica sindirim sistemindeki epitel hiicreler
ile etkilesimi sonucu antikor ve immunoglobulin {iretimini arttirmaktadir (De Vuyst vd.

2004).

12



Probiyotik 6zellik gosteren canlilarin yaygin olarak kabul edilen 6zelliklerinden birisi
de kolesterol seviyesini diistirmeleridir (Pinto vd. 2006). Yiiksek kolesterol seviyesi
kalp-damar hastaliklarinin gelisimi agisindan ¢ok onemlidir, fakat kolesterol diistiriicii
ilaclar mevcut olmasina kargin hem fiyatlar1 hem de yan etkilerinden dolay1 kullanimlari
tercih edilmemektedir. Laktik asit bakterilerinin kalp-damar hastaliklari riskini arttiran
LDL-kolesterol ve fibrinojen seviyelerini diisiirdiigii tespit edilmistir (De Vries vd.
2006) Bu etkinin nedenlerinden birisi de safra asitlerinin enzimatik dekonjugasyonudur.
Sindirim sisteminden salgilandiktan sonra tekrar absorbe olduklarinda kolesteroliin
yeniden sentezinde kullanilabilmektedirler. Dekonjuge safra tuzlar1 konjuge formlarina
oranla daha zor emildikleri i¢in viicuttan daha fazla safra asidi atilim1 gergeklesir (Pinto

vd. 2006).

Sindirim sisteminde kolonize olan probiyotiklerin diger bir yararli etkisi enzimatik
faaliyetleri sonucu sindirim enzimleri tarafindan parcalanamayan bilesenlerin
parcalanmas1 ve emilimini saglamalaridir. Bu sayede bu bilesenlerin de kalin bagirsakta
emilimi saglanmaktadir (Marco vd. 2006, Cruz vd. 2007). Bunlara ilave olarak bazi
laktik asit bakterilerinin vitamin sentezleme ozelliklerinden dolay:r ekstra faydalar

oldugu bilinmektedir (Magarinos vd. 2007, Morelli 2007).

Son yapilan arastirmalarda ise probiyotiklerin bagisiklik sistemini kuvvetlendirdigi
belirtilmektedir. Bu 06zelligin etki mekanizmas1 bakteriler arasinda farkliliklar
gostermektedir. Bu mekanizmalar arasinda mukozanin IgA ve IgM tepkisini tesvik
etmesi, lenfosit liretimini ve fagositik aktiviteyi arttirmast gosterilmektedir (Saarela vd.
2000, Comanne vd. 2005). Ayrica sitokin ve T hiicrelerinin sentezini tetikledigi de

tespit edilmistir (De Vries vd. 2006, Holzapfel 2006).
2.6 Probiyotik Mikroorganizmalarda Aranan Ozellikler

Probiyotiklerin bulundugu konakg¢idaki diger mikroorganizmalara kars1 giiclii etkileri
oldugu ve konakgiya yararlar1 oldugu kabul edilmektedir. Ancak probiyotik olarak

kullanilacak mikroorganizmalarda bazi 6zelliklerin bulunmasi istenmektedir.
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Giivenilir olmali, kullanildig1 insan ve hayvanda yan etki olusturmamalidir. Stabilite
gosteren, karsinojenik ve patojenik bakterilere karsi antagonistik etki yapmalidir.
Konakgida hastaliklara direng gibi yararlt etkiler olusturabilmelidir. Antibiyotige baglh
ortaya ¢ikan hastaliklarda (diyare) bagirsak florasini diizenlemek amaci ile
kullanilabileceginden, bagirsaktaki antibiyotiklerden etkilenmemelidir. Uretim ve
depolama sirasinda canlilifin1 ve aktivitesini koruyabilmelidir. Probiyotikler patojenik

olmamali ve toksin tiretmemelidir (Gismondo ve Drago 1999, Saarela vd. 2000).

Pankreatik enzim, mide asiti ve safraya direng gostermesi, intestinal ekosistemde
canliligin1 devam ettirebilmesi, intestinal mukozaya tutunmasi, insan kaynakli olmasi,
giivenlik, kullanim ve saklama sirasinda 6zelliklerini koruyabilmesi, gida alerjilerine ve
patojenlere kars1 immiin sistemi giiclendirmesi, aktarilabilir antibiyotik diren¢ genlerine
sahip olmamas1 ve teknolojik olarak iyi 6zelliklere sahip olmasi bunlarin baslicalaridir.
Probiyotik tiretiminde kullanilan mikroorganizmalar FDA tarafindan GRAS (generally
recognised as safe) olarak tanimlanmis mikroorganizmalardir (Lee vd. 1999).
Probiyotik mikroorganizmalarin ortamin pH'm1 diisiirmesi, bakteriyosin gibi
antimikrobiyal peptidler salgilayarak patojenlerle miicadele etmesi de istenen 6nemli bir

ozelliktir (Young ve Huffman 2003).

Yapilan arastirmalar kanser hastalig1 lizerinde beslenmenin 6nemli bir etken oldugunu
gostermektedir (Williams ve Wynder 1996). Buna karsin probiyotik bakterilerle
hazirlanan diyetlerin kanser riskini azaltabildigi ispatlanmistir (Hirayama ve Rafter
1999). Arastirmalar probiyotik bakterilerin bagirsaklarda ve diger organlarda mutajenik

ve genotoksik etkileri engelleyebildigini ortaya koymustur (Sanders vd. 1999).

2.6.1 Asitlik ve safra tuzlarina direnglilik

Probiyotik 0zellik gosteren bir mikroorganizma bagirsak sisteminde ve endiistriyel
islemler sirasinda canli kalmalidir. Agizdan alinan probiyotiklerin bagirsak sistemine
yararli etki edebilmeleri i¢in 6nce midenin asidik ortaminda (pH 1,5-3,0) canli kalmalari
ve canli bir sekilde bagirsaga geg¢meleri gerekmektedir. Bundan dolay1 probiyotik
mikroorganizma se¢iminde ilk aranmasi gereken en Onemli ozellik suglarin asidik

ortama kars1 direncli olmalaridir (Dunne vd. 1999, Fernandez vd. 2003).
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Probiyotik seciminde aranan diger bir kriter suslarin safra tuzlarma karsi direncli
olmalaridir (Lee ve Salminen 19950). Gastrointestinal sistemde canliliklarin1 korumalar1
ince bagirsakta safra tuzuna dayanimlarina baghidir. Intestinal sistemdeki safra tuzunun
fizyolojik konsantrasyonu % 0.3-0.5 arasinda degismektedir (Begley vd. 2005). Laktik
asit bakterilerinin ince bagirsak kosullarinda in vitro direng diizeylerinin belirlendigi %
0.3’lik safra tuzu wuygulamasi, mikroorganizmalarin probiyotik 6zelliklerinin
tanimlanmasinda kritik dnem tagimaktadir. (Charteris vd. 1998, Maragkoudakis vd.
2006). Safra, yaglarin ayrilmasinda ve emiliminde rol oynayan kompleks bir sindirim
salgisidir (Russel ve Setchell 1992). Safra asitleri antimikrobiyal aktivite iceren
amfipatik molekiiller olarak tanimlanmistir. Gram pozitif bakteriler ¢evrelerinde
bulunan toksik ajanlara kars1 gram negatif bakterilerden daha duyarlidir (Thanassi vd.
1997). Gram negatif ve Gram pozitif bakteriler safranin toksik etkisine direng
gosterebilmek ve sindirim sistemi gibi safra bakimindan zengin ortamlarda

yasayabilmek i¢in 6zgiil mekanizmalar gelistirmislerdir (Gunn 2000).

Bagirsak florasi, safra asitlerini metabolize edebilen bazi laktik asit bakterilerini igerir.
L. lactis ssp cremoris’in (Kim vd. 1999); safraya, konjuge olmamis safra asitlerine
(kolik asit), konjuge olmus safra asitlerine (glikokolik asit (GCA)) veya taurodeksikolik
aside (TDCA) kars1 adaptif yanit olusturdugu gézlenmistir (Kim vd. 2001).

Baz1 laktobasillerin de safra tuzlarimi pargalamasiyla safra tuzlarmin karaciger
tarafindan emilmesi engellenmektedir. Boylece safra tuzu emilimi olmayan karacigerin,
safra tuzu sentezlemek icin fazla miktarda serum kolesteroliinii kullanmasi sonucunda

serumda kolesterol miktarini azalttig1r bulunmustur (Vaughan vd. 1999).

Ticari et starter kiiltiirlerinin probiyotik olabilme 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan
bir calismada, pH 6’daki % 0,3’liik safra tuzu konsantrasyonu kritik deger olarak kabul
edilmistir. Bu calismada L. sake (RM10) ve P. acidilactici (P2)’nin diisiik pH ve yiiksek
safra tuzu konsantrasyonlarinda en direncli suslar oldugu tespit edilmistir (Erkkild ve

Petiji 2000).

Safra tuzlarinin varligi probiyotik mikroorganizmalarda daha az inhibe edici etkiye

sahiptir. S. thermophilus suslarmin c¢ogu % 0,5’lik safra tuzu ile inhibe olurken,
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Lactococcus lactis suglar1 % 1°lik safra tuzuna az ya da ¢ok diren¢li bulunmustur

(Vinderola ve Reinheimer 2003).

2.6.2 Antibiyotik duyarhhklar:

Giliniimiizde tiim enfeksiyon tipleri icin c¢esitli antibiyotikler kullanilmaktadir. Agiz
yoluyla alinan antibiyotikler mikroflora dengesini bozmakta, hatta bazi1 durumlarda kolit

(kalin bagirsak iltihab1) olusumuna sebep olmaktadir.

Antibiyotiklerin etkisini 6nemli Ol¢lide azaltan patojen mikroorganizmalarin direncli
formlar1  besin  zinciri aracilifiyla  gidalardan insan  sindirim  sistemine
aktarilabilmektedir. Bu sebeple mikrobiyal enfeksiyonlarin tedavisinde ciddi sorunlar

yasanmaktadir (Klein 2003).

Bakterilerde antibiyotik direnci yapisal olabilecegi gibi sonradan da kazanilabilir.
Yapisal direnglilik dogal bir olusumdur ve tiir 6zelligi olarak ortaya cikar. Ancak
kazanilmis dayaniklilik genetik mutasyon ve diger bakterilerden DNA aktarimiyla
meydana gelebilir (Saarela vd. 2000).

Probiyotiklerle ilgili en 6nemli risk faktorii olarak antibiyotik diren¢ genlerinin 6zellikle
patojenler olmak {iizere diger tiirlere aktarilmasidir. Antibiyotik direnci tiim diinyada
giderek artan bir saglik problemi haline gelmektedir. Artan antibiyotik kullanim
antibiyotiklere karsi1 direncli kiiltiirlerin ortaya ¢ikmasina sebep olmustur (Ouoba vd.
2008). Antibiyotik direnci, kiiltiiriin kendine ait 0Ozelligi olabildigi gibi seri
mutasyonlarla veya gen transferi ile kazanilabilmektedir. Kendine ait olan veya
mutasyonlar sonucu olusan direncin aktarimi ¢ok diigiik bir ihtimal olarak goriiliirken
gen transferi ile edinilen direncin ayni sekilde aktarilmasi miimkiin olmaktadir. Transfer
edilen direng genleri kendi baslarina bir hastalik etkeni olmamakla birlikte patojenlerin
diren¢ kazanmasi sonucu hastalik oranmnin artmasi, hastalik siireclerinin uzamasi,
tedavilerin maliyetlerinin artmasi ve Oliim oranlarinin artmasi gibi sonuglara yol

agmaktadir (Ammor vd. 2007).
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Bir laktik asit bakterisinin probiyotik olarak kabul edilebilmesi icin FAO/WHO (2002)
tarafindan su kritere sahip olmasi gerekmektedir. Antibiyotik diren¢ yapisinin
belirlenerek antibiyotik direng genlerini tasiyip aktarabilen ve intestinal sistemde

mukozal yapiya zarar veren suslar probiyotik olarak kullanilamaz.

Birgok laktik asit bakterisi antibiyotiklere karsi direng gdstermesine ragmen bu
Ozelliklerinin dogal ozellikleri oldugu ve diger canlilara aktarilamayacagi
belirtilmektedir. Ancak bazi kiiltiirlerinde plazmitlerde kodlanmis ve diger canlilara
aktarilabilen antibiyotik diren¢ genlerine rastlanmistir (Zhou vd. 2005, Ouoba vd.
2008). Probiyotik kiiltiirler farkli gida firiinlerine kullanilabilecegi igin antibiyotik
direng genlerinin yayilmasi i¢in 6nemli bir potansiyel kaynak olma ihtimalleri

bulunmaktadir (D’ Aimmo vd. 2007).

Son yillarda yapilan bir ¢alismada antibiyotik kullanimi sirasinda probiyotik destegi
verildiginde antibiyotige bagli olarak olusan ishal sikliginin % 60 oraninda azaldigi

bildirilmistir (Anonymous 2005).

2.6.3 Antimikrobiyal aktivite

Antimikrobiyal aktivite iiretimi bakteriler, arkeler gibi prokaryotik canlilarin yaninda
bitki ve hayvanlar da dahil olmak iizere dkaryotlarin birgok iiyesi tarafindan paylasilan
bir dzelliktir (Zasloff 2002, Dufour vd. 2007). Okaryotlardaki antimikrobiyal aktivite
farkl hiicrelere kars1 degisik diizeylerde toksisite gostermeleridir. Bakteriler tarafindan
iretilen antimikrobiyal aktivite ise tipik olarak bakteriyosin olarak adlandirilir
(Cleveland vd. 2001). Gram negatif (-) bakterilerde kolisin (Kotelnikova ve Gelfand
2002), Gram pozitif (+) bakterilerde ise nisin en ¢ok c¢alisilan ve uygulama alani1 olan

bakteriyosinlerdir (Lubelski vd. 2008).

2.6.3.1 Bakteriyosin iiretimi

Bakteriyosin tanimi ilk kez Jakob vd. tarafindan 1953 yilinda yapilmistir. Bu tanim

farkl tiirler arasi antagonistik iligkiler ve kolisin proteinlerini kapsamaktaydi. Daha
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sonra yapilan caligmalarla buna benzer ¢ok fazla madde bulununca terimin kapsami da

genisletilmistir (Eckner 1992).

Bakteriyosinler, protein yapisinda antagonistik maddeler olup sinirh sayida bakteriye,
Ozellikle de bakteriyosin iireten bakteriye yakin tiirlere karst bakterisidal veya

bakteriyostatik aktiviteye sahip bilesiklerdir (Tagg vd. 1976).

Gida ve yemlerde antimikrobiyal katki maddesi olarak kullanim potensiyellerinden
dolay1, laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler biiyiik bir ilgi
cekmektedirler. Bakteriyosinler, genellikle Gram pozitif (+) bakteriler tarafindan
tiretilir. Son yillarda ¢ok sayida LAB bakteriyosini karakterize edilmistir. Antibiyotige
direngli patojenik bakterilerde ve bircok kimyasal koruyucunun neden oldugu
istenilmeyen yan etkilerde belirgin bir yiikselis olmasi nedeniyle yeni antimikrobiyal
ajanlarin gelismesi oldukca 6nem kazanmistir. Enfeksiyon tedavisi i¢in ilaglarda ve gida
katk1 maddesi olarak yemlerde koruyucu olarak kullanilmalari, gelismeye devam eden
bakteriyosinlere olan ilgiyi giderek arttirmaktadir. Pek ¢cok bakteriyosin, antimikrobiyal
aktivitelerini antibiyotik ve koruyuculardan tamamen farkli bir sekilde ortaya

koymaktadir. Bu nedenle bazi durumlarda antibiyotik ve koruyuculara tamamlayici

olarak kullanilmaktadirlar (Kuipers vd. 1996, Pag ve Sahl 2002, Gillor vd. 2005).

LAB tarafindan salgilanan bakteriyosinler genellikle Gram pozitif bakteriler iizerinde
inhibitor aktivite gostermektedirler. Gram pozitif bakterilerin irettikleri bakteriyosin
benzeri iriinler, olduk¢a genis antibakteriyal aktivite gosterdikleri i¢in uygulamali
aragtirmalarin en gozde olani olmaya devam etmektedir (Osmanagaoglu 2005). Bir¢cok
LAB bakteriyosinleri gidalarda bozulma ve hastalik etmeni bakteriler 6rnegin Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus ve Clostridium botulinum
tizerinde inhibitor etkiye sahip oldugu arastirmacilar tarafindan bildirilmektedir. Ancak
son zamanlarda Gram negatif bakteriler iizerinde inhibitor etkiye sahip ¢ok az sayida da
olsa LAB bakteriyosinleri tespit edilmistir. Lactococcus, Enterococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc’'un bazi suslarinin  iiretmis oldugu bakteriyosinlerin Gram pozitif
bakterilerin yani sira Gram negatif bakteriler lizerinde de etkili oldugu gdzlenmistir
(Lee ve Paik 2001, de Kwaadsteniet vd. 2005, Mollendorff vd. 2006, Todorov vd.
2007).
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LAB’nin iiretmis olduklar1 bakteriyosinlerin biiyiik bir ¢ogunlugunun antimikrobiyal
spektrumunun dar olmasit ve gida bilesiminin koruyucu etkisi gibi faktorler
bakteriyosinlerin gida koruyucusu olarak kullanilabilirligini sinirlamaktadir (Mazzotta

ve Montville 1997).

Glinlimiizde tiim bilim adamlar1 bakteriyosinlerin siniflandirilmasinda Klaenhammer
tarafindan yapilan gruplandirmayi esas olarak kabul etmislerdir (Jack vd. 1995, Oscariz
ve Pisabarro 2001). Klaenhammer’in olusturmus oldugu smiflandirmaya gére Gram
pozitif bakteriler tarafindan sentezlenen bakteriyosinler kimyasal yapilarina, molekiil
biiytlikliiklerine, enzimatik hassasiyetleri, etki mekanizmalari ve termostabilitelerine
gore 4 ana sinifa ayrilmislardir (Klaenhammer 1993). Gram negatif bakteriler tarafindan
sentezlenen bakteriyosinler ise ayr1 bir grup olarak degerlendirilmektedir (Klaenhammer

1993, Nes vd. 1996, Ennahar vd. 2000).

Grup I bakteriyosinler: Bu gruptaki bakteriyosinler genellikle “lantiyonin” igermeleri
nedeniyle lantibiyotikler olarak adlandirilmaktadir. Lantibiyotiklerin yapilarinda
lantiyonin (Lan) ve metillantiyonin (Me-Lan) olarak adlandirilan tiirev amino asitlerin
bulunusu karakteristiktir. Ayrica bu grup iyelerinde, dehidroalanin ve dehidrobiitirin
gibi, dehidro amino asitler de bulunmaktadir (Twomey vd. 2002). Bu grupta yer alan
nisin, laktisin 3147A ve 3147B ile plantarisin C, 1s1 stabil biyomolekiillerdir (Chen ve
Hoover 2003). Grup [ bakteriyosinler, kimyasal yapilarina ve antimikrobiyel

aktivitelerine gore, IA ve IB olmak {izere iki gruba ayrilmaktadir.

IA alt grubundakiler net pozitif yiike sahip, hidrofobik polipeptidlerden meydana
gelmiglerdir. Membran aktif 6zellik gosterir. Genellikle hiicre membranlarina etki
ederek hedef hiicrelerin inhibisyonunu saglarlar. Nisin, bu alt grubun en O6nemli
tiyesidir. (Twomey vd. 2002, Chen ve Hoover 2003). IB alt grubundakiler ise genellikle
yiiksiiz ya da negatif yiike sahip bakteriyosinler bu grupta yer almaktadir. Globiiler
peptit yapist igerirler. Belirli bakteriyel enzimleri ya da enzim sistemlerini inhibe ederek

antimikrobiyel aktivite gostermektedirler (Twomey vd. 2002).

Grup II bakteriyosinler: Genelde 1s1 stabil ve translasyon sonrasinda modifiye

olmayan bakteriyosinleri iceren olduk¢a genis bir gruptur. Antimikrobiyel aktiviteleri,
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membran aktif molekiil yapisindan kaynaklanmaktadir. Grup II bakteriyosinler, {i¢ alt

grup altinda toplanmaktadir (De Martinis vd. 2002).

ITa alt grubu bakteriyosinler, Listeria tiirlerine kars1 aktivite gosteren pediyosin benzeri
bakteriyosinlerdir. Bu bakteriyosinlerin N-ug bdlgelerinde yer alan YGNGV-C dizisi ve
peptit ortasinda yer alan disiilfit kopriisii olusturmus iki sistein amino asidi evrimsel
siirecte korunmustur. Pediyosin PA-1 (AcH), lokosin A, sakasin A, sakasin P ve
enterosin A, Ila alt grubu {iyesi bakteriyosinlerdir (Nes vd. 1996, O’Sullivan vd. 2002).
Son yapilan arastirmalar; Ila alt grubu bakteriyosinlerin, anti-listeriyal ajanlar olarak,
nisin gibi grup I {iyesi bakteriyosinlerden daha etkili olduklarina isaret etmektedir.
Ancak, bu grup bakteriyosinler nisin kadar genis aktivite spektrumu goéstermemektedir
(Nes vd. 2002). IIb alt grubu bakteriyosinler, laktokoksin G, laktokoksin F ve laktasin
F’nin dahil oldugu iki peptitli bakteriyosinleri icermektedir (van Belkum vd. 1991, Diep
vd. 1996). Bu grupta bulunan bakteriyosinlerin en onemli &zelligi, tam aktivite
gosterebilmeleri icin her iki peptide de ihtiyag duymalaridir. Bu peptitler, tek tek
olduk¢a zayif inhibisyon aktivitesi gosterirken, ayni ortamda olduklarinda sinerjetik
etkilesim sonucu ¢ok daha aktif molekiiller haline gelmektedir (Fimland vd. 1996, Nes
vd. 2002). IIc alt grubu iyelerinin ¢ogu sistein amino asit kalintis1 igermekte ve bu
nedenle bu bakteriyosinlere tiyolbiyotikler denmektedir. Tiyol-aktif bakteriyosinler
olup, aktiviteleri i¢in indirgenmis sistein amino asidine gereksinim duymaktadirlar (De

Martinis vd. 2002).
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Cizelge 2.2 Baz1 bakteriyosinler ve iiretici mikroorganizmalar (Chen ve Hoover 2003)

Pediyosin PA-1/AcH
Sakasin A

Leukosin A-UAL 187
MesenterisinY 105
Enterosin A
Diversin V41
Laktokoksin G
Laktasin F
Plantarisin A
Asidosin B
Karnobakteriyosin
Enterosin P

Enterosin B

Smf IIT
Helvetisin J

Helvetisin V-1829

Bakteriyosin Uretici Mikroorganizma
Simf I

Nisin Lactococcus lactis
Laktosin S Lactobacillus sake
Epidermin Staphylococcus epidermidis
Laktisin 481 Lactococcus lactis
Mersasidin Bacillus subtilis
Sinnamisin Streptomyces cinnamoneus
Ankovenin Streptomyces spp.
Duramisin Streptomyces cinnamoneus
Bakteriyosin Uretici Mikroorganizma
Simif 11

Pediococcus acidilactici
Lactobacillus sake
Leuconostoc gelidum
Leuconostoc mesenteroides
Enterococcus faecium
Carnobacterium divergens
Lactococcus lactis
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus acidophilus
Carnobacterium piscicola
Enterococcus faecium

Enterococcus faecium

Lactobacillus helveticus

Lactobacillus helveticus
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Grup IV bakteriyosinler: Bu bakteriyosinlerin biyokimyasal karakterizasyonu heniiz
tamamlanamamustir. Karbonhidrat ve lipit yan gruplarinin antibakteriyel aktivitede
oynadigr roliin belirlenmesi lizerine yogun arastirmalar siirdiiriilmektedir (Chen ve

Hoover 2003).

2.6.3.2 Enterococcus sp tarafindan iiretilen bakteriyosinler

Laktik asit bakteriyosinleri pozitif yiiklii molekiiller olup, sitoplazmik zar {izerinde etkili
olmalarinda sahip olduklar1 hidrofobik kisimlar 6nemli rol oynamaktadir. Duyarl hiicre
zarinda bulunan negatif yiiklii fosfat gruplarmin etkisiyle ortaya ¢ikan elektrostatik
etkilesim sonucu bakteriyosin hiicre zarmna tutunup igeri girerek gézenek olusumuna

neden olur (Nes ve Holo 2000, Twomey vd. 2002).

Grup D streptokoklarin bakteriyosin benzeri madde irettikleri ilk kez 1955°te
bildirilmis ve bu tarihten itibaren ¢ok sayida enterosin bulunmustur. Enterokoklar
tarafindan iiretilen bir¢ok bakteriyosin yillar igerisinde saflastirilmis ve genetik olarak
karakterize edilmistir. Bunlarin ¢ogu E. faecium ve E. faecalis’den elde edilmistir.

Cizelge 2.3’te karakterize edilen enterosinler belirtilmistir (Nes vd. 2007).

Bugiine kadar tespit edilen enterosinlerin sinif I, sinif II (a ve ¢ grubu) ve simif III
bakteriyosinlerinin 6zelliklerini tasidig1 belirlenmistir. E. faecalis’in tirettigi iki bilesenli
sitolisin smif I; E. faecium tarafindan lretilen enterosin A, enterosin P ve enterosin
CRL35; E. faecalis tarafindan iiretilen bakteriyosin 31 ve E. mundtii tarafindan tiretilen
mundtisin sinif [la’ya; E. faecalis’in iirettigi enterosin 1071A ve 1071B smif IIb’ye, E.
faecium’un Urettigi enterosin B sinif II’ye, enterosin L50A ve L50B ve enterosin Q sinif
IIc’ye ornek olarak verilebilir. Literatiirlerde diger enterosinlerin ilk olarak yeni
enterosinler oldugu diisiiniilmiis fakat varolanlara gergcekten benzedikleri goriilmiistiir.

Cizelge 2.4’te bu bakteriyosinler gosterilmistir (Foulquie-Moreno vd. 2006).

Enterosinler, proteinaz K, kimotripsin, tripsin, pepsin gibi bazi proteolitik enzimlere
kars1t duyarliyken lipaz, amilaz ve katalaz enzimlerine kars1 dayaniklidirlar. Genis pH
araliklarinda aktivite gosteren enterosinler, asidik pH’larda daha fazla aktiftirler. Donma

ve buzdolab1 kosullar ile yiiksek sicakliga (100 °C) dayaniklidirlar. Liyofilizasyonla
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kurutmadan sonra uzun siire stabilitelerini koruyabilmektedirler (Giraffa vd. 1994,

Giraffa 1995, Cleveland vd. 2001, Rodriguez vd. 2003).

Sitolisin disindaki enterokoklardan elde edilen bakteriyosinlerin tamami 1s1-stabil,
lantibiyotik icermeyen sinif II bakteriyosinlere aittir (Coburn vd. 2004). Sitolisin, F.
faecalis’de bulunan ikili peptit bir bakteriyosindir. Enterokoklardan izole edilen sitolitik
(hemolitik) aktiviteye sahip tek bakteriyosindir (Jett vd. 1994, Haas ve Gilmore 1999).
Viriilans  faktér olarak kabul edilen sitolisin, antimikrobiyal ajan olarak
kullanilamamaktadir. Sitolisin kodlayan genlerin sadece hastane ve hastalardan elde
edilen enterokok izolatlarinda degil yiyecek, hayvan ve saglikli yeni dogan bebeklerde
de bulundugu tespit edilmistir (Macovei ve Zurek 2006, Jurkovic vd. 2006). Sinif II
enterokokkal bakteriyosinler, listeriyal aktiviteye sahip pediyosin benzeri (sinif I1A)
bakteriyosinlerdir (Ennahar vd. 2000). Bu bakteriyosinler arasinda enterosin A, ilk
karakterize edilen ve E. faecium suslariin tiretmekte oldugu bakteriyosindir (Aymerich
vd. 1996). E. faecalis suslari tarafindan {iretilen bakteriyosinlerin E. faecium suslarinin
bakteriyosinleri ile karsilagtirildiginda daha dar bir inhibitor aktivite spektrumuna sahip
olduklar1 belirlenmistir. Uretilen bakteriyosinlerin 1siya dayanikli oldugu ve nétral

pH’larda maksimum aktivite gosterdikleri belirlenmistir (du Toit vd. 2000).

Enterosinler aymi filogenetik yapi iginde yer alan Listeria sp.’ye karsi oldukca
aktiftirler. Enterosinler diger ¢cogu bakteriyosin gibi, sitoplazmik membran iizerinde
etkilidirler. Hiicre membraninda gozenekler olustururlar ve bdylece elzem intraseliiler
molekiillerin sizintis1 ile sonuglanan transmembran potansiyeli veya pH gradiyentini
bozarlar. Enterokokkal bakteriyosinler genellikle Staphylococcus ssp., Clostridium spp.,
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Pediococcus spp., Leuconostoc spp., E. coli ve
Vibrio cholerae gibi bazi Gram pozitif (+) ve Gram negatif (-) bakterilere kars1 inhibitor
aktiviteye sahiptirler (McAuliffe vd. 2001, Koponen 2004). Enterosin {iretici suslar
fermente gidalar (siit dirlinleri, sosis vb.), fermente olmayan gidalardan (balik, sebze
vb.), silaj, su, hayvan ve insan diskisindan izole edilmistir (Foulquie-Moreno vd. 2003,

2006).
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Cizelge 2.3 Enterokoklardan izole edilmis bakteriyosinler (Nes vd. 2007)

Mikrooganizma Bakteriyosin Sinif Kiitle (Da)
E. faecalis Cytolysin Cyl L, Cyl S Siif I-ikili  peptidli | 3,458-2,032
lantibiyotik
E. faecium Enterosin A Smif Ila pediyosin 4,829
benzeri
bakteriyosinler
E. faecium Enterosin P Smif Ila pediyosin 4,493
benzeri
bakteriyosinler
E. faecium Bac 32 Simif Ila pediyosin 7,998
benzeri
bakteriyosinler
E. faecium Bakteriyosin GM-1 Smif Ila pediyosin 4,630
benzeri
bakteriyosinler
E. faecalis Bac 31 Simif Ila pediyosin 4,630
benzeri
bakteriyosinler
E. mundtii Mundticin ATO6, Simif Ila pediyosin 4,287
mundticin KS, enterocin benzeri
CRL35, mundticin QU2 bakteriyosinler
E. faecalis Enterosin SE-K4 Smif Ila pediyosin 5,356
benzeri
bakteriyosinler
E. faecium Bakteriyosin T8 Smif Ila pediyosin 5,090
benzeri
bakteriyosinler
E. faecium Enterosin B Simif 11 5,479
E. faecalis Enterosin 1071A, Smuf IIb 4,285-3,897
Enterosin 1071B
E. faecalis MR10A-MR10B Simif Ilc 5,0202-5,208
E. faecium Enterosin L50; L50A ve Simif Ilc 5,190-5,178
L50B
E. faecium Enterosin Q Smif Ilc 3,980
E. faecalis Enterosin EJ97 Siif Ilc 5,323
E. faecium Enterosin RJ-11 Smif Ilc 5,049
E. faecalis AS-48 Siif IId 7,166
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Cizelge 2.4 Varolan enterosinlere benzer literatiirde tanimlanan diger enterosinler
(Foulquie-Moreno vd. 2006)

Enterosin Varolan bakteriyosin Uretici sus
Enterosin 4 E. faecalis INIA 4
Enterokoksin EFS2 E. faecalis EFS2
Bakteriyosin 21 Enterosin AS-48 E. faecalis OG1X
Enterosin 7C5 E. faecium 7C5
Enterosin 900 E. faecium BFE 900
Enterosin 1146 E. faecium DPC1146
Enterosin EFMO1 E. faecium EFMO01
Enterosin P21 E. faecium P21
Enterosin 81 E. faecium WHES1
Enterosin N15 Enterosin A E. faecium N15
Enterosin BC25 E. faecium BC 25
Enterosin CCM 4231 E. faecium CCM 4231
Enterosin 900 E. faecium BFE 900
Enterosin P21 E. faecium P21

Enterosin 81

Enterosin RZS C13

Enterosin B

E. faecium WHE 81

E. faecium RZS C13

Enterosin RZS C5 E. faecium RZS C5
Enterosin 1 Enterosin L50 E. faecium 6T1a
Enterosin B2 E. faecium B2
Enterosin AA13 E. faecium AA13
Enterosin G16 E. faecium G16
Enterosin B1 Enterosin P E. faecium Bl
Enterosin B2 E. faecium B2

Enterosin 1071A

Enterosin 1071A

E. faecalis FAIR-E 309

Enterosin 1071B

Enterosin 1071B

E. faecalis FAIR-E 309

Enterosin B2

Enterosin 1071

E. faecium
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Bakteriyosin iireten enterokoklarin starter kiiltiir, yardimei-kiiltiir veya koruyucu kiiltiir
olarak kullanilmasi gida fermentasyon islemlerinde enterosinlerin direkt eklenmesinin
yaninda fermentasyon teknolojileri arasinda biiytiik ilgi noktasidir. Enterosinlerin bir¢ok
gida iriinii, peynir, meyve suyu, sosis, salam, jambon gibi et iirlinlerinde patojen ve
bozulma etmeni olan Listeria monocytogenes, L. innocua, S. aureus ve Alicyclobacillus
acidoterrestri gibi mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu bir¢ok arastirmaci tarafindan
ortaya konmustur (Giraffa vd. 1994, Giraffa 1995, Nunez vd. 1997, Farias vd. 1999,
Aymerich vd. 2000, Ananou vd. 2005, Grande vd. 2005).

2.6.4 Bagirsak hiicrelerine (Caco-2 hiicreleri) tutunma ve kolonizasyon

Probiyotik bakteriler, bagirsak epiteline tutunarak gastrik sartlarda canli kalabilme ve
bagirsaga kolonize olabilme gibi 6zelliklere sahiptirler (Lee ve Salminen 1995). Bir¢cok
probiyotik mikroorganizma, anormal bagirsak mikroflorast ve degisen bagirsak
mukozal bariyer fonksiyonlar1 tarafindan tretilen, bagirsak diizensizliklerinin tedavisi

icin gelecek vaat eden bakterilerdir (Alvarez-Olmos ve Oberhelman 2001).

Probiyotik mikroorganizmalarin bagirsak epitel yiizeyine yapismasi bir¢ok etkisiyle
alakalidir. Kolonizasyon i¢in 6n kosul immun sistemi stimule etmesi ve enteropatojen
bakterilere kars1 antagonistik aktivite goOstermesidir (Coconier vd. 1993). Bazi
caligmalar patojenler ve diger mikroorganizmalar iizerine yapilmistir. Genellikle normal
mikrofloranin, bagirsaktaki kolonizasyon direncinde 6nemli bir rol oynadigi kabul
edilmesine ragmen probiyotiklerin adezyonu iizerinde dogal mikrofloranin etkileri
heniiz degerlendirilmemistir (Tannock 1995). Bagirsak epitelindeki bakteriyel tutunma
bolgeleri i¢in patojenlerle yarisma, probiyotik mikroorganizmalarin sahip olmasi
gereken Onemli Ozelliklerdendir. Zira probiyotik susun inhibisyon etkisi; organik asit,
hidrojen peroksit, bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddeleri {iretim yetenegi ya da
patojen mikroorganizmalarin epitel ylizeylere tutunmalarini engelleme ve besin

maddeleri i¢in rekabet mekanizmalariyla agiklanmaktadir (Rastall vd. 2005).

Insanda, in vivo olarak bakteriyel tutunma ¢aligmalar1 sirasinda ortaya cikan zorluklar
nedeniyle, insan bagirsak hiicrelerine bakteriyel tutunma denemeleri i¢in in vitro model

sistemi gelistirilmistir. Arastirmacilar, insan bagirsak epitelinde bulunan c¢esitli tipteki
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hiicrelerin 6zelliklerine sahip, insan kolon adeno carcinoma hiicrelerini (Caco-2) izole
etmislerdir. Bu hiicreler, normal ince bagirsak villus hiicrelerinin 6zelliklerine sahiptir.
Caco-2 hiicreleri hem normal mikroorganizmalarin tutunma mekanizmasiyla ilgili
calismada hem de bu bakterilerin patojenler ile ayni ekosistem i¢in nasil rekabet
ettiklerini gosteren ¢aligmada kullanilmaktadir. Epitel yiizeye tutunma probiyotik se¢im
kriterlerinden  birini  olusturmaktadir.  Probiyotik  kiltlirlerin  epitel  ylizeye
tutunabilmeleri i¢in agregasyon yetenegine sahip olmalar1 da gerekmektedir (Green ve

Klaenhammer 1994).

Probiyotik mikroorganizmalarin bagirsaga tutunma 6zelliklerinin belirlenmesinde doku
kiltiirii calismalarinin yan1 sira deney hayvami ¢alismalarinin da yararli oldugu
belirtilmektedir (Holzapfel vd. 1998, Murphy vd. 1999, Frece vd. 2005). Insanlarmn ve
farelerin sindirim sistemindeki bazi anatomik farkliliklara ragmen genel olarak her iki
tiriin fekal bakteri populasyonunun benzer oldugu ve bu nedenle de bagirsaklardaki
bakteri populasyonuna beslenme kosullarinin etkinligine iliskin ¢alismalarda farelerin

deney hayvan modeli olarak kullanilabilecegi belirtilmektedir (Frece vd. 2005).

Bakteri hiicre ylizeyindeki bilesimler, bakterilerin bagirsak epitel hiicrelerine
tutunmasina aracilik edebilir. L. gasseri ile yapilan bir tutunma ¢alismasinda protein ve
karbonhidratlarin yapismada gerekli oldugu ve divalent katyonlarin (Ca+2) da
tutunmada etkili oldugu goriilmiistiir. Laktobasillerin insan bagirsak hiicrelerine
tutunmasinin, bakteri yiizeyinde bulunan protein ve karbonhidratlarin farkl
kombinasyonlarindan olusan mekanizmadan kaynaklandig1 diisintilmiistiir. Probiyotik
bakterilerin tutunma aktiviteleri i¢in gerekli mekanizmalar tlirler arasinda farklilik
gostermistir. Ayrica hiicre ylizey uzantilarinin, hidrofobisite ve pH’1n tutunmada etkili

oldugu bulunmustur (Tuomola vd. 1999).

Laktik asit bakterilerinin olusturduklart eksopolisakkarit (EPS), epitel doku ile
bakteriler arasinda gercek bir bag meydana getirip, bdylece EPS iiretimine sahip
suslarin yiiksek bir adezyon kapasitesine de sahip olacagi gosterilmistir (Kimmel vd.
1998). Bu 6zellikleri ile EPS probiyotik olarak kullanilacak bakteriye florada daha fazla
avantaj saglayacaktir (Sutherland 1999).
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2.6.5 Agregasyon

Agregasyon, lipoteikotik asit, proteinler ve karbonhidratlar gibi hiicre ylizey
bilesenlerinin interaksiyonu ile alakalidir (Kolenbrander ve London 1993). Bakteri
adezyonunda ilk olarak iki bakteri ylizeyi arasindaki proteinler ve reseptorlerin spesifik
olmayan fiziksel interaksiyonlari baz alinmaktadir (Freter 1992, Rojas ve Conway 1996,
Perez vd. 1998). Agregasyon, otoagregasyon ve koagregasyon olarak ikiye
ayrilmaktadir. Probiyotik suslarin otoagreasyon yetenekleri birbirlerine tutunarak
bagirsak epitelyal hiicrelere yapismalaridir. Koagregasyon yetenekleri ise patojen
mikroorganizmalarin  kolonizasyonunu engelleyerek bir bariyer olusturmalarini

icermektedir (Reid vd. 1988, Boris vd. 1997, Del Re vd. 2000).

Otoagregasyon, mikroorganizmalarin birbirlerine tutunarak kolonize olmalaridir.
Probiyotik olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin epitel yiizey {iizerinde
otoagregasyon yetenekleri ile bir bariyer olusturduklari ve bdylece yiizeye patojen
mikroorganizmalarin tutunmasini engelledikleri bilinmektedir (Reid vd. 1990).
Probiyotik suslarin otoagregasyonu bagirsak epitel hiicrelerine tutunmasi i¢in gerekli bir
ozellik olarak goriilmektedir (Reid vd. 1988, Boris vd. 1997, Del Re vd. 2000). Hiicre
ylizeyinin fizikokimyasal karakteristik 6zelligi (hidrofobik) bakterilerin farkli ylizeylere
tutunma ve otoagregasyonunu etkileyebilmektedir (Pe'rez vd. 1998, Del Re vd. 2000).
Baz1 ylizey bilesenlerinin protein yapisinda oldugu gosterilmis ve bazi1 Lactobacillus
suslarinda belirlenen yiizey proteinlerinin (S-layer) tutunma ile iliskili oldugu

saptanmistir (Schneitz vd. 1993, Mukai ve Arihara 1994).

Koagregasyon, farkli mikroorganizmalarin birbirlerine tutunmalarin1 agiklayan ve
patojen tiirlerin bagirsak epitel ylizeyine tutunmasini engelleyen bir 6zellik olarak
bilinmektedir (Boris vd. 1998). Koagregasyon, genetik olarak uzak bakterilerin
tutunmas1 olarak tanimlanmis ve ¢oklu tiirlerin biyofilmlerinin gelisiminde énemli bir
islem olarak goriilmiistiir (Kolenbrander 1988). Koagregasyon, bakteriler arasindaki
fiziksel etkilesimler, oksijen korunumu (Bradshaw vd. 1998), iki hiicre aras1 iletisim ve
hiicreler aras1i genetik aligveris (Foster vd. 2003) seklinde orneklendirilebilecek

metabolik etkilesimler dogurmaktadir (Drago vd. 1997). Genellikle agrege olan
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mikroorganizmalar arasinda olusan son derece spesifik lektin-karbohidrat

etkilesimlerine dayanmaktadir (Cisar vd. 1979).

Koagregasyon arastirmalarinin genis ¢ogunlugu insan agiz boslugundan edinilen
bakteriler lizerine yogunlagmistir (Handley vd. 1985, Umemoto vd. 1999, Foster ve
Kolenbrander 2004, Shen vd. 2005, Rosen ve Sela 2006). Oral bakterilerin
koagregasyon yeteneklerinin agiz boslugunda baslayip, yabanci kuvvetlere karsi
koruyucu bir mekanizma olusturdugu varsayilmaktadir (Handley vd. 2001). Bagirsak
gibi ekosistemlerden izole edilen bakterilerle yapilan koagregasyon c¢aligmalar
potansiyel tirogenital patojenlere karsi anti-enfeksiyon mekanizmasi olusturacak sekilde
koagregasyon gdsteren Lactobacillus cinsine ait tiirler iizerinde yogunlasmistir. Ornek
olarak tavuklarin (Vandevoorde vd. 1992) ve domuzlarin (Kmet vd. 1995)
gastrointestinal sistemin insan enteropatojenleri (Drago vd. 1997) ve iiropatojenleri
(Reid vd. 1988) ile koagregasyonu verilebilir. Bununla birlikte sucul ekosistemlerden
elde edilen bakteriler arasinda da koagregasyon gercgeklestigi gdzlenmistir (Rickard vd.

2000, 2002).

Agizda gozlemlenen hiicresel etkilesim mekanizmalarin ¢ogu bagirsakta da
gerceklesebilirken, insan bagirsak mikroflorasinin iiyeleri arasindaki koagregasyon yeni
caligmalarla da rapor edilmektedir. Ayrica oral bakterilerin intestinal mikroflora tiyeleri
ile fiziksel olarak etkilesmeleri miimkiindiir, ¢ilinkii oral tiirler yiyecek ile birlikte

yutulur ve tiikiiriik ile sindirim bolgelerine gecer (Ledder vd. 2008).

2.6 Endiistriyel Acidan Probiyotikler

Endiistriyel agidan probiyotik kiiltiirler; istenen reolojik, organoleptik Ozelliklere ve
tekstiire sahip olan probiyotik siit iiriinlerinin hazirlanmasindaki etkileri ve bu iiriinlerde
canli kalma siireleri agisindan degerlendirilmektedir. Giivenli oldugu bilinen ve
probiyotik ozellige sahip olan suslarin sec¢imi, inokiilasyonu, inkiibasyon kosullari,
mikroorganizmalar arasi iliskiler, tirlinlerin muhafazasi siiresince bakteri suslarinin canh
kalmasi ve probiyotik iiriinlerin insan sagligi {lizerindeki etkileri, iiretim acisindan
onemli kriterlerdir. Endiistriyel alanda probiyotik mikroorganizmalarin kullaniminda

basarili sonuglar alabilmek i¢in yogun ¢alismalar giderek artmaktadir.
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Isvicre’de iiretilen karakterizasyonu yapilmis probiyotik olarak kullanilan enterokok
suglarindan biri E. faecium SF 68’dir (Cylactin\ LBC SF68 MEI10, F. Hoffmann-La
Roche Ltd., Basel, isvicre). Bu susun antibiyotik kaynakli diyarenin durdurulmasinda
(Wiinderlich vd. 1989) ve c¢ocuklarda diyare tedavisinde (Bellomo vd. 1980) klinik
etkiye sahip oldugu one siiriilmiistiir. E. faecium SF 68 Belcika’daki iki hastanede
yetigkinlerdeki akut diyarede test edilmistir (Buydens ve Debeuckelaere 1996). Bu tip
diyarenin siiresinin genelde kisiye bagli olarak (% 95 oraninda yaklasik 6 giin)
degismesine karsin enterokok kullanimi bu siireyi 1-3 giline kadar kisaltmistir. E.
faecium SF 68 susu ayrica yem probiyotigi olarak da calisilmistir. Kuru kopek
mamasinda E. faecium SF 68 kullanimi kopeklerde hiicresel ve humoral bagisiklik
foksiyonlarinda gozle goriiliir sekilde gelismeye sebep olmustur (Benyacoub vd. 2003).
Danimarka’da E. faecium SF 68 iceren fermente bir siit iiriinii (GAIO; MD Foods,
Aarhus, Danimarka) kolesterol diisiiriicii etkisi oldugu i¢in yillardir raflarda yer
almaktadir (Agerbaek vd. 1995). Fakat uzun siireli iki farkli ¢alismada GAIO kullanan
kisiler ve kontrol grubu arasinda tedavi donemi sonunda kolesterol seviyesi acisindan

herhangi bir fark tespit edilmemistir (Sessions vd. 1997).

Probiyotik bir sus olan E. faecium PR88 (E. faecium Fargo 688\ from Quest
International, Naarden, The Netherlands)’in kullanimi ile insanlarda sik rastlanan IBS
(Hassas Bagirsak Sendromu) hastaliginda bir diisiis goriilmiistiir (Allen vd. 1996). Ayni
sus probiyotik Cheddar peyniri iiretimi i¢in de kullanilmaktadir. Peynir igerigini
etkilemeden peynirin kivamini arttirici 6zellik gostermektedir (Gardiner vd. 1999).
Marketlerdeki diger bir probiyotik {iriin yine E. faecium susu iceren Walthers
ECOFLOR (Walthers Health Care, Den Haag, The Netherlands)’dur. Probiyotik 6zellik
tagtyan bu sus, diyareye karsi etkili, karsinojenik etkiye sahip, L. monocytogenes e karsi
enterosin Ureten, LDL-kolesterol seviyesini azaltan, laktik asit iireticisi ve vankomisine

duyarhidir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Bakteri kiiltiirleri

Tez calismasinda kullanilan suslar, pek ¢ok genusa ait Gram pozitif (+) bakteriler ve
patojen Ozellik gosteren indikator bakterilerden olusmaktadir. Suslarin gelisme

ortamlar1 ve optimum gelisme gosterdikleri sicakliklar ¢izelge 3.1°de gosterilmistir.

3.1.2 Kiiltiir ortamlari

Laktik Asit Bakterilerinin ve diger bakterilerin gelisimleri i¢in kullanilan besiyerlerinin

isimleri ve igerikleri EK 1°de verilmistir.

3.1.3 Tampon ve cozeltiler

Calismada kullanilan tampon ve soliisyonlarin isimleri ve hazirlamislari EK 2°de

verilmigtir.

3.1.4 Molekiiler markorler

Calismada kullanilan molekiiler markoler EK 3’te verilmistir.

3.1.5 Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar ve {iretici firmalar1 EK 4’te verilmistir.

3.1.6 Kullanilan ¢ozelti ve malzemelerin sterilizasyonu

Calismada kullanilan cam malzemelerin sterilizasyonu i¢in 185 °C’de 1 saat pastor
firm1 kullanilmigtir. Kullanilan besiyerleri, tampon ve soliisyonlar ise 121 °C’de 15

dakika siireyle otoklavda sterilize edilmistir.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan bakteri tiirleri, gelisme ortamlar1 ve optimum gelisim

sicakliklart
Gelisme Gelisim
Bakteri adx ortami | sicakhiklar Kaynak

Bacillus subtilis ATCC 21332 LB 37°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Candida albicans ATCC 26555 TSB 30°C Prof. Dr. Haluk Ataoglu

Escherichia coli ATCC 25295 LB 37°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Escherichia coli LMG 3083 (ETEC) LB 37°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Enterococcus faecalis ATCC 29212 MRS 30°C A.U.F.F. Mikrobiyal Genetik
Laboratuvari

Lactobacillus plantarum NCDO 955 MRS 37°C A.U.F.F. Mikrobiyal Genetik
Laboratuvari

Lactococcus lactis 3113 TGE 30°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Lactococcus lactis ATCC 7962 TGE 30°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Lactococcus lactis SIK 83 TGE 30°C A.U.F F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Leuconostoc mesenteroides OZ1 TGE 30°C A.U.F.F. Mikrobiyal Genetik
Laboratuvari

Listeria innocua M40 TSB 30°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Listeria monocytogenes ATCC 7644 TSB 37°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Micrococcus luteus M41 TSB 30°C A.U.FF. Prokaryot Genetigi
Laboratuvari

Pediococcus pentosaceus PEDL TGE 35°C A.U.F.F. Mikrobiyal Genetik
Laboratuvari

Salmonella enterica serotype LB 37°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi

Typhimurium SL 1344 Laboratuvari

Staphylococcus aureus ATCC 6538 LB 37°C A.U.F.F. Prokaryot Genetigi

Laboratuvari

3.1.7 Bakteri kiiltiirlerinin saklanmasi

[zolatlar uygun sivi besi ortaminda 18 saat gelistirildikten sonra 1 ml

steril

mikrosantrifiij tliplerine aktarildiktan sonra 10.000 rpm’de 75 sn santrifiij edilmis,

ardindan pellet 1 ml steril distile su ile bir kez yikanarak % 50’lik steril gliserol

cozeltisinde -86 °C’de saklanmistir (Biswas vd. 1991).
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3.2 Yontem
3.2.1 Laktik asit bakterilerinin izolasyonu

Bu caligmada farkli yas gruplarina ait bireylerden ve yeni dogan bebeklerden gayta

ornekleri toplanarak izolasyon materyali olarak kullanilmustir.

Darasi tartilmis steril gayta kaplarinda laboratuvara getirilen gayta drnekleri tartilip,
steril fizyolojik tuzlu su ile 1/10 oraninda seyreltilmis ve steril cam baget ile homojenize
edilmistir. Gayta 6rneklerinden 107°ye kadar steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile seri
diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan 10”, 10 ve 107 diliisyonlarindan 100 ul alinarak
de Man Rogasa Sharp agar (MRS, Merck, Germany) besiyerine yayma ekimler
yapilmistir ve bu ortamlar 37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda izolatlarin koloni morfolojisi, Gram reaksiyonlar1 ve katalaz aktiviteleri
incelenmistir (Erkkild ve Petdjd 2000). Sporsuz, Gram pozitif, kok ve cubuk sekilli,
katalaz reaksiyonu negatif olan kolonilerin saf kiiltiirleri elde edilip, stoklari alinmistir

(Thornton 1996, Hartemink vd. 1997).
3.2.2 izolatlarin tanimlanmasi
3.2.2.1 izolatlarin kismi karakterizasyonu

Izolatlarin kismi karakterizasyonu; Gram boyanma ve metilen boyanma &zellikleri ile
katalaz testi sonuglarina gore yapilmistir. Metilen mavisi ile boyanma 6zelligine basit
boyama da denmektedir. Gelistirilen kiiltiirlerden 5-10 pl alinarak lama yayilmistir.
Havada kurutma isleminden sonra alevken 3-5 kez geg¢irilmesiyle fiksasyon iglemi
tamamlanmustir. Uzerine Metilen mavisi (Merck, Darmstadt, Germany) damlatilarak 5
dakika beklenmis ve distile su ile yikanma islemi gerceklestirilmistir. Kurumaya
birakilan lamin {izerine immersiyon yagi damlatilarak izolatlarin morfolojisi 1600X

biiyiitmeli 151k mikroskobunda (ZEISS AxiCam MRcS5 Imager system) gézlenmistir.

Gram boyama iglemi i¢in de yine ayni miktarda lamin {izerine yayilan kiiltiir havada

kurutulmus ve ayni sekilde fiske edilmistir. Fiksasyondan sonra gram boyama islemi
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gergeklestirilmistir. Boyamada kullanilan ¢dzeltiler ve igerikleri EK 2’de verilmistir. ilk
olarak kristal viyole boyasinda 1 dakika bekletilmis, distile su ile yikandiktan sonra
lugol cozeltisinde 1-2 dakika bekletilmistir. Yine distile su ile yikanarak 15 saniye
etanole tabi tutulmug ve daha sonra 15 saniye bazik fuksin ile muamele edilmistir. Su ile
yikanmasindan sonra kurumaya birakilmistir. Kurutulan lam iizerine immersiyon yagi
damlatilarak 1600X biiyiitmeli 151k mikroskobunda (ZEISS AxiCam MRc5 Imager

system) incelenmistir. Mor renkli olanlar Gram pozitif (+) olarak degerlendirilmistir.

Katalaz testi icin, MRS Agar ortaminda gelistirilen kolonilerin {izerine H,O,
damlatilmis ve hava kabarciklarinin ¢ikist gozlenmistir. Caligmada pozitif kontrol
olarak Prof. Dr. Mustafa Akcelik-Prokaryotik Genetigi Laboratuvarindan temin edilen
Bacillus subtilis ATCC 21332 susu kullanilmstir.

3.2.2.2 Biyokimyasal testler

Izolatlarm biyokimyasal olarak tanimlanabilmesi icin API (Analytical Profile Index) 50
CHL test kiti (BioMerieux, Inc., France) kullanilmistir. API 50 CHL tanimlama Kkiti;
farkli biyokimyasal test substratlarin1 dehidre olarak iceren 1 tanesi kontrol tiipii olmak
tizere 50 adet mikrotiip igcermektedir. Bu kitin i¢erdigi kullanima hazir 10 ml hacimdeki
steril besi ortamina (API S0CHL Medium) bakteri kiiltiiriinden aktarilarak bakteri
stispansiyonu hazirlanmistir. Bu soliisyonun turbititesi 2 McFarland Standart1 géz 6niine
almarak ayarlanmisg ve 50 mikrotiipe, steril damlalik kullanilarak tek tek inokiilasyon
islemleri yapilmistir. Daha sonra bu kuyucuklarin iist kismi mineral yag (BioMerieux)
ile kapatilmis ve uygun kosullarda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda bromkresol moru indikatorii i¢ceren mikrotiiplerdeki besi ortami renginin s6z
konusu karbonhidrat fermantasyonuna (asit {liretimine) bagli olarak mordan sariya
doniismesi durumunda sonug pozitif, rengin degismemesi durumunda ise negatif olarak
degerlendirilmistir. Eskiilin testi gergeklestirilen 25 nolu mikrotiipte ise besi ortami
renginin siyaha doniismesi durumunda sonug¢ pozitif, ayni kalmasi durumunda ise
negatif olarak degerlendirilmistir. Renk degisimi konusunda siipheye diisiilmesi
durumunda sonug pozitif/negatif olarak renk tonlamasina gore kaydedilmistir. Sonuglar

“API Identification Software (API Lab Plus Program, bioMerieux)” programina
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aktarilmis ve izolatlar icinde secilen Ornekler bu bilgisayar programina gore

tanimlanmustir.
3.2.2.3 izolatlarin 16S rDNA dizi analizi ile genotipik karakterizasyonu

Izolatlarin, 16S rDNA dizi analizine gére tammlanmasi igin ilk olarak genomik DNA
izolasyonu yapilmistir. DNA’nin saflik ve miktar tayini yapildiktan sonra agaroz jel
elektroforezinde  gozlenmistir. izolatlarin  16S rDNA dizi analizine gore
tanimlanabilmesi i¢in 168 ileri (5°-3”) ve geri (3°-5) primerleri kullanilarak 16S rDNA
bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile cogaltilmasi ve baz dizilerinin
belirlenmesi gerekmektedir. Baz dizileri belirlenerek ve elde edilen bulgular veri
tabanindaki mikroorganizmalara ait baz siralar1 ile karsilastirilip tanimlamalar

yapilmistir.
3.2.2.3.1 Genomik DNA izolasyonu ve saflik tayini

Gaytadan izole edilen laktik asit bakterilerinin 16S rDNA dizi analizine gore
tanimlanmast amaciyla ilk once genomik DNA izolasyonu gergeklestirilmistir.
Genomik DNA izolasyonunda, ticari olarak temin edilen PROMEGA Wizard®
Genomik DNA Izolasyon Kiti kullanilmustir. Kit tarafindan saglanan izolasyon

asamalar1 prospektiisii EK 5°te verilmistir.

Izole edilen DNA numunelerinin safik ve miktar tayinleri NANODROP
spektrofotometrede Olclilmiistiir. DNA numunelerinin okunmasi i¢in kontrol olarak
dehidrasyon tamponu kullanilmigtir. 260nm, 280nm, 260nm/280nm, 260/230nm
degerleri Olciilerek ve DNA numunelerinin konsantrasyonlari1 ng/pl olarak
belirlenmistir. DNA’lardan 2 pl alinarak 3 paralel okuma gergeklestirilmistir (Sambrook
ve Russell 2001).

DNA numuneleri i¢in OD560/OD,gp oraninin 1.8 olmasi 6rneklerin safligini, bu orandan
yuksek veya diisiik degerler numunelerde kontaminasyonun varolabilecegini

gostermistir.
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3.2.2.3.2 Agaroz jel elektroforezi

Izole edilen DNA numunelerinin saflik ve miktar tayini yapildiktan sonra
elektroforezleri % 1 agaroz igeren jellerde yapilmistir (Sambrook and Russell 2001).
Kullanilan ¢ozeltiler ve agaroz jel EK 2’de verilmistir. Markor olarak “supercoiled
DNA ladder” kullanilmistir (3 pl markor+2 pl yiikleme boyasi). Agaroz jel KODAK
Gel Logic 200 jel dokiimantasyon sisteminde (Eastman Kodak Co., USA) 365 nm
dalga boyunda UV 151k altinda incelenmistir. Fotograf cekimleri aynmi cihazda

gergeklestirilmistir.

3.2.2.3.3 16S rDNA bolgesinin baz dizisinin belirlenmesi ve izolatlarin
tanimlanmasi

DNA’lar1 izole edilen suslarin dizi analizi Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
tarafindan yapilmistir. Dizi analizi sonuglari, BLAST (Basic Local Alingment Search
Tool) programi ile veritabanlariyla karsilastirilmis ve tarama sonucu dizinin hangi
mikroorganizmaya ait oldugu benzerlik yiizdesiyle belirlenmistir. izole edilen suslarin
antimikrobiyal aktivitesi incelenerek antimikrobiyal aktiviteye sahip olan sus
Enterococcus  faecium segilmis ve Enterococcus faecium OZ-E25 olarak

adlandirilmistir. Calismaninn devaminda bu sus kullanilmistir.

3.2.3 Enterococcus faecium OZ-E25 susunun probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi

Probiyotik olarak kullanilabilecek susun belirlenmesi amaciyla diisiik pH (pH 1, 2 ve 3),
pepsin, pankreatin ve safra tuzuna dayaniklilik testleri yapilmistir. Antibiyotik
duyarliliklar1 ve hemolitik aktivitesine bakilmistir. Son olarak da Caco-2 hiicrelerine

tutunma testleri yapilmstir.

3.2.3.1 Diisiik pH’ya direnc 6zelliginin belirlenmesi

Tanimlanan susun probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesinde; dncelikle susun diisiik pH
degerlerine karsi toleransi arastirilmistir. MRS besiyerine % 1 oraninda inokiile edilen
18 saatlik kiiltiirden 1 ml alinarak 10000 g’de 5 dakika (4 °C) santrifiij edilmistir. Her
ornek i¢in, pH 1.0, 2.0 ve 3.0 diizeyine ayarlanmis PBS tamponlar1 kullanilmistir.
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Kontrol ve deney gruplari, pH degeri 7.2 olan PBS tamponu ile iki kez yikanmistir.
Deney gruplarina, pH degerleri 1, 2 ve 3 olarak ayarlanmis olan PBS tamponlarindan 1
ml ilave edilip ¢dziilmiistiir ve 37 °C’de 3 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyonun 0., 1. ve
3. saatlerinde kontrol ve deney gruplarindan numuneler alinarak seri diliisyonlart yapilip
MRS kat1 ortamlara yayma ekim yapilmistir. 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyon
sonucunda kontrol ve deney gruplarindaki koloniler sayilip, log/kob olarak degerleri

hesaplanmistir (Maragkoudakis vd. 2006).

3.2.3.2 Pepsine karsi direng 6zelliginin belirlenmesi

Izolatin pepsine toleransmin belirlenmesinde, gastrik kosulun olusturulmasi igin pepsin
iceren pH 2.0 ve pH 3.0 degerinde hazirlanan PBS tamponlar1 kullanilmigtir. 1 ml’lik
aktif bakteri kiiltiirii 10000 g’de 5 dakika (4 °C) santrifiij edilerek hiicreler ¢coktiirtilmiis
ve iist faz uzaklastinlmistir. Ornekler iki kez pH degeri 7.2 olan PBS tamponu ile
yikanarak deney gruplarina, pepsin (3 mg/ml; Merck) iceren PBS ¢ozeltisi (pH 2 ve pH
3) ilave edilmis ve 37 °C’de 3 saat inkiibasyona tabi tutulmustur. Kontrol grubuna pH
degeri 7.2 olan PBS tamponu ilave edilmistir. Inkiibasyonun 0., 1 ve 3. saatinde kontrol
ve deney gruplarindan alinan orneklere seri diliisyonlar yapilarak MRS kat1 ortamlara
yayma ekimleri yapilmistir. 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyon sonucunda kontrol ve
deney gruplarindaki koloniler sayilip, log/kob olarak canli hiicre degerleri

hesaplanmistir (Maragkoudakis vd. 2006).

3.2.3.3 Pankreatine karsi direng ozelliginin belirlenmesi

Pankreatine karsi direng 6zelliginin belirlenmesi i¢in, 18 saat gelistirilmis kiiltiirden 1
ml alinmis ve 10000 g’de 5 dakika (4 °C) santrifiij edilmistir. Ust faz uzaklastirilarak
pellet PBS tamponu ile (pH 7.2) iki kez yikandiktan sonra test grubuna pankreatin
iceren (Img/ml, Merck, Darmstadt, Germany) PBS tamponu (pH 8.0) ilave edilmistir.
Deney ve kontrol gruplar1 37 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Kontrol grubuna ise pH 7.2
olan PBS ilave edilmistir. Inkiibasyonun 0. ve 4. saatinde érneklerden numuneler alinip
seri dillisyonlar1 yapilmig ve MRS kat1 besiyerine yayma ekimleri ger¢eklestirilmistir.
37 °C’de 24-48 saat inkiibasyon sonucu koloniler sayilarak log/kob degerlendirmeleri
yapilmistir (Maragkoudakis vd. 2006).
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3.2.3.4 Safra tuzuna karsi direnc 6zelliginin belirlenmesi

Safra tuzuna toleransi test etmek icin hazirlanan hiicrelere ise, % 0.3, % 0.5 ve % 1
(w/v) safra tuzuyla (Merck, Darmstadt, Germany) zenginlestirilmis MRS siv1 besiyeri
ilave edilmistir.  Kontrol grubunda MRS sivi besiyeri kullanilmistir. 18 saatlik
gelistirilmis aktif kiiltirden 1 ml alinip 10000 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Pellet iki
kez PBS (pH 7.2) tamponu ile yikanmis ve % 0.3, % 0.5 ve % 1 oraninda safra tuzu
iceren MRS besiyerinde ¢dziilmiistiir. 37 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun
0. ve 4. saatinde kontrol ve test gruplarindan 6rnekler alinarak seri diliisyonlar1 yapilmis
ve MRS kati besiyerine ekimleri yapilmistir. 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyon sonrasi
kontrol ve test gruplarindaki koloniler sayilip log/kob olarak degerleri hesaplanmistir

(Maragkoudakis vd. 2006).
3.2.3.5 Hemolitik aktivitesinin belirlenmesi

Hemolitik aktivitenin belirlenmesi i¢in 37 °C’de 18 saat gelistirilen kiiltiirden ticari
olarak temin edilen ve % 5 koyun kani iceren Colombia-agar (bioMerieux, Inc. France)
ortamina ¢izgi ekimleri yapilmistir. Kontrol bakterileri olarak kullanilan Escherichia
coli LMG 3083 (ETEC) ve Staphylococcus aureus ATCC 6538 suslar1 Prof. Dr.
Mustafa Akgelik- Prokaryot Genetigi Laboratuvarindan temin edilmistir. 37 °C’de 24
saat inkiibasyondan sonra, kolonilerin etrafinda, parlak-yesil zon olusturan koloniler a-
hemolitik, berrak zon olusturanlar B-hemolitik, zon olusturmayanlar ise y-hemolitik

olarak degerlendirilmistir (Maragkoudakis vd. 2006).
3.2.3.6 Antibiyotik duyarhhi@inin belirlenmesi

Susun antibiyotik duyarliliginin belirlenmesi i¢in antibiyotik disk difiizyon yontemi
denenmistir. 37 °C’de 18 saat gelistirilen susun hiicre yogunlugu 10%ya
ayarlanmistir. 10 ml MRS besiyeri, 90 ml MRS kati ortamlara eklenerek petrilere
yayilmigtir. Farkli konsantrasyonlarda antibiyotik iceren diskler kati ortama
yerlestirilmistir. 37 °C’de 18 saat inkiibasyon neticesinde olusan zonlarin gap1

Olgiilerek Uluslararas: standarta sahip tablolar ile kiyaslanmig ve direnglilik ya da
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duyarliliklar1 belirlenmistir. Kontrol olarak Staphylococcus aureus ATCC 6538
kullunilmistir (Wilkins vd. 1972).

3.2.3.7 Antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

Izolatin inhibisyon etkisi 6zellikle bagirsak florasinda negatif etkilere sahip olan basta
E. coli olmak lizere bazi patojenlere karst denenmistir. 18 saat 37 °C’de gelistirilen
kiiltlirden 1 ml alinarak 12.000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve elde edilen {ist faz
0.22 um c¢apli membrandan geg¢irildikten sonra 100 °C’de 5 dk kaynatilmistir. E.
faecium OZ-E25 tarafindan {iretilen antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi i¢in
indikatdr bakteri olarak Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus, Enterococcus ve
Lactococcus genusuna ait suslar ve patojen mikroorganizmalar kullanilmistir. 18 saat
gelistirilen indikator bakterilerden % 1 oraninda 5 ml yar1 kati besiyerine ekim
yapilmustir. Kati besiyeri iizerine indikatoriin bulundugu yarikati besiyeri eklenmistir.
Ust faz, yiizeye yayilan patojen bakteriler iizerine 5 pl olacak sekilde nokta ekim
yontemiyle ekilmis ve 37 °C’de 18 saat inkiibasyon neticesinde zon olusturup

olusturmadiklari belirlenmistir (Bhunia vd. 1988).

3.2.3.8 Caco-2 hiicrelerine tutunma 6zellig¢inin belirlenmesi

Diger probiyotik dzellikleri incelenen E. faecium OZ-E25 susunun Caco-2 (insan kolon
adenokarsinoma  hiicreleri)  hiicrelerine  tutunma  Ozellikleri ve  patojen
mikroorganizmalar ile tutunmasmin engellenmesi denemeleri Ankara Universitesi

Biyoteknoloji Merkez Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

Caco-2 hiicreleri % 10 inaktive edilmis fetal bovin serum, 2 mM L-glutamin, 20 U/ml
penisilin ve 100 pg/ml streptomisin igeren RPMI 1640 besiyerinde (Gibro BRL) ve 37
°C’de anaerobik kosullarda inkiibe edilerek gelistirilmistir. Tutunma denemeleri i¢in

Caco-2 hiicreleri 24 kuyulu doku kiiltiir plaklarinda gelistirilmistir.

E. faecium OZ-E25 susu MRS besiyerinde 18 saat gelistirilmistir. Kontrol suglari olan
E. coli LMG 3083 (ETEC) ve S. enterica serotype Typhimurium SL 1344 uygun
besiyerlerinde yine 18 saat gelistirilmistir. Gelistirilen kiiltiirler 6000 rpm’de 15 dakika

39



santrifiij edilmistir. Ust faz atilarak hiicreler pH 7.2 olan PBS tamponu ile iki kez
yikanmustir. Hiicre konsantrasyonu RPMI besiyeri ile 10® kob/ml’ye ayarlanarak steril
tiplere alinmistir. Kuyulardaki RPMI besiyeri ortamdan uzaklastirilip hiicreler PBS
tamponu ile 3 kez yikanmistir. Bakteri-RPMI besiyeri karisimindan kuyulara 1 ml
konulmustur. Plaklar 37 °C’de %5C02/%95 atmosfer basincinda 90 dakika inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucu Caco-2 hiicrelerine tutunmamis bakterileri ortamdan
uzaklagtirmak i¢in kuyulardaki bakteri siispansiyonu steril pipetler yardimiyla
alimmistir. Sonra iki kez PBS tamponu ile yikanmigstir. Caco-2 hiicrelerine tutunan
bakterileri kuyulardan alabilmek i¢in ortama 1 ml Tween 80 (% 0.1) aktarilarak 30
dakika daha inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon bitiminde bakteri siispansiyonu
steril mikrosantrifiij tliplerine alinarak seri diliisyonlar yapilmistir. Diliisyonlarin MRS
ve LB kat1 besiyerlerine yayma ekimleri yapilarak 37 °C’de 24-48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki koloniler sayilarak canli hiicre

sayis1 belirlenmistir (Maragkoudakis vd. 2006).

Suslarin Caco-2 hiicrelerine tutunma yetenekleri; tutunmus bakteri sayisinin (TBS)
baslangi¢ bakteri sayisina (BBS) oranlanmasiyla belirlenmistir. Calisma 6 paralel

tizerinden yapilmstir.
3.2.3.9 Patojen bakterilerin Caco-2 hiicrelerine tutunmalarinin engellenmesi

Patojen mikroorganizmalarin Caco-2 hiicrelerine tutunmalarinin  engellenmesi
denemelerinde S. enterica serotype Typhimurium SL1344 ve E. coli LMG 3083
(ETEC) suslari ile birlikte E. faecium OZ-E25 susu kullanilmustir.

18 saatlik gelistirilen suslar 6000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildikten sonra iist faz
atilmis ve pellet iki kez pH’s1 7.2 olan PBS ile yikanmustir. Hiicre konsantrasyonu 10°
kob/ml’ye ayarlanarak steril tliplere aktarilmistir. Caco-2 hiicrelerinin bulundugu
kuyular PBS tamponu ile 3 kez yikandiktan sonra ilk o6nce E. faecium OZ-E25 susu
kuyulara konulmustur. Daha once belirtilen yontemle tutunma denemesi
gerceklestirilmistir. 90 dakika inkiibasyon sonucunda kuyular 4 kez PBS ile yikanmistir.
24 kuyuluk kiiltiir plaginin 6 kuyusuna S. enterica serotype Typhimurium SL1344,
diger 6 kuyusuna E. coli LMG3083 (ETEC) RPMI siispansiyonundan 1 ml aktarilmistir.
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Tekrar 37 °C’de anaerobik kosullarda 90 dakika inkiibe edilmistir. Kuyular tekrar 3 kez
PBS ile yikandiktan sonra bakterilerin kuyulardan alinabilmesi i¢cin Tween 80 (% 0,1)
ilave edilmistir. 30 dakikalik inkiibasyon sonrasinda kuyulardan alinan bakterilerin seri
diliisyonlar1 yapilarak hazirlanan diliisyonlar McConkey (Merck, Darmstadt, Germany)
agar ortamlarina yayma ekimleri gergeklestirilmistir. 37 °C’de 24 saat inkiibasyon
sonras1 petrilerdeki koloniler sayilarak tutunmus patojen bakteri sayist1 (TPBS)

belirlenmistir (Maragkoudakis vd. 2006).

Tutunmus patojen bakteri sayis1 (TPBS), baslangi¢ patojen bakteri sayisina (BPBS)
oranlanarak hesaplanmistir. Patojen bakterilerinin tutunma oranlarindaki disiis, 100’den

cikarilarak hesaplanmistir. Tutunma denemeleri, her sus i¢in 6 paralel yapilmustir.

3.2.3.10 Caco-2 hiicrelerine tutunma 6zelliginin floresan mikroskobunda
Goriintiillenmesi

Caco-2 hiicrelerine E. faecium OZ-E25 susunun tutunmasinin floresan mikroskobunda
goriintiilenebilmesi i¢in ilk dnce 24 kuyulu kiiltiir plaginin kuyularina 12 mm ¢apinda
coverslipler yerlestirilmistir. Caco-2 hiicreleri bu coverslipler lizerinde gelistirilmistir.
Tutunma denemesinde oldugu gibi bakteri siispansiyonu kuyulara aktarilarak 90 dakika
inkiibe edilmistir. Ayn1 basamaklar tekrarlanarak tutunan bakterilerin Tween 80 ile geri
almimi  gergeklestirilmemistir. Caco-2 hiicrelerine tutunan bakterilerin oldugu
diisiiniilen coverslipler kuyulardan cikarilarak pH 7.2 olan PBS tamponunda % 70
oraninda hazirlanan metanolde 15 dakika bekletilmistir. Bu sekilde fikse edilen
coverslipler iki kez PBS ile yikanmis ve kurumaya birakilmigtir. Daha sonra Akridin
Oranj boyama yapilmistir. Akridin oranj boyas1 % 0,1 oraninda pH*s1 7.2 olan PBS’de
seyreltilerek kullanilmistir. Coversliplerin lizeri boya ile kaplanarak 2 dakika
beklenmistir. Sonra PBS ile yikanarak iizerine immersiyon yagi damlatilarak 1600X

biiylitmede floresan mikroskobunda goriintiilenmis ve fotograflar ¢ekilmistir.

3.2.3.11 Caco-2 hiicrelerine tutunma 6zelliginin SEM’de goriintiilenmesi

Caco-2 hiicrelerine E. faecium OZ-E25 susunun tutunmasmin SEM’de

gorlintiilenebilmesi i¢in 24 kuyulu kiiltiir plaginin kuyularina 12 mm c¢apinda
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coverslipler yerlestirilmistir. Caco-2 hiicreleri coverslipler iizerinde gelistirilmistir.
Tutunma denemesinde oldugu gibi bakteri siispansiyonu kuyulara aktarilarak 90 dakika
inkiibe edilmistir. Ayn1 basamaklar tekralanarak tutunan bakterilerin Tween 80 ile geri
almimi  gergeklestirilmemistir. Caco-2 hiicrelerine tutunan bakterilerin oldugu
diistintilen coverslipler kuyulardan ¢ikarilarak pH’s1 7.2 olan PBS tamponunda % 2,5
oraninda hazirlanan glutaraldehitte bir siire bekletilmistir. Bu sekilde fiksasyon isemi
gerceklestirilmistir. Coverslipler ii¢ kez PBS ile yikandiktan sonra % 2 OsO4 (Osmiyum
Tetraoksit) ile muamele edilmistir. Tekrar 3 kez PBS ile yikanarak seri etanol
konsantrasyonlartyla dehidrasyona tabi tutulmustur (Chauviere vd. 1992). Kurutulan
coverslipler SEM’de goriintii alinabilmesi i¢in incelenmeden 6nce altinla kaplanmistir.
SEM’de inceleme i¢in Bilkent Universitessi UNAM’da (Malzeme Bilimi ve
Nanoteknoloji Enstitiisii) bulunan FEI QUANTA 200F Taramal1 Elektron Mikroskobu

kullanilmastir.
3.2.3.12 Otoagregasyon ve koagregasyon ozelliginin belirlenmesi

MRS ve LB besiyerine % 1 oraninda aktiflestirilen suslar (E. faecium OZ-E2S, S.
Typhimurium 1344 ve E. coli ETEC) 37°C’de 18 saat gelistirildikten sonra 5000 g’de
15 dakika santrifiij edilmistir. Pelletler iki kez pH’st 7.2 olan PBS tamponu ile
yikanmustir. Yaklasik 10° kob/ml’ ye ayarlanan hiicreler uygun besiyerlerinde
¢Oziilmiistiir. Hiicre silispansiyonlar1 4 ml olacak sekilde 10 saniye vortekslendikten
sonra 5 saat siiresince oda sicakliginda bekletilerek otoagregasyon yetenekleri
belirlenmistir. Her saat siispansiyonun {istlinden 0,1 ml alinarak 3,9 ml uygun
besiyerlerine eklenmistir. Absorbanslar1 600 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede
Ol¢iilmiistir (Kos vd. 2003). Otoagregasyon yiizdesi: 1-(A/A¢) x 100 formiilii
kullanilarak hesaplanmistir. (Ay: 1,2,3,4 ve 5 saatteki absorbansit; Ap: 0. Saatteki

absorbansi)

Hiicre siispansiyonlari ayni yontemle elde edilerek koagregasyon oranlari
hesaplanmistir. Her hiicre slispansiyonundan 2 ml alinmus (E. faecium OZ-E25-E.coli ve
E. faecium OZ-E25-S. Typhimurium SL 1344) ve son hacim 4 ml olarak karigik kiiltiir
10 saniye vortekslenmistir. Kontrol tlipleri 4 ml olacak sekilde hazirlanarak

otoagregasyon yiizdeleri belirlenmistir. Koagregasyon denemesi i¢in de her saat baginda
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kanisik kiiltiirlerin list kistmdan 0,1 ml alinarak 3,9 ml uygun besiyerlerine eklendikten
sonra 5 saat siiresince 600 nm’ye ayarlanmis spektrofotometrede dlglimleri yapilmustir.
Koagregasyon ylizde hesaplamalar1 Handley ve ark. (1987) tarafindan belirlenen formiil

kullanilarak yapilmistir.

Koagregasyon yiizdesi: ((Ax+Ay)/2) — A(x+y)
Ax + Ay/2

3.2.4 Bakteriyosin iiretimi

Gram pozitif (+) ve Gram negatif (-) bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivitesi
belirlenen E. faecium OZ-E25 susunun iretmis oldugu enterosinin molekiiler agirlig

tespit edilmis ve enterosin geninin PZR ile tanimlanmasi ger¢eklestirilmistir.

3.2.4.1 Enzim uygulamasimin bakteriyosin aktivitesi iizerine etkisi

E. faecium OZ-E25 susunun iiretmis oldugu bakteriyosin aktivitesi iizerine farkli
enzimlerin etkisinin belirlenebilmesi i¢in katalaz, proteinaz K, kimotripsin ve lizozim
enzimleri kullanilmigtir. Farkli indikator bakterilere karst antimikrobiyal aktivitesi
denemesinde oldugu gibi 18 saat gelistirilen sus, 12000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildikten sonra iist fazdan 20 pl alinip 1 mg/ml olacak sekilde 20 pl enzim ilave
edilmistir. 37 °C’de 2 saat inkiibasyon sonrasinda 100 °C’de 5 dakika kaynatilmistir.
Kontrol olarak enzim ilavesiz kiiltiir iist sivist kullanilmastir. Listeria monocytogenes
7644’¢ karsi nokta ekim yapilarak 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakilmistir (Todorov
ve Dicks 2005).

3.2.4.2 Enterococcus faecium OZ-E25 susunun iirettigi bakteriyosinin kismi
saflastirilmasi

Bakteriyosin iireticisi olan susun SDS-PAGE ile analizlerinin yapilmasi i¢in saflastirilan
liyofilize kiltiir kullamlmistir. Aktif E. faecium OZ-E25 susu kiiltiirlinden 1600 ml
MRS s1v1 besiyerine % 1 oraninda ekim yapilmistir ve 37 °C’de 18 saat gelistirilen

kiiltiirtin pH’1 10 mM NaOH kullanilarak 6.5’e ayarlanmistir. 72 °C’de 30 dk sicak su
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banyosunda bekletilmistir. Bu sekilde istenmeyen hiicrelerin 6lmesi saglanir. 30 dk
sonunda besiyerlerinin sogumasi i¢in bir siire beklenmistir. Daha sonra 15.000 rpm’de
15 dk santrifiij edilmistir. Ust faz atilip pelletteki hiicreler 5 mM pH 6.5 olan 60 ml
sodyum fosfat tamponu (NaPQ,) ile yikanmistir. Tekrar 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiij tiiplerinin i¢inde bulunan kiiltiir sivisinin list faz1 uzaklastirilmistir.
Pellet 60 ml distile su ile yikandiktan sonra 15.000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir.
Pellet 100 ml 0.1 M NaCl ile ¢oziilerek karigtmin pH’st 2.0’ye ayarlanmistir.
Bakteriyosinlerin pH degisimiyle disar1 ¢ikip ortamda muhafazalari bu sekilde
saglanmisgtir. Karisim +4 °C’de buzdolabinda 1 saat manyetik karistirict ile
kanistirilmistir. 1 saatin sonunda karisim 29.000 rpm’de 20 dk santrifiij edilmistir. pH
degisimiyle bakteriyosinler serbest hale ge¢mistir. Karigimin {ist kism1 0.22 pm por
capli membran filtreden gecirilerek steril bir siseye alinmistir. Karisim diyaliz
membrana aktarilarak +4 °C’de diyaliz islemine tabi tutulmustur. 24 saat siiren islem
sonucunda bakteriyosin kismi olarak saflastirilmistir. Diyaliz isleminin giivenilir
sonuclar verebilmesi i¢in 2 saat araliklarla diyaliz protokoliinde kullanilan distile su
degistirilmigtir. Kismi saflastirma sonucunda bakteriyosinin sivi hali elde edilmistir.
SDS-PAGE’de elde edilecek sonucglar igin sivi bakteriyosin liyofilizasyona tabi
tutularak toz haline getirilmistir. Bu sekilde kismi olarak saflastirilmis liyofilize kiiltiir

elde edilmistir (Yang vd. 1992).

3.2.4.3 Enterococcus faecium OZ-E25 susunun iirettigi bakteriyosinin sodyum
dodesil siilfat-poliakrilamit jel elektroforeziyle (SDS-PAGE) tespit edilmesi
ve molekiiler agirh@inin belirlenmesi

Liyofilizatérden alinan proteinin molekiiler agirligmin belirlenmesi i¢in Sodyum
Dodesil Siilfat-Poliakrilamit jel elekroforez yontemi kullanilmistir (Piard vd. 1992,
Contreras vd. 1997). Proteinin molekiiler agirligi, tanimlanmis protein markdrle
karsilagtirilarak (NOVEX Mark 12, Invitrogen) tespit edilmistir. Dikey jel sisteminde
iki tane 10x10 cm boyutlarinda cam plakalar kullanilmistir. Jel taraginin 1 cm altina
kadar % 16 ‘lik yiiriitme jeli koyulmustur. Uzerine 1 ml biitanol eklenmistir. Jelin
polimerizasyonu igin 45 dk beklenmistir. Ustiindeki biitanol kurutma kagidi ile

alimmistir. Plakanin geri kalan kismina % 4’liik yiikleme jeli dokiilmiis ve tarak
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yerlestirilmistir. 30 dk sonunda plakalar elektroforez tankina yerlestirilmis, tarak

alinarak tank icine elektrot tamponu konulmustur.

1. jel i¢in liyofilize edilen bakteriyosin molekiiliiniin 1 mgr’1 100 pl distile su igerisinde
¢Oziilmiis ve ¢oziilmiis bakteriyosin 1:1 oraninda 6rnek tamponuyla karistirilarak 5 dk
kaynatilmistir. Protein 6rnegi 20 pl olacak sekilde jele yiiklenmistir. Yiiriitme islemi 25
mA’da yaklasik bir saat, 40 mA’da yaklasik 2 saatte gerceklestirilmistir. Yiirlitme
islemi bittikten sonra jel alinarak Coomasie Brillant Blue (Merck, Darmstadt, Germany)
boya ¢ozeltisinde 1 gece bekletilmistir. Ertesi giin boya geri alma solusyonuna alinan
jel, protein bantlar1 netlik kazanana kadar bu soliisyonda bekletilmistir. Bu sekilde

proteinin molekiiler agirlig1 hesaplanarak fotograflar1 ¢cekilmistir.

2. jele de aym sekilde yiikleme yapilarak proteinin indikatdr mikroorganizmaya karsi
gostermis oldugu inhibisyon zonunun belirlenmesi hedeflenmistir. Bu jel 24 saat steril
distile suda bekletilerek organik bilesiklerin uzaklastirilmasi saglanmistir. Steril distile
su 6 saat araliklarla degistirilmistir. Inkiibasyonun gosterilmesi amaciyla jel MRS kat1
besiyerli petri lizerine yerlestirilmistir. Jel {lizerine indikator bakteri olarak Listeria
monocytogenes 7644 susu yari kati besiyeri ile ekilmistir. 37 °C’de 18 saatlik inlibasyon
sonucu petride zon olusup olugmadigi kontrol edilmistir (Yang ve Ray 1992). 2. jeldeki
inhibisyon zonunun bulundugu bélge ilk jeldeki bantlarla karsilastirilarak hangi bantin
antimikrobiyal aktiviteden sorumlu oldugu belirlenmistir. Jel fotograflar1 KODAK Jel
Gortiintlileme (Gel Logic 200 Imaging System) cihazinda ¢ekilmistir.

3.2.4.4 Protein biiyiikliigiiniin saptanmasi

Beyaz 151k kaynagi iizerine yerlestirilerek KODAK jel goriintiilleme cihazinda fotografi
cekilen jeldeki proteinin molekiiler biiyiikliigi NOVEX Mark 12 protein markorii
kullanilarak hesaplanmistir (Laemmli 1970). Rf degeri proteinin kat ettigi mesafenin

boyanin kat ettigi mesafeye bolinmesiyle bulunmustur.
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3.2.4.5 Enterococcus faecium OZ-E25 susunun iiretmis oldugu enterosin geninin
PZR ile taméimlanmasi

E. faecium OZ-E25 susunun lretmis oldugu enterosin geninin PZR ile tanimlanmasi

icin Oncelikle total DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. DNA numunesinin saflik ve

miktar tayini NANODROP spektrofotometrede 3 paralel okuma yapilip bu degerlerin

ortalamas1 alinarak gerceklestirilmistir. DNA numunesinin konsantrasyonu ng/ul olarak

belirlenmistir (Sambrook ve Russell 2001).

Enterosin geninin varhigmin belirlenmesinde kullanilan primerler ¢izelge 3.2°de
verilmigtir. Farklt Ty sicakliklarinda c¢alisan primerler i¢in su protokol uygulanmistir.
On denatiirasyon basamagmmn (94 °C’de 2 dakika) ardindan gergeklesen ve her biri
kendi i¢inde 94 °C’de 30 saniye denatiirasyon, farkli Ty degerlerinde (55 °C+£5) 30
saniye primer baglanmasi ve 72 °C’de 20 saniye uzama basamaklarindan olusan toplam
30 dongiiden olusmaktadir. PZR reaksiyon karsimlari ¢izelge 3.3te verilmistir (Forberg
2005).

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan enterosin primerleri (Forberg 2005)

CYTOLYCIN F: TGGCGGTATTTTTACTGGAG

R: TGAATCGCTTCCATTTCTTC

ENTEROCIN A F: GACACAACTTATCTATGGGGGTA

R: CTGGAATTGCTCCACCTAAA

ENTEROLYCIN A F: CGCAGCTTCTAATGAGTGGT

R: CATACACACTGCCATTTCCA

ENTEROCIN B F: TGAAACAAATTATCGGTGGAG

R: TATACATTTGCTAACCCAGCAG

ENTEROCIN L50A&B F: TTGGGTGGCCTATTGTTAAA

R: TCTATTGTCCATCCTTGTCCA

ENTEROCIN P F: TTTGGTACAAAAGTTGATGCAG

R: ATGTCCCATACCTGCCAAAC

ENTEROCIN Q F: TTAAAGAAAGGAGGCGGAAA

R: TGGCAAGCATCCATATTTCT
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Cizelge 3.3 PZR reaksiyon karigimlar1 (Forberg 2005)

Reaksiyon bilesimi Protokol
dH,O 34,75 wl
MgCl, 5ul
10x Buffer Sul
2.5 mM dNTP 1l
Taq DNA polimeraz 0,25 ul
100 pmol/pl leri primer 0,5 ul
100 pmol/pl Geri primer 0,5 pl
DNA 3ul

3.2.5 istatistiksel Analizler

Arastirma sonucunda elde edilen veri ve bilgiler, SPSS 15.0 (Statistical Package for the
Social Sciences) programi yardimiyla degerlendirilmistir. Aragtirmada Bagimsiz "t"
testi, Tek Yonli Varyans Analizi (ANOVA) ve Tukey posthoc testi analizlerinden
yararlanilmistir. Arastirmada tiim bulgular % 95 giliven diizeyinde, p<0.05 anlamlilik

diizeyinde ve ¢ift yonlii olarak sinanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1 Bakterilerin izolasyonu

Arastirmada; farkli yas grubuna ait saglikli bireylerin gaytasindan insan kaynakli
ornekler izole edilmistir. Ayrica anne siitli ile beslenen farkli yas gruplarindaki
bebeklerden alinan gayta ornekleri de c¢alisma kapsamina dahil edilmigtir. Darasi
alinmis steril gayta kaplarinda laboratuvara getirilen gayta Orneklerinden 1 gr
tartilmigtir. Ornekler, steril fizyolojik su ile 1/10 oraninda seyreltilerek homojenize
edilmistir. Gayta orneklerinden 107 ye kadar steril fizyolojik su (FTS) ile seri
diliisyonlar1 hazirlanmistir. Her bir diliisyon tiipiinden 0,1°’er ml alinarak MRS agar
besiyerine drigalski spatiilii ile yayma ekim yapilmis ve 37 °C’de 48 saat inkiibasyona
tabi tutulmustur. Gram pozitif (+), kok veya cubuk sekilli, spor olusturmayan izolatlar

muhtemel laktik asit bakterileri olarak secilmistir.
4.2 izole Edilen Bakterilerin Tanimlanmasi
4.2.1 Izolatlarin kismi karakterizasyonu

Izole edilen bakterilerin metilen mavisi ile basit boyamasi yapildiktan sonra 1600X
biiylitmeli 151k mikroskobunda uzun, ince ve zincir ¢ubuk veya ikili, dortlii kok sekilli
olanlarin laktik asit bakterisi oldugu diisiiniilmiistiir. Gram boyama sonucunda ise mor

renk gozlemlenen bakteriler Gram pozitif (+) olarak degerlendirilmistir.

Laktik asit bakterileri katalaz negatif 6zellik gostermektedir. MRS kat1 besiyerinde
gelistirilen kolonilerin {izerine % 3’lik hidrojen peroksit (H»O,) damlatilarak gaz

¢ikisinin olmadigi koloniler katalaz negatif olarak degerlendirilmistir.
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(a) Lactobacillus fermentum (b) Lactobacillus rhamnosus
(¢) Pediococcus pentosaceus (d) Enterococccus faecium

Sekil 4.1 Gram boyama yapilmis Laktik Asit Bakterilerin 151k mikroskobunda
Goriintiileri (1000x)

4.2.2 Biyokimyasal Testler

Izolatlarin biyokimyasal olarak tanimlanabilmesi igin API 50 CHL test kitinden
yararlanilmistir. Sonuglar, API Identification Software (API Lab Plus Program,
bioMeriux) programina aktarilarak farkli sekerlerin fermentasyonu esas alinmistir.

4.2.3 izolatlarin 16S rDNA dizi analizi sonuclar1

Laktik asit bakterisi olarak diisiiniilen bakterilerin DNA’lar1 izole edilmis, saflik ve

miktar tayinleri nanadrop spektrofotometrede l¢iilmiistiir. OD260/OD2go degerinin 1.75
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2.0 arasinda olmasi gerekmektedir. Izolatlarin DNA konsantrasyonlar: dl¢iilmiistiir ve

bu sonuglar DNA’larin genomik c¢aligmalar i¢in uygun oldugunu géstermistir.

PROMEGA Wizard DNA izolasyon kit kullanimi ile izole edilen kromozomal DNA
numunelerinin elektroforezi % 1 agaroz igeren jellerde yapilarak fotograf ¢ekimleri
KODAK jel gériintiileme cihazinda gerceklestirilmistir. izole edilen kromozomal DNA
molekiillerine ait agaroz jel goriintiileri cizelge 4.1°deki siraya gore sekil 4.2°de

verilmigtir.

0 11 12 13 14

Sekil 4.2 Izolatlara ait kromozomal DNA gériintiisii

Cizelge 4.1 Izolatlarin 16S rDNA dizi analizi sonuglart

Kod Bakteri Adlar Kod Bakteri Adlar
numaralari numaralari
OZ-El Pediococcus pentosaceus OZ-E10 | Pediococcus pentosaceus

0Z-E2 Lactobacillus fermentum OZ-E11 | Pediococcus acidilactici

OZ-E3 Lactobacillus salivarious OZ-E12 | Pediococcus acidilactici

OZ-E4 Lactobacillus fermentum OZ-E13 | Pediococcus acidilactici

OZ-E5 Lactobacillus fermentum OZ-E14 | Lactobacillus rhamnosus

0OZ-E6 Lactobacillus fermentum OZ-E19 | Pediococcus pentosaceus

OZ-E7 Pediococcus acidilactici OZ-E20 | Lactobacillus rhamnosus
OZ-E8 Pediococcus acidilactici OZ-E25 | Enterococcus faecium
OZ-E9 Pediococcus acidilactici OZ-E26 | Pediococcus acidilactici
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[zolatlarm tanimlanmasi Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii tarafindan
gerceklestirilmistir. Baz siralart NCBI BLAST veri tabaninda karsilastirilarak kesin tani
sonuclart ¢ikarilmistir. 16S rDNA dizi analizine gore kesin sonuglar ¢izelge 4.1°de
verilmigtir. Ayrica BLAST tarama sonuglari EK 6’da verilmistir. Antimikrobiyal
aktivite gosteren sus, Enterococcus faecium olarak tanimlanmistir. Diger suslar
Mikrobiyal Genetik Laboratuvar kiiltiir koleksiyonuna eklenmis, Enterococcus faecium

susu, Enterococcus faecium OZ-E25 olarak adlandirilmistir.

Sonuglara gore izolatlarin 4’4 Lactobacillus fermentum, 3 tanesi Pediococcus
pentosaceus, 1 tanesi Lactobacillus salivarious, 2 tanesi Lactobacillus rhamnosus, 7
tanesi Pediococcus acidilactici ve 1 tanesi de Enterococcus faecium olarak

tanimlanmistir.
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4.3 Enterococcus faecium OZ-E25 Susunun Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.3.1 Enterococcus faecium OZ-E25 susunun diisiik pH, pepsin, pankreatin ve
safra tuzlarina karsi direng ozellikleri sonuclari

E. faecium OZ-E25 susunun ilk olarak diisiik pH’ya kars1 direng 6zelligi belirlenmistrir.
Susun pH 1.0°de, canliligini siirdiiremedigi tespit edilmistir. pH 2.0’de ise 1 saat
sonunda canlt hiicre sayisinda % 50,06 oraninda kayip olmus, 3 saat sonunda ise
canliligin1 tamamen kaybettigi belirlenmistir. pH 3.0’te 3. saat sonunda canliligin %
77,84 oraninda devam ettigi bulunmustur. pH 2’de yiiriitiilen pepsin denemelerinde 1.
saatin sonunda susun canliligin1 tamamen kaybettigi, pH 3- pepsin denemesinde 3.

saatin sonunda ise canliligin % 67,86 oraninda devam ettigi bulunmustur.

Cizelge 4.2 E. faecium OZ-E25 susunun diisiik pH, pepsin, pankreatin ve safra
tuzuna kars1 direng durumlari

Inkiibasyon zamani (saat)
0 1 3 4

pH 1.0 0 0 0

pH 2.0 8.38 4.24 0

pH 3.0 8.41 7.37 6.64

Pepsin pH 2.0 7.49 0 0

Pepsin pH 3.0 8.51 7.34 5.89

Pankreatin 8.62 - - 8.79
% 0.3 safra tuzu 8.89 - - 7.82
% 0.5 safra tuzu 8.90 - - 7.55
% 1.0 safra tuzu 8.76 - - 7.45
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Sekil 4.5 E. faecium OZ-E25 susunun pankreatin ve safra tuzu direncliligi
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Pankreatin denemesinde 4 saat sonunda yiiksek diren¢ gosteren susun canliliginin %
100’den fazla oldugu belirlenmistir. Bu sonu¢ pankreatinin susun canliligini
etkilemedigini gostermektedir. Safra tuzunun % 0.3, % 05 ve % 1.0
konsantrasyonlarinda yapilan ¢aligmada canliligin devam ettigi fakat canlilik oraninda
bir azalma oldugu tespit edilmistir. % 0.3’liik safra tuzu denemesinde % 86,39 oraninda,
% 0.5°lik safra tuzunda % 82,00 oraninda ve % 1.0’lik safra tuzunda ise % 80,09
oraninda canlilik tespit edilmistir (Sekil 4.5).

4.3.2 Hemolitik aktivitenin belirlenmesi

E. faecium OZ-E25 susunun hemolitik aktivitesinin belirlenmesinde kontrol suslari
olarak kullanilan E. coli ATCC 25295’in bulundugu ortamda kolonilerin etrafinda
parlak-yesil zon (a-hemolitik) olusurken, Staphylococcus aureus ATCC 6538’in
gelistigi ortamda, kolonilerin etrafinda berrak zon (B-hemolitik) meydana geldigi tespit
edilmistir. Ayni ortamda gelistirilen bakteriyosin tireticisi E. faecium OZ-E25 susunun
kolonilerinin etrafinda ise zon olusumu godzlenmemistir (y-hemolitik) (Sekil 4.6).
Probiyotik mikroorganizmalarin seciminde, hemolitik aktivitenin belirlenmesi 6nemli
bir kriterdir. Probiyotik organizmalarin se¢iminde, hemolize neden olmayan y-hemolitik
suslara dikkat edilmektedir (Maragkoudakis vd. 2006). Bu susun hemolitik aktivitesinin
belirlenerek probiyotik olarak kullanimi acisindan bir sorun teskil etmeyecegi

belirlenmistir.
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Sekil 4.6 Hemolitik aktivite goriintiileri: a. Berrak zon veren S. aureus ATCC 6538,
b. Yesil zon veren E. coli ATCC 25295, c. Zon vermeyen E. faecium OZ-E25

55



4.3.3 Antibiyotik duyarhlik sonuc¢lari

E. faecium OZ-E25 susunun antibiyotik direncliliginin belirlenmesi icin ¢esitli
konsantrasyonlarda antibiyotik diskleri kullanilmistir. 37 °C’de 18 saat inkiibasyondan

sonra antibiyotik diskleri etrafinda olusan zon ¢aplar1 6l¢tilmiistiir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3 E. faecium OZ-E25 susunun antibiyotik duyarlilik profili

Antibiyotik Konsantrasyonu Inhibisyon ¢ap1 ICMR-Biilten
(mg) (mm) 2009

Piperallicin 100 20 I
Cefuroxime sodium 30 16 I
Ampicillin 10 10 R
Penicilin 10 20

Vancomycin 30 - R
Cefoperazone 75 18 I
Bacitracin 10 - R
Cefotaxime sodium 30 14 R
Cephazolin 30 14 R
Amoxycillin 30 12 R
Tetracyclin 30 16 I
Clindamycin 2 20 S
Erythromycin 15 18 I
Gentamycin 10 - R
Chloromphenicol 30 22 S
Kanamycin 30 - R
Ofloxacin 5 - R
Meropenem 10 10 R
Rifampicin 30 17 I
Novobiocin 30 16 I
Amikacin 30 - R
Cefepime 30 10 R
Cephazidime 30 - R
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Sekil 4.7 Antibiyotik duyarlilik sonuglari

Bu c¢alismada disk difiizyon yontemi kullanilarak susun vankomisine direncgli oldugu
belirlenmigtir. Ayrica bu ¢alismada susun penicilin, clindamycin ve chloramphenicol
antibiyotiklerine kars1 duyarli; piperallicin, cefuroxime sodium, cefoperazone,
tetracyclin, erytromycin, rifampicin ve novobiocin antibiyotiklerine kars1 yar1 hassas ve
amikacin, ampicillin, bacitracin, gentamycin, kanamycin, oflaxacin, cephazidime ve
denenen diger antibiyotiklere karsi direncli oldugu bulunmustur. izole edilen
enterokoklarin disk difiizyon yontemi kullanilarak antibiyotik duyarliliklar1 incelenmis

ve % 38’inin vankomisine direngli oldugu belirlenmistir (Temmerman vd. 2003).

4.3.4 Antimikrobiyal aktivite spektrumunun belirlenmesi

Tanimlanan E. faecium OZ-E25 susunun antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi i¢in
Gram negatif (-) ve Gram pozitif (+) bakterilere karsi etkisi arastirilmistir. Cizelge
4.4’de calismada kullanilan suglar ve E. faecium OZ-E25 susunun bu suslara karsi

gostermis oldugu aktimikrobiyal aktivite sonuglar1 verilmistir.

E. faecium OZ-E2S5 susunun iirettigi bakteriyosinin bir¢ok Gram (+) mikroorganizmaya
kars1 etkili oldugu ve Gram (-) bakterilerin bu bakteriyosinden etkilenmedigi

bulunmustur.
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Cizelge 4.4 E. faecium OZ-E25 susu tarafindan iiretilen bakteriyosinin aktivite

spektrumu

Mikroorganizma adi

Antimikrobiyal madde aktivitesi

Bacillus subtilis ATCC 21332

+

Enterococcus faecalis ATCC 29212

_|._

Esherichia coli ATCC 25295

Lactobacillus plantarum NCDO 955

Lactococcus lactic ATCC 7962

Lactococcus lactis 3113

Lactococcus lactis SIK 83

Leuconostoc mesenteroides OZ1

Listeria monocytogenes ATCC 7644

Listeria monocytogenes MA

Listeria innocua M40

Micrococcus luteus M41

Pediococcus pentosaceus Ped L

o T o o oS S S B IS

Salmonella Typhimurium SL 1344

Staphylococcus aureus ATCC 6538

4.3.5 Caco-2 hiicrelerine tutunma sonuclari

Caco-2 hiicrelerine tutunma denemelerinde; pozitif kontrol olarak c¢aligilan S.
Typhimurium SL 1344 susunun % 9,94 (£1,93), E. coli LMG 3083 (ETEC) susunun ise
% 13,02 (+ 3,11) diizeyinde tutunma aktivitesi icerdigi belirlenmistir. E. faecium OZ-
E25 susunun tutunma oranmi ise % 11,70 (£1,45) olarak belirlenmistir. (Sekil 4.8)

Yapilan istatistiksel analizlere gére (ANOVA) bu suslarin tutunmalar1 arasinda fark

bulunmamaktadir (p>0.05).
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o

E. coli LMG 3083 S. Typhimurium SL1344 E. faecium OZ-E

Sekil 4.8 Caco-2 hiicrelerine tutunma diizeyleri

4.3.6 Patojen bakteriler varhiginda Caco-2 hiicrelerine tutunmasinin engellenmesi
sonuc¢lari

E. coli LMG 3083 (ETEC) susunun Caco-2 hiicrelerine tutunma yeteneginin
engellemesi denemesinde; oOnce Caco-2 hiicrelerine E. faecium OZ-E25 susu
tutundurulmus, daha sonra E. coli LMG 3083 (ETEC) susu tutundurulmustur. Birlikte

inkiibasyon sonucunda tutunmanin % 81,55 + 5,40 oraninda engelledigi bulunmustur.

Ayni denemenin S. Typhimurium SL 1344 ile yiiriitiilmesi halinde ise, bu patojenin
Caco-2 hiicrelerine tutunma yeteneginin E. faecium OZ-E2S5 susu tarafindan % 80,12 +
2,67 oraninda diisiiriildiigii belirlenmistir (p<0.001) (Sekil 4.9).

100
E.coli LMG 3083 S. Typhimurium SL1344

90

80

70 -

60 -

50 -

40

% Tutunma inhibisyonu

30 7

20 -

10 7

Seli 4.9 E. faecium OZ-E25 susunun patojen bakterileri engelleme diizeyleri
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4.3.7 Caco-2 hiicrelerine tutunmasinin floresan ve elektron mikroskobundaki
goriintiileri

E. faecium OZ-E25 susunun Caco-2 hiicrelerine tutunmasi goriintiileri sekil 4.10 ve
sekil 4.11°de verilmistir.

Sekil 4.10 E. faecium OZ-E25 susunun Caco-2 hiicrelerine in vitro tutunmasinin akridin
oranj boyama sonrasinda floresan mikroskobundaki goriintiileri (a ve b)

Sekil 4.11 E. faecium OZ-E25 susunun Caco-2 hiicrelerine in vitro tutunmasinin SEM’deki
goriintlisii: a) Caco-2 hiicresi, b) E. faecium OZ-E25 susunun kontrol hiicreleri, ¢ ve
d) E. faecium OZ-E25 susunun Caco-2 hiicrelerine tutunmasi
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4.3.8 Otoagregasyon ve koagregasyon sonuclari

E. faecium OZ-E25 susunun otoagregasyon yiizdesi 5. Saatin sonunda % 80,9 olarak
hesaplanmistir (Sekil 4.12). Otoagregasyon yiizdeleri 5 saat boyunca dogrusal bir
sekilde seyretmistir. Susun E. coli LMG 3083 (ETEC) ile koagregasyon yiizdesi %
12.50 S. Thyphimurium SL 1344 ile koagregasyon yiizdesi % 8,00 olarak belirlenmistir.
Agregasyonun 151k mikroskobundaki goriintiileri sekil 4.13’te verilmistir. Susun E. coli

LMG 3083 (ETEC) ile koagregasyonu sekil 4.14’te gosterilmistir.

100
90
80

70
60
50
40
30
20
10

% otoagregasyon

Sekil 4.12 E. faecium OZ-E25 susunun 5 saatlik otoagregasyon yiizdesi

(a) (b)

Sekil 4.13 E. faecium OZ-E25 susunun 3. (a) ve 4.(b) saat sonrasindaki otoagregasyonu
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Sekil 4.14 E. faecium OZ-E25 susunun E. coli LMG 3083 ile koagragesyonu
4.4 Bakteriyosin Uretimi Sonuclar1

E. faecium OZ-E25 susu tarafindan iiretilen bakteriyosin geninin varligini belirlemek
icin ¢izelge 3.2°de verilen primerler kullanilmistir. Bakteriyosinin kismi saflagtirmasi

yapilarak molekiiler agirlig: tespit edilmistir.
4.4.1 Farkh enzim uygulamasinin bakteriyosin tizerindeki etki sonug¢lar:

E. faecium OZ-E25 susu tarafindan {iretilen antimikrobiyal maddenin aktivitesi
proteinaz K, tripsin, kimotripsin ve lizozim gibi enzimlere kars1 denenmistir. Proteinaz
K, kimotripsin ve tripsin gibi proteolitik enzimlerle inkiibasyon sonucunda
antimikrobiyal maddenin aktivitesinin kayboldugu goriilmiistiir. Lizozim ile muamelede
ise aktivite kayb1 olmamistir. Bu sonuglar susun iiretmis oldugu bakteriyosinin protein
ya da peptid yapisinda olabilecegini gostermektedir. Sekil 4.15°te farkli enzimlerin

antimikrobiyal aktivite iizerindeki etkileri gosterilmistir.
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Sekil 4.15 Farkli enzimlerin E. faecium OZ-E25 susu tarafindan tiretilen
bakteriyosin tizerindeki etkileri

4.4.2 Enterococcus faecium OZ-E2S5 susunun iiretmis oldugu bakteriyosinin
saflastirmasi sonucu molekiiler agirhginin belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivite gosteren bakteriyosinin kismi saflagtirmasi sonucunda liyofilize
edilmesinden sonra SDS-PAGE analizi gerceklestirilmistir. Kullanilan yontemde 2
paralel SDS-PAGE ayni kosullar altinda yiiriitiilmiistiir. CBB ile boyanan 1. jeldeki
bantlarin hangisinin antimikrobiyal aktivite gosteren bant oldugunun belirlenmesi i¢in,
2. jeldeki inhibisyon zonunun oldugu bolge ile kiyaslanmustir. E. faecium OZ-E25
susunun iiretmis oldugu bakteriyosinin 2. jelde gostermis oldugu 1 tane inhibisyon
zonu, muhtemelen CBB ile boyanan 1. jeldeki yaklasik 4,5-5 kDa’luk molekiiler
agirliga sahip bantla 6zdeslestirilmektedir. Sonu¢ olarak E. faecium OZ-E25 susu
tarafindan iretilen bakteriyosinin yaklasik 4,5-5 kDa biiytikliglindeki peptid tarafindan

sentezlendigi diistiniilmektedir.

4.4.3 Enterococcus faecium OZ-E25 susunun iiretmis oldugu enterosin geninin
PZR ile belirlenmesi

E. faecium OZ-E25 susunun total DNA izolasyonu yapildiktan sonra bakteriyosin

geninin belirlenmesi i¢in ¢izelge 3.2°de verilen 7 tane farkli enterosin geni primer ¢ifti

kullanilmigtir.  Bu  primerler mevcut Dbakteriyosinlerin  disinda yeni  olasi

bakteriyosinlerin tanimlanabilmesi i¢in seg¢ilmistir. Enterokoklar, farkli enterosinlerin
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iiretilmesini saglayan genler igermektedir. Bu enterosinler enterosin A, enterosin B,

enterosin P, enterosin L50A/B, enterolisin A, sitolisin ve enterosin Q’ dur.

Enterosin LS0A&B kontrolii

Sitolisin kontrolii
Enterosin A kontrolii
Enterosin B kontrolii
Enterolisin A kontrolii
Enterosin LSOA&B
Enterosin P kontrolii
Enterosin Q kontrolii

Enterosin A
Enterosin B
Enterolisin A
Enterosin P
Enterosin Q

Sitolisin
Marker

b=l
Ly
—
=
i
—
=

Sekil 4.16 Farkli enterosin primerleri kullanilarak elde edilen PZR {iriinii

Spesifik enterosin A primer ¢ifti kullanilarak E. faecium OZ-E25 susunun PZR
amplifikasyonu sonucu elde edilen 155 bp’lik PZR iiriinii ile enterosin geninin varligi
gosterilmistir. PZR {iriiniiniin dizi analizi Refgen Biyoteknoloji (ODTU Teknokent/
Ankara) tarafindan ileri ve geri primerin kullanilmasi neticesinde yapilmistir. Dizi
analizi sonuglar1t BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programi kullanilarak
diger verilerle karsilastirilmis ve dizinin Enterosin A geni ile benzerlik gdsterdigi tespit

edilmistir. Enterosin geninin dizi analizi sonucu EK 7’de verilmistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Saglikli insan ve anne siitii ile beslenen bebeklerin gaytasindan izole edilen ve 16S
rDNA dizi analizine gére tanimlanan suglar arasindan antimikrobiyal aktivite gosteren
Enterococcus faecium susu, Enterococcus faecium OZ-E25 olarak adlandirilmis ve
diisik pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzlarina karsi direng gibi bazi probiyotik
ozellikleri, hemolitik aktivitesi ve antibiyotik duyarlilik seviyeleri belirlenmistir. Ayrica
susun Caco-2 hiicrelerine tutunma testi ilizerine bazi denemeler gerceklestirilmistir.
Probiyotik suslar, gastrointestinal sistemde zorlu kosullarda hayatta kalmak
zorundadirlar. Ornegin midede pH 1.0 ile 3.0 arasinda ve ince bagirsakta % 0.3’liik
safra tuzuna kars1 direng gostermeleri gerekmektedir (Mainville vd. 2005). Diisiik
pH’ya ve safra tuzunun yiiksek konsantrasyonlarina diren¢ 0Ozelligi probiyotik

bakterilerin se¢iminde 6nemli kriterlerdir (Havenaar vd. 1992).

E. faecium OZ-E25 susunun midenin yiiksek asitli ortamindan gegerek bagirsaklara
ulasabilme yetenegini belirlemek amaciyla mide sivisi kosullarina benzer bir ortam
olusturulmaya cahsilmistir. [lk asamada midedeki asidik ortamda canlihgin gézlenmesi
icin pH degeri 1, 2 ve 3’e ayarlanan MRS kiiltiir ortaminda yeterli canliligi gostermesi
incelenmigstir. Calismamizdaki pH 3’teki 3 saat sonunda % 77,84 ve pH 3-pepsin
denemesinde 3. saatin sonunda % 65,87’lik canlilik orami, diger ¢alismalarla
kiyaslandiginda probiyotik secim kriterleri icin uygun oldugunu gostermektedir.
Yapilan cesitli ¢alismalarda pH 3’de izolatlarin sayilarinda belirgin bir degisim
meydana gelmedigi veya sayinin ¢ok az diizeyde azaldigi bildirilmistir (Erkkild ve
Petdja 2000, Prasad vd. 1999). Mide 6zsuyuna benzer bir ortam hazirlanarak 24 adet
probiyotik bakterinin asit ortamina dayanmasi incelenmis, pH 3’te 3 saat sonunda L.
casei ve L. rhamnosus’un 2.7-5.9 logaritmik birim azaldigini belirlenmistir (Vinderola
ve Reinheimer 2003). Ordek kokenli 112 adet laktik asit bakterisinden sadece 2
tanesinin pH 2 ve 3’te 4 saat sonunda canli kalabildigi bildirilmistir (Ehrmann vd. 2002)
Laktik asit bakterilerinin bagirsaga ulasmasi icin gegen 90 dakikalik siirede canl
kalmas1 probiyotik olarak segimleri agisindan yeterli olmaktadir (Chang vd. 2001).
Ambadoyiannis ve ark. yapmis oldugu bir ¢alismada (2004) Enterococcus suslarinda

pH 1’de hi¢ birinde canlilik tespit edilmemistir. pH 3‘te 37 °C’de 1. saatin sonunda
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canli hiicre sayisinda bir degisiklik gdzlenmemis, 4 saatlik inkiibasyon sonucunda ise
denenen suslarin % 47,3 - % 98,6’sinda kayip s6z konusu olmustur. E. durans suslari,
hem E. faecalis hem de E. faecium suslarina nazaran diisiik pH’ya kars1 daha yiiksek
direng gostermistir. E. faecalis V1.26 susu % 58,3 oraniyla diisiik pH’ya karsi en
yiiksek diizeyde direng gdsteren sustur. E. faecium G1.5 susunun kendi tiirleri arasinda
% 46,2 oranla diisiik pH’ya kars1 en direncli sus oldugu bulunmustur. Aymi1 kékenden
gelen bu suslar arasinda higbir ayrim bulunamamistir. Siit {iriinlerinden izole edilen
Lactobacillus izolatlarinin pH 2-pepsin denemesinin 1. saatin sonunda 29 susun 21 nin
canliligin1 siirdiirdligli, ancak 3. saatte 13’liniin canliligini tamamen yitirdigi tespit
edilmistir (Maragkoudakis vd. 2006). Cesitli laktik asit bakterilerinin gastrik kosullara
toleranslarinin arastirildigi bir calismada, pH 3.0°te ve 3 saat sonunda Pediococcus
tiyelerinin diger suslara gore daha fazla diren¢ gosterdigi tespit edilmistir

(Jonganurakkum vd. 2008).

Daha sonra susun % 0.3, % 0.5 ve % 1 oraminda safra tuzu iceren MRS besiyerinde
canliliklar test edilerek ince bagirsakta salgilanan safra suyunun etkisi incelenmistir.
E. faecium OZ-E25 susu 4 saatlik inkiibasyon sonucunda canli sayisinda azalma ile
birlikte istenen canliigi gosterdigi tespit edilmistir. Sit irlinlerinden izole edien
probiyotik olabilecek 3 adet susla yapilan bir c¢alismada suslarin diisik pH’da
canliliklarin1 devam ettirirken, bagirsaklardaki yiiksek safra konsantrasyonunda gelisip
cogalabildiklerini belirtilmistir. izolatlarin % 77’sinin safra tuzunda gelisebildigi ancak
tirlerin probiyotik Ozellikte olabileceginin belirtilebilmesi i¢in diisiik pH ve safra
tuzlarma direnglerinin de incelenmesi gerektigi vurgulanmistir (Prasad vd. 1999).
Yapilan baska bir calismada farkli safra tuzu konsantrasyonlar1 denenerek % 0,3’liik
safra tuzu konsantrasyonunun suslarin safra tuzuna toleransinin belirlenmesi i¢in kritik
miktar oldugu tespit edilmistir (Gilliand vd. 1984, Goldin ve Gorbach 1992). Erkkild ve
Petdgja (2000)’nin yapmis oldugu bir calismada pH 7°de % 0.3’likk safra tuzu
konsantrasyonunda bakteri sayisinda bir degisme gézlenmezken diisiik pH’da hiicrelerin
safra tuzundan daha fazla etkilendigini belirlenmistir. Bebek gaytasindan izole edilen
laktik asit bakterilerinden % 43’iniin, % 0.4’liikk safra tuzu konsantrasyonunda,

canliliklarin1 devam ettirdikleri bulunmustur (Khalil vd. 2007).
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Probiyotik ozelliklere sahip oldugunu diistindiigiimiiz susun disk difiizyon yontemi
kullanilarak vankomisine direngli oldugu belirlenmistir. Ayrica ¢aliymada susun
piperallicin, penicilin, clindamycin ve chloramphenicol antibiyotiklerine karst duyarl
oldugu, piperallicin, cefoperazine, tetracyclin, erytromycin, rifampicin, novobiocin ve
cefuroxime sodium antibiyotiklerine karsi yari hassas oldugu ve denenen diger
antibiyotiklere karst direncli oldugu bulunmustur. Enterococus faecium EF9296 susu ile
yapilan bir calismada susun amfisilin, vankomisin, rifampisin, tetrasiklin,
kloramfenikol, eritromisin antibiyotiklerine duyarli, kanamisine kars1 direngli oldugu
saptanmistir (Marcinakova vd. 2004). Bozadan izole edilen E. mundtii susunun
sulphamethoxazole, neomycin, tobramycin, cefuroxime, clindamycin, cefotaxime,
oxacillin, cefepime, amikacin, ceftazidime, ceftriaxone, streptomycin antibiyotiklerine
direngli; erythromycin, ciprofloxacin, vancomycin, rifampicin, chloramphenicol,
tetracycline antibiyotiklerine karst duyarli oldugu bulunmustur (Todorov vd. 2009).
Tavuktan izole edilen E. faecium suslarimin antibiyotik disk diflizyon yontemi ile
antibiyotik duyarliliklarinin belirlendigi bir calismada E. faecium EFMI 47 and EFMI
49 suslarinin denenen antibiyotiklere en iyi sonu¢ verdigi bulunmustur. Bu sonuglara
gore suslarin amoxicillin + clavulanic, ciprofloxacin, gentamycin, trimethoprime +
sulphamethoxazole, vancomycin ve trimethoprim’e duyarli, cefotaxime, erythromycin
ve tetracycline’e kars1 direngli oldugu bulunmustur (Lertworapreecha vd. 2011). Insan,
hayvan gayta ornekleri ve fermente gidalardan izole edilen; Enterococcus ve laktik asit
bakterileri gibi normal intestinal flora {iyesi olan mikroorganizmalarda antibiyotik
direng genlerinin bulundugu belirlenmistir (Klare vd. 2007). Antibiyotik direng
genlerini tastyan probiyotik mikroorganizmalarin tiikketimi sonucunda yatay gen
transferi ile diren¢ genlerinin bagirsaktaki diger mikroorganizmalara aktarimi ve
antibiyotik direngli patojen bakterilerin gelisimi séz konusu oldugundan insan veya
hayvan tiiketimi i¢in ¢alisilan probiyotik iirlinlerde, antibiyotik direng plazmidlerini

tagityan mikroorganizmalar kullanilmamalidir (Zhou vd. 2005, Hummel vd. 2007).

Caco-2 hiicreleri ince bagirsak villuslarina ozgiidiir ve probiyotik bakterilerin
tutunmasi ve patojen bakterilerin yayilma mekanizmalarint anlamak igin olugturulan in
vitro modeller olarak is gormektedir (Granato vd. 2004). Susun Caco-2 hiicrelerine

tutunma yeteneginin yanminda, S. Typhimurium ve E. coli gibi bagirsak epiteline
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tutunmada etkin olan bakterilerin epitel hiicrelere tutunmasini engellemesi, probiyotik
ozellikleri icinden one ¢ikmaktadir. E. coli LMG 3083 susu % 13,02 (x 3,11) ile
calismada en yiiksek tutunma yiizdesine sahiptir. E. faecium OZ-E25 susunun tutunma
orant ise % 11,70 (£1,45) olarak belirlenmistir. S. Typhimurium SL 1344 susunun ise
tutunma yiizdesi % 9,94 (£1,93) oraminda tespit edilmistir. Denenen sugslar arasinda

tutunma yiizdeleri arasinda fark olmadig istatistiksel verilere gére belirlenmistir.

Tavuktan izole edilen E. faecium suslarinin intestinal mukozal yilizeye tutunma
yeteneklerinin incelendigi bir ¢alismada E. faecium suslarinin tutunma ytizdeleri % 39
ve % 59,6 arasinda bulunmustur. En yiiksek tutunma yiizdeleri E. faecium EFMI 47 ve
EFMI 49 suslarinda % 59,6 ve % 55,4 olarak bulunmustur (Lertworapreecha vd. 2011).
Thirabunyanon ve ark. (2009) yapmis oldugu c¢alismada E. faecium RMI11 ve L.
fermuntum RM 28 suslarinin Caco-2 hiicrelerine tutunma yiizdeleri sirasiyla % 13 ve %
7 olarak bulunmustur. Siit {iriinlerinden izole edilen Lactobasillus sp suslariyla yapilan
bir ¢alismada ise bu suslarin Caco-2 hiicrelerine tutunma yiizdeleri % 0,2 ile % 25,5
arasinda degismektedir (Maragkoudakis vd. 2006). Lactobacillus plantarum 423,
Lactobacillus plantarum ST28MS, Enterococcus faecium ST311LD ve Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides ST33LD suslarinin Caco-2 hiicrelerine tutunma
diizeylerinin arastirildigi ¢alismada sirasiyla % 8, % 4, % 4 ve % 3 oraninda tutunma
degerleri bulunmustur (Todorov ve Dicks 2008). Bazi probiyotik laktobasillerin Caco-2
hiicrelerine tutunma degerleri ise % 14 oraninda rapor edilmistir (Tuomola ve Salminen
1998). E. mundtii STASA ve L. plantarum 423’in Caco-2 hiicrelerine tutunma yiizdeleri
stirastyla % 6 ve % 8 olarak tespit edilmistir. L. rhamnosus GG, test edilen suslardan %
9.2 tutunma yiizdesi ile en yliksek tutunma oranina sahiptir. L. johnsonii Lal, L. casei
MBI ve L. casei Shirota % 7.0, % 4.5 ve % 3.2 oraninda tutunma gergeklestirmislerdir
(Botes vd. 2008).

Otoagregasyon sug spesifiktir. Bizim c¢aliymamizda E. faecium OZ-E25 susunun
otoagregasyon yiizdesi % 80,9 olarak belirlenmistir. Yapilan bir c¢alismada
Lactobacillus plantarum ST23LD ve Lactobacillus plantarum ST28MS suslarinin
otoagregasyon yiizdeleri sirasiyla % 74,3 ve % 95,4 olarak saptanmistir (Todorov ve

Dicks 2008).
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Agregasyon biyofilm olusumu icin onemlidir. Ayrica probiyotik bakterilerin epitelyal
hiicrelere ve mukus mukozasina tutunmasina ve bu bakterilerin gastrointestinal sistemin
zorlu kosullarinda hayatta kalmalarina yardimci olmaktadir (Lepargneur ve Rousseau
2002, Reid ve Burton 2002). Diger laktik asit bakterileri veya patojen bakteriler ile
koagregasyon, konuk¢unun gastrointestinal sistemine yararl etki saglanabilmesi icin
onemlidir. E. faecium OZ-E25 susunun E. coli LMG 3083 (ETEC) ile koagregasyonu %
12,50 ve S. Thyphimurium SL 1344 ile koagregasyonu % 8,00 olarak belirlenmistir.
Yapilan bir ¢alismada Listeria innocua LMG 13568 ve Lactobacillus plantarum
ST23LD arasindaki koagregasyon seviyesi % 94,3 ile oldukga yiiksek diizeydedir. Ayni
sekilde E. faecium ST311LD susunun otoagregasyonu % 89,5 iken Listeria innocua
LMG 13568 ile koagregasyonu % 93,7 olarak bildirilmektedir (Todorov ve Dicks
2008).

Kanli agara yapilan ¢izgi ekimler neticesinde kolonilerin etrafinda yesil zon veren E.
coli ATCC 25295 o hemolitik, berrak zon veren S. aureus ATCC 6538 B hemolitik, zon
olusumunun gozlenmedigi E. faecium OZ-E25 ise y hemolitik olarak degerlendirilmistir.
Hemolitik aktivitesin sonucunda elde edilen veri, susun probiyotik kullanimina engel

teskil etmemektedir.

Calismamizda E. faecium OZ-E25 susunun Gram pozitif (+) ve Gram negatif (-)
bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite denemesi yapiumistir. Gram negatif (-)
bakterilerin iiretilen bakteriyosinden etkilenmedigi fakat bir¢ok Gram pozitif (+)
bakteriye karst etkili oldugu bulunmustur. E. faecium suslart tarafindan tiretilen
bakteriyosinlerin inhibitor etkilerinin belirlendigi bir ¢alismada bakteriyosinin
Propionibacterium spp., L. innocua, L. monocytogenes, Clostridium sporogenes ve C.
tyrobutyricum’n kapsayan genis inhibitdr aktivite spektrumuna sahip oldugu
goriilmistiir (du Toit vd. 2000). Achemchem ve ark. (2005) yaptiklar1 bir aragtirmada .
faecium F58’in  irettigi bakteriyosinin Listeria, Staphylococcus, Clostridium,
Brochothrix ve Bacillus’un bazi1 suslarina karsi antimikrobiyal aktviteye sahip oldugunu
bulmuslardir. Tunus “Rigouta” peynirinden izole edilen E. faecium’un MMT21 susunun
tirettigi enterosin A ve B’nin laktik asit bakterilerinin yanisira L. monocytogenes ve
Staphylococcus aureus tizerinde de inhibitor etkiye sahip oldugu saptanmistir (Ghrairi

vd. 2008). Fermente bir soya tiriiniinden izole edilen E. faecium S2C10 ve S2C11°nin
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irettigi bakteriyosinlerin L. monocytogenes ve LAB’lerine karst aktif oldugu
belirlenmistir (Yoon vd. 2008). Tunus’ta fermente et {riiniinden izole edilen E.
faecium’un MMZ’nin 04-09-13-17 kodlu suglarinin iiretmis oldugu bakteriyosinlerin
bircok Gram pozitif bakteri (L. ivanovii, L. monocytogenes, L. innocua, E. faecalis, E.
feacium, Pediococcus acidilactici, L. lactis spp. cremoris, Lb. sakei, Lb. curvatus, Lb.
casei, Lb. delbrueckii ve Leuconostoc mesenteroides) lzerinde antimikrobiyal

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Belgacem vd. 2008).

Farkli enzimlerin E. faecium OZ-E25 susu tarafindan iiretilen bakteriyosin tizerindeki
etkileri incelendiginde proteolitik enzimler bakteriyosin aktivitesinin kaybolmasina
neden olmustur. Lizozim enzimi ile inkiibasyon sonucunda aktivite kaybt olmamistir.
Enterosin ON-157"nin proteolitik enzimlere duyarli, LAB ve L. monocytogenes ’e kars1
aktif oldugu belirlenmistir (Ohmomo vd. 2000). E. faecium P21 tarafindan iiretilen
enterosin A ve B’nin proteazlara karsi duyarli, lipaz ve amilaza dayanikli oldugu,
liyofilizasyondan ve -20°C’de 12 ay depolama kosullarindan etkilenmedigi tespit
edilmistir (Herranz vd. 2001). E. faecium NI15 tarafindan {iretilen bakteriyosinin
kimotripsin, proteinaz K, tripsin ve pepsin gibi proteazlar ile amilaza kars1 duyarli, lipaz
enzimine dayanikli oldugu gézlenmistir (Losteinkit vd. 2001). E. faecium USC-46 ve E.
mundtii USC-51 tarafindan maksimum bakteriyosin iiretiminin, gelisimlerinin durgun
fazinda oldugu belirlenmistir. Her iki bakteriyosinin proteinaz K ile inaktif oldugu
gbzlenmistir (Campos vd. 2006). E. faecium MMT21’nin iirettigi enterosin A ve
enterosin B’nin tripsin, pronaz E ve proteinaz K’ya kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir

(Ghrairi vd. 2008).

Sodyum dodesil siilfatin (SDS) bulundugu poliakrilamid jel elektroforezi protein alt
birimlerini aywmada kullanilmaktadir. SDS-PAGE sonucu Listeria monocytogenes

7644 e karsi zon veren jelde yaklasik 4,5-5 kDa biiyiikliigiinde bir bant tespit edilmistir.

Enterosinler ribozomlar tarafindan sentezlenen, lider peptidin ayrilmasi disinda post
translasyonel modifikasyonlara ugramayan, diisiik molekiiler agirlikli ve 1s1 stabil
peptidlerdir. Enterosin A, sinif I1a’ya dahil olan, antilisteriyal peptidin N terminalindeki
YGNGVXC aminoasit rezidiisii ile pediyosin benzeri yapi igeren bakteriyosindir

(Aymerich vd. 1996). Enterosin B, pediyosin benzeri bakteriyosin olmamakla birlikte
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kimyasal 6zellikleri, 1s1 stabilitesi ve antilisteriyal aktivite gostermesi nedeniyle siif Ila
bakteriyosinler i¢inde yer almaktadir. Enterosin A ve B’nin inhibisyon etkileri arasinda
cok az bir fark olmasina ragmen her ikisi de birlikte faaliyet gostermektedirler (Casaus
vd. 1997). Sosis ve peynirden izole edilen Enterococcus faecium T136 ve Enterococcus
faecium WHES81 suslarinin hem enterosin A hem de enterosin B iireticisi oldugu

saptanmustir.

Molekiil agirlik agisindan enterosinler degerlendirildiginde, enterosin A ve B (E.
faecium MMT21)’nin sirasiyla 4828.67 Da ve 5463.8 Da (Ghrairi vd. 2008), bakteriosin
B1 ile B2 (E. faecium B1 ve B2)’nin 3,4 ile 5,8 kDa (Moreno vd. 2002), bakteriosin
DO81821 (E. faecium D081821 ve D081833)’in 3,0 kDa (Chen vd. 2007), enterosin
ON-157 (E. faecium NIAI 157)’nin 2,5 kDa (Ohmomo vd. 2000), enterosin RZS CS5 ve
enterosin RZS C13 (E. faecium RZS CS5 ve E. faecium RZS C13)’iin 5460 ve 5477 Da
(Foulquie-Moreno vd. 2003), E. faecium JCM 5804T tarafindan iiretilen bakteriyosin
4,5 kDa (Park vd. 2003) molekiiler agirliga sahip oldugu bildirilmektedir.

Calismamizda E. faecium OZ-E25 susunun tiretmis oldugu bakteriyosin geninin tespiti
icin 7 farkli enterosin gen bdélgesine spesifik primer ciftleri kullanilmis ve PZR
amplifikasyonu sonucunda 155 bp’lik PZR iiriinii sekanslanmis ve elde edilen dizi
analizi sonuglart BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) programi kullanilarak
diger verilerle karsilagtirilmigtir. Dizi, Enterosin A geni ile % 99 oraninda benzerlik

gostermigtir.

Bebek gaytasindan izole edilen E. faecium GM-1 susunun iiretmis oldugu bakteriyosin
gidalardan izole edilen enterokoklarin {irettikleri enterosinler ile benzer 6zellik
gostermistir. Enterosin geni birgok primer kullanilarak tanimlanmistir. 130 bp’lik PZR
iriinlinlin niikleotit sekansi bu bakteriyosinin enterosin P (% 82,9) oldugunu ortaya
cikarmigtir (Kang ve Lee 2005). Diger bir c¢aligmada 7 tane bakteriyosin iiretici
enterokokun enterosin 4, enterosin A, enterosin B, enterosin P, bakteriyosin 31 ve
enterosin L50A ve L50B primerleri kullanilarak hangi enterosin {ireticisi olduklari tespit
edilmistir. Enterosin A primerleri kullanilarak E. faecium BFE 1170, 1228 ve 900
suslarinin liretmis olduklar1 bakteriyosinler ortalama 126 bp’lik iiriinden olugmaktadir.

Enterosin B primeri kullanilarak BFE 900 susunun iiretmis oldugu bakteriyosinin PZR
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irtinii 159 bp ve enterosin P primeri kullanilarak BFE 1072 susunun iiretmis oldugu
bakteriyosinin 130 bp oldugu bildirilmistir (du Toit vd. 2000). Enterococcus faecium
JCM 5804 susunun iiretmis oldugu bakteriyosin enterosin A, B ve P primerleri
kullanilarak yaklasik 130, 160 ve 120 bp’lik PZR iiriinleri elde edilmistir. Fakat
enterosin P’nin PZR {irlinlerinde net bir bant gozlenemedigi i¢in enterosin P’ye 6zgiin
yeni primerler dizayn edilerek 220 bp’lik yeni PZR iiriin elde edilmistir. PZR
tirenlerinin sekanslanmasi sonucu susun iiretmis oldugu bakteriyosinlerin enterosin A,
enterosin B ve % 91 benzerlik oraniyla enterosin P oldugu bulunmustur (Park vd. 2003).
Saavedra ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir ¢aligmada geleneksel peynirlerden izole
edilen iki adet E. faecium susunun L. innocua ve L. monocytogenes iizerine inhibitor
etki gosterdigi ve bu suslarin ayni zamanda enterosin A genini de tasidiklar
belirlenmistir. Bununla birlikte caligmada her iki patojene karsi antimikrobiyal etki
gostermedigi belirlenen 4 farkli E. faecium susunda da enterosin A geninin bulundugu
belirtilmistir. Calismada elde edilen bu sonuglara dayanilarak, bakteriyosin iiretmeyen
suslarin DNA promotor bolgelerindeki cesitli diizenlemelerin aktif bakteriyosin

tiretiminden sorumlu genlerin ifadesinde etkili oldugu belirtilmistir.

Sonuglar1 genel olarak degerlendirdigimizde diger aragtirmalara gore in vitro ortamda E.
faecium OZ-E25 susunun daha uzun siire canli kalabildigi belirlenmistir. Bu ¢alismada
yapilan ve ileride yapilabilecek in vitro analizler bu susun probiyotik olabilmesi igin
onemli kanitlar olmakla birlikte probiyotik iddiast i¢in yeterli goriilmemektedir.
Kiiltiirlerin probiyotik olarak adlandirilabilmesi i¢in insan veya hayvan denekler
tizerinde caligmalara ihtiya¢ vardir. Ayrica bu susun endiistriyel 6l¢ekte kullanilabilir

olmast1 i¢in uygun gelisim kosullarinin incelenmesi de gerekmektedir.
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EK 7:

BAKTERI iIZOLASYONUNDA ve GELiSIMINDE KULLANILAN
BESIYERLERI

TAMPON ve COZELTILER

DNA ANALIZINDE KULLANILAN MOLEKULER MARKORLER
KiMYASALLAR

KROMOZOMAL (GENOMIiK) DNA iZOLASYONUNDA KULLANILAN

PROMEGA WIZARD GENOMIC DNA ISOLATION KIT
PROSPEKTUSU

: IZOLATLARIN 16S rDNA DiZi ANALIZi VE BLAST SONUCLARI

ENTEROSIN GENINIiN DiZi ANALIiZi VE BLAST SONUCU
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EK 1: BAKTERI iZOLASYONUNDA ve GELISIMLERINDE KULLANILAN

BESIYERLERI

MRS BESIYERI (52.2gr/1)

100 ml’de 5.2 gr hazir besiyeri igerigi ¢oziilerek hazirlanmistir. Kati besiyeri i¢in % 1.5

agar ilave edilmis ve sterilizasyon 118°C’de 15 dakika yapilmigtir.

Icerik

Kazein pepton

Et ekstrakt

Maya ekstrati

Glukoz

Dipotasyum hidrojenfosfat
MgS04.7H,0
MnS0O4.4H,0

Tween 80

Triamonyum sitrat

Sodyum asetat

pH 5,7+0.02

90

%g
10g
8g

20g
2g
05¢g
02¢g
1 ml
2g
Sg



TGE BESIYERI (Tripton-glucose-yeast extract)

Icerik Y%g
Tripton 1.0
Glukoz 1.0
Maya ekstrati 1.0
Tween 80 0.1
MgSO, 0.005
MnSO4 0.005

Bu igerikler 100 ml distile su icerisinde ¢oziliir, pH 6.8’¢ ayarlanir. Kati1 besiyeri

hazirlamak i¢in iizerine % 1.5 agar eklenir. 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.

LB BESIYERI (Luria Bertani)

Icerik Yog
Tripton 1.0
Maya ekstrati 0.5
NaCl 1.0

Bu igerikler 100 ml distile su igerisinde ¢oziiliir, pH 7’ye ayarlanir. Kati besiyeri

hazirlamak i¢in tizerine % 1.5 agar eklenir. 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.
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TSB BESIiYERI

fcerik

Kazein peprton
Soya pepton
NaCl

Glukoz
K,HPO4

%g
1.7
0.3
0.5
0.25
0.25

Sterilizasyondan once pH 7.3 £0.2’ye ayarlanarak 121°C’de 15 dakika sterilize edilir.
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EK 2: TAMPON VE COZELTILER

TBE TAMPONU (Tris-Borik asit-EDTA)1X

icerik (pH: 8.3) % g
Tris 10.8
Borik asit 5.5
EDTA (1M) 0.94
Distile su 11t
pH: 8.3

YUKLEME BOYASI

Icerik % g
Bromofenol blue 0.25
Sakkaroz 40
Distile su 100 ml

Bu bilesenler 100 ml distile suda ¢oziilerek 0.22 um capindaki Sartorius membran

filtreden gecirilir ve + 4 °C’de saklanur.

ETiDYUM BROMIT COZELTISI

fcerik % g
Etidyum bromit 1.0
Distile su 100 ml

Bu bilesenler 100 ml distile suda ¢oziilerek 0.22 pm c¢apindaki Sartorius membran

filtreden gecirilir ve + 4 °C’ de stok olarak koyu renk, 151k almayan bir sisede saklanir.
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% 1’ lik AGAROZ JEL

fcerik % g
Agaroz 1.0
1 X TBE Tamponu 100 ml

Agaroz 1.0 gr tartilarak 100ml 1X TBE Tamponu eklenerek mikrodalga firinda yiiksek
1s1da yaklasik 3 dakika eritilir ve homojen hale gelmesi saglanir. Jel soguduktan sonra

jele 2 pl etidyum bromit soliisyonu eklenir.

% 1.5 ‘lik AGAROZ JEL (PCR URUNLERI iCIN)

Icerik % g
Agaroz 1.5
1 X TBE Tamponu 100 ml

Agaroz 1.5 gr tartilarak 100ml 1X TBE Tamponu eklenerek mikrodalga firinda yiiksek
1sida yaklasik 3 dakika eritilir ve homojen hale gelmesi saglanir. Jel soguduktan sonra

jele 4 ul etidtum bromit soliisyonu eklenir.
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GRAM BOYAMADA KULLANILAN COZELTILER VE iCERIKLER

Kristal viyole stok cozeltisi

Kristal Violet
Etanol
dH,O

Bazik fuksin stok cozeltisi

Bazik Fuksin
Etanol
dH,O

Iyot ¢ozeltisi
1y0t
Potasyum Iyodiir

Sodyum karbonat % 5
dH,O

Tiim kimyasal malzemeler Merck, Darmstadt, Germany.

95

1 gr
% 95

100 ml’ye tamamlanir

3gr
% 95

100 ml’ye tamamlanir

1l gr

2 gr
60 ml
140 ml



TRIiSIN SDS-PAGE’DE KULLANILAN TAMPONLAR ve COZELTILER

AKrilamid-Bisakrilamid Cozeltisi % gr
Akrilamid 29.2
Bisakrilamid 0.8

Whatman kurutma kagidindan gegirildikten sonra karanlik bir siseye alinir ve + 4°C’de

saklanir.
SDS Cozeltisi % gr
SDS 10

10 gr tartilir, 100 ml’de ¢oziiliir.

Toplayici jel Tamponu (0.5 M, ph 6.8) % gr
0.5 M Trizma Base 6.05
SDS 0.4
Ayiricl jel Tamponu (1.5 M, ph 8.8) % gr
1.5 M Trizma Base 18.17
SDS 0.1
Amonyum Persiilfat (APS) Cozeltisi gr/ml
Amonyum Persiilfat 0.1

0.1 gr tartilip 1 ml distile suda ¢oziiliir. Giinliik hazirlanmalidir.

Elektrot Tamponu

Tris 1.65 gr
Gisin 8 gr
SDS 1.4 gr
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dH,O

Ayiricl Jel (Resolving jel)
dH,O

Akril-Bisakrilamit

1.5 M Tris (PH 8.8)

% 10 SDS

% 10 Amonyum persiilfat
TEMED

Toplayicr Jel (Stacking jel)
dH,O

Akril-Bisakrilamit

0.5 M Tris (PH 6.8)

% 10 SDS

% 10 Amonyum perstilfat
TEMED

Coomasie brilliant blue boya cozeltisi
Coomasie brilliant blue R 250

Metanol

Glasiyal asetik asit

dH,O

Boya geri alma cozeltisi
Metanol

Glasiyal asetik asit

dH,O

Jel Fiksasyon Cozeltisi
Glasiyal asetik asit
dH,O
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1100 ml

3.30 ml
4.0 ml
2.5 ml
100 pl
100 pl
5.5u

3.4 ml
830 ul
630 ul
50 pl
50 ul
5.5u

1 gr

400 ml
100 ml
500 ml

400 ml
100 ml
500 ml

70 ml
930 ml



EK 3: DNA ANALIZINDE KULLANILAN MOLEKULER MARKORLER

GeneRuler TM 100bp DNA Ladder Plus (FERMENTAS)

GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder,
ready-to-use
bp NS pg % bp
000 280 56
2000 280 5.6 — 3000
1500 280 58 — 2000
1200 280 58 —~ 15
/ 1000 200 16.0 =
/000 270 54 — e
= B0 270 54 — 300
= — 700 270 54 - 700
£ — B0 270 54 - 600
% — 500 800 160
e — 400 300 6D — 500
g — a0 300 6D 400
5 — 200 300 6D
= — 300
= _ 100 300 6.0
5
§ - 200
0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTBE, 5\iem, 1h 77
g
= — 100
[=H
=
[Fig]
0.5 padane, 20 cm length gel,
1XTAE, 8 Viem, 3 h
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Novex Mark 12 Protein Markorii

kda

200

116.3
9v7.4

66.3
53.4

36.5
3

21.5

14.4

W

Pk Bl

|11

Protein:

Myosin

-Galactosidase
hosphorylase b

BSA
Glutamic dehydrogenase

Lactate dehydrogenase
Carbonic anhydrase

Trypsin inhibitor

Lysozyme

Aprotinin

Insulin B chain
Insulin A chain
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EK 4 KIMYASALLAR

Kimyasal Ad1
Agaroz

Borik Asit
Bromofenol Blue
EDTA

Etidyum Bromit
Glukoz

MRS Besiyeri
Maya Ekstrakti
MgSO4

MnSO4

Supercoiled DNA Ladder
Taq DNA Polimeraz
Tripton

Tris

Tween 80

100bp DNA Ladder

100

Marka
SIGMA
MERCK
MERCK
MERCK
SIGMA
SIGMA
LABM
OXOID
MERCK
MERCK
SIGMA
PROMEGA
OXOID
SIGMA
MERCK
FERMENTAS



EK 5§ KROMOZOMAL (GENOMIK) DNA iZOLASYONUNDA KULLANILAN
PROMEGA WIZARD GENOMIC DNA ISOLATION KIT PROSPEKTUSU

<o

Promega

111G, Isolating Genomic DNA from Gram Positive and Gram Megative Bacteria
Materials to Be Supplied by the User

=1

0

11

1.5ml microcentrifuge tubas

witer hath, 80°C

waber bath, 370

fsaprapanol, room lemperature

7% ethanol, room temperature

water bath, 65°C (optional; for rapid DNA rehydreation)

SmM EDTA (pH 8.0) {for gram positive bactoria)

LOmg /ml ysozyme (Sigma Cat.# L7851 (for gram positive bacteria)
10mgr /il Iysostaphin (Sigma Cat.# L7386) (for gram positive bacteria)

Add Tml of an dviernight culture (o a 1.5ml microgentrifuge tube,

Contrifuge at 13,000=16,000 = g for 2 minutes to pellet the cells, Remowe tho
supermatant. For Gram Positive Bacteria, procecd to Step 3. For Gram
Megative Bacteria go directly to Step 6.

Resuspend the cells thoroughly in $80ul of S0mbd EDTA.

Add the appropeiate lytic eneyme(s) to the resuspended cell pellet in a total
volume of 120pl (soe note in the margin), and gently pipet to mix, The
purpese of this pretreatment is to weaken the cell wall so that efficient cell
lysts can take place.

Mote; For cortain Staphylecosrus species, a mixture of 60ul of 10mg,/ml
Iyvaoevme and &0yl of 10me/ ml lysestaphin is required for efficient [vsis,
However, many Gram Positive Bacterial Strains (.., Bacillus sublilis,
Mivrovoceas lutens, Nocardie ofitidiscasiorm, Rhodeeoccas shodochiress, and
Brevibacterium albidiues) lyse efficiently using [ysozyvme alone.

Incubate the sample at 37C for 306 minutes. Centrifuge for 2 minutes at
13,000-16,000 = g and remove the supernatant

Add 600yl of Muclei Lysis Solution. Gently pipet until the cells are
resuspended

[eubate at B0°C for 5 minutes to lyse the cells; then cool to room
tempeTature,

Add 3pl of RNase Solution to the cell lvsate. Invert the tube 2-5 times to mix,
Incubate at 37°C for 15-60 mimutes, Cool the sample ta room temperature,

Add 200p] of Protein Precipitation Solution to the EMase-treated cell Tysate.
Waortex vigorousiy at high specd for 20 seconds to mix the Protein
Precipitation Selution with the cell lysate,

Incubate the sample onciee for 5 minutes.

12, Centrifuge at 13,000-16,000 = ¢ for 3 minutes.
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Promega

13. Transfer the supernatant containing the DNA to a clean 1.5mi
rmicrocentrifuge tubs containing 600p] of room temperature isopropanol,
Mate: Some supernatant may remain in the ariginal fube containing the
protein pellet. Leave this residual liquid in the tube to avold contaminating
the DNA selution with the precipitated protein.

14, Gently mix by fnversion until the thread-like strands of DNA form a visible
M.

15, Centethuge at 13,000-16,000 = ¢ for 2 minutes,

16, Carcfully pour off the supernatant and deain the tube on clean absorbent
paper. Add 600ul of room temperature 70% cthanol and gently invert the
tube several imes to wash the DNA pellet.

17, Centrifuge at 13,000-16,000 * ¢ for 2 minutes. Carefully aspirate the
ethanol.

18. Dirain the tube on clean absorbent paper and allow the pellet to air-dry for
10=13 mirutes.

190 Add 10000 of DMA Rehvdration Selution to the tube and rehydrate the
DNA by incubating at 65°C for 1 hour. Periodically mix the solution by
gontly apping the tube, Alternatively, rehydrate the DNA by incubating
the: salution overnight af eoom temperature or at 4°C.

20, Store the DNA at 2-8°C.
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EK 6 IZZOLATLARIN 16S rDNA DiZi ANALIZI VE BLAST SONUCLARI

1. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN243998

o YACYOAYTGAGIYTTYL&UCO&nG?GAGT 00C6AACGO@I0!9‘#~AC!C@I OGGTAlt{TGCCClGA-ﬂDYﬂGOGOAYAIChCCTOG#!M*G!YOCTA TACCOTRTAAt

“l‘i“ l‘) Auutl hMUh MMAML.MJ&“LUJM, ,h.wllthdt“h”m MMLX

AGIDIAIACCOCAI’BG T |'| CTTT rqanaoaraoc(cmc TATGAG T rc !Goaloonccca:oocou uoc TAGT 100|a.qoa!uuoocrcaccaaoocasrm\|.i

4 Lk A5l Al 3 i AL LA 4 R sh A
'c;ncutcoco iDAOYO.ﬁ-\ﬂl-\OOGTYfCOOC rCOlianGCTCTOlTOY :)l!ﬂ&ﬁﬁlhtﬂnDGOTnlﬂnﬂ .ikt TOTT TICCCAGIG.&C GQTA 1T ulc(-\ﬂ.l»\.!octlc
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|
N | , ;.‘ ‘bi

COOCTAACTAC O TOCCAOCAGCC GC OO TAATACOTAGOTOOCAA OCGT TATCC O GAT TTATTGOOC G TAAA OC GA OC acaao
(= 460 470 480 430 ; i 500 S0 520

Accession Description LR RO S
HO615680.1 Pediococcus pentosaceus strain B1 165 ribosomal RNA gene, partial se 279 879 100% 0.0 100%
HO389248.1  pediococcus pentosaceus strain Z1 165 ribosomal RNA gene, partial se, 979 979 100% 0.0 100%
HOB344%6.1  Pediococcus pentosaceus strain SC1 168 ribosomal RNA gene, partial ¢ 978 979 100% 0.0 100%
HO280391.1 Pediococcus pentosaceus strain PP 165 ribosomal RNA gene, partial se|. 979 979 100% 0.0 100%
FR717465.1  Pediococcus pentosaceus partial 165 rRNA gene, strain LB-25 979 979 100% 0.0 100%
FR717480.1  pediococcus pentosaceus partial 165 rRNA gene, strain LB-12 979 979 100% 0.0 100%
HO141912.1 Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 6 165 ribosomal RNA gene, part. 279 879 100% 0.0 100%
HM336141.1 Pediococcus pentosaceus strain B22 165 ribosomal RNA gene, partial s 979 879 100% 0.0 100%
HM462429.1  Pediococcus pentosaceus strain ChR-[-strl6 16S ribosomal RNA gene, 879 979 100% 0.0 100%
HM044322.1 pediococcus sp. G54 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 79 979 100% 0.0 100%
AB484722.1  pedincoccus pentosaceus aene for 165 ribosomal RNA, partial sequenc. 278 979 100% 0.0 100%
AB550295.1  Pediococcus pentosaceus gene for 165 rRNA, partial sequence, isolate: 979 979 100% 0.0 100%
AB550284.1  Pediococcus pentosaceus gene for 165 rRNA, partial sequence, isolate; 979 879 100% 0.0 100%
GU368788.1  Pediococcus pentosaceus strain J5-8-1 165 ribosomal RNA gene, parti, 978 979 100% 0.0 100%
AB4B1I02.1  pediococcus pentosaceus gene for 165 ribosomal RNA, partial sequenc. 922 979 100% 0.0 100%
G0076332.1 Uncultured bacterium clone nbw363q07c1 165 ribosomal RNA gene, i~ 979 979 100% 0.0 100%
GOO073616.1  Uncultured bacterium clone nbw210q08c1 165 ribosomal RNA gene, i 979 979 100% 0.0 100%
G0072129.1 Uncultured bacterium clone nbw192e10¢c1 165 ribosomal RNA gene, pe 978 979 100% 0.0 100%
G0072023.1  Uncultured bacterium clone nbw191c02cl 165 ribosomal RNA gene, ps| 929 979 100% 0.0 100%
GO071985.1  Uncultured bacterium clone nbw190q06c1 165 ribosomal RNA gene, pe, 978 979 100% 0.0 100%
FI892738.1  Pediococcus sp. 518 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 79 979 100% 0.0 100%
F1892737.1  Pediococcus sp. $17 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 979 979 100% 0.0 100%
F1539347.1  Pediococcus pentosaceus strain YTX21BMX 165 ribosomal RNA gene, | 329 979 100% 0.0 100%
FI538575.1  Pediococcus pentosaceus strain YTX3GBMX 165 ribosomal RNA aene, | 272 978 100% 0.0 100%
F1538572.1  Pediococcus pentosaceus strain YTX26BMX 165 ribosomal RNA gene, | 979 879 100% 0.0 100%
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2. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244739

ATTGATT TTOOTCOICAACG AGTOGCOCACGOOTCAGTAACACGTI AGOTAACLTGC(CAG IAQCOOGOGKAJCaf TTOCAAACAGATGCTAATACCGCATAACRACGTT
w0 2 E @ 0 L1} w0 100 1o

7] |u;u-n:u-t.;nuu uu.‘uunlusll TEICECTAICACT ICIGGATGOALL IGLGE |D(AJ TAGL |m 7 136 IGO0 TAAUGGL CTALCAAGGCG AIGA IGCA 4G
14 158 100 m 0 0 =0

Nl il lun WL h il HL ilulu m il JMJI lL ‘ lm Uil L h“IL A

c:oanr onm\oa: roarc:accacna!oona:lo:macaceer.:ca AL rccucoeoaeocao:nouoooa.urr. rcmcnnrooocecnneccroa Taoaa:nnn d

Accession Description [ ﬁ s Lk ‘
EUGBB6727.1 | Lactobacilus fermentum strain PN-1 165 ribosomal RNA gene, partial s~ 241 941 100% 0.0 99%
AP008937.1 || actobacilus fermentum IFO 3956 DNA, complete genome 941 4666 100% 0.0 99%
GO141827.1 | Lactobacilus fermentum strain Kx364#A1 165 ribosomal RNA gene, pi 937 937 100% 0.0 99%
G0141805.1 | Lactobacilus fermentum strain Kx364A1 165 ribosomal RNA gene, par 237 937 100% 0.0 99%
JF903803.1 | Lactobacillus fermentum strain 48705 165 ribosomal RNA gene, partial 935 935 100% 0.0 99%
HO615664.1 | |actobacilus fermentum strain C1 165 ribosomal RNA gene, partial sec 933 935 100% 0.0 99%
J719998.1  |actobacilus fermentum strain VL2 165 ribosomal RNA gene, partial s¢ 93 933 100% 0.0 99%
HO423153.1 | Lactobacilus fermentum strain M1-16 165 ribosomal RNA gene, partial 93 933 100% 0.0 99%
JF728268.1  |actobacilus fermentum strain GIMC16:TVS-2 165 ribosomal RNA gen 93 933 100% 0.0 99%
JF414110.1 | actobacilus fermentum strain HT4 165 ribosomal RNA gene, partial s¢ 935 935 100% 0.0 99%
JF414109.1 || actobacilus fermentum strain HT3 165 ribosomal RNA gene, partial s¢ 333 935 100% 0.0 99%
HMO36120.1  Lactobacilus fermentum strain F1 165 ribosomal RNA gene, partial seq 935 935 100% 0.0 99%
JF268322.1  |actobacilus fermentum strain 10-358 165 ribosomal RNA gene, parti: 935 935 100% 0.0 99%
HO449670.1 | Lactobacillus fermentum strain UNO1 165 ribosomal RNA gene, partial : 935 935 100% 0.0 99%
HO677387.1  Lactobacilus fermentum strain AdF7 165 ribosomal RNA gene, partial ¢ 233 933 100% 0.0 99%
HO650232.1 | Lactobacilus fermentum strain KNO2 165 ribosomal RNA gene, partial : 935 935 100% 0.0 99%
HM389920.1 | Lactobacillus fermentum strain FBT-1 165 ribosomal RNA gene, partial 935 935 100% 0.0 99%
HO293047.2 | Lactobacillus fermentum strain NWL24 165 ribosomal RNA gene, partiz 935 935 100% 0.0 99%
HO293040.2 | actobacilus fermentum strain NWL17 165 ribosomal RNA gene, partie. 233 935 100% 0.0 99%
HO293048.1 | Lactobacillus fermentum strain NWL26 165 ribosomal RNA gene, partie 935 935 100% 0.0 99%
HO293037.1 | Lactobadillus fermentum strain NWP14 165 ribosomal RNA gene, partic 935 935 100% 0.0 99%
HM218438.1 || actobacilus fermentum strain NM103-3 165 ribosomal RNA gene, par 935 935 100% 0.0 99%
HM218434.1 || actobacillus fermentum strain NM102-6 165 ribosomal RNA gene, par 935 935 100% 0.0 99%
HM217871.1 || actobacilus fermentum strain §1-3 165 ribosomal RNA aene, partial s~ 935 935 100% 0.0 99%
FR667196.1 | Lactobacilus fermentum partial 165 rRNA gene, strain K8-Lb3 935 935 100% 0.0 99%
FR667192.1 | Lactobacilus fermentum partial 165 rRNA aeng, strain K5-Lb1 35 935 100% 0.0
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3. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244740
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Accession Description o ﬁ S o ks ‘
HO615668.1  Lactobacilus salivarius strain CHS1E 165 ribosomal RNA gene, partial s 990 990 100% 0.0 99%
JF803558.1 | actobacillus salivarius strain C11708 165 ribosomal RNA gene, partial 990 980 100% 0.0 98%
JF268324.1  Lactobadillus salivarius strain 2-23A 165 ribosomal RNA gene, partial s 990 950 100% 0.0 99%
HO701584.1  Uncultured bacterium clone 3sto2 165 ribosomal RNA gene, partial seq 990 950 100% 0.0 99%
E£1508370.1  Uncultured bacterium clone 16slp83-10f06.w2k 165 ribosomal RNA gel 990 990 100% 0.0 99%
E508363.1  Yncultured bacterium clone 16slp83-13a11.w2k 165 ribosomal RNA ge| 220 930 100% 0.0 99%
F1508368.1  Uncultured bacterium clone 16sip83-12g01.w2k 165 ribosomal RNA ge 990 980 100% 0.0 99%
GU171077.1  Uncultured bacterium clone E1Day21biolcold 165 ribosomal RNA gene 990 990 100% 0.0 99%
GU171045.1  Uncultured bacterium clone Adday21controlcold 165 ribosomal RNA ge 990 950 100% 0.0 99%
H0293061.1 | actobacilus salivarius strain NWL38 165 ribosomal RNA gene, partial ;. 290 990 100% 00 99%
HO0293057.1 | actobacillus salivarius strain NWL34 165 ribosomal RNA aene, partial ;| 220 990 100% 0.0 99%
HO293056.1  Lactobacillus salivarius strain NWL33 165 ribosomal RNA gene, partial : 990 990 100% 0.0 99%
H0283034.1 Lactobacillus salivarius strain NWL31 165 ribosomal RNA gene, partial: 220 990 100% 0.0 99%
CP002034.1 | actobacillus salivarius CECT 5713, complete genome 990 6906 100% 0.0 99%
AB425928.1 | actobacilus salivarius gene for 165 ribosomal RNA, partial sequence, : 230 990 100% 0.0 99%
AB425010.1 | actobacillus salivarius gene for 165 ribosomal RNA, partial sequence, : 990 950 100% 0.0 99%
EJ751787.1  Lactobacillus salivarius strain DSPV 344T 165 ribosomal RNA gene, par 990 990 100% 0.0 99%
07517851 Lactobacillus salivarius strain DSPV 340T 165 ribosomal RNA gene, par 990 950 100% 0.0 99%
E517841 | actobacillus salivarius strain DSPV 3337 165 ribosomal RNA gene, pat 990 990 100% 00 99%
F751783.1  Lactobacilus salivarius strain DSPV 329T 165 ribosomal RNA gene, par| 230 990 100% 0.0 99%
F1751782.1 | actobacillus salivarius strain DSPV 327T 165 ribosomal RNA gene, par 990 980 100% 0.0 99%
FI751780.1 | actobacillus salivarius strain 324T 165 ribosomal RNA gene, partial se 990 950 100% 0.0 99%
F751779.1  Lactobacillus salivarius strain DSPV 322T 165 ribosomal RNA gene, par 990 950 100% 0.0 99%
00303717.1 | actobacillus salivarius strain LB1 168 ribosomal RNA gene, partial seq 990 990 100% 0.0 9%
G0175447.1 ' Uncultured bacterium clone cc 126 165 ribosomal RNA (rrs) ene, part 990 950 100% 0.0 99%
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4. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244741
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Accession Description - ﬁ: = . ST ‘
AP008937.1  |actabacilus fermentum IFO 3956 DNA, complete genome 1062 3264 99% 0.0 99%
G0141827.1 | actobacilus fermentum strain Kx364#A1 165 ribosomal RNA gene, pi 1039 1059 99% 0.0 98%
G0141805.1  Lactobacilus fermentum strain Kx364A1 165 ribosomal RNA gene, par 1039 1059 99% 0.0 98%
JF718998.1  Lactobacilus fermentum strain VL2 165 ribosomal RNA qgene, partial se 1057 1057 99% 0.0 98%
H0423153.1  Lactobacilus fermentum strain M1-16 165 ribosomal RNA gene, partial 1037 1037 99% 0.0 8%
IF268322.1  |actobacilus fermentum strain 10-358 165 ribosomal RNA gene, partic 1057 1057 9% 0.0 98%
HO449670.1 | actobacilus fermentum strain UNOL 165 ribosomal RNA gene, partial: 1057 1057 99% 00 98%
HO877597.1  Lactobacilus fermentum strain AdF7 165 ribosomal RNA gene, partial ¢ 1037 1057 99% 0.0 98%
HO650232.1 | actobacilus fermentum strain KNO2 165 ribosomal RNA gene, partial: 1057 1057 99% 00 98%
HM888920.1 | actobadllus fermentum strain FBT-1 165 ribosomal RNA gene, partial 1057 1057 9% 0.0 98%
H0293047.2 | actobacillus fermentum strain NWL24 168 ribosomal RNA aene, partie 1037 1057 99% 0.0 08%
HM218438.1 | actobacilus fermentum strain NM103-3 165 ribosomal RNA gene, par 1057 1057 99% 00 98%
HM2178711  Lactobadilus fermentum strain S1-3 165 ribosomal RNA gene, partial ¢ 1057 1057 99% 00 98%
FRE67186.1  Lactobacilus fermentum partial 165 rRNA gene, strain K8-Lb3 1057 1057 99% 00 98%
HOIL108L1 | actobailus fermentum strain NWS14 165 rbosomal RNA gene, parti 1037 1057 99% 00 93%
HO111080.1  |actobacilus fermentum strain NWS11 165 ribosomal RNA gene, partic 1057 1057 99% 00 98%
HM462428.1  Lactobacilus fermentum strain ChPR-11-5tr59 165 ribosomal RNA gene 1037 1057 99% 0.0 98%
CPO02033.1  |actobacilus fermentum CECT 5716, complete genome 1057 3275 99% 00 98%
HM038878.1 | actobacilus fermentum culture-collection IMAU:80814 165 ribosomal 1057 1057 99% 0.0 9%
HMO58846.1  |actabailus fermentum culture-collection IMAU:80780 165 ribosomal 1037 1057 99% 0.0 98%
HMO58945.1 L actobacilus fermentum culture-collection IMAU:80778 165 ribosomal 1057 1057 99% 0.0 98%
HY038912.1  Lactococcus raffinolactis culture-collection IMAU:80740 165 ribosomal 1057 1057 99% 0.0 9%
HMO58792.1  Lactabacilus fermentum culture-collection IMAU:80601 165 ribosomal 1037 1057 99% 0.0 98%

"
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5.iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244742

GCACCTGATTGATTTTGGTCOCCAACGAGT GGCOGACGOGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGOOOGACAACATT TOGGAAACAGATOCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCS:
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Accession Description ﬁ s:zr?'e ey T 2 % Links
AP008937.1  Lactobacillus fermentum IFO 3956 DNA, complete genome 961 4757 100% 0.0 100%
G0141827.1 | aetobacilus fermentum strain Kx364#A1 165 ribosomal RNA gene, pii 832 957 100% 0.0 9%
50141805.1  Lactobacillus fermentum strain Kx364A1 165 ribosomal RNA gene, par, 257 957 100% 0.0 99%
HO615664.1  Lactobacillus fermentum strain C1 165 ribosomal RNA gene, partial se¢. 233 935 100% 0.0 99%
JF719998.1  |actobacillus fermentum strain VL2 165 ribosomal RNA gene, partial s 953 953 100% 0.0 9%
HO423153.1 | actobacillus fermentum strain M1-16 165 ribosomal RNA gene, partial 955 935 100% 0.0 99%
JF268322.1  Lactobacillus fermentum strain 10-358 165 ribosomal RNA gene, partii 955 955 100% 0.0 99%
H0448670.1  Lactobacillus fermentum strain UNO1 165 ribosomal RNA gene, partial : 953 955 100% 0.0 99%
HO677597.1  Lactobacilus fermentum strain AdF7 165 ribosomal RNA gene, partial ¢ 955 955 100% 0.0 99%
H0630232.1 | actobacillus fermentum strain KNO2 165 ribosomal RNA gene, partial |~ 233 955 100% 0.0 99%
HM389920.1 | actobacillus fermentum strain FBT-1 165 ribosomal RNA gene, partial 955 955 100% 0.0 99%
H0293047.2  Lactobacillus fermentum strain NWL24 165 ribosomal RNA gene, partie,. 233 955 100% 0.0 99%
HM218438.1 | actobacllus fermentum strain NM103-3 165 ribosomal RNA gene, par 833 955 100% 0.0 99%
HM217871.1 | actobacllus fermentum strain 51-3 165 ribosomal RNA gene, partial s 833 935 100% 0.0 99%
FRE67186.1 | actobacilus fermentum partial 165 rRNA gene, strain K8-Lb3 953 935 100% 0.0 99%
HO111081.1  Lactobacillus fermentum strain NWS14 165 ribosomal RNA gene, partii 233 935 100% 0.0 99%
HO111080.1 [actobacillus fermentum strain NWS11 165 ribosomal RNA gene, partii 955 955 100% 0.0 99%
HOO008218.1  Lactobacilus fermentum strain RD3 165 ribosomal RNA gene, partial s 953 955 100% 0.0 99%
HM462428.1 [ actobacillus fermentum strain ChPR-1I-str59 165 ribosomal RNA gene. 233 955 100% 0.0 99%
CP002033.1  Lactobacillus fermentum CECT 5716, complete genome 935 4768 100% 0.0 9%
HM038978.1  Lactobacillus fermentum culture-collection IMAU:80814 165 ribosomal 955 955 100% 0.0 99%
HMO38946.1  Lactobacillus fermentum culture-collection IMAU:80780 165 ribosomal 953 955 100% 0.0 99%
HM038945.1 | actobacillus fermentum culture-collection IMAU:80778 165 ribosomal 933 955 100% 0.0 99%
HMO38912.1 | actococcus raffinolactis culture-collection IMAU:80740 168 ribosomal 953 933 100% 0.0 99%
HMO38792.1  Lactobacilus fermentum culture-collection IMAU:80601 165 ribosomal 953 953 100% 0.0 99%
HMO38765.1  Lactobacilus fermentum culture-collection IMAU:80571 165 ribosomal 935 953 100% 0.0 99%
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6. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244743
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Accession Description o e T A i P Links
AP008S37.1  Lactobacilus fermentum IFO 3956 DNA, complete genome 937 4648 99% 0.0 90%
G0141837.1 | aetobacilus fermentum strain Kx364#A1 165 ribosomal RNA gene, pi 233 933 99% 0.0 98%
G0141805.1  [actobacilus fermentum strain Kx364A1 165 ribosomal RNA gene, par - 233 93 99% 0.0 58%
JF903803.1  Lactobacilus fermentum strain 48705 165 ribosomal RNA gene, partial 231 931 99% 0.0 58%
HO615664.1  [actobacilus fermentum strain C1 165 ribosomal RNA gene, partial sec 231 931 99% 0.0 58%
7199981 | actobacilus fermentum strain VL2 165 ribosomal RNA gene, partial s¢ 931 931 9% 0.0 98%
HO423153.1  [actobacilus fermentum strain M1-16 165 ribosomal RNA gene, partial -~ 231 931 99% 0.0 58%
JF728268.1  Lactobacilus fermentum strain GIMC16:TVS-2 165 ribosomal RNA gen 231 31 99% 0.0 8%
JFA14110.1  actobacilus fermentum strain HT4 165 ribosomal RNA gene, partial s¢ 231 931 99% 0.0 58%
4141091 | actobacilus fermentum strain HT3 165 ribosomal RNA gene, partial s 931 931 9% 0.0 98%
HMO38120.1 | actobacilus fermentum strain F1 165 ribosomal RNA gene, partial seq 231 931 99% 0.0 08%
JF268322.1  Lactobacilus fermentum strain 10-358 165 ribosomal RNA gene, partic 231 931 99% 0.0 58%
HO449670.1  [actobacilus fermentum strain UNO1 165 ribosomal RNA gene, partial ;231 931 99% 0.0 58%
HO677387.1  Lactobacilus fermentum strain AdF7 165 ribosomal RNA gene, partial ¢ 231 931 99% 0.0 58%
H0850232.1 | actobacilus fermentum strain KNO2 165 ribosomal RNA gene, partial: 231 931 99% 0.0 98%
HM989920.1  [actobacilus fermentum strain FBT-1 165 ribosomal RNA gene, partial 931 931 99% 0.0 58%
HO293047.2 ' Lactobacilus fermentum strain NWL24 165 ribosomal RNA gene, partie. 231 931 99% 0.0 58%
H0293040.2 ' [actobacilus fermentum strain NWL17 165 ribosomal RNA gene, partie. 231 931 99% 0.0 58%
H0293048.1 | getobacilus fermentum strain NWL26 165 ribosomal RNA gene, partie. 231 931 9% 0.0 98%
HO293037.1  [actobacilus fermentum strain NWP14 165 ribosomal RNA gene, partie. 231 931 99% 0.0 58%
HM218438.1 [ actobacilus fermentum strain NM103-3 165 ribosomal RNA gene, par 231 931 99% 0.0 58%
HM218434.1 | actobacilus fermentum strain NM102-6 165 ribosomal RNA gene, par. 831 831 99% 0.0 98%
HM2179711  [actobadilus fermentum strain $1-3 165 ribosomal RNA gene, partial s 231 931 99% 0.0 58%
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7. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244744
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Accession Description e el ks
HOB0318L.1 | Pediococcus acidilactici strain MW2 165 ribosomal RNA gene, partial sec 972 972 100% 0.0 99%
HO803179.1  pedincoccus acidilactici strain F14 165 ribosomal RNA gene, partial sequ. 272 972 100% 00 9%%
JF733794.1  Bacterium 2/2/3/4 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 972 972 100% 0.0 99%
HO288527.1  Pediococcus acidilactici strain B3 165 ribosomal RNA gene, partial sequ 972 972 100% 0.0 99%
JF268323.1  Pediococcus acidilactici strain 0-4A 165 ribosomal RNA gene, partial sec 272 972 100% 0.0 99%
FR9380LL  Pediococcus acidilacticl partial 165 rRNA gene, isolate LB1 972 972 100% 0.0 99%
HO315838.1  Pediococcus acidilactici strain MS200 165 ribosomal RNA gene, partial s~ 972 972 100% 0.0 99%
H0313858.1  Pedincoccus acidilactici strain MS198 165 ribasomal RNA gene, partial s 972 972 100% 0.0 99%
H0184064.1  Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 51 165 ribosomal RNA gene, pa 822 972 100% 0.0 99%
H0185406.1  Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 33 165 ribosomal RNA gene, pal 272 972 100% 00 9%
HM076835.1 Uncultured Lactobacilaceae bacterium clone VA17 94 168 ribosomal R~ 972 972 100% 0.0 99%
HMO76781.1  Uncultured Lactobacilaceae bacterium clone VA17_29 165 ribosomal R 272 972 100% 0.0 99%
HM101328.1 | actobacillus plantarum strain LBRHO25 165 ribosomal RNA gene, part 272 972 100% 0.0 99%
GU304688.1  Pediococcus acidilactici strain L169 165 ribosomal RNA gene, partial se 272 972 100% 0.0 99%
0U304664.1  Pediococcus acidilactii strain L94 165 ribosomal RNA gene, partial seqr 272 972 100% 0.0 9%%
GU36978L.1  Pediococcus acidilactici strain 15-9-5 165 ribosomal RNA gene, partial s~ 272 972 100% 0.0 99%
GU369780.1  Pediococcus acidilactici strain 15-9-4 165 ribosomal RNA gene, partial s 272 972 100% 0.0 99%
GU369789.1  Pediococcus acidilactici strain 15-9-3 165 ribosomal RNA gene, partial s 272 972 100% 0.0 99%
0U369768.1  Pediococcus acidilactii strain 15-9-1 165 ribosomal RNA gene, partial s~ 272 972 100% 0.0 9%%
7517951 Pediococcus acidilactici strain DSPV 358T 165 ribosomal RNA gene, par 872 972 100% 0.0 99%
F1751789.1  Pediococcus acidilactici strain DSPV 348T 165 ribosomal RNA gene, par 272 972 100% 0.0 99%
G0421480.1  Pediococcus acidilactici strain GL20 165 ribosomal RNA gene, partial se 972 972 100% 0.0 99%
604214781 Pediococcus acidilactici strain GL16 165 ribosomal RNA gene, partial se 972 972 100% 0.0 99%
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8. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244745
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Accession Description @ st cverage A value @ Links
F1538583.1  Pediococcus acidilactici strain CSI34MX 165 ribosomal RNA gene, partiz - 1062 1062 100% 0.0 99%
F1538381.1  Pediococcus acidilactici strain CSI32MX 168 ribosomal RNA gene, partiz 1062 1062 100% 0.0 99%
E1538579.1  Pediococcus acidilactici strain CSI30MX 165 ribosomal RNA gene, partiz 1062 1062 100% 0.0 99%
F1538578.1  Pediococcus acidilactici strain CSI29MX 165 ribosomal RNA gene, partiz 1062 1062 100% 0.0 99%
F1538335.1  Pediococcus acidilactici strain YXT41BMX 165 ribosomal RNA gene, par 1062 1062 100% 00 99%
F1538498.1  pediococcus acidilactici strain CLM2MX 165 ribosomal RNA gene, partial -~ 1062 1062 100% 00 99%
F1538497.1  Pediococcus acidilactici strain CLMIMX 165 ribosomal RNA gene, partial 1062 1062 100% 0.0 9%%
F1538496.1  Pediococcus acidilactici strain 655YCU2MX 165 ribosomal RNA gene, ps 1062 1062 100% 0.0 99%
HQB03181.1  Pediococcus acidilactici strain MW2 165 ribosomal RNA gene, partial ser 1061 1061 100% 0.0 99%
JF733794.1  Bacterium 2/2/3/4 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1061 1061 100% 0.0 98%
HO315858.1  Pediococcus acidilactici strain MS198 165 ribosomal RNA gene, partial ¢ 1061 1061 100% 0.0 99%
HO184064.1 Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 51 165 ribosomal RNA gene, pal 1061 1061 100% 0.0 99%
HO185406.1 Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 33 165 ribosomal RNA gene, pal 1061 1061 100% 0.0 99%
HMO76835.1  Uncultured Lactobacilaceae bacterium clone VA17_94 168 ribosomal R~ 1061 1061 100% 0.0 9%%
HMO076781.1  Uncultured Lactobacilaceae bacterium clone VA17_29 168 ribosomal R 1061 1061 100% 00 99%
GU304688.1  Pediococcus acidilactici strain L169 165 ribosomal RNA gene, partial ser 1061 1061 100% 0.0 99%
GU904684.1  Pediococcus acidilactici strain L94 165 ribosomal RNA gene, partial seqr 1061 1061 100% 0.0 99%
17517851 Pediococcus acidilactici strain DSPY 358T 165 ribosomal RNA gene, par 1061 1061 100% 0.0 99%
FI751789.1  pediococcus acidilactici strain DSPY 3487 165 ribosomal RNA gene, par 1061 1061 100% 0.0 99%
G0421480.1  Pediococcus acidilactici strain GL20 165 ribosomal RNA gene, partial se 1061 1061 100% 0.0 99%
G0421479.1 Pediococcus acidilactici strain GL16 165 ribosomal RNA gene, partial se 1061 1061 100% 0.0 99%
604214741 Pediococcus acidilactici strain GL22 165 ribosomal RNA gene, partial se 1061 1061 100% 0.0 99%
604214731 Pediococcus acidilactici strain GL17 165 ribosomal RNA gene, partial se 1061 1061 100% 0.0 99%
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9. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244746
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HMO76835.1  Uncultured Lactobacilaceae bacterium clone VA17_94 165 ribosomal R 907 907 100% 0.0 99%
HMOT678L.1  Uncultured Lactobacilaceae bacterium done VAL7_29 165 ribosomal R 07 907 100% 0.0 99%
GU204684.1  Pediococcus acidilactici strain L94 165 ribosomal RNA gene, partial seql 907 907 100% 0.0 99%
F1538393.1  Pediococcus acidilactic strain 20SYCUOIMX 165 ribosomal RNA gene, [ 907 907 100% 0.0 99%
F1538592.1  Pediococcus acidilactic strain 552YCUDIMX 165 ribosomal RNA gene, [ 907 907 100% 0.0 99%
F1538591.1  pediococcus acidilactici strain 5SYCUOIMX 165 ribosomal RNA gene, ps| 207 907 100% 0.0 99%
F1538388.1  Pediococcus acidilactici strain YFPE3BMX 165 ribosomal RNA gene, part 807 907 100% 0.0 99%
F1538576.1  Pediococcus acidilactid strain CS127MX 185 ribosomal RNA gene, partiz 907 907 100% 0.0 99%
F1538571.1  Pediococcus acidilactici strain YTX20B2MX 165 ribosomal RNA gene, pa 907 907 100% 0.0 99%
E1538303.1  Pediococcus acidilactici strain CLM10MX 165 ribosomal RNA gene, parti 207 907 100% 0.0 99%
FI53830LL  Pediococcus acidilactici strain CLMEMX 165 ribosomal RNA aene, partial 207 907 100% 0.0 99%
EU082179.1  Pediococcus acidilactic strain F328 165 ribosomal RNA gene, partial sel 907 907 100% 0.0 99%
EF700084.1  Uncultured Bacill bacterium done MS144A1_B10 165 ribosomal RNA g 907 907 100% 0.0 99%
HO603181.1  Pediococcus acidilactici strain MW2 165 ribosomal RNA gene, partial sec 902 902 100% 0.0 99%
HO288527.1  Pedicoccus acidlactid strain B3 165 ribosomal RNA gene, partial sequ 902 902 100% 0.0 99%
H0315859.1  Pediococcus acidilactici strain MS200 168 ribosomal RNA gene, partial s 902 902 100% 0.0 99%
HO315858.1  Pediococcus acidilactici strain M5198 165 ribosomal RNA gene, partial s 902 902 100% 0.0 99%
HO184064.1  Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 51 165 ribosomal RNA gene, pal 902 902 100% 0.0 99%
HO183406.1  Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 33 165 ribosomal RNA gene, par, 202 902 100% 0.0 99%
HMO76834.1  Uncultured Lactobacilaceae bacterium done VA17_93 165 ribosomal R 902 902 100% 0.0 99%
HMO76823.1  Uncultured Lactobacilaceae bacterium done VA17_80 165 ribosomal R 902 902 100% 0.0 99%

Uncultured Lactobacilaceae bacterium done VA17_33 165 ribosomal R | 202 902 100% 0.0 99%

Uncultured Lactobacillaceae bacterium dlone VAL7_04 165 ribosomal R | 202 902 100% 0.0 99%
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10. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244747
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HO615680.1  Pediococcus pentosaceus strain BL 165 ribosomal RNA gene, partial se 977 977 100% 0.0 99%
HO589248.1  pediococcus pentosaceus strain Z1 165 ribosomal RNA gene, partial se. 327 a7 100% 0.0 99%
HO834496.1 Pediococcus pentosaceus strain SC1 165 ribosomal RNA gene, partial ¢ 977 977 100% 0.0 99%
HO286391.1  Pediococcus pentosaceus strain PP 165 ribosomal RNA gene, partial se 977 o7 100% 0.0 99%
ER717483.1 | Pediococcus pentosaceus partial 165 rRNA gene, strain LB-25 977 977 100% 0.0 99%
ER717460.1  pediococcus pentosaceus partial 165 rRNA gene, strain LB-12 977 977 100% 0.0 99%
HO141912.1  Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 6 165 ribosomal RNA gene, part 977 977 100% 0.0 99%
HM335141.1  pediococcus pentosaceus strain B22 165 ribosomal RNA gene, partial ¢ 977 877 100% 0.0 99%
HM462429.1  Pediococcus pentosaceus strain ChR-I-strl6 165 ribosomal RNA gene, 977 877 100% 0.0 99%
HM044322.1  pediococcus sp. GS4 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 977 o7 100% 0.0 99%
AB494722.1  pediococcus pentosaceus ene for 165 ribosomal RNA, partial sequenc 977 877 100% 0.0 99%
AB550295.1  Pediococcus pentosaceus gene for 165 rRNA, partial sequence, isolate: 977 977 100% 0.0 99%
AB550294.1  Pediococcus pentosaceus gene for 165 rRNA, partial sequence, isolate: 977 e77 100% 0.0 99%
AB481102.1 | Pediococcus pentosaceus gene for 165 ribosomal RNA, partial sequenc 977 977 100% 0.0 99%
50076332.1  Yncultured bacterium clone nbw363g07c1 165 ribosomal RNA gene, p;, 377 977 100% 0.0 99%
GQ073616.1  Uncultured bacterium clone nbw210g08c1 165 ribosomal RNA gene, p: 977 977 100% 0.0 99%
50072128.1  Uncultured bacterium clone nbw192e10cl 165 ribosomal RNA gene, pe 977 o7 100% 0.0 99%
G0072023.1  Uncultured bacterium clone nbw191c02c1 165 ribosomal RNA gene, pe 977 977 100% 0.0 99%
§0071985.1  Yncultured bacterium clone nbw190g06c1 165 ribosomal RNA gene, p;, 327 977 100% 0.0 99%
El892738.1  Pediococcus sp. S18 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 977 977 100% 0.0 99%
E1882737.1  Pediococcus sp. $17 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 977 o7 100% 0.0 99%
[1539347.1  Pediococcus pentosaceus strain YTX21BMX 165 ribosomal RNA gene, | 977 977 100% 0.0 99%
E1538375.1  pediococcus pentosaceus strain YTX36BMX 165 ribosomal RNA gene, | 977 e77 100% 0.0 99%
E1538572.1  Pediococcus pentosaceus strain YTX26BMX 165 ribosomal RNA gene, | 977 977 100% 0.0 99%
E1538367.1  pediococcus pentosaceus strain YTXSBMX 165 ribosomal RNA gene, pi 977 877 100% 0.0 99%
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11. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244753
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15385831 Pediococcus acidiactici strain CSI34MX 165 ribosomal RNA gene, partie. 265 95 100% 0.0 98%
F1538581.1  pediococcus acidilacticl strain CSI32MX 165 ribosomal RNA gene, partiz -~ 282 963 100% 0.0 98%
F1538579.1  Pediococcus acidilactici strain CSI30MX 165 ribosomal RNA gene, partie. 963 965 100% 0.0 98%
F1338378.1  Pediococcus acidilactici strain CSI29MX 165 ribosomal RNA gene, partie. 983 965 100% 0.0 9%
F1538355.1  Pediococcus adidilacticl strain YXT41BMX 165 ribosomal RNA gene, par 963 965 100% 0.0 98%
F1538438.1  pediococcus acidilactici strain CLM2MX 165 ribosomal RNA gene, partial 963 965 100% 0.0 98%
F1538497.1  Pediococcus adidilacticl strain CLMIMX 165 ribosomal RNA gene, partial 963 965 100% 00 98%
[1538496.1  Pediococcus acidilactici strain 655YCU2MX 165 ribosomal RNA gene, p;. 963 965 100% 0.0 98%
HO03181.1  Pediococcus acidilacticl strain MW2 165 ribosomal RNA gene, partial sec 939 939 100% 0.0 98%
H0288527.1  pediococcus acidilactici strain B3 165 ribosomal RNA gene, partial sequ 939 959 100% 0.0 98%
H0313858.1  Pediococcus acidiactici strain MS200 168 ribosomal RNA aene, partial s 832 959 100% 0.0 98%
HO315858.1  Pediococcus acidilactici strain MS198 168 ribosomal RNA gene, partial ¢~ 939 939 100% 0.0 98%
HO184064.1  Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 51 168 ribosomal RNA gene, par 939 939 100% 0.0 9%
HO185406.1  Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 33 168 ribosomal RNA gene, par - 939 939 100% 0.0 98%
HMO76835.1  Uncultured Lactobacilaceae bacterium clone VA17_94 168 ribosomal R~ 259 959 100% 0.0 98%
HMO76781.1  Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone VA17_29 165 ribosomal R 232 959 100% 00 98%
GU804688.1  Pediococcus adidilactici strain L169 165 ribosomal RNA gene, partial sec 939 939 100% 0.0 98%
(GU304684.1 Pediococcus acdilactici strain L94 165 ribosomal RNA gene, partial seq 838 939 100% 0.0 98%
B751795.1  pediococcus acidilactici strain DSPV 358T 165 ribosomal RNA gene, par 232 959 100% 0.0 98%
F1751789.1  Pediococcus acidilactici strain DSPV 348T 18 ribosomal RNA gene, par - 232 959 100% 00 98%
604214801 Pediococcus acidilactici strain GL20 168 ribosomal RNA gene, partial se 939 939 100% 0.0 98%
604214781 Pediococcus acidilactici strain GL16 165 ribosomal RNA gene, partial se 939 939 100% 0.0 9%
60421474.1 ' Pediococcus addilactici strain GL22 165 ribosomal RNA gene, partial se 839 959 100% 0.0 98%
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12. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244748
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Accession Description ﬁ ﬁ m%[ A & S:j Links
HO803181.1  Pediococcus acidilactic strain MW2 165 ribosomal RNA gene, partial seq 813 913 100% 0.0 9%
HO288527.1  pediococcus acidilactic strain B3 165 ribosomal RNA gene, partial sequ 915 915 100% 0.0 98%
HO315858.1  Pediococcus acidilactici strain M5200 165 ribosomal RNA gene, partial € 915 915 100% 0.0 98%
HO315858.1  Pediococcus acidilactici strain M5198 165 ribosemal RMA gene, partial ¢ 815 915 100% 0.0 98%
HO184064.1  Uncultured Pediococcus sp. done LAB 51 165 ribosomal RNA gene, pal 915 915 100% 0.0 98%
HO0185406.1  Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 33 165 ribosomal RNA gene, pal 213 915 100% 0.0 98%
HMO76835.1  Uncultured Lactobacilaceae bacterium cone VA17_94 165 ribosomal R 815 915 100% 0.0 98%
HMO76781.1  Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone VA17_29 165 ribosomal R 815 915 100% 0.0 98%
GU304688.1  Pediococcus acidilacticl strain L169 165 ribosomal RNA gene, partial sec 215 915 100% 0.0 98%
GU304584.1  pediocaccus adidilactici strain L94 165 ribosomal RNA gene, partial seqi 815 915 100% 0.0 98%
7517951 pediococcus acidilactici strain DSPV 358T 16S ribosomal RNA gene, par 213 915 100% 0.0 98%
H751788.1  Pediococcus acidilactici strain DSPV 348T 165 ribosomal RNA gene, par 915 915 100% 0.0 98%
G0421480.1  Pediococcus acidilactic strain GL20 165 ribosomal RNA gene, partial se 915 913 100% 0.0 9%
604214781 Pediococcus acidilactici strain GL16 165 ribosaomal RNA gene, partial se o153 913 100% 0.0 98%
GO421474.1  pediococcus acidllacticl strain GL22 165 ribosomal RNA gene, partial se 915 915 100% 0.0 98%
604214731 Pediococcus acidilactici strain GL17 165 ribosomal RNA gene, partial se 915 915 100% 0.0 98%
FI817738.1  Pediococcus acidilactici strain IMAUS0189 165 ribosomal RNA gene, par 915 913 100% 0.0 98%
F1915738.1  Pediococcus acidilactici strain IMAUL0082 165 ribosomal RNA gene, par 915 915 100% 0.0 98%
F1915728.1  pediococcus acidilactic strain IMAU10073 165 ribosomal RNA gene, par 815 915 100% 0.0 98%
F844884.1  Pediococcus acidilactici strain IMAU20075 165 ribosomal RNA gene, par 815 915 100% 0.0 98%
F1844982.1  Pediococcus acidilactici strain IMAU20070 16S ribosomal RNA gene, par 215 915 100% 0.0 98%
F1844981.1  Pediococcus acidilactici strain IMAU20068 165 ribosomal RNA gene, par 815 915 100% 0.0 98%
F1844953.1  Pediococcus pentosaceus strain IMAU20032 165 ribosomal RNA gene, 815 915 100% 0.0 98%
F)787307.1  pediococcus acidilactici strain DSPY 006T 165 ribosomal RNA aene, par 815 815 100% 0.0 98%
F1538393.1  Pediococcus acidilactici strain 20SYCUQIMX 165 ribosomal RNA gene, [ 815 915 100% 0.0 98%
F1538392.1  Pediococcus acidilactici strain 552YCUOIMX 165 ribosomal RNA gene, ¢ 815 915 100% 0.0 98%
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13. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244749
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0 80 0 80 80 100 120

‘la“h n‘l” “ U W W ST 1“ | !

ccccre@ rrrvcn TTAAAAGATGGCTCIGC1ATCACTTCIGGATOGACCCGCGGCQCA1 ‘IAIGCTAGIIGGIGAGGU\ACOGC rCAccAAccccmeﬂscomecccAcmc
0

\ LA ok Ak, LA ! X o o? WA
G6TAA mcomccmoo\mcm uvcccau TIAT Acesc om,uec GAGC scmecamc 'H'HAAG TCTAATGTGAAA GC CTT CG GC TCAAC COAAGA M T BCA 17 GGAAA CT. coeAGAc 11

nym 1H\ el

Accession Description & ﬁ;‘ m%% A @ i:ej Links
HO803181.1 | Pediococcus acidilactici strain MW2 165 ribosomal RNA gene, partial se 1116 1116 100% 0.0 99%
HOB03179.1  pediococcus acidilactic strain F14 165 ribosomal RNA gene, partial sequ 1116 1116 100% 0.0 99%
JE268323.1  Pediococcus acidilactici strain 0-4A 165 ribosomal RNA gene, partial sec 1116 1116 100% 0.0 99%
FRE93801.1 | Pediococcus acidilactici partial 165 rRNA gene, isolate LB1 1116 1118 100% 0.0 99%
HO315858.1 | Pediococcus acidilactici strain MS198 165 ribosomal RNA gene, partial s 1116 1116 100% 0.0 99%
HO184064.1 | Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 51 165 ribosomal RNA gene, pail 1116 1116 100% 0.0 99%
HO185406.1 | Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 33 165 ribosomal RNA gene, pail 1116 1116 100% 0.0 99%
HMO76835.1 | Uncultured Lactobacilaceae bacterium clone VA17_94 165 ribosomal R| 1116 1116 100% 0.0 99%
HMO76781.1 | Uncultured Lactobacilaceae bacterium done VA17_29 165 ribosomal R| 1116 1116 100% 0.0 99%
HM101329.1 | actobacilus plantarum strain LBRHO2S 165 ribosomal RNA gene, part. 1116 1118 100% 0.0 99%
GU904688.1 | Pediococcus acidilacticl strain L169 16S ribosomal RNA aene, partial s 1116 1116 100% 0.0 99%
GU304684.1 | Pediococcus acidilactici strain L94 165 ribosomal RNA gene, partial seqi 1116 1116 100% 0.0 99%
0U368791.1 | Pediococcus acidilactici strain 15-9-5 165 ribosomal RNA gene, partial s 1118 1118 100% 0.0 99%
GU369750.1 | Pediococcus acidilacticl strain JS-9-4 165 ribosomal RNA gene, partial & LL16 1116 100% 0.0 99%
GU369789.1  pediococcus acidilactial strain 15-9-3 165 ribosomal RNA gene, partial s 1116 1116 100% 0.0 99%
6U369788.1 | Pediococcus acidilactici strain J5-9-1 165 ribosomal RNA gene, partial s 1116 1116 100% 0.0 99%
G0421480.1 | Pediococcus acidilactici strain GL20 16S ribosomal RNA gene, partial s 1116 1116 100% 0.0 99%
G0421479.1 | pediococcus acidilactici strain GL16 165 ribosomal RNA gene, partial se| 1116 1116 100% 0.0 99%
604214741 pediococcus acidilactic strain GL22 165 ribosomal RNA gene, partial se. 1116 1116 100% 0.0 99%
G0421473.1 | Pediococcus acidilactici strain GL17 165 ribosomal RNA gene, partial se| 1116 1116 100% 0.0 99%
FI917738.1  Pediococcus acidilactici strain IMAU60189 165 ribosomal RNA gene, par. 1118 1118 100% 0.0 99%
F1215728.1  Pediococcus acidilacticl strain IMAUL0073 165 ribosomal RNA gene, par| 1116 1116 100% 0.0 99%
F1844984.1 ' Pediococcus acidilactici strain IMAU20075 165 ribosomal RNA gene, par| 1116 1116 100% 0.0 99%
F1844982.1  Pediococcus acidilacticl strain IMAU20070 165 ribosomal RNA gene, par 1116 1116 100% 0.0 99%
F1844981.1 | Pediococcus acidilacticl strain IMAU20068 165 ribosomal RNA gene, par| 1116 1116 100% 0.0 9%
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14. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIiZi BLAST TARAMA SONUCU

Accesion Number JN244750
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JF728290.1  |actobacillus rhamnosus strain GIMC38:TVS-3 165 ribosomal RNA gen 1140 1140 100% 0.0 100%
GU372713.1 | actobacilus rhamnosus strain P3 165 ribosomal RNA gene, partial seq. 1140 1140 100% 0.0 100%
GU372712.1  Lactobacillus rhamnosus strain L235N 165 ribosomal RNA gene, partia . 1140 1140 100% 00 100%
GU3727111 Lactobacillus rhamnosus strain P31 165 ribosomal RNA gene, partial ¢ 1140 1140 100% 00 100%
AB626049.1  Lactobacillus rhamnosus gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: || 1140 1140 100% 00 100%
IF431545.1 | actobacilus sp. ab3-wl 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1140 1140 100% 00 100%
JFA14108.1  Lactobacillus rhamnosus strain HT2 165 ribosomal RNA gene, partial s 1140 1140 100% 0.0 100%
JFA14107.1  Lactobacillus rhamnosus strain HTL 165 ribosomal RNA gene, partial s 1140 1140 100% 0.0 100%
JF1428454.1  (Incultured bacterium clone ncd1703¢11cl 165 ribosomal RNA gene, p| 1140 1140 100% 00 100%
HO616370.1 | actobacilus sp. BT6 168 ribosomal RNA gene, partial sequence 1140 1140 100% 0.0 100%
HM218396.1 | actobacilus rhamnosus strain NM94-5 165 ribosomal RNA gene, parti| 1140 1140 100% 0.0 100%
HM218389.1  Lactobacillus rhamnosus strain NM93-4 165 ribosomal RNA gene, pari 1140 1140 100% 00 100%
HM218365.1  Lactobacillus rhamnosus strain NMB&-1 165 ribosomal RNA gene, parti 1140 1140 100% 00 100%
HM218363.1  actobacllus rhamnosus strain NMB5-1 165 ribosomal RNA gene, parti 1140 1140 100% 00 100%
HOL77084.1 | actobacilus sp. lab2 165 ribosomal RNA geng, partial sequence 1140 1140 100% 0.0 100%
HOL11077.1  actobacllus rhamnosus strain NWP13 165 ribosomal RNA gene, partii 1140 1140 100% 00 100%
HOL11076.1  actobacllus rhamnosus strain NWP12 165 ribosomal RNA gene, partii 1140 1140 100% 00 100%
HM162418.1 | actobacillus rhamnosus strain 20300 165 ribosomal RNA gene, partia. 1140 1140 100% 0.0 100%
HMA62427.1 | actobacilus rhamnosus strain ChPR-II-str96 165 ribosomal RNA gene) 1140 1140 100% 0.0 100%
HM125050.1  Lactobacillus rhamnosus strain LP1 165 ribosomal RNA gene, partial se. 1140 1140 100% 00 100%
GU812307.1  Lactobacillus rhamnosus strain £ 165 ribosomal RNA qene, partial seqr 1140 1140 100% 00 100%
GU812306.1  Lactobacillus rhamnosus strain B 165 ribosomal RNA gene, partial seq 1140 1140 100% 00 100%
GU530100.1 ' actobacilus rhamnosus GG 165 ribosomal RNA gene, partial sequenct| 1140 1140 100% 0.0 100%
GU388370.1 | actobacilus rhamnosus strain WS11/04/06 165 ribosomal RNA gene, 1140 1140 100% 0.0 100%
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15. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244751
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Accession Description ﬁ ﬁ m%% A @ -"l:l Links
60071985.1 | Uncultured bacterium clone nbw190g06cl 165 ribosomal RNA gene, pe 1103 1103 99% 0.0 99%
HO389248.1  pediococcus pentosaceus strain Z1 165 ribosomal RNA gene, partial se 1098 1098 99% 0.0 99%
HOB34496.1 | Pediococcus pentosaceus strain SC1 165 ribosomal RNA gene, partial ¢ 1098 1098 99% 0.0 99%
HO286591.1 | Pediococcus pentosaceus strain PP 165 ribosomal RNA gene, partial se. 1098 1098 99% 0.0 99%
FR717465.1 | Pediococcus pentosaceus partial 165 rRNA gene, strain LB-25 1098 1098 99% 0.0 99%
FR717460.1  Pediococcus pentosaceus partial 165 rRNA gene, strain LB-12 1098 1098 99% 0.0 99%
HO141812.1 | Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 6 165 ribosomal RNA gene, part 1098 1098 99% 0.0 99%
HM536141.1 | Pediococcus pentosaceus strain B22 165 ribosomal RNA gene, partial s 1098 1098 99% 0.0 99%
HM462429.1 | Pediococcus pentosaceus strain ChR-I-strl6 165 ribosomal RNA gene, 1098 1098 99% 0.0 99%
HM044322.1 | pediococcus sp. GS4 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1098 1098 99% 0.0 99%
AB494722.1 | pediococcus pentosaceus aene for 165 ribosomal RNA, partial sequenc 1098 1098 99% 0.0 99%
AB350285.1 | Pediococcus pentosaceus gene for 165 rRNA, partial sequence, isolate; 1028 1008 99% 0.0 99%
AB350294.1  Pediococcus pentosaceus gene for 165 rRNA, partial sequence, isolate; 1098 1098 99% 0.0 99%
AB481102.1 | Pediococcus pentosaceus gene for 165 ribosomal RNA, partial sequenc. 1098 1098 99% 0.0 99%
500763321 | Uncultured bacterium clone nbw363g07cl 165 ribosomal RNA gene, pe 1098 1098 99% 0.0 99%
G0073616.1  Uncultured bacterium clone nbw210g08c1 165 ribosomal RNA gene, pe 1098 1098 99% 0.0 99%
G0072129.1 | ncultured bacterium clone nbw192e10cl 165 ribosomal RNA gene, p: 1098 1008 99% 0.0 99%
60072023.1 | Uncultured bacterium clone nbw191c02c1 165 ribosomal RNA gene, ps 1098 1098 99% 0.0 99%
EI892738.1 | pediococcus sp. S18 16S ribosomal RNA gene, partial sequence 1098 1098 99% 0.0 99%
F1892737.1 | Pediococcus sp. $17 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 1098 1098 99% 0.0 99%
15393471 | Pediococcus pentosaceus strain YTX21BMX 165 ribosomal RNA gene, | 1028 1008 99% 0.0 99%
15385751 | Pediococcus pentosaceus strain YTX36BMX 165 ribosomal RNA gene, | 1028 1008 99% 0.0 99%
F1538572.1  Pediococcus pentosaceus strain YTX26BMX 16S ribosomal RNA gene, | 1098 1098 99% 0.0 99%
FI538367.1 | pediococcus pentosaceus strain YTXSBMX 16S ribosomal RNA gene, pi 1098 1098 99% 0.0 99%
F1538385.1  Pediococcus pentosaceus strain YXT71BMX 165 ribosomal RNA gene, | 1098 1098 99% 0.0 88%
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16. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN314421
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Accession Descripton = 1l ol A 2 s
HM125049.1 ' Lactobacllus rhamnosus strain B9 165 ribosomal RNA gene, partial sec. 822 922 100% 0.0 98%
1F718999.1 | actobacilus rhamnosus strain VL3 165 ribosomal RNA gene, partial st 220 920 100% 0.0 98%
7282901 Lactobacilus rhamnosus strain GIMC38:TVS-3 165 ribosomal RNA gen. 920 920 100% 0.0 98%
GU3T2713.1  Lactobacilus rhamnosus strain P3 165 ribosomal RNA gene, partial sec. 820 820 100% 0.0 98%
GU372712.1  Lactobacilus rhamnosus strain L235N 165 ribosomal RNA gene, partia 820 820 100% 0.0 98%
QUITINLL | Lactobacilus rhamnosus strain P31 165 ribosomal RNA gene, partial s¢f 520 920 100% 0.0 98%
AB626049.1  Lactobacilus rhamnosus gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: [ 820 820 100% 0.0 98%
JF431545.1  Lactobacilus sp. ab3-wl 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 920 820 100% 0.0 98%
JF414108.1  Lactobacillus rhamnosus strain HT2 168 ribosomal RNA gene, partial s 820 920 100% 0.0 98%
F414107.1 | actobacilus rhamnosus strain HT1 165 ribosomal RNA gene, partial s 220 920 100% 00 98%
JFIS0176.1 | Uncultured bacterium done ncd1713b06c1 165 ribosomal RNA aene, p - 220 920 100% 00 98%
JF149454.1  Uncultured bacterium clone ncd1703c11cl 165 ribosomal RNA gene, p. - 820 820 100% 0.0 98%
HO616370.1  Lactobacllus sp. BTG 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 920 820 100% 0.0 98%
HO418481.1 ' actobacllus rhamnosus strain Lr19 165 ribosomal RNA gene, partials. 220 920 100% 0.0 98%
HOA18430.1 | actobacilus rhamnosus strain Lr18 165 ribosomal RNA gene, partial . 320 920 100% 0.0 98%
H0293100.1 ' Lactobacllus rhamnosus strain NWL77 165 ribosomal RNA gene, parti 220 820 100% 0.0 98%
HO283051.1 | Lactobacllus rhamnosus strain NWL28 165 ribosomal RNA gene, parti 220 820 100% 0.0 98%
HM218386.1  actobacllus rhamnosus strain NM94-5 165 ribosomal RNA gene, parti 220 820 100% 0.0 98%
HM218388.1 ' actobacilus rhamnosus strain NM93-4 165 ribosomal RNA gene, partik 220 920 100% 0.0 98%
HM218365.1  Lactobacilus rhamnosus strain NM86-1 165 ribosomal RNA gene, parti 820 820 100% 0.0 98%
HM218363.1 | Lactobacilus rhamnosus strain NMB5-1 165 ribosomal RNA gene, parti| 220 920 100% 0.0 98%
HO177084.1  Lactobacllus sp. l2b2 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 920 820 100% 0.0 98%
HO111082.1  actobacllus rhamnosus strain NWS19 165 ribosomal RNA gene, parti 220 920 100% 0.0 98%
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17. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244752
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4113461 Uncultured Enterococcus sp. clone H-2 165 ribosomal RNA gene, parti, 1077 1077 100% 0.0 9%%
JF486525.1  Enterococcus faecum strain CB-6 165 ribosomal RNA gene, partial sec. 1077 1077 100% 0.0 9%
JF896447.1  Enterococcus durans strain RO3-12 165 ribosomal RNA gene, partial s 1077 1077 100% 0.0 9%
JF896436.1  Enterococcus durans strain RO7-28 165 ribosomal RNA gene, partial s 1077 1077 100% 0.0 9%
7338231 Bacterium 73 165 ribosomal RNA gene, partial sequence 07 1077 100% 0.0 99%
6926411 ncultured bacterium clone MRFOC 165 ribosomal RNA gene, partial s 1027 1077 100% 0.0 99%
JF728294.1  Enterococcus faecium strain GIMC502:BS-26P 165 ribosomal RNA gen 1077 1077 100% 0.0 99%
7282931 Enterococcus faecium strain GIMC501;BS-75 165 ribosomal RNA gene 1077 1077 100% 0.0 9%
HO450714.1  Enterococcus faecium strain UPAAGG 165 ribosomal RNA gene, partial . 1077 1077 100% 0.0 99%
FR717486.1  Enterococcus hirae partial 165 rRNA gene, strain LB-28 1077 1077 100% 0.0 99%
FR7I7463.1  Enterococcus hirae partial 165 rRNA gene, strain LB-27 7 1077 100% 0.0 99%
FR717482.1  Enterococcus hirae partial 165 rRNA gene, strain LB-17 07 1077 100% 0.0 9%%
HO293078.1  Enterococcus faecium strain NWPS5 168 ribosomal RNA gene, partial s 1077 1077 100% 0.0 99%
HO293030.1  Enterococcus faecium strain NWLO7 168 ribosomal RNA gene, partial s 1077 1077 100% 0.0 99%
HM368878.1 Enterococcus faecium strain CDM3A 168 ribosomal RNA gene, partials 1077 1077 100% 0.0 99%
HO005362.1  Enterococcus faecium strain RLB 165 ribosomal RNA gene, partial sequ. 1077 1077 100% 0.0 99%
HO005361.1  Enterococcus faecium strain VLP2 165 ribosomal RNA gene, partial seq 1077 1077 100% 0.0 99%
HO005360.1  Enterococcus faecium strain VLPL 165 ribosomal RNA gene, partial seq 1077 1077 100% 0.0 99%
HM384103.1 | Enterococcus hirae strain CAIM 1553 168 ribosomal RNA gene, partial 1077 1077 100% 0.0 99%
HM584102.1  Enterococcus hirae strain CAIM 1552 165 ribosomal RNA gene, partial 1077 1077 100% 0.0 99%
G0158419.1  Uncultured bacterium clone 16sip123-1c10.p1k 168 ribosomal RNA ger 1077 1077 100% 0.0 99%
G0158418.1  Uncultured bacterium clone 16slp123-1¢09.p1k 165 ribosomal RNA ger 1077 1077 100% 0.0 9%%
G0158417.1 Uncultured bacterium clone 16slp123-2d11.p1k 165 ribosomal RNA ge 1077 1077 100% 0.0 89%
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18. iZOLAT 16S rDNA DiZi ANALIiZi BLAST TARAMA SONUCU
Accesion Number JN244754

GATCAT GACGT GCTTGCACT GAAT GAGATGTTAACACGAAGTGAGT GOCOGACG GOTGAGTAACACGTGGGTAACCTGCCCAG AAGCAGGE
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Accession Description ﬁ ﬁ m%% A @ ﬁ Links
F1538583.1  Pediococcus acidilactici strain CSI34MX 165 ribosomal RNA gene, partiz. 784 784 100% 0.0 98%
F15383681.1  Pediococcus acidilactici strain CSI32MX 165 ribosomal RNA gene, partie 784 784 100% 0.0 98%
F1538579.1 | Pediococcus acidilactici strain CSI30MX 165 ribosomal RNA gene, partic 84 784 100% 0.0 98%
F1538578.1  Pediocaccus acidilactic strain CSI29MX 165 ribosomal RNA qene, partiz 784 784 100% 0.0 98%
F1538555.1 | Pediococcus acidilactici strain YXT41BMX 165 ribosomal RNA gene, part 784 784 100% 0.0 98%
F1538498.1  Pediococcus acidilactici strain CLM2MX 165 ribosomal RNA gene, partial 784 784 100% 0.0 98%
15384971 Pediococcus acidilactici strain CLMIMX 165 ribosomal RNA gene, partial 784 784 100% 0.0 98%
F1338486.1 | Pediococcus acidilactici strain 655YCU2MX 165 ribosomal RNA gene, pe 784 784 100% 0.0 98%
HO603181.1  Pediococcus acidilactici strain MW2 165 ribosomal RNA gene, partial sec 782 782 100% 0.0 98%
AB627843.1 | Pediococcus acidilactici gene for 165 rRNA, partial sequence, strain: Pbi 782 782 100% 0.0 98%
HO288527.1 | pediococcus acidilactici strain B3 168 ribosomal RNA aene, partial sequ 282 782 100% 0.0 98%
HO315838.1 | Pediococcus acidilactici strain M5200 165 ribosomal RNA gene, partial € 782 782 100% 0.0 98%
HO315858.1 | Pediococcus acidilactici strain M5198 165 ribosomal RNA gene, partial ¢ 782 782 100% 0.0 98%
HO0315857.1 | Pediococcus acidilactici strain MC184 165 ribosomal RNA gene, partial 782 782 100% 0.0 98%
HO184064.1  Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 51 16S ribosomal RNA gene, pal 282 782 100% 0.0 98%
HO185406.1 | Uncultured Pediococcus sp. clone LAB 33 165 ribosomal RNA gene, pal 782 782 100% 0.0 98%
HMO76835.1 | Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone VAL7_94 165 ribosomal R 182 782 100% 0.0 98%
HMO76781.1 ' Uncultured Lactobacillaceae bacterium clone VA17_29 165 ribosomal R 782 782 100% 0.0 98%
GUS04588.1  pediococcus acidilactici strain L169 165 ribosomal RNA gene, partial sec 782 782 100% 0.0 98%
GU904684.1 | Pediococcus acidilactici strain L94 165 ribosomal RNA gene, partial seqi 782 782 100% 0.0 98%
F1751795.1  Pediococcus acidilactici strain DSPY 3587 165 ribosomal RNA gene, par 782 782 100% 0.0 98%
F1731789.1 | Pediococcus acidilactici strain DSPY 348T 165 ribosomal RNA gene, par 82 782 100% 0.0 98%
G0421480.1 | Pediococcus acidilactici strain GL20 165 ribosomal RNA gene, partial se 782 782 100% 0.0 98%
60421479.1 | pediococcus acidilacticl strain GL16 165 ribosomal RNA aene, partial se 182 782 100% 0.0 98%
G0421474.1  Pediocaccus acidilacticl strain GL22 165 ribosomal RNA qene, partial se 782 782 100% 0.0 98%
50421473.1 | Pediococcus acidlactici strain GL17 165 ribosomal RNA aene, partial se 782 782 100% 00 98%
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Accession Description ﬁ L & / @ i:ej Links
HO890377.1  Enteracoccus faecium strain ES enterocin A (entA) gene, partial cds 202 202 0% de-49 9%
09004351 Enterococcus faecium plasmid p5753cA, complete sequence 202 202 90% de-49 9%
G0182975.1  Enterococcus faecium strain LR/6 entrocin gene locus, partial sequence 202 33 80% de-49 9%
AB292463.1 | Enterococcus faecium entA, entl, entF, entk, entR, orfAl, orfAZ, orfA3, e 202 202 20% de-49 99%
AM746870.1 | Enterococcus faecium partial enterocin A operon (entAIFK genes), strain b 202 202 90% 4e-49 99%
A94181.1  E.faecium entA and orf2 genes 202 202 0% de-49 9%
AF24035L1  Enterococcus faecium class Ila bacteriocin EntA (entA) and putative immu 202 20 80% de-49 9%
AB038484.1 | Enterococcus faecium genes for enteracin A, immunity protein againstent. 202 202 90% de-49 99%
AF099088.1 | Enterococcus faecium enteracin A (entA), Entl (entl), EntF (entF), EntK (¢, 202 202 0% de-40 0%
JF944806.1  Enterococcus faecalis strain ES enterocin A (entA) gene, partial cds 200 200 89% 1e-48 9%
HO186248.1 | Enterococcus faecium strain MC13 enterocin (ent) gene, partial cds 186 19 80% 247 28%
FJ161058.1  Enterococcus mundti strain CWBI_B1431 EntA (entA) gene, partial cds 191 101 0% Oe-46 7%
F1161934.1  Enterococcus faecium strain CWBI_B1430 EntA (entA) gene, partial cds 181 191 90% Be-46 97%
F1424052.1  Enterococcus sp. DF14 enterocin (entA) gene, partial cds 183 185 83% de-d4 99%
HMO80244.1 | Enterococcus faecium strain airyl enterocin A gene, partial cds 176 176 76% 2e-41 100%
G0369790.1 | Enterococcus faecium strain CRL1385 class Ifa bacteriocin enterocin A pre. 161 161 70% 737 100%
HQ407491.1  Enterococcus faecium strain SM31 enterocin A gene, partial cds 126 126 50% 326 27%
HO407485.1 | Enterococcus faecium strain SM52 enterocin A gene, partial cds 126 126 50% 3e-26 87%
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Accession Description ﬁ ﬁ: ﬁ A @ ﬁ Links
J9448%.1  Enterococcus faecalis strain E5 enterocin A (entA) gene, partial cds 19 193 96% be-47 97%
HO890377.1  Enterococcus faecium strain E9 enterocin A (entA) gene, partial cds 19 19 9% fe-47 7%
50900435.1  Enterocaccus faecium plasmid p5753¢A, complete sequence 193 195 o8% fed7 9%
£0182975.1  Enterococcus faecium strain LR/ entrocin gene locus, partial sequence 195 34 9% fe-47 7%
AB292463.1 | Enterococcus faecium entA, entl, entF, entk, entR, orfAl, orfA2, orfA3, e 183 19 9% fe-47 7%
AM746970.1 | Enterococcus faecium partial enterocin A operon (entAIFK genes), strain b 183 193 98% fe-47 7%
1841811 E.faecium ent and orf2 genes 195 105 3% fe-47 7%
AF240561.1 | Enterococcus faecium class Ifa bacteriocin EntA (entA) and putative immui - 195 195 9% fed7 | 9%
4B038464.1 | Enterococcus faecium genes for enterocin A, immunity protein against ent 193 193 98% be-47 97%
AF039086.1 | Enterococcus faecium enterocin A (entA), Entl (entI), EntF (entF), Entk (¢ 195 185 5% fed7 9%
FI161958.1  Enterococcus mundti strain CWBI_B1431 EntA (enfA) gene, partial cds 134 154 81% le- 95%
FI161854.1  Enterococcus faecium strain CWBI_B1430 EntA (entA) gene, partial cds 134 154 81% ledd 0%
HO186248.1  Enterococcus faecium strain MC13 enterocin (ent) gene, partial cds 145 145 73% fe-32 96%
60369790.1 | Enterococcus faecium strain CRLL385 class 1a bacteriocin enterodn Apre. 110 110 % & %%
FI424062.1 | Enterococcus sp. DFL4 enterocin (entA) gene, partial cds 9.0 9, 53% Sels 0%
HM1080244.1  Enterococcus faecium strain airyl enterocin A gene, partial cds 8.8 828 46% 313 9%
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