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OZET

KEFIRDEN IZOLE EDILEN LAKTIiK ASIiT BAKTERILERININ PROBIYOTIiK
OZELLIKLERININ VE BIYOLOJIK AKTIVELERININ BELIRLENMESI

Hiimeyra Bodur

Amasya Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii
Molekiiler Tip Anabilim Dali, Yiiksek Lisans, Aralik/2022
Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Ceren Baskan
Dr. Ogr. Uyesi Merve Yurttas

Probiyotik mikroorganizmalar hastaliklar1 6nlemek ve tedavi etmek amaciyla yillardir
kullanilmaktadir. ~ Ozellikle bu  mikroorganizmalarin  iirettikleri ~ bakteriyosinler ~ ve
ekzopolisakkaritlerin mikrobiyotada 6nemli yeri bulunmaktadir. Fermente bir siit tirlinii olan kefir
probiyotik mikroorganizma acisindan zengin olmasi sebebiyle giderek artan bir iiriin haline gelmistir.
Bu sebeple calismada, kefirden izole edilen laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zelliklerinin ve
biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amagla 12 ticari, 3 ev yapimi olmak {izere
toplam 15 adet kefir 6rnegi toplanmugtir. Oncelikle kefir drnekleri pH, toplam asitlik, kuru madde ve
kiil analizleri gibi fizikokimyasal parametreler acisindan analiz edilmistir. pH, kuru madde ve kiil
analizleri bakimindan elde edilen sonuglar ise literatiir ile uyumlu olmakla birlikte bu sonuglarin kefir
tiretim parametreleri ve kullanilan hammaddeye gore degisebildigi gortilmistiir. Fizikokimyasal
parametrelerin ardindan 6rneklerden konvansiyonel yontemlerle elde edilen laktik asit bakterilerini
tiir diizeyinde dogrulamak i¢in fenotipik testler uygulanmistir. Fenotipik testler sonucunda 142 izolat
siipheli laktik asit bakterisi olarak belirlenmistir. Belirlenen siipheli izolatlarm 16S rRNA PZR
analizi ile genotipik olarak tanimlanmig ve 37 izolatin 1500 bg¢ bolgesinde bant verdigi
gozlemlenmistir. Fenotipik ve genotipik testler yapilan bakterilerinden bakteriyosin elde edilmis ve
dort Gram pozitif (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus cereus ATCC 7064, Bacillus
subtilis ATCC 6633, Streptococcus mutans ATCC35668) dort Gram negatif (Esherichia coli
ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Salmonella enteridis ATCC13076) bakteri iizerindeki antimikrobiyal etkileri kuyu difiizyon
yontemiyle tespit edilmistir. Kuyu difiizyon sonucuna gore 3 izolatin S. mutans izerinde bakteriyosin
0zelligi pozitif olarak belirlenmistir. Bakteriyosin pozitif olan izolatlarin 16S rRNA sekans analizleri
gergeklestirilmistir. Dizileme sonucu elde edilen okumalarin kalitesi BioEdit programi ile
birlestirilmis ve NCBI Nuclotide BLAST programi kullanilarak Gen bankasinda en yakin iligkili tiir
belirlenmistir. Sekans analizi sonucunda 1 izolat Leuconostoc mesenteroides olarak belirlenmistir.
Fenotipik ve genotipik olarak dogrulanan laktik asit bakterisinden ekzopolisakkarit elde edilmis
DLD-1 (insan kolon adenokarsinomu) ve CCD-18Co (normal kolon) hiicre hatlar1 {izerindeki 24, 48
ve 72 saatteki sitotoksik aktivitesi MTT yontemi ile analiz edilmistir. MTT testi sonucunda
ekzopolisakkartin DLD-1 hiicre hatt1 iizerindeki sitotoksik aktivitesi 24 saat i¢in ICsy degeri 2500
ug/mL olarak belirlenmig, CCD-18Co hiicre hatt1 {izerinde ise herhangi bir sitotoksik aktivite
gostermedigi tespit edilmistir. Bu durum ekzopolisakkartin saglikli kolon hiicrelerine zarar vermeden
kolon kanser hiicresi {izerinde segici toksik etki olusturacagini gostermektedir. Yapilan bu calisma
ile kefirin mikrobiyota iizerindeki olumlu etkisi bir kez daha vurgulanmistir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, kefir, kolon kanseri, laktik asit bakterisi, 16S
rRNA



ABSTRACT

DETERMINATION OF PROBIOTIC PROPERTIES AND BIOLOGICAL ACTIVITIES
OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM KEFIR

Hiimeyra Bodur

Amasya University, Institute of Health Sciences
Department of Molecular Medicine, MSc, December/2022
Supervisior: Assist. Prof. Ceren Bagkan
Co- Supervisior: Assist. Prof. Merve Yurttag

Probiotic microorganisms have been used for years to prevent and treat diseases. Especially
the bacteriocins and exopolysaccharides produced by these microorganisms have an important place
in the microbiota. Kefir, which is a fermented milk product, has become an increasing product due
to its richness in probiotic microorganisms. For this reason, in this study, it was aimed to determine
the probiotic properties and biological activities of lactic acid bacteria isolated from kefir. For this
purpose, a total of 15 kefir samples, 12 commercial and 3 homemade, were collected. Firstly, kefir
samples were analyzed in terms of physicochemical parameters such as pH, total acidity, dry matter
and ash analysis. Although the results obtained in terms of pH, dry matter and ash analyzes are
compatible with the literature, it has been observed that these results may vary according to the kefir
production parameters and the raw material used. Phenotypic tests were applied to confirm the lactic
acid bacteria obtained from the samples by conventional methods at the species level. As a result of
phenotypic tests, 142 isolates were determined as suspicious lactic acid bacteria. The suspected
isolates were identified genotypically by 16S rRNA PCR analysis and it was observed that 37 isolates
gave bands in 1500 bp region. Afterwards, bacteriocin was obtained from the bacteria for which
phenotypic and genotypic tests were performed, and its antimicrobial effects on four Gram positive
and four Gram negative bacteria were determined by the well diffusion method. According to the
well diffusion results, 3 isolates were positive for bacteriocin on S. mutans. 16S rRNA sequence
analyzes of bacteriocin positive isolates were performed. The quality of the reads obtained as a result
of sequencing was combined with the BioEdit program and the most closely related species was
determined in the Genbank using the NCBI Nuclotide BLAST program. As a result of the sequence
analysis, 1 isolate was determined as Leuconostoc mesenteroides. The cytotoxic activity at 24, 48
and 72 hours on DLD-1 (human colon adenocarcinoma) and CCD-18Co (normal colon) cell lines
obtained from exopolysaccharide obtained from phenotypically and genotypically confirmed lactic
acid bacteria was analyzed by MTT method. As a result of the MTT test, the cytotoxic activity of
exopolysaccharin on the DLD-1 cell line was determined as 2500 pg/mL for 24 hours, and it was
determined that it did not show any cytotoxic activity on the CCD-18Co cell line. This shows that
exopolysaccharin will have a selective toxic effect on colon cancer cells without harming healthy
colon cells. With this study, the positive effect of kefir on the microbiota was emphasized once again.

Keywords: Antimicrobial activity, kefir, colon cancer cell line, lactic acid bacteria, 16S rRNA



1.GIRIS

Uluslararasi ve ulusal literatiire gore beslenme; yasamin saglikli bir sekilde korunup
devam ettirilmesi i¢in viicudun ihtiya¢ duydugu besin 6gelerinin viicuda alinmasi ve
kullanilmasidir [1]. Son yillarda yasam kosullarinin degismesi ile beslenme aliskanliklarinda
da degisimler olmus, geleneksel beslenme tarzi yerini ¢abuk hazirlanabilen, birgok katki
maddesinin kullanildig1, uzun raf dmriine sahip gidalara birakmaistir. Tiim Diinya’da yapilan
bilimsel ¢aligmalarda 6zellikle obezite, diyabet, kolesterol, kardiyovaskiiler hastaliklar ve
kanserin artis gosterdigi ve bu hastaliklarin beslenme ile iliskilendirildigi goriilmektedir [2,
3, 4]. Bu gelismelerle birlikte insanlar besin se¢ciminde dogal ve saglik iizerine olumlu
etkileri olan fonksiyonel gidalara yonelmistir. Kefir probiyotik 6zellige sahip gidalarda

onemli fonksiyonel gidalardan biridir.

Probiyotikler; viicuda dengeli olarak alindi§inda saglik iizerinde faydalar1 olan
triinlerdir [5]. Probiyotiklerin gastrointestinal florayr diizenleme, immiin sistemi
destekleme, inflamatuvar bagirsak ve ¢ocukluk ¢agi hastaliklarinin 6nlenmesi gibi etkileri
bulunmaktadir [6]. Probiyotikler besinlerle alinabildigi gibi tablet veya kapsiil seklinde de
tiikketilebilmektedir. Probiyotikler terapotik etki gosterebilmesi igin her giin diizenli
kullanimi ve canli hiicre konsantrasyonu en az 10° kob/ml olacak sekilde viicuda alinmasi
tavsiye edilir. Probiyotik olarak en fazla tiiketilen grup; fermente siit ve siit iiriinleridir. [7,
8, 9]. Kefir probiyotik olarak tiiketilen en yaygin fermente siit iirlinlerden biridir. Tiirk Gida
Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’'ne gore kefir; fermantasyonda spesifik olarak
Lactobacillus kefiri, Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobacter cinslerinin degisik suslari ile
laktozu fermente eden (Kluyveromyces marxianus) ve fermente etmeyen mayalar
(Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguus) igeren
starter kiiltiirler ya da kefir tanelerinin kullanildig1 fermente siit iirlinii olarak

tanimlanmaktadir [10].

Kefir, Kafkasya bolgesinde bolge halkinin serinlemek amaciyla inek ve kegi siitii
kullanarak {irettikleri geleneksel bir icecektir. Tiirkgede keyif anlamima gelen “Keyf”
kelimesinden tiireyen kefirin; kephir, knapan, kiaphur gibi fakli isimlerle kullanilmaktadir
[11]. Vitamin ve mineraller bakimindan zengin olan kefir, siitiin bilesiminde bulunan temel

besin Ogelerinin biiyiik bir kismmi igermektedir. Ayrica fermantasyonla birlikte siit



icerisinde bulunan laktoz ve proteinler kismen parcalanmakta ve ¢esitli biyoaktif bilesikler
meydana gelmektedir. Bunun sonucunda besin degeri artmis, saglik acisindan 6nemli
faydalar1 bulunan, kolay sindirilebilir, laktoz intoleransini diigiiren bir {iriin ortaya

cikmaktadir [12].
Bu bilgiler 15181 altinda bu tez ¢alismasinda

e Saglig1 gelistirici, hastaliklar1 dnleyici ve fonksiyonel bir besin olarak kullanilan, ev
yapimi ve ticari kefirlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin fenotipik ve
genotipik olarak tanimlanmasi

e Fenotipik ve genotipik olarak dogrulanan bakterilerin bazi teknolojik ve probiyotik
ozelliklerinin belirlenerek bu bakterilerden bakteriyosin iireten ve antimikrobiyal
aktiviteye sahip tiirlerin belirlenmesi

e Antimikrobiyal aktiviteye sahip tiirlerden de ekzopolisakkarit iiretilerek insan kolon

kanseri iizerinde sitotoksik aktivitesinin arastirilmasi amaclanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Probiyotiklerin Tanim, Tarihgesi ve Onemi

Giliniimiizde probiyotik ve prebiyotik gibi fonksiyonel iiriinlere olan talep giderek
artmaktadir [ 12]. Fonksiyonel gida bileseni olarak bilinen Probiyotik terimi, “Pro” ve “biota”
latince kelimelerinden tiiremis olup “canli icin” anlamina gelmektedir. Probiyotik
mikroorganizmalar yeterli miktarda alindiginda kalitatif veya kantitatif olarak mikrobiyotay1
etkileyen Ozellikle intestinal sistemin mikrobiyal dengesini diizenleyen ve bagisiklik
sistemini gii¢lendirerek konake1 i¢in yararh etkiler gésteren canli mikroorganizmalardir [13-

16].

Probiyotiklerin varligi ilk olarak Rus arastirmaci Elie Metchnikoff’un 20. yy’nin
baslarinda yaptig1 calismalarla ortaya konulmustur. Metchnikoff, Bulgar koyliilerinin daha
uzun yasadigini fark etmis ve bu durumu incelediginde ise bu insanlarin yogurt tiikketiminin
fazla oldugunu tespit etmis, sonrasinda yogurdu inceleyerek bircok canli bakteri ile
karsilasmistir. Bu canli bakterilere Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus thermophilus
adin1 vermistir. 1930 yilinda, Shirota tarafindan gastrointestinal sistemden gecerken hayatta
kalan laktik asit bakterileri izole edilmistir [17 ve 18]. 1956'da Lilly ve Stillwell tarafindan
ise bir mikroorganizma tarafindan {iretilip, bagka bir mikroorganizma i¢in bazi biiylime
uyaricilar1 salgilayan maddeler olarak tanimlanmistir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) ve
Birlesmis Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) 2001 yilinda probiyotikleri “uygun
miktarlarda  alindiginda  konakg¢iya saglik acisindan fayda saglayan canh
mikroorganizmalar” olarak tanimlamistir. Son olarak, 2014 yilinda, Uluslararasi
Probiyotikler ve Prebiyotikler Bilimsel Birligi (ISAPP) probiyotikleri "yeterli miktarlarda
alindiginda konakgiya saglik yarar1 saglayan canli mikroorganizmalar" olarak ifade etmistir

[19].

Probiyotiklerin insan viicudundaki 6nemini anlayabilmek i¢in mikrobiyotaya bakmak
gerekmektedir. Saglikli bir insan bagirsak sisteminde yaklagik 500 ¢esit mikroorganizma
bulunmaktadir [20]. Yenidogan bir bebegin bagirsak florast dogum sirasinda steril kabul
edilmekte fakat anne ve ¢evresel etkenlerle birlikte degismektedir (dogum sekli, beslenme
vb.). Gastrointestinal floranin fizyolojik ve immiinolojik sistemde 6nemli rol oynadigi
belirlenmistir. Bu sistemde meydana gelen bir bozukluk, dogum sonrasina uzanan olumsuz

sonuclara neden olmaktadir [21].



Probiyotiklerin bagirsak florasini diizenleyici ve bagisiklik sistemini giiglendirici etki
gosterdigi  bilinmektedir. Bu etkilerinden bazilari; bakteriyosin iireterek patojen
mikroorganizma gelisimini dnlemesi, sindirim sistemini tesvik eden enzim iiretmesi, antikor
diizeyinin artirilmasi, laktoz intoleransini azaltma, serum kolesterol seviyesini diisiirme,

obezite-hipertansiyon-allerjik reaksiyonlar1 engellemedir [21].

2.1.1. Probiyotik olarak kullamilan mikroorganizmalarin genel 6zellikleri

Bir mikroorganizmanin probiyotik kiiltiir olarak tanimlanmasi i¢in belirli kriterlere
sahip olmasi gerekmektedir. Bu kriterler asagida maddeler halinde belirtildigi gibi
siralanabilir [18, 22-27].

e Insan orjinli olmalidir yan etki olusturmamalidir.

e Patojen 6zellik icermemeli, toksin tiretmemelidir.

e Patojen gelisimini engelleyecek bakteriyosin, asit ya da hidrojen peroksit
ureterek antagonist etki gostermelidir.

e Mide asidine ve safra tuzlarina dayanikli olmalidir.

e Bagirsak hiicrelerine tutunup, burada ve patojen bakterilerin bagirsak
translokasyonunu azaltabilmelidir.

¢ QGastrointestinal sistemde canlilifin1 devam ettirebilmelidir.

e Metabolik etki gosterebilmelidir.

e Teknolojik siireclerde (isleme ve depolama) canliligini ve aktivitesini
koruyabilmelidir.

e (dailavelerinde, gida kalitesini diigiirmemelidir.

e Antibiyotik direncinin yayilmamasi i¢in stabil olmalidir. Aktarilabilir direng
genlerine sahip olmamalidir.

e (Cok suslu preparatlar i¢in uygun olmalidir.

e Immun yanmitin uyarilmasi ve regiilasyonu ile bagisiklik sisteminin

gliclenmesine yardimei olmalidir.



2.1.2. Probiyotik olarak kullanilan bakteriler

Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalardan en ¢ok kullanilan1 “Laktik Asit
Bakterileri” dir. Laktik asit bakterileri; fermentasyon sonucunda son iiriin olarak laktik asit
olusturan, katalaz negatif ve Gram pozitif bakterilerdir [25]. Genel olarak kullanilan

probiyotik mikroorganizmalar Tablo 2.1’°de belirtilmistir [28-30].

Tablo 2.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Lactobacillus Bacillus
Lactobacillus bulgaricus Bacillus subtilis
Lactobacillus lactis Bacillus pumilus

Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus cellebiosus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillua reuteri
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus johsonli
Lactobacilluas rhamnosus
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus salivarius
Pediococcus
Pediococcus cerevisiae
Pediococcus acidilactici
Pediococcus pentosaceus
Bacteriodes

Bacteriodes capillus
Bacteriodes suis
Bacteriodes ruminicola
Bacteriodes amylophilus
Kiif

Aspergillus niger
Aspergillus oryzae

Bacillus lentus

Bacillus licheniformis
Bacillus coagulans
Bifidobacterium
Bifidobacterium bifidum
Bifidobacterium breve
Bifidobacterium adolescentis
Bifidobacterium infantis
Bifidobacterium longum
Bifidobacterium thermophilum
Streptococcus

Streptococcus cremoris
Streptococcus thermophilus
Streptococcus intermedius
Streptococcus lactis
Streptococcus diacetilactis
Propionibacterium
Propionibacterium shermanii
Propionibacteriumfreudenreichii
Leuconostoc

Leuconostoc mesenteroides
Maya

Saccharomyces cerevisiae
Candida torulopsis

2.1.3. Probiyotiklerin etki mekanizmalari

Probiyotikler bagirsak mikrobiyotasinda laktik asit, asetik asit, formik asit gibi organik
asitler tireterek bagirsak pH’sini diisiiriirler. Boylece Gram negatif patojen 6zellik gosteren
bakterilerin ¢ogalmasini engeller [28]. Mikrobiyotada mukus tiretimini artirarak bariyer
biitiinliiglinii saglarlar [14]. Bagirsak yiizeyindeki protoglikanlar araciligi ile konak¢inin

bagisiklik sistemini uyarirlar [31]. Bakteriyel laktaz enzimi ile laktoz sindirimine katkida



bulunurlar. Bagirsak mukozasindaki patojenleri baglayarak, karsinojen ajanlari inaktive
ederek, patojen mikroorganizmalarla rekabete girerek bu mikroorganizmalarin tutunma
bolgelerini bloke ederler, toksin reseptorlerini yikima ugratirlar [30-32]. T hiicrelerini aktive
eder, Natural Killer hiicre aktivesini artirir, Dentritik hiicre islevlerini artirirlar [33]. Enzim
tireterek besinlerin sindirilebilirligini kolaylastirirlar, dekarboksilaz ve deaminaz etkisini
inhibe ederek esansiyel aminoasitlerden yararlanimi arttirirlar, B1, B6, B12 gibi vitaminler

iretirler [23].

2.1.3.1. Bakteriyosin iiretimi

Patojenik ve bozucu mikroorganizmalarin kontrol edilmesi ihtiyacit Louis Pasteur’un
caligmalarina dayanmaktadir. Alexander Fleming ise 1929 yilinda yaptig1 ¢aligmalarla
Penicillium notatum kiifiiniin salgiladig1 yapilarla antibiyotigi kesfetmistir. ‘Bakteriyosin’
terimi ise 1929 yilinda Gratia tarafindan kesfedilmis 1953 yilinda Escherichia coli tarafindan

tiretilen ‘kolikin’i tanimlamak amaciyla kullanilmistir [34].

Bakteriyosinler; cesitli bakteriler tarafindan sentezlenen, genellikle yakin tiirler
tizerinde inhibitor etki gdsteren, antibiyotiklere kiyasla daha dar bir etki spektrumuna sahip

olan dogal antimikrobiyal bilesiklerdir [35].

Bakteriyosinlerin molekiil agirliklar1 2000-30000 Da arasinda degismektedir.
Genellikle protein yapidadirlar. Hiicre dist olarak salgilanan Gram + ve Gram - bakteriler
tarafindan tretilirler. Ribozomal olarak sentezlenerek hiicre membraninin elektrolitik yiik
dengesini tahrip etmek suretiyle bakterisidal etki gosterirler. Bakteriyosinlerin
antimikrobiyal etki mekanizmalari; hiicre duvari tizerinde gozenekler olusturup hiicre duvari
sentezini, DNA replikasyonu sirasinda DNA sentezini, protein sentezinin farkli asamalarina

miidahale ederek ise protein sentezini inhibe etmesi seklinde olmaktadir [36, 37].

Bakteriyosin {iretimi hem Gram + hem Gram - bakteriler tarafindan
gergeklesmektedir. Gram + bakteriler tarafindan {iretilen bakteriyosinler; genetik
kodlamalarindaki farkliliklardan dolayr iiretici bakteriyi inhibe etmemesi, {irettigi
bakteriyosine 6zgii Gram — bakterilere gore daha fazla evrimlesme gostermesi gibi arti

ozelliklere sahiptir [38].



Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler

Laktik asit bakterileri genellikle giivenli (GRAS) olarak kabul edilen bakteri grubu
oldugu i¢in Laktik Asit Bakterileri tarafindan salgilanan bakteriyosinler de ABD Gida ve
[lag Idaresi (USFDA) tarafindan giivenilir olarak kabul edilmistir. Bu bakteriyosinler; 1s1ya
dayanikli, proteazlara duyarli, dogal gida koruyucu olarak nitelendirilen, bakteriyel
enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve tedavisinde alternatif olarak kullanilabilecegi diisiiniilen,

kommensal bakteriler iizerinde higbir yikici etki gdstermeyen bilesiklerdir [39].

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler yapisal ve fonksiyonel olarak

4 sinifa ayrilmaktadir.

e [.Sinif Bakteriyosinler: Lantionin ve B-metillantionin gibi aminoasitleri igeren,
molekiiler agirhigr 5 kDa’dan kiiclik olan lantibiyotiklerdir. Bu lantibiyotikler de
icerdigi aminoasit miktarina ve hedef hiicreyi 6ldiirme sekillerine goére A ve B Tipi
olarak iki gruba ayrilmaktadir. A tipi lantibiyotikler 21-38 aminoasitten olusurlar ve
hedef hiicreyi depolarizasyon yontemi ile inhibe ederler. B tipi lantibiyotikler ise en
fazla 19 aminoasitten olusur, hedef hiicreyi enzim inhibisyon yontemi ile inhibe
ederler. Nisin, Enterocin, Subtilin bakteriyosinleri Smif I bakteriyosinlerden en
yaygin olarak kullanilanlaridir.

e [I. Simif Bakteriyosinler: 30-60 aminoasitten olusan, molekiiler agirligir 10 kDa’dan
kiiciik olan ve lantionin igermeyen peptitlerdir. Pediosin ve Laktasin bakteriyosinleri
bu smifta incelenmektedir.

e [II. Simif Bakteriyosinler: Istya duyarhdirlar. I. Smif ve II. Siif bakteriyosinlere gore
daha biiytiktiirler. Lysostaphin ve Enterolizin A; III. Smif Bakteriyosinlere drnek
olarak verilebilmektedir.

e [IV. Simif Bakteriyosinler: Lipit ve karbonhidrat yan gruplarimi igeren kompleks
bakteriyosinlerdir [40-43].

Bakteriyosinlerin gida alaninda kullanim1 oldukc¢a eskiye dayanmaktadir. Ilk
antibiyotik olan Penicilin’in kesfedilmesiyle birlikte 1928 yilinda Lactococcus lactis
tarafindan iretilen ‘Nisin’ bakteriyosini; 1988’de, ABD’de antibiyotiklerin gidalarda
kullaniminin yasaklanmasiyla dogal koruyucu olarak kullanilmaya baslanmistir [44]. Nisin
bakteriyosini; patojen Ozellik gosteren Listeria monocytogenes ve Clostridium

botulinum bakterileri iizerinde antimikrobiyal etki géstermektedir. Pediocin AcH, Pediocin



PA-1, Lactocin 705, Enterocin bakteriyosinlerinin de Listeria monocytogenes bakterisi

iizerinde antimikrobiyal etki gosterebildigi incelenmistir [45].

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinler patojenlerle miicadelede
benzer aktivite Ozellikleri gosterdikleri i¢in antibiyotiklere benzetilmektedir. Fakat
bakteriyosin ve antibiyotikler arasinda bir¢ok farklilik goriilmektedir. Bakteriyosinler;
antibiyotiklere kiyasla dar bir etki spektrumuna ve yakin akraba tiirleri iizerinde bakterisidal
etkiye sahiptir. Bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenirken antibiyotikler enzimatik
islenme sonucu aktif form kazanirlar. Bakteriyosinler bakterilerin gelisme fazinda tiretilen
birincil metabolitler olarak tanimlanirken antibiyotikler durma fazinda iiretilen ikincil
metabolitler olarak tanimlanmaktadir [46]. Ayrica laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen
bakteriyosinler; antibiyotiklere alternatif olarak degerlendirilebilecegini diislindiiren bazi
ozelliklere de sahiptirler. Bu 0Ozellikler arasinda antibiyotiklerin sadece klinik alanda
kullanilirken bakteriyosinler klinik kullanimin yani sira gida endiistrisinde de kullanilmasi,
laktiksit bakterilerilaktiksit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin antibiyotiklere
kiyasla daha kii¢iik pH derecelerini tolere edebilmesi, antibiyotikler kullanim sonrasinda

zararli metabolitler {iretebilirken, bakteriyosinlerde ise bu durum c¢ok daha az goriilmesi

sayilabilmektedir [43].

2.1.3.2. Asitlik ve safra tuzlarina direng

Bir mikroorganizmanin probiyotik ozellik gosterebilmesi i¢in bagirsak yoluna
ulasmadan o6nce pH degeri 2,0 civarinda olan mideden canli bir sekilde gecebilmesi
gerekmektedir. Safra asitleri ise karacigerde kolesterolden sentezlenerek safra kesesinden
konjuge bir formda on iki parmak bagirsagma gonderilmektedir. Bu asitler kimyasal
modifikasyonlara ugrayarak bakterilerin membranlarina zarar verebilmektedir. Muhtemel
probiyotik bir bakterinin bagirsakta fonksiyonel etki gosterebilmesi i¢in bu safra tuzlarina

kars1 direngli olmas1 gerekmektedir [47].



2.1.3.3. Bagirsak hiicrelerine tutunma ve kolonizasyon

Probiyotik 6zellik gosteren mikroorganizmalarin bagirsak epitel hiicre yiizeylerine
tutunabilmeleri ve burada koloni olusturabilmeleri; mukozanin iyilesmesinde, patojen
mikroorganizmalarin tutunmasini1 Onleyerek cogalmasimni engellemede kritik bir dneme

sahiptir [46].

Bakterilerin bagirsak epitel hiicre yiizeyine yapigsmasi hiicre ylizeyinin agregasyon
kapasitesi ve hidrofobik 6zellikleri ile ilgilidir. Agregasyon otoagregasyon ve koagregasyon
olmak iizere iki alt gruba ayrilmaktadir. Otoagregasyon ayni tiire ait mikroorganizmalarin;
koagregasyon ise farkli tiire ait mikroorganizmalarin olusturdugu hiicre kolonileri olarak
tanimlanmaktadir. Probiyotikler otoagregasyon yetenekleri ile bagirsak epitel hiicrelerine
tutunabilmekte, koagregasyon yetenekleriyle de patojenlerin bagirsak epitel hiicrelerinde

kolonizasyonunu onlemektedirler [47].

2.1.4. Probiyotik olarak kullanilan gidalar
Baglica probiyotik olarak kullanilan gidalar; yogurt, kefir, kimiz, tursu, peynir,

tarhana, sirke, salgam ve fermente iiriinlerdir [34].

2.2 Kefir

2.2.1.Kefirin tanimi

Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi'ne gore kefir fermentasyonda
spesifik olarak Lactobacillus kefiri, Leuconostoc, Lactococcus ve Acetobacter cinslerinin
degisik suslari ile laktozu fermente eden (K/uyveromyces marxianus) ve etmeyen mayalari
(Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae ve Saccharomyces exiguus) igeren
starter kiiltiirler ya da kefir tanelerinin kullanildigi fermente siit T{riinii olarak

tanimlanmaktadir [10].

2.2.2. Kefirin tarihgesi
Kefir; Balkanlar, Dogu Avrupa ve Kafkaslar basta olmak {izere tiim diinyada tiiketilen
fermente bir igecektir. {1k olarak Kafkasya’nin Elbrus bélgesinde iiretilmis olan kefir Rusya,

Macaristan, gesitli Iskandinav iilkeleri ve 19. yy’da ise Dogu ve Orta Avrupa iilkelerinde
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tiretilmeye baslanmistir [49, 50]. Atilla’nin yaptig1 seferler sirasinda uzun yola dayandiklar
icin gotiirdiikleri kegilerin kefir yaptig1 bilinmektedir. Bu nedenle Tiirkler’in diger irklara
gore daha gii¢lii olduklar1 fark edilmistir. 1920’lerde Rus bilim adaminin probiyotik
mikroorganizmalarla ilgili yapmis oldugu ¢alismalarda kefirde yogurda gore 10-15 kat daha
fazla probiyotik mikroorganizma icerdigini bulur. Saglik agisindan 6nemli olan kefir
Diinya’da birgok iilkeye yayilarak vazgecilmez bir icecek haline gelir. Giiniimiizde ise farkl

boyutlarda siselerde ve aromalarda gelistirilerek tiiketime sunulmaktadir [51, 52].

2.2.3. Kefir daneleri

Kefir daneleri boylar1 1-4 cm arasinda rengi beyaz ve agik sar1 arasinda degisen,
jelatinimsi dokuda ve karnabahar ¢igegi goriintimiindeki i¢i bos diizensiz sekildeki yapilardir
(Sekil 2.1). Jelantinimsi yapinin igerigini ise laktik asit bakterileri, asetik asit bakterileri,
mayalarin koloni halinde bulundugu ekzopolisakkaritler olusturmaktadir [53]. Bu koloninin
%65-80’ini laktobasiller, %20’sini streptokoklar ve %5’ini mayalar olusturmaktadir [54].
Laktobasiller mikrofloray1r olusturan koloninin daha ¢ok dis kisminda mayalar ise i¢

kisimlarda bulunmaktadir [12].

Sekil 2.1. Kefir tanelerinin makroskobik yapisi [55]

Kefir danelerinin tiir diizeyinde mikrobiyomu incelendiginde ise Lactobacillus
kefiranofaciens, Lactobacillus kefiri, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides,
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus parakefiri, Acetobacter gibi

asetik asit bakterileri ve Kluyveromyces, Candida kefyr, Saccharomyces cerevisiae, Candida
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kefyr, Kluyveromyces marxianus, Torulaspora delbrueckii ve Kazachstania unispora,
Saccharomyces unisporus, Pichia fermentans gibi bircok maya icermektedir. Mayalar
fermentasyon esnasinda amino asitler ve vitaminler dahil olmak iizere biiylime i¢in gerekli
besinleri iretirler, ortamin pH'mi degistirirler ve etanol ve CO, olustururarak kefir
bakterilerinin biiylimesini destekleyen ortamin olugsmasindan ve {irlinlin aroma ve duyusal
ozelliklerinin olugmasini saglarlar [56 ve 57].

Kefir danelerinin hiicre boyutlar1 ve zincir uzunluklar1 fizyolojik asamalara ve
yetistirme kosullar1 gibi dis etkenlere bagli olarak degiskenlik gosterebilmektedir [58]. Kefir
daneleri suda ¢oziinmedigi i¢in fermentasyon sonucunda = siiziilerek tekrar
kullanilabilmektedirler [59]. Dane icerisindeki laktik asit bakterileri, mayalar, asetik asit
bakterileri simbiyotik bir iliski siirdiirmektedir. Bu bakteri ve mayalar ‘’kefiran’’ denilen jel

kivamindaki bir polisakkarit matriks i¢erisinde gdmiilii olarak bulunmaktadir [60].

2.2.4. Kefirin besin degeri ve bilesimi

Kefir, siitiin yapisindaki tiim temel bilesenleri igermekle birlikte fermantasyon sonucu
bir¢cok biyoaktif bilesenlerin olugmasi, siitte bulunan laktozun pargalanmasiyla daha kolay
sindirilebilir hale gelmesi, kefir daneleri yapisindaki mikroorganizmalar araciligiyla
probiyotik etki gdstermesi gibi sagliga bir¢ok fayda saglamaktadir [12]. Kefir; laktik asit,
asetik asit ve etil alkol fermantasyonu sonucu olusan bir siit {irtiniidiir. Kefir fermantasyonu
sonucu laktik asit, asetik asit, etil alkol, diasetil, asetaldehit gibi bilesenler olugsmakta ve
bunlar kefir aromasinin olusumunda rol oynamaktadir [61]. Kefir; zengin bir vitamin ve
mineral kaynagidir. B vitamini tiirevlerinden B1, B2, B5, B12; A, C ve K vitaminlerin;
riboflavin, biotin, tiamin gibi esansiyel aminoasitleri; folik asit, Mg, Ca, P, Zn, Cu, Mn, Fe

gibi mineralleri igermektedir (Tablo 2.2) [60 ve 62].
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Tablo 2.2. Kefirin igerigi

Icerik 100 gr icerik 100 gr
Enerji 65 kcal Kalsiyum 0,12
Yag % 3,50 Fosfor 0,10
Protein % 3,30 B12 0,50
Laktoz % 4,00 Siit Asidi g 0,80
Su % 87,50 Kolesterol 13,00
Etil Alkol 0,9 Laktik Asit g 1,00

Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligine gore kefirin iiriin 6zellikleri
belirtilmis; siit proteini minimum %2.7, siit yag1 maksimum %10, titrasyon asitligi en az
%0.6, toplam spesifik mikroorganizma sayisi en fazla 107 kob/g, maya miktar1 en az 10*

kob/g olmalidir (Tablo 2.3) [63].

Tablo 2.3. Kefirin Bilesimi

Bilesen Miktar
Siit Proteini (Agirlik¢a %) Enaz 2,7
Siit Yag1 (Agirlikea %) En fazla 10
Titrasyon Asitligi Enaz 0,6
Toplam Spesitik Mikroorganizma (kob/g) En az 107
Maya (kob/g) En az 10*

Kefirin mikrobiyal bilesimi ise kullanilan siit kaynaginin tiirline, yag icerigine, kefir
danelerinin mikrobiyal kokenine, sicaklik-siire vb. gibi fermentasyon parametrelerine bagh

olarak degismektedir [64].

2.2.5.Kefir iiretimi

2.2.5.1.Geleneksel kefir iiretimi

Geleneksel kefir iiretiminde; ¢ig siit Once yaklasik 95 °C’ de pastorize edilerek 25
°C’ ye sogutulur. %2-10 oranindaki kefir daneleri 25 °C’deki siite katilarak yaklasik 18-24
saat arasinda karanlik bir ortamda fermentasyon olugmasi saglanir. Fermentasyon sonunda
kefir daneleri plastik bir siizge¢ yardimiyla siiziiliir. Daneler +4 °C’de bekletilerek sonraki

mayalama islemlerinde tekrar kullanilabilmektedir (Sekil 2.2) [65 ve 66].
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Siitlin Pastorizasyonu
95°C- 15 dk

Kefir danesi inokiilasyonu
%2-10

pr— e— —

Sogutma
20-25°C

Fermentasyon
18-24 °C; 18-24 saat
Kefir danelerinin siiziilmesi
ve kefirin depolanmasi
+4 °C

Sekil 2.2. Gelencksel kefir tiretimi

2.2.5.2. Endiistriyel kefir iiretimi

Endiistriyel kefir tiretim agamalarinda birkag farklt metod kullanilsa da prensip olarak
geleneksel kefir iiretimine benzemektedir. Geleneksel kefir iiretiminden farkli olarak
homojenizasyon ve pastdrizasyon uygulanmaktadir. Homojenizasyon 70 °C’de,
pastorizasyon ise yaklagik 90 °C’de 5 dk uygulanir. 18-24 saat fermentasyon siiresinden
sonra sirastyla sogutma, olgunlastirma ve ardindan depolama islemi yapilir (Sekil 2.3) [67,

68].
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Cig siitiin kalite kontrolii

Homojenizasyon
50-55°C

Pastorizasyon
85°C; 5-10 dk

Sogutma
18-24 °C

Kefir starterlerinin inokiilasyonu
%2-8

Fermentasyon

Ambalajlama ve depolama
+4 °C

Sekil 2. 3. Endiistriyel kefir {iretimi

2.2.6.Kefirin saglik iizerine etkileri

Son yillarda saglikli beslenme bilincinin artmasiyla birlikte fermente gidalara duyulan
ilgi de artmistir. Fermentasyon ile gidalarin besin degerini artiran biyoaktif bilesikler ve
enzimler olusmaktadir. Dolayisiyla fermentasyon sonucunda antioksidan ve antimikrobiyal
bilesik iiretimi, biyo-koruyucu etki artmakta, daha saglikli ve etkin bir gida olusumu

saglanmig olmaktadir [12].
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Fermente bir gida olan kefirin iyi bir probiyotik kaynagi olmasmin yani sira
antikanserojenik, antialerjik, laktoz intoleransinmi azaltici, kolesterol diisiiriicii, bagisiklik

sistemini, sindirim sistemi ve kan sekerini diizenleyici etkileri de bulunmaktadir [69].

2.2.6.1. Kefirin mikrobiyota iizerine etkileri

Bagirsak mikrobiyotas: bagirsakta yasayan tim bakteri, viriis, maya ve diger tim
organizmalar1 icermektedir. Mikrobiyota terimi tiim bu mikrobiyal bilesimi ifade
etmektedir. Fermentasyon; bir mikrobiyal ekosistemin bozulmasina sebebiyet verecek
mikroplart istila ederek koloni olusturmasini 6nleyen ve gidanin bilesimini ve biitiinliigiinii
uzun siire koruyan bir gida muhafaza seklidir. Fermente gidalarin tiiketimi; bagirsak

mikrobiyota bilesimini koruyarak metabolik hastaliklarin 6nlenmesini saglar [70].

Yapilan giincel arastirmalar; bagirsakta dengeli bir mikrobiyota bilesimi olmadan
bireyin tamamen saglikli sayilamayacagini gostermektedir. Bagirsak mikrobiyotasi,
bagisiklik, besin emilimi, enerji metabolizmasi ve bagirsak bariyer fonksiyonu ile ilgili
genler dahil olmak iizere insan bagirsak yolundaki bir¢ok genin ekspresyonunu diizenler

[71]. Bagirsak mikrobiyotasi ilizerindeki degisiklikler ve bozukluklar bir¢cok metabolik
hastalik olusumuna sebep olmaktadir. Bagirsak mikrobiyotasinin modiilasyonu bu sebeple

yiiksek 0nem arz etmektedir. Kefir gibi probiyotik 6zellikteki fonksiyonel gidalarin tiiketimi
bagirsak mikrobiyotasini modiile etme, fonksiyonlarimi iyilestirme yetenegine sahiptir.
Kolonda iiretilen ikincil safra asitlerinin iiretimini etkileyerek bagirsak mikrobiyotasi
lizerinde pozitif yonli etki gosterdigi, mikrobiyota icerisindeki Enterobacteriacea
familyasina ait tlirlerin azalmasini saglayarak mikrobiyotayi iyilestirdigi, kefirde meydana
gelen biyoaktif bilesenlerin bagirsak gegirgenligini modiile edebildigi, laktik asit
bakterilerinin ve laktik asit bakterilerinin popiilasyonunu Onemli Olgiide artirdigi,
Enterobacteriaceae, Firmicutes, Bacteroidetes oranint 0nemli Olc¢iide azaltarak klinik
herhangi bir olumsuz etkiye neden olmadan mikrobiyotay1 diizenledigi belirtilmistir [71,

72].

Diizenli kefir kullanim1 Ulseratif kolit ve Crohn hastalarinda; semptomlari iyilestirerek
Hemoglobin, C Reaktif Protein, Eritrosit Sedimentasyon hizi gibi parametrelere olumlu
yonde etki etmekte; karin agrisi, gaz ve siskinlik gibi belirtileri azaltmaktadir [74]. Kefirden
izole edilen Lactobacillus kefiri IBS hastalarinda bagirsak mikrobiyotasinda T hiicreleri

tarafindan proinflamatuar sitokin salgisint modiile ederek bagirsak homeostazini saglamakta
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ve bagirsak mikrobiyotasindaki IgA iiretimini ve Interlokin-10 artirarak mikrobiyota

iizerinde anti inflamatuar etki géstermektedir [75, 76].

2.2.6.2. Kefirin laktoz intoleransina etkisi

Laktoz, p-glukoz ve bp-galaktoz olmak iizere iki monosakkaritten olusan bir
disakkarittir. Laktozun sindirimi, ince bagirsakta bulunan epitelyum hiicreler tarafindan
salgilanan laktaz enzimi tarafindan pargalanmasiyla saglanmaktadir. Fakat yeterli miktarda
laktaz enzimi bulunmadiginda laktoz sindirilemez. Laktoz sindirilemediginde ise
emilemeyen laktoz bagirsaktaki bakteriler tarafindan fermente edilerek hidrojen,
karbondioksit ve metan gibi gazlarin olusmasiyla sigkinlik, gaz, diyare gibi sikayetler ortaya
cikar. Bu durum ‘Laktoz Intoleransi’ olarak adlandirilmaktadir [77]. Siit ve siit {iriinleri
yliksek miktarda laktoz igerir. Kefir olusumu sirasinda siitte bulunan laktozun yaklasik
olarak % 30’u b-galaktosidaz enzimi tarafindan pargalanarak glikoz ve galaktoza doniisiir.
Bu doniisiim kefirin; sindirimi hayli miktarda zor olan siite gore laktoz intoleransi olan

bireylerde alternatif olarak kullanilabilecegini gostermektedir [62].

Yapilan ¢aligmalarda fermente {irlinler olan kefir ve yogurdun laktoz intoleransi olan
bireylerde gaz sikayetinin %54-71 oraninda azalttif1 tespit edilmistir [78]. Laktoz
intoleransina sahip 11 birey tizerinde yapilan diger bir calismada Lactobacillus acidophilus
bakterisinin laktoz sindirimini ve toleransimi diizenleyip iyilestirdigi, intoleransa bagl

semptomlar azalttig1 belirtilmistir [79].

2.2.6.3.Kefirin antimikrobiyal etkisi

Probiyotikler antimikrobiyal etkisini; iirettigi organik asit, bakteriyosin, biyoaktif
bilesiklerin bagirsak epitel hiicrelerine tutunmasi ve buradaki patojen mikroorganizmalarin
kolonizasyonunu, agregasyonunu, biyofilm olusumunu 6nleyici mekanizmalar sayesinde
gostermektedir. Fermentasyon sonucunda organik asit ve biyoaktif bilesenlerin
birikmesinden kaynaklanan pH degisikligi; gram+ ve gram- bakterilere karsi inhibitor
aktivitesini daha genis bir hale getirir. Bu genis spektrumlu inhibitdr etki; farkl
fermantasyon siiresi, maya ¢esidi, kullanilan {iriin ¢cesidine bagli olarak fermentasyonun her
asamasinda olusabilecek bir¢ok farkli bilesiklerden kaynakli degiskenlik gosterebilmektedir

[80]. Bu baglamda 4, 36, 48 ve 72 saat olmak {izere dort farkli zaman diliminde fermente
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edilen kefirlerin patojen bakteriler iizerinde antimikrobiyal etkinligi arastirilmistir. Calisma
sonunda yiiksek oranda antimikrobiyal etki gosterdigi zaman dilimi 36-48 saatlik
fermentasyon sonucu elde edilen kefir 6rneginin oldugu tespit edilmistir [81].

Afyon ilinde yapilan bir calismada 5 kefir 6rneginden Lactobacillus fermentum,
Enterococcus durans tiirleri izole edilmis; bu tiirlerin antimikrobiyal etkili madde trettikleri
ve patojen mikroorganizmalar iizerinde yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
incelenmistir [82].

Kefirin antifungal ve antimikrobiyal etkisinin incelendigi diger bir calismada ise
patojen ozellik gosteren Curvularia, Fusarium equiseti ve Colletotrichum gloeosporioide
mayalarina kars1 yiiksek oranda inhibitdr etki gostererek antifungal; hiicresiz ekstratlarinin
ise S. typhimurium, S. aureus, E. coli, B. Subtilis patojen bakterilerine kars1 antimikrobiyal

etki gosterdigi bulunmustur [83].

2.2.6.4. Kefirin obezite ve diyabet iizerine etkisi
Viicut yag kitlesinin tiim viicut kitlesine goére oraninin artmasi seklinde tanimlana
obezite; son yillara yanlis beslenme, genetik faktorler, endokrin bozukluklar, hareketsizlik

gibi bir¢ok faktore bagli olarak giderek yayginlagan bir saglik sorunudur [84].

Insan bagirsak mikrobiyotasindaki degisiklikler, faydali ve patojenik bakteriler
arasindaki dengesizlikler morbidite ve mortalitenin ana nedenleri olan diyabet, obezite,
kardiyovaskiiler hastaliklara sebebiyet vermektedir [71]. Obezite ve tip 2 diyabet, hem
gelismis hem de gelismekte olan tilkelerde kiiresel bir pandemi olarak tanimlanmaktadir. Bu
hastaliklarin tetikleyici etkenleri ve tedavileri yoniinde kesin bir fikir birligi olmamakla
birlikte genetik altyapilar, sosyoekonomik durumlar, kiiltiirel ve beslenme aligkanliklar1 gibi
cevresel faktorler tetikleyici etkenler arasinda sayilmaktadir. Ozellikle son zamanlarda
tedavilerine yonelik yapilan caligmalarda uygun tedavi ve diyete birlikte probiyotiklerin
takviye edilmesi; HbAlc, plazma glukoz seviyesi ve kilo kaybinda etkili oldugu
belirtilmistir [85].

Geleneksel kefir; kilo alimini, plazma kolesterol ve yiiksek yagli diyetle birlikte olusan
karaciger yaglanmasi ve trigliserit seviyesini; kefir danelerinde bulunan ekzopolisakkaritler
ise viicut agirli1 ve adipoz doku artisini ve plazma kolesterol seviyesini azaltmaktadir [86,

87]. Metabolik sendromlu bireyler lizerinde; sitokin ve homosistein konsantrasyonlarinin



18

azaltmakta, kan basincini ve serum apoliprotein Al ve apoliprotein B diizeylerinin

dengelemekte, kan glikoz ve lipit seviyesini diisiirmektedir [88 ve 89].

Kefirin bir deney grubundaki farelere 12 hafta uygulandigi ve kontrol grubu ile
karsilastirildigi bir ¢calismada; kefir takviyesi yapilan farelerde kilo artisinin daha diisiik
diizeyde goriildiigii, karacigerde ve yag dokusunda yag asidi oksidasyonu ile ilgili genler
yukart yonlii regiile ettigi bulunmustur [90]. Kefir tiiketiminin kilolu ve obez menopoz
oncesi kadinlar tlizerinde incelendigi bir calismada ise serum lipit seviyelerinde anlamli
derecede diisiik oldugu incelenmistir [91]. iran’da 60 tip 2 diyabetli birey iizerinde yapilan
bir calismada 2 ay boyunca giinde 600 ml kefir takviyesi yapilmis; HOMA-IR'nin yani1 sira
serum insiilin seviyesini de diisiirdiigiinii tespit edilmistir [92]

Diyabetin hiperglisemi, oksidatif stres, ndropati, retinopati, nefropati gibi bir¢cok
komplikasyonu mevcuttur. Yiiksek kan glukoz seviyesi; hidrojen peroksit ve siiperoksit
radikalleri gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminin artmasina yol acabilmektedir.
Kefir tiiketiminin diyabete bagli bobrek hasarinin iyilesmesinde etkili oldugu, hiperglisemiyi
azaltt1g1, oksidatif stresi azaltarak ve Nitrik Oksit salinimini modiile ederek bobrek hasarin

iyilestirdigi bulunmustur [93].

2.2.6.5. Kefirin kanser iizerine etkisi

Kefir mutasyon ve DNA hasarmi azaltip 3-glukuronidaz, nitrorediiktaz, azorediiktaz
gibi kanser olusumuna sebebiyet verebilecek enzimlerin aktivitesini azaltarak kanserli
hiicrede apoptozisi artirmaktadir [94]. Kefirin glioblastoma {izerine etkisinin incelendigi bir
caligmada; f{iretilen organik asitler, bakteriyosin ve metabolitlerin; proliferasyon
diizenlemesi, hiicre ayrimi, apoptoz, metastaz ve anjiyogenez gibi metabolit yollarina
miidahale ederek U87 hiicre hattinin biiylime oranin1 énemli dl¢iide azalttigini géstermistir
[95]. Kanser siirecinde kemoterapi gormiis hastalarda kemoterapi sonrasinda on iki haftalik
kefir tiiketimi, yagsiz viicut kiitlesini, depresyonu, yorgunlugu, mide sikintisin1 ve bagirsak

disbiyozunu iyilestirmis; monosit sayilarini diizenlemistir [96].
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2.3. Kanser

Kanser terimi ilk kez Hipokrat tarafindan tiimorii tanimlamak i¢in ‘karsinom’ ve
‘karkinos’ terimlerinden tiliretilmistir [97]. Kanser; viicuttaki bir grup hiicrenin asir1 ve
kontrolsiiz ¢ogalarak yasami tehdit eden, Oliime sebebiyet veren tiim diinyada ve
iilkemizdeki en biiyiik saglik sorunlarindan biridir. Olusum nedenleri ise, kalitimsal
faktorler, genetik mutasyonlar, hormonal bozukluklar gibi genetik nedenler ve kimyasal
faktorler radyasyon vb. gibi c¢evresel nedenler; sigara kullanimi, beslenme bozukluklar

olarak siniflandirilabilir [98 ve 99].

Kanserli bir hiicrenin biiylimesinde g¢ogalmasinda; apoptozis mekanizmasindaki
problemler, hiicre proliferasyonunu istenmeyen bi¢imde uyaran genetik defektler, timor
baskilayic1 genlerdeki bozukluklar ve tiimor anjiyogenez gibi 4 mekanizma 6nemli bir rol

oynamaktadir [100].

Kanserli bir hiicreyi normal hiicrelerden ayiran bir¢ok farkli 6zelligi mevcuttur. Bu

ozellikler asagidaki gibi siralanabilmektedir [101].

e Hiicre ylizeyindeki reseptorleri cok daha sik sinyal iletir.

e Kontrolsiiz sekilde cogalmay1 saglayan kendi sinyal sistemleri vardir.

e Telomeraz aktivitesini koruyarak biliylimeye ve ¢ogalmaya anormal bir hizda devam
eder.

e Sekeri normal hiicreler oranla yaklasik 100 kat fazla olarak kandan alirlar ve laktat
iireterek enerji saglarlar (Warburg etkisi)

e Gerekli besin ve oksijeni almak iizere ¢cevrelerindeki stromayi etkileyerek yeni damar
sistemleri olusturabilirler

e Dolasim sistemine girip uzaktaki bir yere hareket edebilir ve yeni bir yerleserek
metastaz olusturlar.

e Genetik ve epigenetik olarak stabil degildirler.

Diinya Saglik Orgiitii - Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajans1 (IARC) 2020 diinya
kanser istatistikleri verilerine gore, meme, akciger, kolorektal, prostat ve mide kanserinin

goriilme olasilig1 en yiiksek ilk 5 kanser tiirii oldugunu belirtmistir (Sekil 2.4) [102].

Diinya Capinda yapilan ¢aligmalarin %60’indan fazlasi kanserin tedavisi i¢in yeni

yontemler kesfetmek iizerinedir. Tedavi se¢imleri; kanserin tiiriine, evresine, lokalitesine
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bagl olarak degismektedir. Yaygin olarak cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi segenekleri
kullanilsa da hormon ve kok hiicre bazli tedaviler, immiinoterapi, kombine ve alternatif

tedavi yontemlerine dair ¢calismalar yogunluk kazanmistir [97].

Meme
2261 419 (11.79%)

Alciger
2206 771 (11.4%)
Diger Kanserler

B 275 743 (42.9%) Kolorektum
1931 590 (10%)
Prostat
1414 259 (7.3%)
Yutak Mide
G604 100 (3.1%) 1 089 103 (5.6%)

Serviks Uteri Karaciger
604 127 (3.1%) 905 677 (4.7%)

Toplam: 19 292789 vaka

Sekil 2.4. 2020 yilina ait kanser vaka oranlari [102]

2.3.1. Kolorektal kanser
Kalin bagirsak, ortalama 150 cm uzunlugunda olup ¢ekum, ¢ikan kolon, transvers
kolon, inen kolon, sigmoid kolon, rektuma kadar uzanan kisimlardan olugmus sindirim

kanalinin 6nemli bir boliimiidiir (Sekil 2.5) [103].
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Sekil 2.5. Kolonun anatomik boliimleri [104]

Kolorektal kanser olusumu; epitel mukozasinda olusan bir polipin hiperproliferatif
epitele doniismesiyle baslar. Bu hiicreler kendi yapilarini kaybettiklerinde adenom olusturur.

Olusan adenomlar yayilarak kanser olusumuna sebep olur (Sekil 2.5) [105 ve 106].
Kolon kanserinin olusmasi ve yayilmasi 5 evreden olusmaktadir.

e Evre 0 normal hiicrelerin kolon mukozasinda birikmeye bagladigi,

e Evre 1 kolon mukozasindan submukozaya sicradigi,

e Evre 2 serosa tabakasina sigradigi ve burada yayilim gosterebildigi,

e Evre 3 kanser kolon duvarinin mukozasindan submukozaya giderek lenf
nodlarma yayilabildigi,

e Evre 4 kan damarlar1 ve lenf nodlari ile bir¢ok organa yayilim gosterdigi

evredir [107].

Polip . o . Kolon kanseri

Sekil 2.6. Kalin bagirsakta polip ve kanser olusumu [106]
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Kolon kanserinin ilk seviyelerinde semptomlar belli degildir. Daha sonraki evrelerinde
kilo kayb1 rektal kanama gibi belirtiler s6z konusudur. Tedavisinde ilk evrelerde kanserli
doku ameliyatla alinirken, ilerleyen evrelerde kemoterapi ve radyoterapi uygulanir. Kolon
kanseri hastalarinda ayrica biyoterapotik olarak bilinen probiyotiklerde hastaligin
yinelenmesinin &nlenmesinde, yan etkilerin azaltilmasinda kullanilmaktadir. Ozellikle
Probiyotiklerin tirettikleri sekonder metabolitler sayesinde hiicre cogalmasi, farklilasma ve
kolon kanser riskini azalttig1 gézlemlenmistir [108].

Kolon kanseri olusumunda kalitsal faktorler etkili olabildigi gibi bir¢ok cevresel
etmenler de etkilidir. Bu etmenler arasinda yas, cinsiyet, iilseratif kolit- crohn gibi
inflamatuar bagirsak hastaligi oykiisii, yanls beslenme, obezite, sigara ve alkol tiiketimi

sayilabilmektedir [109].
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3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Kefir 6rneklerinin temini

Bu tez caligmasinda 15 farkl kefir 6rnegi (12 adedi ticari, 3 adedi ev yapimi)
kullanilmistir. Ev yapimi 6rnekler steril cam kaplarda, ticari 6rnekler ise orijinal ambalajinda
(Amasya) satin alinarak aseptik kosullarda ve sogutucu canta yardimiyla soguk zincir
bozulmadan Amasya Universitesi Biyolojik aktivite laboratuvarina getirilmistir. Kefir
ornekleri fizikokimyasal ve mikrobiyolojik analizleri yapilincaya kadar +4°C’de
bekletilmistir. pH, toplam asitlik ve mikrobiyolojik analizler es zamanli olarak

gergeklestirilmis olup, kuru madde ve kiil analizleri i¢in 6rnekler -20 °C’de depolanmustir.

3.1.2. Tez ¢caliymasi kapsaminda kullanilan kimyasallar

Calismada; pepton water (Biolife, Milan, Italy), De Man Rogosa ve Sharpe agar
(MRSA, Biolife, Milan, Italy), De Man Rogosa ve Sharpe broth (MRSB, Biolife, Milan,
Italy), M17 broth (Biolife, Milan, Italy), Brain Heart Infusion broth (Biolife, Milan, Italy),
H,0, (Norateks), Gram boyama seti (Norateks), Triple sugar iron agar (Merck, Germany),
Fenolftalein (Sigma), NaOH (Sigma), NaCl (Sigma), Dulbecco’s modified eagle’s medium
L-glutamin ve yiiksek glukoz iceren (DMEM, Sigma D5648), eagle's minimum essential
medium (EMEM, Sigma M5650) penisilin-streptomisin antibiyotigi (Sigma P4458),
tripsin-EDTA (Sigma, T4049), fotal sigir serumu (FBS, Sigma, F7524), NaHCO; (Sigma,
S5761), tripan mavisi (Sigma, T8154), ANTP karigimi (Thermo Fisher Scientific, R0191),
Taq DNA polimeraz (Thermo Fisher Scientific, EP0402) ve DNA jel yiikleme boyasi
(Thermo Fisher Scientific, RO611), primer (oligomer biotechnology) 100 b¢ DNA ladder
(GENESTA™) kimyasallar1 kullanilmistir.

Antibiyotik duyarlilik testi i¢in kullanilan antibiyotikler Ampisilin (AMP, 10 pg,
ASD00200), gentamisin (CN; 10 pg, ASD04405), metisilin (ME, 30 pg, ASD05441),
penisilin (P, 10 pg, ASD07400), Trimetoprim/Sulfametaksozol (SXT, 1,25/23,075,
ASD09320), Vankomisin (VA, 30 pg, ASD09400) Biyoanalase firmasindan temin

edilmisgtir.
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3.1.3. Tez calismasi kapsaminda kullanilan cihazlar

Analitik hassas terazi (Shimadzu, Japonya), -86 °C derin dondurucu (Thermo
Scientific, ABD), +4 °C ve -20 °C buzdolab1 (Argelik), otoklav (Niive), smif II kabin
(Thermo Scientific, ABD), inkiibatér (Memmert, Almanya), pH metre (isolab), Desikatér,
CO; inkiibatér (Memmert, Almanya), vorteks (IKA, Almanya), 1siticilt manyetik karistirict
(IKA, Almanya), mikrosantrifiij (Heidolph, Almanya), pH metre (1solab 61601001), UV
transiliiminatér, PZR cihazt (TurboCycler Lite 9020, Blue-Ray, Bio-tech), yatay
elektroforez sistemi, ultra saf su cihazi (Merck, Millipore), Real-Time PCR (Piko Real 96
Thermo Scientific), mikroplaka okuyucu (Multiscan GO, Thermo Scientific), inverted

mikroskop (Leica, Almanya) marka ve modelde cihazlar kullanilmistir.

3.1.4. Besiyeri ve cozeltilerin hazirlanisi

3.1.4.1. De Man Rogosa ve Sharpe agar

Ticari besiyeri 70,2 g/L olacak sekilde su banyosu igerinde tam olarak
¢oziindirilmistiir. pH 6,4+0,2’ye ayarlanmig 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmis ve

yaklasik olarak 45 °C sicakliga diisiince petrilere dokiilerek katilasmasi saglanmistir.

3.1.4.2. De Man Rogosa ve Sharpe broth

Ticari besiyeri 55,2 g/L olacak sekilde soguk su i¢erisinde hazirlanarak pH 6,4+0,2’ye
ayarlanmig 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilerek kullanilmistir.

3.1.4.3. M17 broth

Ticari besiyeri 42,2 g/I. olacak sekilde su banyosu igerinde tam olarak
¢Ozlindiiriilmistir. pH 7,2+0,2°ye ayarlanmis 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilerek

kullanilmastir.

3.1.4.4. Mueller Hinton agar

Ticari besiyeri 34,0 g/L olacak sekilde su banyosu igerinde tam olarak
¢coziindirilmistiir. pH 7,2+0,2’ye ayarlanmis 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmis ve

yaklagik olarak 45 °C sicakliga diisiince petrilere dokiilerek katilagmasi saglanmustir.
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3.1.4.5. Fizyolojik tuzlu su

Fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi icin NaCl 8,5 gr/L olacak sekilde distile su igerisinde tam
olarak ¢ozlindiiriiliip 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilerek kullanilmigtir.

3.1.4.6. Tris-Borik asit- EDTA tamponu (TBE, 10X)

Tampon Trizma base 108 g/L, Borik asit 55 g/L, EDTA 7,5 g/L (pH 7,5-7,8) olacak
sekilde dH,0 ile ¢oziilerek hazirlanmistir. 10X TBE tamponu caligsmalar sirasinda 1X’e

seyreltilerek kullanilmistir.

3.2. Fizikokimyasal Analizler

Bu amagla kefir 6rneklerinin pH degeri, toplam asitlik, kuru madde ve kiil miktari

analiz edilmistir. Analizler 2 paralelli olarak gerceklestirilmistir.

3.2.1. pH degeri

Kefir 6rneklerinin pH degeri birlesik elektrotlu pH metre (ISOLAB) ile 6l¢iilmiistiir.
Daha o6nce tampon ¢ozeltiler (pH 4, pH 7) ile standardize edilen pH metre probu kefir
ornegine daldirilarak pH metrede sabit bir deger elde edilene kadar bekletilmis ve sonug

kaydedilmistir [110].

3.2.2. Toplam asitlik

10 mL kefir 6rnegi lizerine 1 mL fenolfitalein indikatorii ilave edildikten sonra 0,1 M
sodyum hidroksit (NaOH) ile kalici agik pembe renk elde edilinceye kadar titrasyon
yapilmistir. Baslangic NaOH miktar1 kaydedilmistir. Titrasyon sonrasi harcanan NaOH
miktar1 da kaydedilerek toplam asitlik miktar1 % laktik asit olarak hesaplanmistir [111].

% Asitlik = [(VxNx0,09) / m] x 100

A : Laktik asit cinsinden, titre edilebilir asitlik degeri (kiitlece yiizde)
A% : Titrasyonda kullanilan NaOH miktar1 (hacim) (mL)

m : Numune agirhigi (g)

N : NaOH ¢o6zeltisinin normalitesi
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3.2.3. Kuru madde miktar1

Kuru madde tayini gravimetrik yontem kullanilarak gerceklestirilmistir. Yikanmis ve
kendi haline birakilarak kurutulmus cam petriler, sabit tartima getirilmesi i¢in 105 + 2°C
etlivde 2 saat bekletilmistir. Daha sonra oda sicakligina gelmesi i¢in desikatore alinan cam
petrilerin hassas terazide darasi alinmistir. 3-5 g kefir 6rnegi tartilan petriler 105 + 2°C
etivde 3-4 saat bekletilerek kurutulmustur. Etiivden c¢ikarilan petriler desikatorde

sogutulduktan sonra hassas terazide tartilmis ve % kuru madde miktar1 hesaplanmistir [112].

% KM = [(M2 — M) / (M1 — M)] x 100

M : Kroze agirligi (g)

Ml : Numune ve kroze agirligi (g)

M2 : Kroze agirligi ve kurumus kefir numunesi agirligi (g)
3.2.4. Kiil miktar

Yikanmis ve kendi haline birakilarak kurutulmus porselen krozeler, sabit tartima
getirilmesi i¢in 105 + 2°C etiivde 3-4 saat bekletilmistir. Oda sicakligina gelmesi icin
desikatorde bekletilen krozelerin hassas terazide darasi alinmistir. 3-5 g kefir 6rnegi tartilan
krozeler, 6rnekten sigrama olmamasi i¢in 105 + 2°C etiivde 1-2 saat bekletildikten sonra kiil
firmina alinmigtir. Kiil firiminin sicakligi kademeli olarak artirilarak 6rnekler 550°C’de 4
saat yanmaya birakilmistir. Yakma islemi sonunda 6rnekler desikatore alinarak sogutulmus

ve hassas terazide tartildiktan sonra % kiil miktar1 hesaplanmistir [112].

% Kiil = [(G2-G)] / (G1-G)] x 100

G : Kroze agirligi (g)
Gl : Numune ve kroze agirligi (g)
G2 : Kroze agirligi ve kiil agirlhig (g)

3.2.5. Istatistik analizi
Kefir orneklerinin  fizikokimyasal analiz  sonuglarin1 istatistiksel olarak
degerlendirmek icin SPSS 25 paket programi kullanilmistir. Analiz sonuglarina t testi

uygulanmistir. Analiz % 95 giiven araliginda gergeklestirilmistir.
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3.3. Bakterilerin izolasyonu

3.3.1. Laktik asit bakterilerinin saflastirilmasi ve muhafazasi

Calismada kullanilan kefir Orneklerinden laktik asit bakterilerinin izolasyonunda
klasik kiiltiir teknigi uygulanmistir. Bu amagla oncelikle ve aseptik teknikler dogrultusunda
steril gida numune poseti icerisine 10 mL kefir 6rnegi ilave edilerek tizerine 90 mL % 0,1
oraninda tamponlanmis peptonlu su ilave edilmistir [113]. Yaklasik olarak 4-5 dk
karigtirtlarak seyreltme orami 1:10 (10°") olacak sekilde ilk diliisyon elde edilmistir.
Homojenizasyon iglemi sirasinda yapilan 107! lik ilk diliisyondan 10-7’ye kadar desimal
diliisyonlar hazirlanmistir. Bu amacla dnceden hazirlanmis 9 mL tamponlanmis peptonlu su
iceren tiiplere Oncelikle 10! lik diliisyondan 1 ml alinip ilave edilip vorteks yardimi ile
karigtirilip homojen hale getirilerek 10-2’lik diliisyon hazirlanmigtir. Bu sekilde seyreltme
islemi 10-"’ye ulasincaya kadar ayni sekilde devam etmistir. Hazirlanan diliisyonlardan 0,1
mL alinarak De Man Rogosa ve Sharpe (MRS), M17 agar iizerine steril edilmis cam
drigalski yardimiyla homojen bir sekilde inokiile edilmistir. Ekim yapildiktan sonra 37 °C’de
48-72 saat anaerobik sartlarda inkiibasyona birakilmistir [114].

Inkiibasyon sonrasinda MRS ve M17 agar iizerinde iiremis laktik asit bakterisi
olmasindan siiphe edilen koloniler (mat, krem rengi, beyaz, kii¢lik) se¢ilerek MRS broth ve
M17 broth besiyerinde gelistirildikten sonra tekrar kati besiyerine ekimi yapilarak saf
kiiltiirler elde edilmistir [86] Ileride yapilan fenotik ve genotipik testler icin %20 gliserol
igeren Brain Heart Infusion Broth igerisinde -20 °C’de muhafaza edilmistir. Calismalarda

pozitif kontrol olarak Lactobacillus plantarum ATCC 8014 kullanilmistir.

3.4. Laktik Asit Bakterilerinin Fenotipik Olarak Tanimlanmasi

3.4.1. Katalaz testi

MRS agar’da iiretilen taze bakteri kiiltiirlerinden steril bir 6ze ile alinarak temiz bir
lam iizerine konulmustur. Uzerine %3’liik H,O, ilave edilmis ve gaz cikisinin olusup
olusmayacag1 gézlemlenmistir. Katalaz enzimi bulunan bakterilerde H,O, su ve oksijene
kadar pargalanmasi sonucu gaz ¢ikisi olusmaktadir. Gaz ¢ikiginin olmasi katalaz pozitif, gaz

c¢ikisinin olmamasi katalaz negatif olarak degerlendirilir [115].
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3.4.2. Gram boyama

MRS agarda iiretilecek taze kiiltiirlerden steril 6ze ile alinacak bakteri kolonisi ile su
damlatilmis lam {izerinde smear olusturulmustur. Havada kurutulduktan sonra atesten
gecirilerek fiksasyon islemi yapilmistir. Hazirlanmis preparatlar ilk 6nce 1 dk kristal viyolet
ile boyanmistir. Siire sonunda boya su ile uzaklastirildiktan sonra 1 dk boyunca lugol ile
boyanmis ve fazla boya su ile uzaklastirilmistir. Preparat alkol ile yaklasik olarak 15 sn
bekletilerek tekrar su ile yikanmistir. Ardindan son boya olan safranin ile 1 dk boyanarak su
ile yikanip kurutulmustur. Mikroskop ile goriintiilenmis ve mor renkli bakteriler Gram +,

pembe renkli bakteriler ise Gram - olarak degerlendirilmistir [116, 117].

3.5. Kefir Laktik Asit Bakterilerinin Probiyotik Ozellikleri

3.5.1. Laktik asit bakterilerinin farkh sicakhiklarda gelisimi

Kefirden izole edilmis laktik asit bakterilerinin farkli sicakliklarda gelisiminin olup
olmadigini test etmek amaciyla taze bakteri kiiltiirlert MRS broth ve M17 broth ekilmis ve
4°C, 15°C ve 45°C’de 2-7 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda bulaniklik

goriilen tiipler pozitif olarak degerlendirilmistir [118].

3.5.2. Laktik asit bakterilerinin farklh tuz konsantrasyonlarinda gelisimi

Laktik asit bakterilerinin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisiminin olup olmadiginin
degerlendirilmesi amaciyla 24 saatlik taze bakteri kiiltiirleri %6, %7,5 ve %10 NaCl iceren
MRS broth ve M17 besiyerine inokiile edilmis ve petriler 2-7 giin siireyle 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, bulaniklik gériilen tiipler pozitif olarak

degerlendirilmistir [118].

3.5.3. Laktik asit bakterilerinin farkh pH derecelerinde gelisimi

Laktik asit bakterilerinin yiiksek asidik ya da yiiksek bazik ortaminda gelisip
gelismediginin belirlenmesi amaciyla 24 saatlik taze kiiltiirler MRS broth ve M 17 besiyerine
pH’s14, 7 ve 10’a ayarlanarak inokiile edilmis ve 37°C’de 2-7 giin inkiibasyona birakilmaistir.
Inkiibasyon sonunda bulaniklik gériilen tiipler pozitif olarak degerlendirilmistir [118].
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3.5.4. Laktik asit bakterilerinde hidrojen siilfiir olusumu

Laktik asit bakterilerinin sekerleri fermantasyonu sonucu gaz ve hidrojen siilfiir (H,S)
olusumunu gozlemlemek icin 24 saatlik taze kiiltiirler Triple Sugar Iron (TSI) slant
besiyerine inokiile edilmistir. 37°C’de 48-96 saatlik inkiibasyon sonrasinda, tiiplerdeki gaz

¢ikist ve renk degisimi dikkate alinmustir [113].

3.5.5. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarhliklarinin belirlenmesi

Izolatlarin gesitli antibiyotiklere kars1 duyarlilik profillerini belirlemek amaciyla Kirby
- Bauer Disk Difiizyon yontemi kullanilmistir. Bu amagla ampisilin, gentamisin, metisilin,
penisilin, siilfometoksazol/trimetoprim ve vankomisin olmak iizere toplam 6 antibiyotik test
edilmistir. Bu test i¢in 6ncelikle Laktik asit bakterileri 0,5 McFarland (~ 1,5x10% CFU/mL)
bulanikliginda ayarlanmistir. Hazirlanan siispansiyonlar Mueller Hinton Agar iizerine steril
bir ekiivyonla her tarafina esit bir sekilde olacak sekilde yayma ekim yapilmistir. Ardindan
belirtilen antibiyotikler steril bir pens yardimu ile petri iizerine birakilmigtir. Ardindan 37
°C’de 24 — 48 saat uygun kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinden sonra

zon c¢aplar1 bir kumpas yardimiyla 6lciilerek sonuglar degerlendirilmistir. [119 ve 120].

3.5.6. Bakteriyosin iiretiminin ve antibakteriyel aktivitenin belirlenmesi

Fenotik ve genotipik yontemlerle laktik asit bakterisi olarak dogrulanan izolatlarin
antimikrobiyal etkisini belirlemede kuyu difiizyon yontemi kullanilmistir. Oncelikle 10 mL
MRS brothta canlandirilmis izolatlar 10000 rpm’de 10 dk 4°C’de santrifiij edilmistir. Siire
sonunda siipernatantlar siringa yardimiyla ¢ekilmis. Siipernatantin sterilizasyonu i¢in 0,45
uL’lik membran filtreden gecirilerek hiicresiz filtratlar elde edilmistir [121].

Elde edilen bakteriyosinin antibakteriyel aktivitesinin belirlenmesi i¢in agar kuyu
diflizyon testi kullanilmistir. Bu yontemde oncelikle Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Bacillus cereus ATCC 7064, Bacillus subtilus ATCC 6633, Streptococcus mutans ATCC
35668, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC 700603 ve Salmonella enteritidis ATCC 13076 bakterileri Brain Hearth
Infusion (BHI) brothda canlandirildiktan sonra 0,5 Mc Farland’a ayarlanmistir. Hazirlanan
stispansiyonlar MHA iizerine tiim yiizeyi kaplayacak sekilde steril bir swap ile yayma ekim
yapilmistir. Sonra {lizerine steril bir aparat yardimiyla delikler agilmistir. A¢ilan bu deliklere
100 pL olacak sekilde farkli laktik asit bakterilerine ait slipernanatlar ilave edilmis ardindan

37 °C de 24 saat inkiibasyona birakilmistir [122].
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3.5.7. Otoagregasyon testi

Bu test i¢in Oncelikle izolatlar 37°C’de anaerobik ortamda 48 saat siire ile inkiibe
edilmistir. Siire sonrasinda sonrast pH’s1t 6,2 olan PBS igerisinde 0,5 McFarlanda
ayarlanmigtir. Hazirlanan siispansiyon lam iizerine damlatilmis ve 151k mikroskobu ile
goriintiilenmistir. Goriintiilenme sonucunda 2 dk icerisinde agregasyon olmasi pozitif olarak

degerlendirilmistir [123].

3.6. Laktik Asit Bakterilerinin Genotipik Olarak Tanmimlanmasi

Laktik asit bakterileri i¢in cins 6zgli olan 16S rRNA primerleri kullanilarak PZR
yontemi ile cins diizeyinde identifiye edilmistir. Tiir diizeyinde identifikasyon i¢in spesifik
olan primerler kullanilarak tiir diizeyinde tanimlanmustir. Ik olarak DNA izole edilecek
ardindan PZR ile DNA amplifikasyonu gergeklestirilmistir. DNA bantlarini goriintiilemek
amaciyla etidyum bromiirde boyandiktan sonra UV transliminatér yardimi ile
goriintiilenmigtir. Bu calismada kullanilacak primerler (27F ve 1492R) Tablo 3.1’de

belirtilmistir.

Tablo 3.1. PZR ¢alismasinda kullanilmis olan primer dizileri

Primerin ad1 523 b¢ Kaynak
165 rRNA
27F AGAGTTTGATCATGGCTCAG 1500 [116]
1492 R TACGGCTACCTTGTTACGACTT

Oligomer Bioteknoloji tarafindan 100 uM konsantrasyonda sentezlenmistir. Stok
cozeltiden 1:10 olarak ddH,O ile seyreltme yapilarak hazirlanan 10 uM konsantrasyondaki

primerler elde calismada kullanilmastir.

3.6.1. DNA izolasyonu ve miktar tayini

Fenotipik olarak laktik asit bakterisi oldugu diisiiniilen 6rneklerden DNA izolasyonu
icin kaynatma yontemi kullanilmistir. Bu amag i¢in 24 saatlik kiiltiirleri hazirlanan
izolatlardan 1 6ze dolusu koloni alinarak 500 pl steril saf su i¢ine alinip homojen bir sekilde
karigtirildiktan sonra 95 °C'de 10 dakika siire ile kuru blok 1siticida bekletilmistir. Daha
sonra 12000 rpm'de 10 dakika santrifiij edilmistir [ 124]. Santrifiij islemi sonrasinda genomik
DNA’lan igeren siipernatant kisimlari, bir steril tiip icerisine alinmistir. DNA miktar ve

konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in. A260/A280 nm’de absorbansi 1,8-1,9 arasinda olan saf
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DNA ornekleriyle calismaya devam edilmistir. Belirtilen degerler disinda elde edilen DNA

ornekleri i¢in yeniden izolasyon gergeklestirilmistir. Template DNA’lar daha sonraki

calismalarda kullanilmak i¢in -20°C'de depolanmustir.

3.6.2. DNA amplifikasyonu

Laktik asit bakterilerinin tiir diizeyinde tanimlanmasi i¢in ¢aligilacak gen bolgelerinin

cogaltilmasi islemi sonucunda DNA bantlarinin daha i1yi goriintiilenebilmesi i¢in oncelikle

optimizasyon yapilmistir. Calisilacak gen bolgeleri i¢in reaksiyon bilesenleri Tablo 3.2°de

gosterildigi sekilde gerceklestirilmistir. Reaksiyon son hacmi toplam 25 pL olacak sekilde

ayarlanmigtir. Hazirlanan master mix sekilde hazirlanacak reaksiyon ise Tablo 3.3’te verilen

kosullarda gerceklestirilmistir.

Tablo 3.2. PZR reaksiyon bilesenleri

PZR bileseni Hacim (uL) Konsantrasyonu
Taq tamponu (10X) 2,5 1X/ pL
MgCl, (25 mM) 1,5 1,5 mM/ puL
dNTP mix (2 mM) 1 0,08 mM/ pLL
Primer Forward (10 pmol/pL) 0,5 0,2 pmol/ pL
Primer Reverse (10 pmol/uL) 0,5 0,2 pmol/ pL
Taq DNA polimeraz (5U/uL) 0,25 0,05 U/ pL
Kalip DNA 30 (ng/pL) 1 1,2 ng/ uL.
dH,O 17,75 -
TOPLAM 25 -
Tablo 3.3. PZR reaksiyon kosullar1
Basamak Sicaklik (°C) Dakika Dongii
On denatiirasyon 95 3 dk 1
Denatiirasyon 94 5dk
Baglanma 58 1,5 dk 34
Uzaman 72 2 dk
Son uzama 72 5dk 1
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PZR sonrasi elde edilen amplikonlardan 10 pL alinarak 2 pL. 6X ylikleme tamponu ile
homojen bir sekilde karistirilip %1'lik (w/v) agaroz jele yliklenmistir (Resim 3.1). DNA
ornekleri 90 volt elektrik akiminda 90 dk kosturulmustur. Jel 5 pg/mL etidyum bromiir
icerisinde 20 dk boyunca bir ¢alkalayicida bekletilerek DNA bantlar1 bir UV transliminator
yardimiyla goriintiilenmis 1500 bp’lik gen bolgesine gelen bantlar laktik asit bakterisi olarak

degerlendirilmistir.

Resim 3.1. Kullanilan DNA laddera ait fragment profili, PZR ve jel elektroforezi

3.7. Dizi Analizi

Laktik asit bakterilerinin tiir diizeyinde tanimlanmasinda izolatlara ait 16S rRNA
driiniiniin  sekans analizi (27F/1492R) BM Labosis (Ankara) firmasi araciliiyla
gerceklestirilmistir.  Her iki primer okumasi sonucunda elde edilen sekanslar BioEdit
programi ile birlestirilmis ve NCBI Nuclotide BLAST' programi kullanilarak Gen

bankasinda en yakin iligkili tiir belirlenmistir.

1 (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearch& LINK LOC=blasthome)


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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3.8. Laktik Asit Bakterilerinden Uretilen Ekzopolisakkaritlerin Sitotoksik

Aktivitesinin Belirlenmesi

3.8.1. Ekzopolisakkarit izolasyonu

Laktik asit bakterileri MRS brotha inokiile edilerek 36,5 °C de 48 saat anaerobik
sartlarda inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasinda 6000 rpm’de 20 dk siiresi ile
santrifiij edilmistir. Ardindan {stte olusan sivi alimarak %20 konsantrasyonunda
trikloroasetik asit ilave edilerek +4 °C'de bir gece bekletilmistir. Siire sonunda ornekler
10000 rpm' de +4 °C'de 30 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Slipernatant alinarak {izerine
1:1 hacimde etanol ilave edilerek -20 °C de 24 saat bekletilmistir. Siire sonrasinda 10000
rpm’de 30 dk santrifiij edilmis ve pellet belirli konsantrasyonlarda ¢ozdiiriilerek

ekzopolisakkarit olarak kullanilmistir [125].

3.8.2. Hiicre kiiltiirii ve kiiltiir sartlarinin hazirlanmasi

Calismamizda, insan kolon adenokarsinoma hiicre hatt1 (DLD-1 cell line, epitel hiicre,
ATCC CLL-221™) ve insan normal kolon hiicre hattt (CCD-18Co cell line, fibroplast hiicre,
ATCC CRL-1459™) kullanilmistir. Hiicreler Amasya Universitesi Merkezi Arastirma
Uygulama Laboratuvar1 Uygulama ve Arastirma Merkezi hiicre kiiltilirii stogundan temin
edilmigtir. DLD-1 hiicrelerinin ¢ogaltilmasi i¢in %10 (v/v) fotal bovin serum (FBS), %1 L-
glutamin, 100 {inite/mL penisilin/streptomisin, %9,2 NaHCOj; i¢eren Dulbecco's Modified
Eagle Medium (DMEM) kullanilmigtir. CCD-18Co hiicreleri ise %10 (v/v) fotal bovin
serum (FBS), %1 L-glutamin, 100 tinite/mL penisilin/streptomisin, %9,2 NaHCO; igeren
EMEM besiyeri kullanilmis ve %5 CO, atmosfer ortaminda %95 nem ortaminda
inklibasyona brirakilmistir. Hiicrelerin pasajlanmasinda ise %1°lik Tripsin/EDTA

kullanilmastir.

3.8.3. Hiicre sitotoksisite testi

Hiicreler iizerinde sitotoksisitenin belirlenmesinde kullanilan 3-4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromid (MTT) testi hiicre caliligini ifade eden bir testtir.
Hiicreler uygun besin ortamlarinda biiyiitiildiikten sonra yaklasik olarak %80 doluluk
oranina ulastiklarinda hiicre sayilar1 belirlenerek MTT testi i¢in uygun hiicreler
belirlenecektir. 96 kuyulu diiz tabanli hiicre kiiltiir kaplaria 100 pL medyum + hiicre olacak

sekilde ilave edilip 24 saat 37 °C’de ve %5 CO,; igeren ortamda inkiibasyona birakilacaktir.
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24 saat sonrasinda yiizeye yapisan hiicreler laktik asit bakterilerinden elde edilen
ekzopolisakkaritler ile 24, 48 ve 72 saat siirelerinde muamele edilmistir. Her bir siire
sonunda medyum uzaklastirilarak hiicreler 5 mg/mL MTT soliisyonu ile 2 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda MTT soliisyonu uzaklastirilacak ve canli
hiicreler tarafindan olusturulan formazan tuzlarinin ¢éziinmesi ve reaksiyonun durmasi igin
her bir kuyucuga 0,1 ml DMSO ilave edilmistir. Son olarak plaklar mikroplaka okuyucuda
570 nm dalga boyunda okutulmustur. Test maddesi ile muamele edilmeyen kontrol hiicre

canlilik oran1 %100 olarak kabul edilmistir [126].

4. BULGULAR

Yapilan bu ¢alismada 12 adet ticari ve 3 adet ev yapimi olmak iizere toplamda 15 kefir
orneginin fizikokimyasal 6zellikleri analiz edilmis olup, ayrica kefir 6rneklerinden izole
edilen bakteriler fenotipik ve genotipik yontemlerle analiz edilmistir. Fenotipik ve genotipik
olarak dogrulanan ve en iyi probiyotik 6zellik gosteren laktik asit bakterilerinden elde edilen
ekzopolisakkaritlerin kolon karsinoma hiicre hatt1 lizerindeki sitotoksik aktivitesi analiz

edilmistir.

4.1. Fizikokimyasal Ozellikler

Kefir orneklerinin fizikokimyasal analiz sonuglar1 en yiiksek, en diisiik ve ortalama
deger olarak Tablo 4.1.’de verilmistir. Orneklerin pH, toplam asitlik, kuru madde, kiil
analizlerine ait en yiiksek, en diisiikk ve ortalama degerleri sirasiyla 3,91-4,52, 0,65-1,69,
8,94-16,79, 0,42-1,27; 4,29 +0,14, 0,83+0,24, 12,90+2,55, 0,70+0,21 olarak belirlenmistir
(Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Kefir 6rneklerinin fizikokimyasal analiz sonuglari

Analizler Ortalama + Std. sap. En diisiik En yiiksek Significance
pH 4,29 +0,14 3,91 4,52 0,12
Titrasyon asitligi 0,83+0,24 0,65 1,69 0,00

(% Laktik asit)

Kiil miktari 0,70+0,21 0,42 1,27 0,02

Kuru madde (%) 12,90+2,55 8,94 16,79 0,28
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4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Saflastirilmasi ve Muhafazasi

Kefir 6rneklerinden hazirlanan farkli diliisyonlar laktik asit bakterileri icin MRS agara,
laktokoklar i¢cin M17 agara klasik kiiltiir yontemiyle ekimler yapilmig ve inkiibasyona
kaldirilmustir. Inkiibasyon sonucunda besiyer iizerinde iireyen ve tipik koloni morfolojisi
bakimindan (kii¢iikk, mat, opak ya da krem renkli) laktik asit bakterisine benzeyen
kolonilerden rastgele 3-5 koloni alinarak stipheli laktik asit bakterisi olarak tanimlanmistir

(Resim 4.1).

Resim 4.1. Laktik asit bakterileri kolonileri

Bu siipheli 6rneklere katalaz testi ve Gram boyama yapilmistir. Katalaz negatif (Resim
4.2), Gram pozitif (Resim 4.3) izolatlar saklama besiyerine alinarak -20°C’de daha sonraki

caligmalarda kullanilmak {izere stoklanmistir.
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Katalaz pozitif Katalaz negatif

Resim 4.2. Katalaz testi

Katalaz testi sonucunda, gaz ¢ikisi olmayan yani katalaz negatif izolatlar ¢alismaya

dahil edilmistir.

Resim 4.3. Gram boyama sonucunda Gram pozitif izolatlarin morfolojileri (40x)

Yapilan fenotipik testler sonucunda (koloni morfolojisi, katalaz negatif ve Gram
pozitif) toplamda 142 izolat elde edilmistir. Bu izolatlara bakterilerde korunmus gen bolgesi

olan 16S rRNA gen bdlgesini belirlemek i¢in PZR yapilmistir
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1500 bg

Resim 4.4. Laktik asit bakterilerinin jel elektroforez goriintiisi(M: Marker,100 bp;K:
Kontrol olarak kullanilan Lactobacillus plantarum ATCC®8014;
1, 2,3 ....18: Kefir izolatlar)

PZR sonucunda toplamda 37 izolat 1500 bg¢ bolgesinde bant verdigi gozlemlenmistir
pozitif olarak belirlenmistir. Bundan sonra yapilacak olan laktik asit bakterilerinin

probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik ¢alismalara bu 37 izolatla devam edilmistir.

4.3. Kefir Orneklerinin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Fenotipik ve genotipik olarak laktik asit bakterisi olarak dogrulanan izolatlarin (n =
37) probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla farkli sicaklik, pH, tuz ve TSI agarda

gelisimleri incelenmistir.

4.3.1. Laktik asit bakterilerinin farklh sicakliklarda gelisim

Genotipik olarak laktik asit bakterisi olarak belirlenen 37 izolattan higbiri +4°C’de
gelisim gostermemistir. 21 izolat 15°C’de, 19 izolat 45°C’de gelisim gostermistir.
[zolatlardan 7 tanesi (Y13, Y113, Y145, Y142, Y141, Y124, Y121) hem 15°C’de hem de
45°C’de gelisim gostermistir (Tablo 4.2).
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4.3.2. Laktik asit bakterilerinin farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisim
37 adet laktik asit bakteri izolatinin higbirinin %6, %7,5 ve %10 tuz

konsantrasyonlarinda gelisim gostermedigi tespit edilmistir (Tablo 4.2).

4.3.3. Laktik asit bakterilerinin farkh pH derecelerinde gelisimi

37 adet izolattan pH 4’de 3 tane, pH 10’da 6 tane izolat gelisim gdsterirken, pH 7°de

tiim bakteriler gelisim gostermistir (Tablo 4.2).

4.3.4. Laktik asit bakterilerinin TSI agarda gelisimleri
37 adet izolattan 23 iliniin sekeri kullanabilme 6zelligine sahip oldugu belirlenmistir.

Higbir tlipte gaz olusumu ve siyahlik gézlenmemistir (Tablo 4.2, Resim 4.5).

Resim 4.5. Laktik asit bakterilerinin TSI agarda gelisimi



Tablo 4. 2. Laktik asit bakterilerinin mikrobiyolojik 6zellikleri

Sicaklik Tuz pH TSI
MRS BROTH M17 BROTH MRS BROTH M17 BROTH Dip Ust
Ornek 15 45 %6 | %7,5 | %10 | %6 | %7,5 | %10 4 7 10 7 10

1 X32 + - - - - - + + sari kirmiz1
2 X35 + - - - - - + + sar1 kirmizi
3 X41 + - - - - - + - kirmizi kirmizi
4 X42 - - - - - - + - kirmizi kirmizi
5 X51 + - - - - + + - kirmizi kirmizi
6 X54 + - - - - + + - kirmizi kirmizi
7 X55 + - - - - + + - kirmiz kirmiz1
8 Y11 + - - - - + + sar1 sar1
9 Y12 - + - - - + - sar1 sar1
10 | Y13 + + - - - + + sar1 kirmizi
11 | Y14 - + - - - + - sar1 kirmizi
12 | Y15 - + - - - + - kirmizi kirmizi
13 | Y22 - - - - - + - kirmiz kirmiz1
14 | Y23 - + - - - + - sar1 kirmizi
15 | Y24 - + - - - + - sar1 kirmizi




Tablo 4.2.’nin devami

16 | Y25 - - - - - - - + - kirmizi kirmizi
17 | Y35 - = - - = - - + + sar1 kirmizi
18 | Y115 - o - - - - - + - sar1 kirmizi
19 | Y114 - - o - = - - + - kirmizi kirmizi
20 | Y113 - s + - - - - + - sart kirmizi
21 | Y112 - - + - - - - + - sar1 kirmizi
22 | Y111 - - + - - - - + - sar1 kirmizi
23 | Y21 - + - - - - - + + sar1 kirmizi
24 | Y53 - + - - - - - + - kirmizi kirmizi
25 | Y51 - - - - - - - + - kirmizi kirmizi
26 | Y54 - + - - - - - + - kirmizi kirmizi
27 | Y55 - + - - - - - + - kirmizi kirmizi
28 | Y145 - + + - - - - + + sar1 sar1
29 | Y143 - - + - - - - + + sar1 sar1
30 | Y142 - + + - - - - + + sar1 sar1
31 | Y141 - + + - - - - + + sar1 sar1
32 | YI25 - - + - - - - + - sar1 sar1
33 | Y124 - + + - - - - + - sar1 sar1
34 1 Y123 - - + - - - - + + kirmizi kirmizi
35 | Y122 - - + - - - - + - sar1 sar1
36 | Y121 - + + - - - - + - sar1 kirmizi
37 | Y52 - + - - - - - + - kirmizi kirmizi
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4.5. Bakteriyosin Uretiminin Belirlenmesi ve Antibakteriyel Aktivite Testleri

Yapilan bu c¢aligmada genotipik olarak dogrulan 37 laktik asit bakterisinden
bakteriyosin elde edilmistir. Elde edilen bakteriyosin 0,22 pm capindaki enjektor
filtrelerinden gegirilerek steril edilmistir. Staphylococcus aureus ATCC®25923, Bacillus
cereus ATCC®7064, Bacillus subtilus ATCC®6633, Streptococcus mutans ATCC®35668,
Escherichia coli ATCC®25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853, Klebsiella
pneumoniae ATCC®700603 ve Salmonella enteritidis ATCC®13076 patojen bakterileri
iizerinde antimikrobiyal aktivite 6zellikleri kuyu difiizyon yontemi ile test edilmistir. Sonug
olarak sadece S. mutans lizerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip 3 izolat test edilmistir

(Resim4.6.)

Difiizyon
testindeki [zolat numaralan
numaralar

27 - X51

28 - X55

30 = Y54

38 = L. plantarum ATCCEE014

Resim 4.6. Bakteriyosin pozitif izolatlar
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Kuyu diflizyon testi sonucuna gore, izolatlardan sadece 3’iiniin (X51, X55 ve Y54) S.
mutans lzerinde antimikrobiyal aktiviteye sahip belirlenmigtir. Probiyotik olarak
kullanilmasi gereken izolatlarin 6nemli 6zelliklerinden biri de patojen bakteriler {izerinde
antimikrobiyal etkiye sahip olmasidir. Bu sebeple ¢aligmanin bundan sonraki kismina

probiyotik 6zellik gosterdigi diisiiniilen bu 3 izolatla devam edilmistir.

4.6. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Duyarhhiklarinin Belirlenmesi

Kirby - Bauer Disk Diflizyon Yontemine gore yapilan antibiyotik duyarlilik testi
sonucuna gore ampisilin, gentamisin, metisilin, penisilin, trimetoprim / siilfametoksazol ve
vankomisin olmak {izere toplam 6 antibiyotik test edilmistir. Disk diflizyon testi sonucuna
gore 3 izolatinda belirtilen antibiyotiklere karsi duyarli olarak tespit edilmistir (Resim 4.7).
Bu durum ise laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zellik tasimasindaki 6nemli bir kriter
oldugunu gostermektedir. Cilinkli probiyotik 6zellikte olarak kullanilan bakterilerin
aktarilabilir direng genlerinin olmamasi yani antibiyotik direngliligin yayilmamasi i¢in stabil
olmas gereklidir.

Disk diflizyon testi 3 kez tekrarlanmistir. Sonuglar kumpas yardimiyla 6l¢iilerek mean

+ standart sapma degerleri Tablo 4.3 de belirtilmistir.

Resim 4.7. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarlilik sonuglari
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Tablo 4.3. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarlilik sonuglari (mm, mean + std.sap.)

Bakteri L. plantarum X51 X55 Y54
Antibiyo ATCC®8014

AMP 27,00+1,00 21,66+2,08 23,66+1,15 25,000,00
CN 24,00+1,73 23,33+0,57 18,33+2,30 21,66+0,57
ME 27,00+1,52 24,66+1,52 16,66+2,08 23,33+1,15
p 30,33+1,52 32,66,.51 17,66+1,52 22,33+1,52
STX 30,66+1,15 24,66+0,57 19,001,00 25,66+0,57
\% 27,000,00 16,66+1,52 22,66+2,08 22,000,00

AMP: Ampisilin, CN: Gentamisin, ME: Metisilin, P: Penisilin, STX: trimetoprim /

siilfametoksazol, V: Vankomisin

Tablo 4.3’den goriildiigii gibi izolatlar calismada test edilen antibiyotiklere duyarlidir.
Ozellikle Y54 nolu izolatin ampisilin 25.00£0.00 ve trimetoprim/siilfametoksazole
25.66+0.57 kars1 en yiiksek oranda duyarli oldugu goriilmistiir.

4.7. Otoagregasyon Testi

Otoagregasyon testi sonucunda izolatlar PBS igerisinde 0.5 McFarlanda ayarlanmis ve

yapilan inceleme sonucunda 3 drneginde agregasyon yetenegine sahip oldugu belirlenmistir.

4.8. Sekans Sonuclari

Sekans sonucunda her iki primer okumasi sonucunda elde edilen sekanslar BioEdit
programt ile birlestirilmistir.

NCBINuclotideBLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cegi?PROGRAM=blastn
&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK [LOC=blasthome) program: kullanilarak  Gen

bankasinda en yakin iligkili tiir belirlenmis ve Tablo 4.4°te belirtilmistir.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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Tablo 4.4. Sekans sonucunda gen bankasi ile iligkili yakin tiirler

izolat

Kodu

% Uzunluk Gen Bankasi

Gen Bankas1 Yakin Iliskili Tir Benzerlik  (b¢) Numarasi

x55  Acetobacter fabarum strain 2567 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence 100 1244 MT611597.1

Leuconostoc mesenteroides strain PN165
Y54 16S ribosomal RNA gene, partial 100 952 OP714486.1
sequence

X51 Acetobacter fabarum strain 2567 16S

ribosomal RNA gene, partial sequence 100 1202 MT611597.1

16S rRNA gen bolgesine ait sekans analizi sonucunda elde edilen izolatlarin
Acetobacter fabarum (X51 ve X55) ve Leuconostoc mesenteroides (Y54) ile iligkili oldugu
belirlenmistir. Filogenetik aga¢ olusturmak icin tip tiirlere ait sekanslar List of Prokaryotic
names with Standing in Nomenclature (LPSN)’den elde edilmistir. X51 ve X55 kodlu
izolatlar ve Acetobacter sp. cinsine ait sekanslarla, Y54 kodlu izolat ise Lactobacillus sp. ve
Leuconostoc sp. cinsi iiyelerine ait sekanslarla hizalandiktan (CLUSTALW) sonra
filogenetik agac MEGAI11 programinda Neighbor-Joining ve Maximum Likelihood
algoritmalar ile ¢izilmistir (Ek-1 ve Ek-2).

16S rRNA sekans analizine paralel olarak Ek-1’de Neighbor Joining filogenetik
agaclarinda X51 ve X55 kodlu izolatlar Acetobacter fabarum ile ayn1 dalda kiimelenirken,
Y54 kodlu izolat ise Leuconostoc mesenteroides ssp. liyeleri ile ayn1 dalda kiimelenmistir.

Neighbor Joining ve Maximum Likelihood agagclari birbirini desteklemektedir.

4.9. Ekzopolisakkarit Uretimi ve Sitotoksisite Testleri

Probiyotik 6zellikteki bir laktik asit bakterisi olan L. mesenteroides’den (Y54 nolu
izolat) elde edilen ekzopolisakkaritin kolon karsinoma hiicre hatti iizerinde sitotoksik
aktivitesi MTT testi ile analiz edilmistir. MTT hiicre canlilik testi olarak bilenen bir testtir
ve mitokondriyal aktivite testi olarak da bilinir. Hiicreler 10000 - 156 uM konsantrasyonda
ekzopolisakkarite 24, 48 ve 72 saat siire ile maruz birakilmistir. Maruziyet sonrasinda 1Csg
(inhibisyonun %350 sini Oldiiren deger) belirlenmistir. Fotograf 4.8 ve Sekil 4.1°den
anlasildigr gibi kontrol grubu ile karsilastirildiginda hiicreler ICsy degerinde tutunma

ozelliklerini kaybettigi belirlenmistir. Ekzopolisakkarit ve DLD-1 kolon karsinoma hiicre


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT611597.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=UB8MTNSA01N
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/OP714486.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=UEM2941Y013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT611597.1?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=UB8MTNSA01N
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hatinin en iyi sitotoksik dozu 24 saatlik maruziyeti sonucu elde edilmis ve I1Csy degeri 50

uM olarak belirlenmistir.

Resim 4.8. DLD-1 kolon karsinoma hatt1 inverted mikroskop (x20) a) Kontrol grubu hiicre,
b) Y54’e ait ekzopolisakkarit uygulanan hiicre morfolojisi

DLD-1 CCD18Co
150 120
100
100 80
60
50 40
I I 20
0 0
d XD H N b S DS DH DL
S& & F e R
a) b)

Sekil 4.1. L. mesenteroides’den elde edilen ekzopolisakkaritin hiicreler iizerindeki
sitotoksik etkisinin MTT testi ile degerlendirilmesi, a) DLD-1 hiicre hatti, b)
CCD18Co hiicre hatt

Ayrica CCD18Co hiicre hatt1 24, 48 ve 72 saat L. mesenteroides’den elde edilen
ekzopolisakkarite maruz birakilmig fakat bir sitotoksik etki gostermedigi goriilmiistiir.

Hiicreler kontrol grubu ile ayn1 oranda gelisim gostermislerdir (Sekil 4.1).
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5. TARTISMA

Calismamizda incelenen kefir orneklerinin pH, toplam asitlik, kuru madde, kiil
analizlerine ait en yiiksek, en diisiik ve ortalama degerleri sirasiyla 3,91-4,52, 0,65-1,69,
8,94-16,79; 0,42-1.27; 4,29 +0,14, 0,83+0,24, 12,90+2,55, 0,70+0,21 olarak belirlenmistir.

Ankara’da yapilan bir ¢aligmada piyasadaki sade, meyveli ve diyet kefir drnekleri
incelenmis pH degerleri en diisiik 4.58, en yiiksek 4.74 olarak bulunmustur [127].
Arjantin’de farkli kaynaklardan elde edilen 4 farkl kefir 6rneginin pH degerleri ise sirasiyla
3,71; 3,69; 3,76; 3,83 olarak [128]; Iran’da farkli inkiibasyon siirelerinde (12, 24, 36, 60 ve
72) iiretilen 5 farkl kefir 6rneginin ph degerleri ise sirasiyla 4,00; 3,89; 3,01; 3,00; 2,98
olarak bulunmustur [129]. Endonezya’da inek siitii ve keci siitii kullanilarak tiretilen kefirler
incelenmis; inek siitii ile mayalanan kefir 6rneginin pH degeri ortalama 3,89+0,15; kegi siitii
ile mayalanan kefir 6rneginin pH degeri ise ortalama 3,55 +0,09 bulunmustur [130].
Lengkey ve ark (2013) %S5, %10, %15, %20, %25 oranlarinda kiiltiirler kullanilarak
mayalanmis kefir 6rneklerini incelemis ve ortalama pH degerlerini sirasiyla 4,40; 3,95; 3,75;
3,60 ve 3,50 olarak bulmuslardir. [131]. Hagh (2018) tarafindan farkli siitlerden (inek,
manda, keci, deve) yapilan kefir 6rneklerinde deve, inek, manda, keg¢i siitlerinin sirasiyla ph
degerleri 6,7; 6,8; 6,83; 6,74 bulunmustur. [132].

Oksiiztepe [133] tarafindan Elazig’da yapilan calismada; sade, meyveli ve light kefir
ornekleri incelenmis; asitlik degeri sade, meyveli ve light kefirlerde sirasiyla ortalama 0,74
+0,04; 0,73 £0,09; 0,81 = 0,05 Hagh (2018) tarafindan 0,16-0,19 [132]; Unal ve ark (2020)
tarafindan ise en yiiksek 0,88; en diisiik 0,67 ortalama 0; 82 olarak belirlemistir [132].
Oksiiztepe ve ark. [133] tarafindan kefir orneklerinin kuru madde miktarlar sirasiyla
ortalama 10,00 = 0,84; 13,74 + 1,43; 7,90 + 0,14; Unal ve ark. [110] tarafindan en yiiksek
10,68; en diisiik 8,71; ortalama 9,67 bulunmustur. Calisma sonuglarimiz literatiirdeki diger
caligmalarla benzer sonuglar vermistir. Fakat Ak [134] tarafindan yapilan bir ¢alismada
cilek, frambuaz, seftali aromal1 kefirlerin fizikokimyasal 6zellikleri incelenmis ortalama
titrasyon asitlik degeri en fazla ¢ilekli kefirde (1,27 + 0,29) en az titrasyon asitlik degeri ise
seftalili kefirde ortalama (1,20 + 0,27) bulunmustur. Kuru madde miktarlar1 ise cilek,
frambuaz, seftali aromali kefirlerde sirasiyla ortalama 25,13 + 1,20; 25,45 + 1,04; 25,22 +
1,07 bulunmustur. Asitlik ve kuru madde miktarindaki bu farkliliklarin kefir 6rneklerinde

kullanilan meyve ¢esidine bagli degisiklik gosterebilecegi diistiniilmektedir.
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Akdan ve ark; [135] manda, manda-inek, manda-koyun, manda-ke¢i, manda-inek-
koyun-kec¢i kombinasyonlarinin olusturdugu karisimlari incelemis toplam kil miktarini
strastyla 0,75+0,01; 0,824+0,02; 0,9040,07; 0,7440,04; 0,98+0,04 bulmuslardir. Kok-Tas ve
ark (2014) ise 3 farklh kefir 6rneginin kiil miktarlarin1 0,55+0,05; 0,64+0,11; 0,66+0,02
olarak bulmustur [136].

Calisma sonuglarimiz literatiirdeki diger ¢calismalarla karsilastirildiginda genel olarak
benzer fizikokimyasal 6zelliklere sahip ve standartlara uygun oldugu fakat kullanilan siitiin
cinsi, kullanilan mayanin cinsi ve miktari, mayalanma siiresi ve sicakligi, orneklere
karistirilan meyveler gibi birgok parametreye bagl olarak farkliliklar goriilebilecegi tespit
edilmisgtir.

Yapilan fenotipik testler sonucunda (koloni morfolojisi, katalaz testi, gram boyama)
standartlara uygun oldugu diisiinlilen toplam 142 izolat elde edilmistir. Bu 142 izolata
bakterilerde korunmus gen bolgesi olan 16S rRNA gen bolgesini belirlemek icin PZR
yapilmis ve 1500 bg bolgesinde bant verdigi gozlemlenen 37 izolat tespit edilmistir. Laktik
asit bakterilerinin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalar tespit
edilen 37 izolat iizerinden yiiriitiilmiistiir.

Probiyotik bir sus elde etmenin ilk adim1 6rnekten bakterilerin izolasyonu ve segilen
izolatlarin farkli kiiltir ve ortamlardaki karakterizasyonu ile olmaktadir [116].
Calismamizda  Laktik  Asit  Bakterileri’nin  farkli  sicakliklarda, farkli tuz
konsantrasyonlarinda, farkli ph degerlerinde, sekeri kullanabilip kullanamama 6zelliklerine,
bakteriyosin iiretimi, antibakteriyel aktiviteleri, antibiyotik duyarliliklarina gore incelenerek
probiyotik 6zellik gosteren izolatlar tespit edilmistir.

Calismamizda genotipik olarak laktik asit bakterisi olarak belirlenen 37 izolatin, 4 °C,
15 °C ve 45°C degerlerindeki gelismeleri gdzlemlenmis izolatlarin higbirisi +4°C’de gelisim
gostermemistir. 21 izolat 15°C’de, 19 izolat 45°C’de; 7 tanesi ise hem 15°C’de hem de
45°C’de gelisim gostermistir

Ertekin ve Con [137] yaptiklar1 ¢alismada inceledikleri tiim izolatlarin 15°C’de
gelisebildigini; sadece P. Pentosaceus izolatlar1 ile L.plantarum izolatinin 45°C’de
geligebildigini ve laktobasillerin gogunun 10 °C’de gelisebildigini belirtmistir. Tereyagindan
elde edilen laktik asit bakterilerden alinan 7 izolatin incelendigi ¢calismada ise tamamina
yakininin 15 °C, 30 °C ve 45 °C’de gelisim gosterdigi 2 tanesinin ise 15°C’de 1 tanesinin
ise 45 °C’de gelisme gostermedigi tespit edilmistir [138].
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Calismamizda kullanilan 37 izolatin higbirinin %6, %7,5 ve %10 tuz
konsantrasyonlarinda gelisim gostermedigi tespit edilirken Kilig ve arkadaslari [138]
tarafindan yapilan arastirmada incelenen 7 izolatin %2 ve %6 tuz konsantrasyonlarinda iyi
gelisme gosterdigi; %10 tuz konsantrasyonunda ise gelisme gosteremedigi belirlenmistir.
Tangiiler ve Erten [139] ise inceledigi 47 laktik asit bakteri izolatinin 37 tanesinin %6.5 tuz
konsantrasyonunda gelisebildigi; %18 tuz yogunlugunda ise higbir izolatin gelisme
gosteremedigini belirtmislerdir.

37 adet izolatimizin 3 tanesi pH 4’te, 6 tanesi Ph 10’da, ve tamam1 pH 7 de gelisim
gostermistir. Tursudan elde edilen laktik asit bakterilerinin 39 izolati incelenmis 8 tanesi pH
3 degerinde, 29 tanesi pH 4 degerinde, 1 tanesi ise pH 3 ve pH 4 degerinde gelisme
gostermistir [140]. Sirke ve yogurt alt1 suyu kullanilarak tiretilmis iki farkl tursu tiirtinden
elde edilen izolatlardan 8 tanesinin pH 3 degerinde; 46 tanesinin pH 4,5 degerinde gelisme
gosterdigi; pH 9,5 degerinde ise higbir izolatin gelisme gdstermedigi tespit edilmistir [141].

Bir mikroorganizmanin bakteriyosin {iretebilmesi ve antimikrobiyal 06zellik
gosterebilmesi, probiyotik olarak seg¢ilmesinin en O6nemli kriterlerinden birisidir.
Calismamizda 37 adet izolattan bakteriyosin elde edilmis ve Staphylococcus aureus
ATCC®25923, Bacillus cereus ATCC®7064, Bacillus subtilus ATCC®6633, Streptococcus
mutans ATCC®35668, Escherichia coli ATCC®25922, Pseudomonas aeruginosa
ATCC®27853, Klebsiella pneumoniae ATCC®700603 ve Salmonella enteritidis
ATCC®13076 patojen bakterileri tizerinde antimikrobiyal aktivite 6zellikleri kuyu difiizyon
yontemi ile test edilmistir. Sonug olarak sadece S. mutans lizerinde antimikrobiyal aktiviteye
sahip 3 izolat tespit edilmistir.

Purutoglu ve ark. (2020) inceledigi 27 LAB izolatinin S. typhimurium, E. coli, B.
cereus, Y. enterocolitica ve S. aureus 'a kars1 antibakteriyel aktivitelerinin E. coli, B. cereus,
Y. Enterocolitica’ya kars1 daha fazla etkili iken, S. typhimurium ve S. aureus’a kars1 daha az
inhibitor etki gosterdigini [114]; Angelescu ve ark (2019) inceledigi iki farkli fermente
icecekten 7 Lactobacillus tiiriine ait ~ sekiz ~ izolattan 5  tanesi  Listeria
monocytogenes, Escherichia coli , Staphylococcus aureus ve Salmonella enterica dahil
olmak tizere patojenik bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigini [142] Erdogmus
ve Bostanci (2020) ise inceledigi 6 laktik asit bakterisinin antimikrobiyal aktivite test
sonuglarmma gore; elde edilen LAB izolatlari, en ¢ok K. pneumoniea, S. aureus, P.
aeuroginosa, L. monocytogenes lizerinde antimikrobiyel etki gosterdigini belirtmislerdir

[62].
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Antimikrobiyal aktivite gosteren 3 izolatin antibiyotik duyarliliklar 6l¢iildiigiinde 3
izolatin da ampisilin, gentamisin, metisilin, penisilin, trimetoprim / siilfametoksazol ve
vankomisin’e kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir. iran’da 96 farkli geleneksel yogurt
orneginden 47 Laktik Asit Bakterisi izole edilerek probiyotik potansiyeli olan 12 izolat
incelendiginde tiim izolatlarin vankomisin ve streptomisin’e direngli, klindomisin,
eritromisin ve gentamisine duyarli oldugu bulunmustur [143]. Giliney Hindistan’da ev
yapimi lordan izole edilen 15 laktik asit bakteri tiirliniin antimikrobiyal aktiviteleri ve
antibiyotik direncleri incelenmis 14 sus S. Typhimurium’a karsi, 5 sus V. cholerae 0139'a
kars1 1 sus, E. coli'ye ve 1 sus Shigella’ya karsi inhibe edici 6zellik géstermis; tiim suslar,
vankomisin, norfloksasin, ampisilin, kloramfenikol, gentamisin, rifampisin, tetrasiklin’e
kars1 direngli olarak bulunmustur [144]. Turhan ve Enginkaya (2016) izole edilen 5 adet
Laktik Asit Bakterisi’nin vankomisin tetrasiklin ampisilin gentamisin ve siprofloksasine
kars1 direncli; eritromisin kloramfenikol ve nitrofurantoine duyarli olduklarin1 bulmustur
[145]. Probiyotik 6zellik gosteren bakterilerin antibiyotik direng¢ genlerine sahip olmasi, bu
genlerin aktarilarak patojen bakterilere transfer edilmesine sebebiyet vermekte ve
hastaliklarin tedavisine katkida bulunmak yerine engelleyici etki gosterebilmektedir. Bu
sebeple probiyotik 6zellik gosteren bir bakterinin antibiyotiklere duyarli olmasi gerektigi
calismamiz sonuglar1 ve literatiirdeki diger calismalarla benzerlik gostermektedir.

Probiyotik bir bakteriye sahip tiim kosullar1 saglayan 3 izolat; NCBI Nucleotide
BLAST programi kullanilarak en yakin iligkili tiir belirlenmis iki izolatin Acetobacter
fabarum (X55, X51) oldugu tespit edilmistir. Bir izolatin (Y54) ise probiyotik grupta
incelenen bir bakteri olan Leuconostoc mesenteroides (L. mesenteroides) oldugu
belirlenmistir.

Probiyotik 6zellikteki bir laktik asit bakterisi olan L. mesenteroides’den (Y54 nolu
izolat) elde edilen ekzopolisakkaritin kolon karsinoma hiicre hatt1 iizerinde; 10000 - 156 uM
konsantrasyonda ekzopolisakkarite 24, 48 ve 72 saat siire ile maruz birakilarak en iyi
sitotoksik dozu 24 saatlik maruziyeti sonucu elde edilmis ve IC50 degeri 2500 uM olarak

belirlenmistir.



50

6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada 3 tanesi ev yapimi olmak iizere toplam 15 adet kefir 6rnegi toplanmustir.
Bu kefirlerden laktik asit bakteri izolasyonu yapilmis ve bu izolatlardan muhtemel laktik asit
bakterisi oldugu diisliniilen 37 adet bakteri kullanilmistir. Bu bakterilerden bakteriyosin
tiretme yetenekleri tespit edilmis, ekzopolisakkarit elde edilerek insan kolon kanseri hiicresi
tizerindeki sitotoksik aktivitesine bakilmis ve bazi teknolojik ozellikleri belirlenmistir.

Yapilan tiin bu ¢alismalar 6zetlendiginde;

Kefir 6rneklerinin pH, toplam asitlik, kuru madde, kiil analizlerine ait en yiiksek, en
diisiik ve ortalama degerleri, titrasyon asitligi; literatlirdeki diger g¢alismalarla benzer
sonuglar gostermis olup Tiirk Gida Kodeksi Fermente Siit Uriinleri Tebligi’ne gore uygun

bulunmustur.

Yapilan fenotipik analizler sonucunda 142 izolat belirlenmis;142 izolatin 16S rRNA
gen bolgesini belirlemek i¢cin PZR yapilarak 1500 b¢ bdlgesinde bant verdigi gozlemlenen
37 izolat tespit edilmistir.

Fenotipik ve genotipik olarak laktik asit bakterisi oldugu dogrulanan 37 izolatin
probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla farkli sicaklik, pH, tuz ve TSI agarda

gelisimleri incelenmistir.
Genotipik olarak dogrulanan 37 laktik asit bakterisinden bakteriyosin elde edilerek;

Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilus, Streptococcus mutans,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Salmonella enteritidis
patojen bakterileri izerinde antimikrobiyal aktivite 6zellikleri kuyu difiizyon yontemi ile test
edilmis; 3 izolatin (X51, X55, Y54) Streptococcus mutans lizerinde antimikrobiyal

aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.

Bakterilerin antibiyotiklere duyarli olmasi ve aktarilabilir diren¢ genlerine sahip
olmamasi laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zellik tasimasindaki 6énemli bir kriter olmasi
sebebiyle Ampisilin, gentamisin, metisilin, penisilin, trimetoprim / siilfametoksazol ve
vankomisin olmak {izere 6 antibiyotik lizerinde antibiyotik duyarlilik testleri yapilmis;

yapilan testler sonucunda 3 izolatin da antibiyotiklere karsi duyarli oldugu tespit edilmistir.
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Probiyotik bir bakteride bulunmasi gereken tim &zellikleri saglayan 3 izolat NCBI
Nuclotide BLAST programi kullanilarak gen bankasinda incelenmis; 2 izolatin Acetobacter
fabarum oldugu,l izolatin ise probiyotik grupta incelenen bir bakteri olan Leuconostoc

mesenteroides (L. mesenteroides) oldugu tespit edilmistir.

Laktik asit bakterisi olarak tespit edilen izolattak ekzopolisakkarit iiretilmis; kolon
karsinoma hiicre hatt1 iizerinde sitotoksik aktivitesi MTT testi ile analiz edilerek IC50
(inhibitor konsantrasyonu, %50 sini Oldiiren deger) belirlenmistir. Ekzopolisakkarit ve
DLD-1 kolon karsinoma hiicre hatinin en 1yi sitotoksik dozu 24 saatlik maruziyeti sonucu

elde edilmis ve IC50 degeri 2500 uM olarak belirlenmistir.

Leuconostoc mesenteroides (Y54) 15°C’de ve pH 7’de gelisme gostermesi, ¢calismada
kullanilan tiim antibiyotiklere duyarli olmasi, bu bakterinin gelisim sicakligi, pH’s1 ve
bakteriyosin iiretimi, antibiyotik duyarliligi; starter kiiltiir ve probiyotik olarak kefir

uretiminde kullanilmasini desteklemektedir.

Kanser hastaliginin kalic1 tedavisinde uygulanan tedavi metodlarina ek olarak
alternatif tedavi metodlar ile birlikte antikanserojenik 6zellik gosterebilecegi diisiiniilen
fonksiyonel besinler aragtirilmistir.Calismamiz sonucunda fonksiyonel bir besin olan
kefirden elde edilen Leuconostoc mesenteroides’in kolon adenokarsinoma hiicre hatti
(DLD-1) iizerinde inhibe etme 6zelligine sahip oldugu tespit edilmis olup kolon kanseri
tedavilerinde yardimci olarak kullanilabilecegi ve bu baglamda yapilabilecek caligmalara

katki saglayabilecegi diistiniilmektedir.
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UG 42378 AJZTI0T

L jermand ATCC 26258 AF243170

LTEMZIY

1ot

Taax DXSM 201859 AF360T38
Louconosios mesentercides NBRC 100496 ABGA1 194

Leuconosion meserntercides subep. Cremorss NCFD 543 ADOZI24T

L sutap NBRC 100405 ABSS1 193
| B
b PO
L LMG 10778

Leuennestos paeudomesenierodes NRIC 1777 ABOZIZYT

Leuconostoc litchd MIOT L3565 18

LMG 23990
Leuconoaios clireum ATCS 49370 AF111948

Leuconostos Dok JOM 6133 ALLGaE |

Leuconosios paimas TRWAW 2 064 AMBAOZZS

1722

Leuconosioc kimchil IH25 AF1 73088
Leusonoaton rags LMG 27670 HGS 15542

Leusanoaton miyukkirsohil M2 HOMI24

Leuconostoc gasicomitatum LMG 18811 AFZ31131

Leuconasto inhae IMO0D AF 43500

Leuoonosion geldum subsp. senigmatiosm POUF4d KF577509

Leutorosto: geldum DSMZ SSTE8 AF1 75402

0.050

longum subsp. suis ATCC 27533 MS8743



EK-2 Dizi analizi sonucu (X55, X51)

O s
® =

Acetobacter fabarum LMG 24244 ABGES024

Acetobacter lovaniensis NBRC 13753 AB032351

Aceiobacter ghanensis 4304 EF030713
Acetobacter vaccinii KACC 21233 MN121517
Acetobacter syzygii NERC 16604 ABG21084

Acetobacter ckinawensis 1-35 ABBGS0GE

66

# Acetobacter lambici LMG 27439 HF969863
% Acelobacter peroxydans NBRC 13755 ABG20509
99 [ Acetobacier papayae 1-25 ABBES0GE
—— Acetobacter suratthaniensis BCC 26087 ABBATTT4
50 Acelobacter pomorum LTH 2458 AJD01632
51
ryzi BLV-T KRO25515
k-]
A LMG 1262 X71883
o
Acetobacter oryzoeni B 6 MK367404
= subsp. LMG 1591 GUZ05100
1
L A subsp. LMG 1590 GU205099
MS16-5U-2 MWEBOBE4
BCC 15830 ABOATTTS
a7 I A tropicalis NRIC 0312 AB032354
14 Acatobacter senegalensis CWBI-B4 18 AYBB3036
75 A lis NERC 16606
. —=]
A is NBRC 16605 ABG31085
Sl_E Acetobacter parsici T-120 ABEEEOTD
kil
Acetobacter farinalis G360-1 ABB02333
98 is NBRC 13752 AB032350
&3 il Acetobacter malorum LMG 1746 AJ4 19844
% | Acetobacter cerevisiae LMG 1625 AJ419843
is NBRC 13751 AB032349
5.1_’_ Acetobacter oeni LMG 21952 JFT93961
” ad fallax LMG 1636 MNT44434
Acetobacter musti Bo7 HM162854
s {A:mnbadar sicerae LMG 1531 AJ419840
Acetobacter aceli NCIB 8621 X74066
= | A RG1AYB69513
- LMG 1627 MNT44433
o | IFO 12388 X75617
G i icus ATCC 49037 X75618
o K i hansenii NCIB 8746 X75620
= [ Komagataeibacter intermedius strain TF2 Y14694
7 L i i LTH 2460 AJDO1831

0.01

39 [ i xylinus NCIB 11664 X75618
@ Komagatasibacter europaeus DSM 8160 Z21836
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