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OZET

Doktora Tezi

BEBEKLERDEN iZOLE EDILEN Lactobacillus spp.’nin FONKSIYONEL
OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

Nazan TOKATLI DEMIROK

Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlisu
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Yasamin ilk yilinda bagirsak sisteminin dengeli kolonizasyonu bagisikligin bebeklik
déneminde kazanilmasi yoniiyle onem arzetmektedir. Laktobasiller, konakgilari i¢in yararli ve
giiniimiizde potansiyel probiyotik bakteriler olarak degerlendirilmektedir. Calismamizda, bir
yasindan kiiciik bebek feceslerinden fenotipik Ozellikler baz alinarak izole edilen
laktobasiller; 16S rDNA dizi analizi sonucunda; L.paracasei subsp. paracasei, (41),
L.fermentum (24), L.rhamnosus (11), L.casei (17), Lactobacillus sp. (11) olarak
tanimlanmistir. Tanimlanan laktobasil izolatlarinin probiyotik ve teknolojik o6zelliklerini
belirlemek amaciyla, antibakteriyel aktiviteleri, asit, hidrojen siilfiir, hidrojen peroksit, D- ve
L-laktat iiretme yetenekleri, asit ve safra tuzu toleranslari, baz1 antibiyotiklere hassasiyetleri
ve tutunma yetenekleri gibi ozellikleri incelenmistir. izolatlarm tamaminda 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda pH 5’in altina diismiistiir. Izolatlar hidrojen sulfur tiretme yetenekleri
dikkate alindiginda; L.casei’nin tiimiiniin, L.paracasei subsp. paracasei ve L.rhamnosus’un
hemen hemen hepsinin L.fermentum’un ise bir kisminin pozitif sonu¢ verdigi belirlenmistir.
Izole edilen diger tiirlere gore L.rhamnosus’un safra tuzuna daha duyarli oldugu, diisiik pH’ya

(pH 3) ise L.casei ’nin diger tiirlere gore daha direngli oldugu tespit edimistir. Tiirler arasinda



belirgin fark olmamakla birlikte xylen ile yapilan hidrofobisite tespitinde L.rhamnosus’un
daha hidrofobik oldugu belirlenmistir.

Izolatlarm tamammin chloramphenicol, penicillin ve tetracycline duyarli, ¢ogunun
kanamycin ve streptomycine direngli oldugu belirlenmistir. izole edilen lactobacillus
spp.’lerin ¢ogunun L (+) laktik asit, L.fermentum izolatlarinin ise DL laktik asit {irettigi
belirlenmistir. izolatlarin tiimii genellikle analiz edilen patojen bakterilere inhibisyon etkide
bulunmakla birlikte, en yiiksek zon ¢ap1 S.aeureus'a kars1 verilmistir. Izolatlarin bir kisminim
hidrojen peroksit tirettigi belirlenirken, en yuksek miktarda hidrojen peroksiti L.rhamnosus'un

irettigi tespit edilmisgtir.

Anahtar kelimeler: Lactobacillus spp, L.fermentum, L.paracasei subsp. paracasei,

L.rhamnosus, L.casei, Bebek fecesi, Probiyotik 6zellikler, Fonksiyonel 6zellikler
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ABSTRACT

Ph. D. Thesis

FUNCTIONAL CHARACTERIZATION of Lactobacillus spp. ISOLATED FROM
INFANT

Nazan TOKATLI DEMIROK

Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Food Engeneering

Supervisor: Prof. Dr. Muhammet ARICI

In the initial stage of lifetime, balanced colonization of gastrointestinal system is
crucial by means of acquiring immunity in infancy period. Lactobacillus is beneficial for host
and also in our daily life, they are evaluated as potential probiotics. In my thesis, based on
phenotypic features, lactobacillus isolated from faeces of babies whose age was under 1 were
identified as; L.paracasei subsp. paracasei, (41), L.fermentum (24), L.rhamnosus (11),
L.casei (17), Lactobacillus spp. (11) at the end of 16S rDNA sequence analysis. In order to
determine probiotic as well as technological features of isolated and identified lactobacillus;
anti-bacterial activity, acidity, hydrogen sulphur, hydrogen peroxide, D and L lactate
production ability, acid and bile salts tolerability, resistance to some antibiotics and adherence
ability tests all examined.

After 24 incubation period, pH of entire isolates declined to below 5. By means of
production of hydrogen sulphur, entire species of L.casei, almost all species of L.paracasei
subsp. paracasei and L.rhamnosus, to some extent of L.fermentum were determined to give
positive results. Compared to other isolated sub-species, L.rhamnosus was determined to be
more sensitive to bile salts on the other hand L.casei was determined to be more resistant to
low pH (pH: 3) compared to other species. Hydrophobicity test conducted by using Xxylene
was resulted indistinctive difference in inter-species nevertheless L.rhamnosus is determined

to be more hydrophobic. Entire isolates were determined to be sensitive to chloramphenicol,
iii



penicillin and tetracyclin; resistant to kanamycin and streptomycin. Almost all species of
isolated lactobacillus were determined to produce L (+) lactic acid, however L.fermentum
produce DL lactic acid. All isolates generally have bacterial inhibition effect, the most wide
inhibition zone radius was given by S.aeureus. Some part of the isolates were proven to
produce hydrogen peroxide, the highest amount of hydrogen peroxide was detected to
produce by L.rhamnosus.

Key words: Lactobacillus spp, L.fermentum, L.paracasei subsp. paracasei, L.rhamnosus,
L.casei infant faeces, probiotic features, functional features.
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1. GIRIS

Gastrointestinal sistem bireylerde lokal ya da sistemik immiin yanit sekillenmesinde
onemli roller tstlendiginden saglikli bir yasam igin gastrointestinal sistem ve mikrobiyotanin
korunmasi 6nem tasimaktadir. Gastrointestinal sistem normal mikrobiyotasi dogumda steril
iken, yenidogan doneminde kazanilmakta ve yasam boyu kalmaktadir. Dogum sirasinda
anneden kazanilan mikrobiyota ilk mikrobiyota kaynagini olusturmaktadir. Dogumdan bir
hafta sonra Bifidobakteriler mikrobiyotada baskin duruma geg¢mektedir ve yasam boyu
Ozellikle Bifidobacterium ile Lactobacillus turleri  gastrointestinal sistemin ana

mikrobiyotasini olusturmaktadir (Ceyhan ve Alig 2012).

Bagirsak mikrobiyotasinin ¢ok 6nemli bir kismini olusturdugu intestinal immun sistem
yasamin erken doénemlerinden itibaren enfeksiyonlarla daha iyi micadele ederken daha az
alerji ve otoimmunite gelistirmek {izere programlanabilmektedir. Gebelikteki diyetten
baglayarak vajinal dogum sekli ve sinbiyotik 6zellikleri olan anne sdtinin verilmesinin

gastrointestinal mikrobiyota gelisimine olumlu etkileri vardir (Kiiltiirsay 2009).

Yeryiiziindeki tiim insanlar saglikli bir yasam siirmeyi, iyl beslenmis ve yetismis,
gelecege umutla bakan gocuklar yetistirmeyi amaclar. Hiikiimetler bu amaglar1 saglamak i¢in
halk sagligi programlarim1 desteklerken, anne siiti de dogal bir kaynak olarak saglik

programlarina katkida bulunabilmektedir (Altay 2007).

Bebegin beslenmesinde anne siitiine esit veya daha iyi bir se¢enek bugiine kadar
bulunamamistir. Anne siitiiniin icerigi dogum sonrasinda, bebegin ihtiyaclarina gore
degisiklikler gosterir. Anne st ile beslenmenin enfeksiyonlardan, prematire bebeklerde
sepsis ve nekrotizan enterokolit gelisiminden koruyucu etkilerinin yani sira uzun dénemde
alerjik hastaliklarin da anne siitii ile azaldigi bilinmektedir (Magne ve ark. 2005, Atici ve ark.
2007, Kiltursay 2009).

Anne siUtu probiyotik ve prebiyotik igerigi ile bir sinbiyotiktir. Probiyotikler,
konakgisinin  gastrointestinal sisteminde bulunan sagliga faydali mikroorganizmalardir,
prebiyotikler ise, ince bagirsakta sindirilmeden direk kalin bagirsaga gecen ve bagirsaktaki
bakterilerin ¢ogalmasin1 ve etkinligini olumlu ydnde etkileyerek konagin sagligimi da

iyilestiren besin 6geleridir (Gueimonde ve ark. 2007, Isidan ve Mart 2009, Kutlu 2011).
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Gliniimiizde sayilar1 gittikce artmakla birlikte probiyotik mikroorganizmalar grubu
icerisinde en buyik alan1 laktik asit bakterileri kaplamaktadir. Laktik asit bakterilerinin gogu;
insan, hayvan ve bitkinin oldugu dogal ortamlarda bulunan, bu ortamlardan izole edilebilen,
biyoteknolojik ¢alismalarda ve endiistriyel bircok alanda kullanilan, insan beslenmesinde ve

sagliginda olduk¢a 6nemli mikrobiyal ajanlardir (Alan ve Digrak 2012).

Laktik asit bakterileri, karbonhidrat kaynaklarindan laktik asit, asetik asit, formik asit,
propiyonik asit, hidrojen sulfur, bakteriosin ve diasetil gibi metobilitler Gretebilmektedir.
Cogu mikroorganizmalar Uretilen asitlere, pH diisiisiine ve azalan besin elementleri agisindan
rekabet durumuna hassastir. Laktik asit bakterileri tarafindan aerobik gelisme sirasinda
uretilen hidrojen peroksit de bir cok mikroorganizma Uzerine inhibitdr etki gdstermektedir
(Okereke ve Montville 1991, Yiiksekdag ve Beyatli 2003).

Laktik asit bakterileri gida teknolojisinde ¢ok 6nemli bir role sahiptir. Bunlar 6zellikle
yogurt, kefir, kimiz gibi fermente siit iirlinleri, sauerkraut, salatalik tursusu ve salamura yesil
zeytin gibi fermente bitkisel tiriinler, ekmek, boza, tarhana ve ogi gibi tahil {irtinleri ve bunun
yaninda sarap, sucuk, balik sosu gibi pek ¢ok gidanin {iretimi, olgunlastirilmasi, organoleptik,
reolojik ve besinsel degerinin arttirimi ve dayanikliliginin saglanmasinda kullanilirlar (Kilig

2008, Tanguler 2010).

Probiyotik olarak kullanilan suslarin ¢ogu insan gastrointestinal mikrobiyotasinin
onemli bir pargasi olan ve genellikle zararli 6zellik tasimayan Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinsine dahildir. Laktobasiller ve Bifidobakterler geleneksel kullanim
stireclerine bagli olarak GRAS statisindedir. Bu iki grubun icerisinde Laktobasiller,
probiyotik konusunu igeren bilimsel ¢aligmalarda en ¢ok yer alan bakteridir (Klein ve ark.
1998, Vesterlund ve ark. 2007).

Laktik asit bakterilerinin en blyik grubu olan Lactobacillus cinsi 80’nin tizerinde tir
ve alt tiirlerden olusmaktadir. Laktobasiller dogada karbonhidrat iceren substratlarin zengin
bir sekilde elde edilebilecegi ortamlarda bulunurlar. Lactobacillus iiyeleri dogada oldukga
yaygindirlar. Insan ve hayvanlarin mukozal membranlari (ag1z igerisindeki yarik ve bosluklar,
bagirsak sistemi ve vajina), bitkilerin ya da bitkisel materyallerin Uzerinde, fermente olan ya
da bozulan gidalar gibi ¢ok genis bir habitatta bulunabilmektedirler (Limsowtin ve ark. 2003,
Giirsoy ve Kinik 2005, Ozgiin 2009).



Bu ¢alismada anne siitiiyle beslenen 14 bebegin fecesinden izole edilen laktobasillerin
izolasyonu ve molekiiler diizeyde tanimlanmasi yapilmis olup, ayni zamanda bu izolatlarin
probiyotik ve teknolojik 6zelliklerini belirlemek amaciyla, antibakteriyel aktiviteleri, asit,
hidrojen silfir, hidrojen peroksit, D- ve L-laktat Uretme yetenekleri, asit ve safra tuzu
toleranslari, bazi antibiyotiklere hassasiyetleri ve tutunma yetenekleri gibi fonksiyonel

Ozellikleri incelenmistir.



2. KAYNAK OZETLERIi

2.1. GASTROINTESTINAL SISTEM

Insan viicudunun yakalasik 2 m?’si deri ile 300-400 m?’si genis bir mukozal yiizey ile
kaplidir. Gastrointestinal sistem; besinsel antijenler, patojen mikroorganizmalar ve ¢evresel
ajanlarla kars1 karsiya kalmaktadir. Karsilagilan bu ajanlara karsi intestinal epitel bariyeri,
mukozal immun sistem ve intestinal mikrobiyota yardimi ile gelismis bir savunma sistemi
kurulmustur (Kiiltiirsay 2009, Ceyhan ve Ali¢c 2012)

Epitel yizeydeki mukus bariyeri ve epitel hiicreleri arasindaki siki baglantilar yardimi
ile bakteri ve antijenlerin bagirsak liimeninden dolasima ge¢meleri engellenir. Bariyer
fonksiyonunun 6nemli bir komponenti de mukozal immin sistemdir. Deri ve mukozal
yiizeylerde yasayan bakteri sayisi insanin kendi hiicrelerinden daha fazladir. Sonug olarak,
insanlar yaklagik 10 mikroorganizma ve 10" memeli hiicrelerinden olusan kompleks bir
yapiya sahiptir. Viicut yiizeyi ve bosluklarina bakildiginda bir organizma tabakasi ile kapli
durumda oldugu goriilmektedir. Kalin bagirsaklarda 1 - 2 kg, deride 200 g, agiz boslugu,
akcigerler ve vajenin her birinde 20’ser g, burunda 10 g, gozde 1 g mikroorganizma vardir.
(Gorbach ve ark. 1967, Caicedo ve ark. 2005, Vural ve Celen 2005, Saevedra 2007, Tezcan
2007, Neish 2009).

Insan intestinal sisteminde 400’{in iizerinde farkli mikroorganizma tiiriiniin bulundugu
bildirilmektedir. Bu mikroorganizmalar; deride, {irogenital sistemde, agiz ve burun
bosluklarinda, kisacasi insan viicudunun dis ortamin etkisi altindaki ve bakterilerin hayatta
kalmas1 icin uygun sartlara sahip olan her kisminda ¢ok fazla sayida ve cesitlilikte yerlesik
olarak bulunmaktadir. Saglikli bir konakgida, mide-bagirsak mikrobiyotasinin uygun bir
sekilde siirdiiriilmesi, bu mikrobiyotayr olusturan yararli ve zararli mikroorganizmalarin
denge halinde bulunmasina baghdir. Ozellikle kolonda ve ince bagirsak distalinde yerlesen bu
mikrobiyota "Unutulmus organ" olarak adlandirilacak kadar ¢ok 6nemli biyolojik aktiviteye
sahiptir (Cummings ve Macfarlane 1991, Cakir 2003, Tok ve Aslim 2007, Saavedra 2007,
Neish 2009).



Sindirim sisteminde bulunan mikroorganizmalarin dagilimi; mide, duodenal, jejunal,
ileal, cekal, kolonik, rektal ve fekal mikrobiyotada farklilasmaktadir. Toplam bakteri sayisi
genellikle; Mide, duodenum ve jejunumda peristaltizmin daha hizli olmasi, asidik ortam
(mide) ve safra asitleri (duodenum) nedeni ile 10¥iin altinda bakteri barindirirken, ileumdan
itibaren gecis yavagladigindan bakterilerin say1 ve gesitliligi kolondakine benzer 10" miktar
kazanmaya baslar. Kalin bagirsak, sindirim sisteminin diger bolgeleri ile karsilagtirildiginda,
daha kompleks ve yogun populasyona sahip bir ekosistemdir. Sekil 2.1’de gastrointestinal
sistemde yeralan bakterilerin miktarca dagilimi bulunmaktadir (Moore ve Holdeman 1978,
Cummings ve Macfarlane 1991, Richardson 1996, Guarner 2003, Young ve Huffman 2003,
Isolauri 2004, Caicedo ve ark. 2005, Coskun 2007 )
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(Coskun 2007)



Kolonun distal bolgesi daha diisiik substrat konsantrasyonu igerir ve bu bdlgede
bakterilerin gelisimi daha yavastir. Sindirim sisteminde bulunan bakteri mikrobiyotasinin %
90’1 veya daha fazlasi Bifidobacterium, Lactobacillus ve Bacterioides cinslerine dahil anaerob
bakteriler tarafindan olusmaktadir. Mikrobiyotanin diger iiyeleri; Enterococcus ve
Streptococcus cinsinde yer alan turler ile Clostridium, Staphylococcus, Pseudomonas gibi

patojen bakteriler, kiifler ve Candida cinsi mayalardir (Uymaz 2009, Fallani ve ark. 2011).

Insan viicudunun cesitli bélgelerinde gruplanmis, organizmaya zarar vermeksizin hatta
bazi yararlar saglayabilen ve organizma ile yasayan mikroorganizma topluluklarina viicudun

normal mikrobiyotas: denir ve iki grupta ele alinir;

1. Kalict Mikrobiyota: Belirli bolgelerde genellikle degismeyen, kisa siireli ortadan
kaldirilsa bile yeniden olusabilen, siireklilik gosteren mikroorganizma toplulugudur. Kalici

mikrobiyotanin etkinlikleri soyledir:

- Bagirsaktaki baz1 mikrobiyota uyeleri beslenme, anjiogenez ve mukozal immidinite

tizerinde 6nemli faydalar saglar.

- Bagirsak bakterileri safra tuzu metabolizmasi lipid hidrolizi, proteinlerin peptid ve

aminoasitlere par¢alanmasi ve vitamin iiretiminde de rol alirlar.

- Kolona sindirilmeden gelen kompleks karbonhidratlarin fermentasyonu ile
olusturduklar1 asetat, propiyonat ve bdtirat gibi kisa zincirli yag asitleri (SCFA) gibi

konakginin kullanabilecegi enerji kaynaklart olustururlar.

- Epitel yiizeyde patojenlerle baglant1 yerleri igin yarisarak, bakteriyosin adi1 verilen

bakterisidal veya bakteriostatik trlinler salarak patojen bakteri tiremesini engellerler.

- Immun sistemini kullanima hazirlar, bu bakteriler olmaksizin immiin sistemin

normal fonksiyon géremeyecegi kanitlanmistir.

2. Gegici Mikrobiyota: Kalici mikrobiyotanin yaninda, ¢cogu hastalik olusturmayan,
bazen patojen olabilen, birka¢ saatten birkag haftaya degisebilen siirelerde canli kalan
mikroorganizma toplulugudur. Kalic1 mikrobiyota iiyeleri ortadan kalktiginda, gegici
mikrobiyota kolonize olur, ¢ogalir ve hastalik yapici 6zellik kazanabilir (Vanderhoof ve
Rosemary 2002, Kiiltiirsay 2009, Ceyhan ve Alig 2012).



2.1.1 GASTROINTESTINAL SiISTEMIN KOLONIiZASYONU

Gastrointestinal sistemde mikrobiyota dogumda sterilken, yeni dogan doneminde
kazanilmakta ve yasam boyu sabit kalmaktadir. Insandaki normal mikrobiyota; dogum
sirasinda anneden gegen ve disaridan degisik yollarla alinan mikroorganizmalarin dokulardaki
kolonizasyonu sonucu olusur. Bakteriyel kolonizasyon, dogum sirasinda ve takip eden birkag
giin i¢inde olusmaya baglar. Dogumdan sonra mikrobiyotayr olusturan bakterilerin tiirii ve

miktarina etki eden faktorler;
e gebelik yasi,
e dogum sekli, (vajinal veya cerrahi)
e annenin aldig1 besinler,
e probiyotik alip almamasi,
e bebegin primer beslenme sekli, (anne sutli veya mama)
e bebegin saglik durumu,
e bebegin immiinolojik durumu,
e gastrointestinal sistem ge¢is zamani,

e gastrointestinal sistem pH’s1 ve stres gibi intrensek faktorler kolonizasyonu etkiler.
(Kaguker 2003, Young ve Huffman 2003, Tannock 2004, Caicedo ve ark. 2005, Coskun
2007).

Yenidoganlarin sindirim sistemi birincil olarak annenin vajinal, kolon ve deri sistemi
ile ¢evre (dogrudan insan temasi veya hastane c¢evresinden) mikrobiyotasindan gelen
mikroorganizmalar tarafindan inokiile olur. Bdylece bebegin yasaminin ilk birkag gilinlinde ilk

kolonik mikrobiyotasi olusmus olur (Uymaz 2009).

Kolonizasyonun baglangic fazi yaklasik iki haftalik bir periyotta gergeklesir.
Dogumdan sonraki 48. saatte kolonda Fakiiltatif Gram-pozitif koklar, enterobakteriler ve
laktobasiller ilk kolonize olan bakterilerdir. Bu mikroorganizmalar mevcut oksijeni hizli bir

sekilde tiiketerek zorunlu anaerobik tiirlerin gelisimi i¢in uygun bir ortam olusturur. Daha



sonraki slregte; anne sutl ile beslenen bebeklerde, E.coli ve Streptococcus populasyonlart
sayica azalirken, Clostridium ve Bacterioides popiilasyonlari ise kismen veya tamamen
kaybolur.  Bakteriyel popilasyonlardaki bu azalma ile mikrobiyotada bifidobakteri
populasyonunu dominant hale gelmeye baslar (10'°- 10 ™ g/ gaita) (Kavas 2007, Morelli
2008, Uymaz 2009, Ceyhan ve Ali¢ 2012).

Bebek anne siitii ile beslenmeye devam ettiginde yerlesik kolonik mikrobiyota olusur.
Anne siitiinden kesildikten sonra eriskin mikrobiyotasi yoniinde degisiklikler olmaya baslar
ve saglikli bebeklerde, ikinci yilin sonuna dogru, erigkin mikrobiyotasinin benzeri
mikrobiyota olusmaya baslar (Sullivan ve ark. 2001, Guarner 2003, Young ve Huffman 2003,
Caicedo ve ark. 2005, Ozden 2005).

Metabolik olarak aktif olan bu mikrobiyota diger bakteriler, mukozal immiin sistem ve
bagirsak epitel hiicreleri ile siirekli iletisim halinde oldugundan bebegin gelisimini ve

fizyolojisini etkilemesi beklenir (Coskun 2007).

Vajinal yolla dogan bebekler erkenden kolonize olurken dogum kanalindan
gecmediklerinden sezeryanla dogan bebeklerde mikrobiyota gelisimi ge¢ olur ve daha ¢ok
cevreden alinan mikroorganizmalar1 igerir. Sezeryan ile dogmus bebek gaitasinda bakteri
sayis1 ve bifidobakteri igerigi 1. ayda bile vajinal doganlardan daha az bulunmaktadir. Bu
nedenle de normal mikrobiyota bakterilerinin kazanilmasi giigtiir, gastrointestinal ve
immiinolojik bozukluklara daha yatkindirlar. Bu gruptaki bebeklerde gastroenterit ve uzun
donemde alerjik hastaliklarda artis bildirilmektedir. Prematiire bebeklerde ise sezaryen
dogum, anne siitii alabilme sansinin azligi, yogun bakim iinitesi mikroplari, antibiyotikler
nedeniyle saglikli bir mikrobiyota gelisimi gecikir ve patojen bakterilerle kolonizasyon
siklasir. Genellikle baskin olarak koliformlar ayrica enterokok ve bacteroides turleri izlenir
(Hakansson ve Kallen 2003, Coskun 2007, Huurre ve ark. 2008, Kiiltiirsay 2009).

Dogum seklinden sonra ikinci olarak mikrobiyotay: beslenme sekli etkiler. Saglikli
anne siitli ile beslenen bebeklerdeki bifidobakteriyal agirlikli mikrobiyota normal durum
olarak tanimlanir. Term Anne siitii alan bebekte bifidobakteriler 4. Giinde ortaya ¢ikarlar. 7-
10 gunde laktobasiller, Escherichia coli ve enterokoklari igeren ama ciddi oranda
bifidobakteri predominansit olan bir mikrobiyota olustururlar. Ancak mama ile beslenen
bebeklerin bagirsaklarinda Enterobakter tiirleri baskindir. Alt1 ay dolayinda mama ile

beslenen bebeklerin mikrobiyotasinda bifidobakteriler yer almakta ise de anne siitii



alanlarinkinden daha azdir ve mikrobiyota dagilimi olduk¢a karmasiktir (Caicedo ve ark.
2005, Coskun 2007, Kiiltiirsay 2009, Koropatkin ve ark. 2012)

Formula ile beslenen bebeklerde genellikle Bifidobacterium, Bacterioides,
Lactobacillus, Clostridium ve Streptococcus cinsleri Uyelerini iceren daha kompleks bir
mikrobiyota bulunur. Bir yasinda anne siiti ve mama ile beslenen ¢ocuklarin bagirsak
mikrobiyotalar1 biribirine benzer ve eriskin mikrobiyotasina yakindir (Coskun 2007, Uymaz
2009).

2.2. ANNE SUTU ILE BESLENME

Anne siiti dogumdan itibaren alti ay sonuna kadar olan donemde, bebegin tim
besinsel gereksinimlerine tek basina cevap verebilen, bebeklerin dengeli beslenme, saglikli

biiylime ve gelisimleri i¢in son derece 6nemli olan bir besindir (Atic1 ve ark. 2007).

2008 Tirkiye Niifus ve Saglik Arastirmasi verilerine gore lilkemizde emzirme yaygin
olup annelerin % 95,9’u bebeklerini degisen siirelerde kendi siitleri ile beslemislerdir.
Bebeklerin ilk alt1 ayinda yalniz anne siitiiyle beslenme orant % 41,6’dir. TNSA-2008 verileri,
alt1 aydan kiiciikk ¢ocuklarda biberon kullanim sikligin1 % 41 olarak gostermektedir ve bu

siklik 8-9 aylik ¢ocuklarda en yiiksek seviyeye (% 55) ulagsmaktadir (Anonim 2009).

Anne siitii tim bebekler, (prematiireler ve hasta yenidoganlar dahil olmak iizere) i¢in
ideal bir besindir. Yeni doganlarin savunma sisteminde genis bir yer tutar. Anne siitii igerigi
bebegin yasina ve fizyolojik dzelliklerine gore degisen en uygun besindir. Ornegin zamaninda
dogum yapan ile zamanindan 6nce dogum yapan annelerin siitleri birbirinden farklidir, ayrica
bebek biiylidiikce anne siitliniin de igerigi farklilasarak bebegin ihtiyaclarini karsilar. Kazein
insan siitli proteinlerinin % 40’11, inek siitii proteinlerinin % 80’ini olusturur. Daha diisiik
miktarda kazein icermesinin yani sira igerdigi kazein misellerinin ¢apinin inek siitii kazein
misellerine gore kiiclik olmasi da anne siitliinlin yenidoganin fizyolojik ihtiyaclarina
uygunlugunun bir diger gostergesidir (Yilmaz ve ark. 1996, Kunz ve ark. 1999, Altay 2007,
Ozgiin 2009).

Kolostrum, dogumdan sonra salgilanan ilk siit olup, 3-5 gun devam eder, miktari az
olmasina karsin igerigindeki fazla protein, enerji ve aktif immunolojik maddeler sayesinde sut
miktar1 artana kadar bebegin tiim gereksinimlerini karsilar ve enfeksiyonlardan korunmasini

saglar. Anne siitiiniin icerigi Cizelge 2.2°de verilmistir. (Atic1 ve ark. 2007).



Anne sutunun inek sitd ve formiil mama gibi gidalardan onemli farkliliklar1 ve

ustunleri mevcuttur:
* Bebek i¢in en ideal kalite ve miktarda besleyici madde igerir,
» alerjen degildir,
* ekonomiktir,
» enfeksiyonu Onleyici maddeler igerir,
* cocugun psikolojik gelisiminde olumlu etkileri vardir,
» annede meme kanseri insidansini azaltir,
« sinirli da olsa kontraseptif etkisi vardir (Altay 2007).

Cizelge 2.2. Anne siitiiniin bilesimi (Thomas 1994, Yavuzdurmaz 2007)

Bilesen Birim Anne Siti
Enerji (kcal) 65-75
Protein (Kazein, a-laktaloumin, IgA, 9) 0,9
1gG, lizozim, laktoglobulin)

Yag (9) 4.1
Esansiyel yag asitleri (linoleik / linolenik) 5/1
Karbonhidrat (Oligosakkaritler, laktoz) (9) 7,2
Kalsiyum (mg) 32-36
Fosfor (mg) 14-15
Kalsiyum / Fosfor 2,3/1
Sodyum (mg) 11-20
Potasyum (mg) 57-62
Klor (mg) 35-55
Demir (mikrogram) 62-93

Anne siitii 130°dan fazla c¢esitte oligosakkarit bulundurmaktadir. Anne siitiindeki en
blyik komponent oligosakkaritlerdir, prebiyotik ve immin modilator etkilidirler.
Kolostrumdaki oligosakkarit konsantrasyonu 15-23 g/L, gegis siitii ve matiir siitte ise 8-12
g/L'dir. Anne sutu oligosakkaritlerinin % 75-85’1 nétral, % 15-25’1 asidik oligosakkaritlerdir
(Boehm ve ark. 2002, Gibson ve ark. 2004, Fanaro ve ark. 2005).
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Laktoz anne siitiindeki baglica karbonhidrattir (68 g/L) ve miktar1 ¢ok fazla
degismeyen besin 6gelerinden biridir. Laktoz, Laktobasillus bifidus’un ¢ogalmasina ve biiyiik
6l¢iide bagirsak mikrobiyotasinin zararli olmayan bu mikroorganizmalardan olusmasini tesvik
eder. Anne siitiindeki laktoz orani ne kadar yiiksek olursa monovalan iyonlarin orani da o
denli diisiik olmaktadir. Diigilk oranda monovalan iyon bulunmasi bobreklerinin solid yiik
kaldirma kapasitesi siirli olan yenidoganin fizyolojisine ¢ok uygun olmaktadir (Altay 2007,

Oncii 2007).

Anne sitindn protein duzeyi % 1,1-1,2 civarindadir. Sindirimi kolaydir, biyolojik
yararlilig1 ¢ok yiiksek oldugu i¢in, konsantrasyonu inek siitiine gore c¢ok diisilk olmasina
karsin yenidogan ve siit ¢ocugunun ihtiyacini karsilamaktadir. Anne siitli proteinlerinin bir
kism1 (whey proteinleri) bagisiklik sisteminin gelisiminde rol oynarken, bir kismi da
(laktoferrin) immiinolojik olmayan savunma sistemlerinde gérev alir. Anne siitiindeki vitamin
miktar1 annenin vitamin alimi ve beslenme durumundan etkilenirken, anne siitiiniin mineral
bilesimi, annenin diyeti ile biiyiik degisim gostermez. Anne siitlindeki kalsiyumun emilimi

daha kolay iken, demir oran1 daha yiiksektir. (Altay 2007, Atic1 ve ark. 2007, Ozgiin 2009).

Anne siitiinde baslica enerji kaynagi lipitlerdir (anne siitiiniin sagladigi enerjinin % 40-
50’si yaglardan elde edilir). Yaglarin % 97-98° 1 trigliserid seklinde bulunmaktadir. Anne
sitlinde bulunan diger lipitler ise karotenoidler, yag asitleri, fosfolipitler, sterol ve
hidrokarbonlardir. Lipit miktar1 30-50 g/L arasinda degismektedir. Anne sutiinde bulunan
lipitler, enerji saglamalarmmin yani sira retina ve beyin gelisimi i¢in de gerekli olmasi

dolayisiyla 6nem arz etmektedir (Altay 2007).

Anne siitiiyle beslenen bebeklerin kalin bagirsaginda dominant olan Bifidobacterium
spp., yasa bagli olarak farkli tiir ve oranlarda bulunmakla birlikte, bebeklerde diski
mikrobiyotasiin % 99’unu, geng ve yetiskinlerde ise % 20’sini olusturmaktadir (Kus 2010).

Oligosakkaritler bifidobakteriler icin spesifik {ireme faktdrleridir. Insan siitiiniin
protein iceriginin az olmasi ve tamponlama kapasitesinin diisiik olmasi bifidobakterilerin
tremesini kolaylastirir. Bifidobakteriler, proteinin anne siitlinden emilmesini artirabilen
fosfotaz aktivitesi sergileyebilirken bazi tiirleri tirleri B1, B9 ve B12 vitaminlerini
uretmektedir. Bu vitaminlerin Gretilmesi ile fermente stt Grlnlerinin besleyici Ozellikleri
artmaktadir (Ozden 2005, Uymaz 2009, Ceyhan ve Alig 2012).
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Anne siitii, birgok farkli besin maddesinin, biyoaktif maddelerin; leptin, grelin, insiilin
ve insilin benzeri biiyiime faktorleri gibi besin alimini diizenleyen, metabolizmayi etkileyen
ve vicut kompozisyonun duzenlenmesinde rol alan hormon ve biyume faktorlerinin
kaynagidir. Ozellikle anne siitii leptini; anne siitii alan bebeklerde, almayan bebeklere gore
ideal bir enerji dengesi olusturmakta ve daha iyi bir sekilde biiyiime saglamaktadir (Atici ve
ark 2007).

Anne siitii biiyiimekte olan bebege miikemmel bir besin kaynagi olmasinin yaninda
antikor, sitokinler, antimikrobiyal maddeler ve 6zgiin bagisiklik hiicreleri de icermektedir.
Boylece anne siitli, bebegin kendi bagisiklik sistemi olgunlasana degin, bebegi
enfeksiyonlardan korur (Atici ve ark. 2007).

Anne sitd ile beslenmenin enfeksiyonlardan, bebeklerde sepsis ve nekrotizan
enterokolit, Haemophilus influenza bakteriyemi ve menenjit gelisiminden koruyucu etkileri
yant sira yapilan ¢aligmalar anne siitii tiiketimi ile birlikte uzun dénemde alerjik hastaliklarin
da goriilme sikliginin azaldigin1 gostermektedir (Gurtler ve ark. 2005, Drudy ve ark 2006,
Kiiltiirsay 2009, Tokatli 2011).

Bebeklerde immiinize antikor diizeyleri, anne siitii alanlarda, hazir mama ile
beslenenlere gore daha fazla bulunmustur. Bu bulgular emzirmenin ilk bir yilda aktif humoral
immiin yanitt arttirdigini gosteren giiclii kanitlardir. Kiiciik yaslarda yeterli siireyle anne sutu
almis erigkinlerde lenfoma, 16semi, multipl skleroz, diabetes mellitus, kronik karaciger
hastaligi, tilseratif kolit, obesite, crohn hastalig1, agizda malokliizyon ve ¢dlyak hastalig: riski

azaldig bildirilmektedir (Van-Coric 1990, Dewey ve ark. 1995, Ozalp 1996).

2.3. PROBIYOTIKLER

[k olarak 1965 yilinda Lily ve Stillwell tarafindan bir protozoa tarafindan salgilanip,
diger bir protozoanin gelismesini tesvik eden metaboliti tanimlamak amaciyla kullanilmig

olan probiyotik kelimesi “yasam i¢in” anlamini tagir (Isidan ve Mart 2009, Eryilmaz 2011).

Besinlerle birlikte veya ayr1 olarak uygun miktarda alindiginda mukozal ve sistemik
immiiniteyi diizenleyerek, bagirsaklarda besinsel ve mikrobiyal dengeyi saglayarak
konak¢inin  saglhigini olumlu olarak etkileyen canli nonpatojen mikroorganizmalar

““probiyotik’’ olarak adlandirilir. Viicudun mukoz membranlarinda ve gastrointestinal sistem
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bolgelerinde kolonize olan bakterilerdir. Cizelge 2.3’de probiyotik mikroorganizma gruplari
yeralmaktadir (Chung ve ark. 2004, Timmerman ve ark. 2004, Saavedra 2007).

Laktik asit bakterileri, probiyotik mikroorganizmalarin en Onemli grubunu
olusturmaktadir. Bifidobacterium ve Lactobacillus tiirleri en yaygin olarak kullanilan
probiyotik mikroorganizmalardir. Ayrica bazi bakteri cinsleri ile maya ve kuf turlerinden de
probiyotik {irlinlerin hazirlanmasinda yararlanilmaktadir. Giliniimiizde probiyotik bakteri
iceren bir¢ok gida ve 6zellikle siit tirtinleri gelistirilip marketlerdeki yerini almistir (Salminen
ve ark. 1999, Ouwehand ve ark 2002, Heiland ve ark 2004, Saarela ve ark. 2004, Eryilmaz
2011).

Cizelge 2.3. Probiyotik suslar igeren mikroorganizma gruplari
(Salminen ve ark. 1998, Yilsay ve Kurdal 2000, Ozden 2005, Goktepe ve ark.

2006)
Lactobacillus Tarleri Bifidobacterium Ttrleri
Lactobacillus bulgaricus Bifidobacterium bifidum
Lactobacillus lactis Bifidobacterium breve
Lactobacillus acidophilus Bifidobacterium adolescentis
Lactobacillus gasseri Bifidobacterium infantis
Lactobacillus cellebiosus Bifidobacterium longum
Lactobacillus delbrueckii Bifidobacterium thermophilum
Lactobacillus reuteri Bacillus Turleri
Lactobacillus curvatus Bacillus subtilis
Lactobacillus fermentum Bacillus pumilus
Lactobacillus plantarum Bacillus lentus
Lactobacillus johnsonii Bacillus licheniformis
Lactobacillus salivarius Bacillus coagulans
Lactobacillus helveticus Enterococcus Tdrleri
Lactobacillus brevis Enterococcus faecium
Lactobacillus casei Enterococcus faecalis
Lactobacillus rhamnosus Enterococcus faecium
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Cizelge 2.3. Probiyotik suslar igeren mikroorganizma gruplari (devam)
Streptococcus Turleri Leuconostoc Turleri
Streptococcus cremoris Leuconostoc mesenteroides
Streptococcus thermophilus Propionibacterium Turleri
Streptococcus intermedius Propionibacterium shermanii
Streptococcus lactis Propionibacterium freudenreichii
Streptococcus diacetilactis Pediococcus Turleri
Bacteriodes Turleri Pediococcus cerevisiae
Bacteriodes capillus Pediococcus acidilactici
Bacteriodes juis Pediococcus pentosaceus
Bacteriodes ruminicola Kifler

Bacteriodes amylophilus Aspergillus niger

Mayalar Aspergillus oryzae
Saccharomyces cerevisiae

Candida torulopsis

Probiyotik bakterilerin gastro-intestinal kanala siiregelen kolonizasyonu olasiligi az

oldugundan her giin muntazam olarak alinmasi gerekmektedir (Ozden 2005).

Cogunlukla laktik asit bakterilerinden olugan probiyotiklerin sayis1 giiniimiizde
olduk¢a fazladir. Bu mikroorganizma grubunun insanlarda ve hayvanlarda hastaliklardan
korunma vb. Ozellikleriyle kullanilabilmeleri amaciyla bazi o6zelliklere sahip olmalari

gerekmektedir. Bu 6zellikler;
- giivenilir olmalidir. Kullani1ldig1 insan ve hayvanda yan etki olusturmamalidir.
- insan orjinli olmalidir.
- stabil olmalidir. Safra tuzlar ve yiiksek asiditeye dayanikli olmalidir.

- patojenlerle rekabet edebilmesi icin probiyotiklerin bagirsak epitellerine

tutunabilmesi veya agregasyon olusturabilmesi gerekmektedir,

- karsinojenik ve patojenik bakterilere antagonistik etki yapmalidir.

14



- antimikrobiyal maddeler Uretebilmelidir.
- konakgida hastaliklara direng gibi yararl etkiler olusturabilmelidir.

- metabolik etki kabiliyeti olmalidir (vitamin tiretimi, kolesterol asimilasyonu, laktaz

aktivitesi).
- patojen Ozellik icermemelidir.
- antibiyotiklere kars1 direngli olmalidir.
- iiretim ve depolama sirasinda canliligini ve aktivitesini koruyabilmelidir,
- gidalara ilave edildiginde kaliteyi diisiirmemelidir.

- aktarilabilir antibiyotik diren¢ genleri tasimamalidir (Guarner ve Schaafsma 1998,
Gililmez ve Giiven 2002, Basyigit 2004, Srilakshmi ve Matthai 2005, Ewaschuk ve Dieleman
2006, Tuohy ve ark 2007, Yasar ve Kurdas 2009).

Probiyotikler, patojen mikroorganizmalarin inhibe edilmesini Vveya ortadan
kaldirilmasint birgok mekanizma ile gergeklestirmektedir. Bu mekanizmalar: Laktik asit
ureterek liimenin pH’sim diisiirmek, antimikrobiyal 6zellik gosterecek bakteriyosin, hidrojen
peroksit ve serbest radikaller Uretmek, birgok patojenin hastalik olusturulabilmesi igin
bagirsak duvarina tutunmasi gerekir; reseptorlere tutunarak patojenlerle besin kaynaklari i¢in
rekabet edip onlarin tutunmasini 6nlemek ve immiin sistemini modiile etmek, koruyucu musin
olusumunu uyarmak, immiin sistem degisimi (Sekretuvar IgA yapimini arttirmak), proteolitik
enzimler (pH 2,5-9,0 aralig1) liretmek, toksinler ya da toksin reseptorlerinin modifikasyonunu
saglamak ve bagirsak mukozasini gelistirmektir (Fukushima ve ark. 1998, Dugas ve ark.
1999, Laurens-Hattingh ve Viljoen 2001, Srilakshmi ve Matthai 2005, Novik ve ark. 2006,
Alp 2007, Manzoni ve ark. 2009).

Probiyotiklerin bagirsak mukozasina tutunmasi, patojenlerin kolonizasyonunu
azalttigl, immiin sistemi modiile ettigi ve zarar goren mukozanin iyilesmesini artirdig1 icin
onemli olmaktadir. Lactobacillus kolonizasyonu ayni zamanda gastrointestinal hastaliklarin
onlenmesi icin mithimdir. Ornegin, mukozal laktobasillerin miktarinin azalmasimin, iilseratif
kolitle ve rotavirlis diyareye neden olabilecegi disiiniilmektedir. Yapilan c¢alismalar

laktobasillerin, belirli kosullarda ince bagirsaklara yerleserek yiyeceklerle alinan laktozu
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hidrolize ettigini, silite gore yogurtta bulunan laktoz miktarin1 azaltarak, bagirsak
rahatsizliklariin ortaya ¢ikmasini engelledigini gostermektedir (Gismondo ve Drago 1999,
Alp 2007).

Istenmeyen bircok bakteri tiiriiniin, bagirsaklarda gidalarla alinan karsinojenlerin
onciil maddelerini aktive eden enzimleri treterek, aktif karsinojen maddelerin olugumuna
neden olduklar1 belirtilmistir. Probiyotik bakteriler ise, istenmeyen mikroorganizmalarin

¢ogalmasini inhibe ederek bu enzimlerin olusmasini engellemektedir (Jay 1986, Ray 1996).

Bebek bagirsak mikrobiyotasinin dengesi; alerji, astim, otizim ve gastrointestinal
hastaliklar acisindan biiyiikk bir O6nem tagimaktadir. Probiyotik mikroorganizmalarin
tilketiminin ¢ocuklarda solunum ve dis ¢lirlimesi enfeksiyonlarini, bebeklerde atopik dermatit
ve yeni doganlarda nekrotizan enterekolit goriilme oranini diisiirdiigii tespit edilmistir.
Yapilan calismalar ilk iki yasta tiiketilen probiyotiklerin bebeklerde enfeksiyon sikligini ve
antibiyotik kullanimini azalttigin1 gostermistir. Siitten kesme sirasinda bebeklerin probiyotik
mikroorganizmalarla desteklenmis bebek mamalari ile beslenmesinin, bebeklerde kompleks
diyete gegmenin neden oldugu yaygin semptomlarin goriilmesini engelledigini, akut diyare ve
kabizlik oraninin azalmasini sagladiklari belirlenmistir (Saxelin ve ark. 1996, Isolauri 1997,
Hoyos 1999, Dunne 2001, Salminen ve ark. 2004, Bin-nun ve ark. 2005, Rastall ve ark. 2005,
Kukkonen ve ark 2008).

Yapilan bir¢ok calisma probiyotiklerin laktoz intolerans: semptomlarinin hafifletmesi,
kolesterolii diislirmesi, antibiyotik kullanimina bagli diyareyi iyilestirmesi, sindirim yolu
enfeksiyonlart ve kolon kanserini engellemesi, rotavirlisi kontrol etmesi, Helicobacter
pylori’ye bagl iilseri engellemesi, bagisiklik sistemini, irritabl bagirsak sendromunu ve
antihipertansif etkileri iyilestirmesi gibi olumlu etkilere sahip oldugunu ortaya koymustur

(Gupta ve Garg 2009, Espinoza ve Navarro 2010, Manzoni ve ark. 2011, Seyhan 2012).

Rahim kanserinin en blytk nedenlerinden biri olan HPV (Human Papilloma Virus) ile
ilgili yapilan bir ¢alisma sonucunda hidrojen peroksit konsantrasyonu yiiksek olan ortamdaki
hiicrelerin kanser hiicrelerine doniisiimiiniin engellendigi, hatta laktik asit bakterilerinin
olusturdugu hidrojen peroksidin kanserli hiicreleri tekrar eski haline doniistiirdigi

disiiniilmektedir (Yigit 2009).

Probiyotiklerle vajinal mikrobiyel —mikrobiyotanin modifikasyonunun, HIV

enfeksiyonlarina karst korunmada etkili olabilecegi distliniilmektedir. Calismalar;
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L.rhamnosus GR-1 ve L.fermentum RC-14’{in, dakikalar i¢inde viriisii 6ldiirebildigini ve bir

kac hafta icinde kolonize olabildigini gostermistir (Cadieux ve ark. 2002, Wiesenfeld ve ark.
2003).

Probiyotik siit tirtinlerinin tiretiminde en ¢ok kullanilan tiirler insan orijinlidir. Ciinkii
bu tiirlerin yabanc tiirlere veya hayvan orijinli olan tiirlere gére konake¢1 insanin fizyolojik
ihtiyaclarin1 daha kolay karsilayacagi ve bagirsaklarda daha ¢abuk kolonize olabileceg1 genel
olarak kabul edilmektedir. Insan kaynakli olan tiirler L.casei subsp. rhamnosus, L.acidophilus
B. adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. infantis, B. longum, ve E. faecium’u i¢cermektedir
(Gomes ve Malcata 1999).

2.4. LAKTIiK ASIT BAKTERILERI

Laktik asit bakterileri, Gram pozitif, bazi durumlarda katalaz (+) olmasina karsin
genellikle katalaz negatif, fakiiltatif anaerobik, kok, comak, tetra ve ovoid seklinde, asit
tolerant olan turleri iceren, Sporolactobacillus inulinus harig¢ spor olusturmayan, kromozomal
DNA yapisindaki guanintsitozin (G+C) orant % 55’den az olan bakterilerdir (Sahin 1995,
Stiles ve Holzapfel 1997, Hofvendahl ve Hahn-Héagerdal 2000, Yiiksekdag 2005, Etoz 2006,
De Vuyst ve Leroy 2007, Kilig 2008) .

Bir iki iiye disinda laktik asit bakterilerinin tumi hareketsizdir. Fizyolojik karakterleri
bakimindan birbirine yakin veya benzer, ancak morfolojik yapilari yoniiyle oldukga farkli
olan cinsleri igerirler (Tunail ve Kosker 1989, Halkman 1991, Yetismeyen 1995, Axelsson
1998)

Eubacteriales takiminin, Streptococcaceae, Lactobacillaceae, Actinomycetaceae
familyalarinin igerisinde yer alan Laktik asit bakterileri; Lactobacillus, Lactococcus,
Tetragonococcus, Vagococcus, Weissella, Streptococcus, Leuconostoc, Aerococcus,
Oenococcus ve Pediococcus cinslerini igerir (Sahin 1995, Bulut 2003, Salminen ve ark. 2004,
Yiiksekdag 2005, Kili¢c 2008)

Bifidobacterium cinsi de filogenetik olarak LAB’ne benzememesine ragmen,
biyokimyasal, fizyolojik ve ekolojik 0Ozellikleri bakimindan benzer oldugundan LAB
igerisinde yer almaktadir (Tangiiler 2010).

Karbohidrat fermentasyonu sirasinda en fazla laktik asit tretirler. Laktik asit

bakterileri laktik asit fermentasyonuyla olusturduklari tiriinlerin cinsine ve miktarina gore iki
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gruba ayrilirlar; Homofermentatif laktik asit bakterileri ve Heterofermentatif laktik asit
bakterileri (Tunail ve Kosker 1989, Halkman 1991, Yetismeyen 1995, Turantas 1999, O’toole
ve Lee 2004).

Homofermentatif laktik asit bakterileri (Baz1 Lactobacilluslar, Pediococcus,
Lactococcus vb.) Fruktoz Di Fosfat yolunu kullanarak sekerlerden esas iiriin olarak % 90-95

oraninda laktik asit olustururlar.

Heterofermentatif laktik asit bakterileri (Bazi Lactobacilluslar, Leuconostoc,
Oenococcus, Weissella vb.) Heksoz Mono Fosfat yolu ile sekerleri pargalayarak fermentasyon
sonucu %50 laktik asit iiretirken, bunun yani sira yiiksek oranda etil alkol, asetik asit, diasetil,
karbondioksit, gliserol, mannitol ve friiktoz gibi ikincil Grlin Gretirler (Drinan ve ark 1976,
Moat 1985, Prescott ve Dunn 1987, Turantas 1999, Beasley 2004).

Laktik asit bakterilerinin "hem" gruplar1 (sitokrom ve katalaz) yoktur. Buna ragmen
havanin oksijeninde gelisip lireyebilirler. Yani katalaz enzimleri olmamasina ragmen aerob
kosullarda gelisebilen nadir bakteriler arasinda laktik asit bakterileri de bulunur (Halkman
1991, Hofvendahl ve Hahn- Hagerdal 2000).

Laktik asit bakterileri, igerisinde yalniz glukoz ve amonyum bulunan bir besiyeri
ortaminda gelisememekle birlikte, pek ¢ogu vitaminlerden bir veya birkagina ve amino
asitlere ihtiya¢c duymaktadir (Tunail ve Kosker 1986, Vural 1998, Klaenhammer ve Kulen
1999)

Laktik asit bakterileri, cins ve tiire gore degismek lizere gidalarda, bitki ve bitki
atiklarinda, siit ve siit iriinlerinde ve calisma alanlarinda, toprakta, silajda, insan ve
hayvanlarin genital, intestinal ve solunum sistemlerinde olmak iizere dogada olduk¢a yaygin
olarak bulunmaktadirlar. Giiniinii tam olarak doldurmus bir sekilde diinyaya gelen bir canli,
ozellikle eger anne siitily ile besleniyorsa, bu canlinin bagirsak mikrobiyotasinin en baskin
tiyeleri laktik asit bakterileridir (Tunail ve Kdsker 1986, Olson 1990, Karahan ve Cakmakci
1996, Hofvendahl ve Hahn- Hagerdal 2000, Dagdemir 2006, Tok ve Aslim 2007)

Laktik asit bakterilerinde ribozomlar 70S tipindedir, 70S, 50S buyik ve 30S kugik
olmak Uzere iki alt tiniteden olusur. 50S’ lik alt birim 50S rRNA ve 23S rRNA ile yaklagik 35
cesit protein; 30S’lik kiiciik alt birim ise 16S rRNA ve 25 farkli protein igerir. Laktik asit
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bakterilerinin birbirinden ayriminda 16S rRNA’ nin 0&zelliklerinden yararlanilmaktadir

(Eryillmaz 2011).

Laktik asit bakterileri, diisiik pH’larda asit tretirler. (laktik asit, formik asit,
propiyonik asit, asetik asit vb) Urettikleri bu maddelerle patojen ve kontaminant
organizmalarin gelisimlerini inhibe ederler. Yapilan ¢aligmalarda Lactobacillus'larin
inhibisyonik etkisinin, Streptococcus'lara gore daha fazla oldugu tespit edilmistir. Laktik asit
bakterileri tarafindan aerobik gelisme sirasinda {iretilen hidrojen peroksidin de bir¢ok
mikroorganizma Uzerine inhibitor etki gosterebildigi bildirilmistir. Laktik asit bakterileri, B
grubu vitaminleri ve aminoasitleri sentezleyebilmeleri i¢in kompleks besin kaynaklarina
ihtiya¢ duyarlar (Attaie ve ark 1989, Tunail ve Kosker 1989, Kilig 1990, Lewus ve ark. 1991,
Barefoot ve Nettles 1993, Zhu ve ark. 2000, Leroy ve Vuyst 2004).

Laktik asit bakterileri, asitlerin yaninda farkli bakteri gruplar1 tarafindan (Lactococcus,
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Staphylococcus ve Enterococcus gibi) dretilen
bakteriyosinleri liretirler. Daha ¢ok gidalar da giivenli oldugu diisiiniilen laktik asit bakterileri
(6zellikle Lactobacillus ve Lactococcus) tarafindan sentezlenen bakteriyosinler iizerinde
durulup hakkinda arastirma yapilmakta ve gidalarda bu bakteriyosinler kullanilabilmektedir.
LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin antagonistik etkileri yakin akraba ve Gram pozitif
diger tlrlere olmakla beraber; Escherichia coli, Bacillus cereus, Clostridium perfringens,
Listeria turleri ve Staphylococcus aureus gibi gida maddelerinin bozulmasina neden olan
patojen mikroorganizmalar Tlizerinde bakteriosidal etki gosterirler, gida maddelerinin
korunmasinda dogal koruyucu roliinii istlenirler (Biswas ve ark. 1991, Lewus ve Montville

1991, Kurt ve Zorba 2005, Todorov ve Dicks 2006).

2.5. Lactobacillus spp.

Gram pozitif, katalaz ve oksidaz negatif reaksiyon veren bu bakteri grubu, kilttrlerin
eskimesi ile gram negatif sonu¢ da verebilmektedir. Lactobacillus cinsi bakterilerin, bazi
tiirleri zorunlu anaerobik olmakla birlikte genellikle mikroaerobik ve g¢ubuk (basil) seklinde
olup, ancak bazi tiirleri farkli uzunlukta ve zincir seklindedir. Ureme sicakliklari 5-55°C
arasinda degisebilmektedir. Optimum tireme pH’st 5,5-5,8 aralifinda oldugu goriilmiistiir.
Asidirik ya da asidofilik 6zellikte olup kompleks besin gereksinimleri (karbonhidratlar,

aminoasitler, peptitler, yag asidiesterleri, tuzlar, niikleik asit tiirevleri ve vitaminler gibi)
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vardir (Kandler ve Weiss 1986, Tunail ve Kdsker 1989, Hammes ve Vogel 1995, Unliitiirk ve
ark. 1998, Ayhan 2000, Kili¢ 2001, Winn ve ark. 2006).

Lactobacillus cinsi tiyeleri dogada oldukga yaygindirlar. Giliniimiizde laktobasillerin
altmisin lizerinde tiirii oldugu bildirilmektedir. Silajlarda, hayvan ve insanlarin sindirim
sisteminde, fermente siit lirlinlerinde, agiz boslugunda, deri tizerinde, substratlarin zengin bir
sekilde elde edilebilecegi ortamlarda bulunabilmektedirler (Sneath ve ark. 1986, Hammes ve

Vogel 1995, Tannock 1999, Kilig 2001, Banks ve Williams 2004).

Lactobacillus cinsi laktozu fermente etme tiplerine gore ii¢ biiyiik gruba ayrilmaktadir;
Betabacterium, Streptobacterium, Thermobacterium (Tannock 1999, Kili¢ 2001, Winn ve ark.
2006).

Betabacterium grubuna dahil olan Lactobacillus tirleri son riin olarak laktik asidin
yani sira asetik asit ve diger organik asitleri, etil alkol ve CO, dUretirler. Zorunlu
heterofermentatif lactobacillus turleri bu gruba dahildir. (L.fermentum, L.buchneri ve L.kefir)
L.reuteri ve L.fermentum insan gastrointestinal sisteminde bulunan en 06nemli
heterofermentatif laktobasiller olarak tanimlanmistir (Hammes ve Vogel 1995, Andrighetto ve
ark. 1998, Holzapfel ve Schillinger 2002).

Streptobacterium grubundaki laktobasiller, hekzoz sekerinden fermentasyon yoluyla
yiiksek oranda laktik asit iiretirler. Ancak glukoz yoklugunda bazi tiirleri laktik asit, asetik
asit, etil alkol ve formik asit Gretirler. Bu grupta fakdiltatif heterofermentatif turler yer
almaktadir (L.casei subsp. casei, L.casei subsp. pseudoplantarum, L.casei subsp. rhamnosus,

L.casei subsp. tolerans, L.plantarum ve L.sake).

Thermobacterium grubundaki Lactobacillus turleri hekzoz sekerinden baslica laktik
asit Uretirler, pentoz sekeri ve glukonatlar1 fermente edemezler. Bu grupta zorunlu
homofermentatif tiirler yer alir, optimum gelisme sicakliklar1 40 °C civarindadir ve % 3
duzeyinde laktik asit dretirler (L.delbrueckii subsp. delbrueckii, L.delbrueckii subsp. lactis,
L.delbrueckii subsp. bulgaricus, L.acidophilus, L.helveticus ve L.salivarus) (Ozgin 2009,
Tangdler 2010).

Lactobacillus cinsi genetik agidan heterojen suslar igerdiginden, fiziksel ve
biyokimyasal testlerle siniflandirilmasi olduk¢a kompleks ve zor oldugu belirtilmektedir

(Collins ve ark. 1991).
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Ozgiin (2009), yaptiklart ¢alismada, 100 kolostrum o6rnegi incelemis 20’sinde
lactobacillus spp. gelisimi gozlemis ve bu cinsin 5 farkli tiire ait olduklarini (L.acidophilus,
L.acidophilus-3, L.brevis, L.casei, L.plantarum) belirlemistir. Inceledikleri 50 feges drneginin
ise 17’sinde gelisme olmus ve bu tiirleri (L.brevis, L.fermentum, L.reuteri, L.rhamnosus,

L.plantarum) olarak belirlemislerdir.

Anne siitii veya hazir mamalarla beslenen bebeklerin digski drneklerinden, o6zellikle
molekiiler yontemlerle yapilan ¢alismalarda L.acidophilus’un en fazla tanimlanan tiir oldugu
belirtilmistir. Bebek diski orneklerinde L.acidophilus’un yani sira, L.casei/paracasei ve

L.salivarius’un da baskin tiirler oldugu gézlemlenmistir (Kilig 2009).

Yavuzdurmaz (2007), anne sutiinde probiyotik 6zellik gosteren laktik asit bakterilerini
ve bu bakterilerin fonksiyonel o6zelliklerini inceledikleri ¢alismada; izole ettikleri grup
icerisinde, Lactobacillus oris, Lactobacillus fermentum’un potansiyel probiyotik 6zellikte

olduklarii belirtmislerdir.

Isveg’te 1,2,4,8 haftalik ve 6,12,18 aylik 112 bebekle yapilan ¢alismada; L.rhamnosus,
L.gasseri, L.paracasei ve L.fermentum izole edilen mikroorganizma tirleri olmustur.
L.rhamnosus, popiilasyonunun 6 aylik bebeklerde en yiiksek diizeyde, L.paracasei subsp.

paracasei popiilasyonun ise 18 aylik bebeklerde en yiiksek diizeyde oldugu saptanmistir
(Ahrné ve ark. 2005).

Konjuge linoleik asit (KLA) rumen mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen bir yag
asitidir. KLA izomerlerinin, antikanserojen, antiatherojenik, antidiyabetik, bagisiklik
sistemini gii¢clendirici, viicutta yag, kas ve mineral madde kompozisyonunu diizenleyici
oldugu belirlenmistir (Irkin ve Eren 2008). Ham ve ark. (2002)’de saglikli bebeklerden alinan

feges drneklerinden izole edilen L.fermentum’un KLA iiretebildigini belirlemislerdir.

Sindirim sistemi bakteriyel agidan diislintildiigiinde bir¢ok patojen ve patojen olmayan
bakteri tiirii icin dogal yerlesim bolgeleridir. Ozellikle Lactobacillus turleri trettikleri laktik
asit sonucu ortamin pH’sim diisiirmeleri, bazi tiirler ise iirettigi bakteriosinler ve lrettikleri
H,O, ile sindirim sistemi ve vajinal mikrobiyotanin diizenlenmesinde ve belirlenmesinde
onemli rol oynamaktadirlar. Laktik asit bakterilerinin birgok tlrl katalaz negatiftir ve H,0,’yi
pargalayamadiklarindan bunu ortama salarlar ve H,O, diger bakteriler i¢in Sldiiriicii etki

yaparak gelismelerine engel olur, bdylece mikrobiyotay: kendi faydalarina degistirmis olurlar.
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Lactobacillus fermentum kadinlarin iirogenital enfeksiyon tedavisinde kullanilmaktadir
(Niedzielin ve ark. 2001, Cataloluk ve Gdgebakan 2004, Dickson ve ark. 2005).

Her 15 saniyede bir bebegin diinyanin herhangi bir yerinde ishal nedeni ile 6liimi
nedeniyle (Senok ve ark. 2005), ishal tedavisinde etkinligi ¢alismalarla belirlenmis
mikroorganizmalarin (L.rhamnosus GG, L.reuteri, L.casei, Lactobacillus acidophilus,
L.plantarum, Bifidobacteria, Enterococcus faecium SF 68 ve Saccharomyces boulardii)
O6nemi buydktir (Pant ve ark. 1996, Coskun 2007, Delia ve ark. 2007).

Lactobacillus rhamnosus GG susu ilk olarak 1990 yilinda yapilan g¢alismalarda
kullanilmis ve sonrasinda ozellikle de ¢ocuk sagligina olan katkilar1 nedeniyle giiniimiizde
bebek ve ¢ocuk Grlinlerinin Uretiminde kullanim1 yayginlagsmistir. Dogal olarak insan bagirsak
mikrobiyotasinda bulunmasi, diisitk pH’daki ortamlara karsi direngli olmasi, gastrointestinal
sistem duvarina tutunabilmesi baglica 6zellikleridir (Goldin ve ark. 1992, Sjazewska ve ark.

2001, Reid ve Burton 2002).

Kalliomaki ve ark. (2001,2003) riskli gebelere ve bebeklerine L.rhamnosus GG verip,
akabinde izledikleri c¢aligmada, anne ve bebeklerde; atopik egzema, alerjik rinit, astim

sikliginin azaldigini gostermislerdir.

Hatakka ve ark. (2001), arastirmalarinda; L.rhamnosus GG katilarak verilen siitii
tilkketen cocuklarda rotaviriisten kaynaklanan diyarenin siddetinin azaldigi, antibiyotik
kullanimindan kaynaklanan diyarenin ise onemli Ol¢lide Onlendigi, ancak solunum yolu
enfeksiyonlarmin oniline gecilmesinde daha az etkili oldugunu tespit etmislerdir, baska bir
caligmada L.rhamnosus GG(ATCC 53013)’nin bebeklerdeki atopik egzamanin azaltilmasi,
atopik hastaliklarin Onlenmesi, sistik fibrozis semptomlarmin azaltilmasi, bifidobakteri
mikrobiyotasinin desteklenmesi, Streptococcus mutans aktivitesinin azaltilmasi, rotaviriis
diyarelerinin tedavisi, intestinal mikrobiyotanin diizenlenmesinde etkili oldugu belirlenmistir
(Sanders ve Veld 1999). Bunun yaninda Saarela ve ark. (2000) yilinda yaptiklar1 ¢aligmada
Lactobacillus rhamnosus’un, Clostridium difficile’ye bagli diyarenin 6nlenmesi ve gocuklarda

atopik dermatitis semptomlarinin azaltilmasini sagladigini bildirmislerdir.

Lin ve ark. (2005); 367 c¢ok diisikk dogum kiloda dogmus bebekte yasamin ilk
haftasindan baglayarak L.acidophilus ve B.infantis ek ilavesi ile Nekrotizan Enterekolit

sikliginin azaldigini saptamislardir.
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Rosenfeldt ve ark. (2002)’de yaptiklar1 ¢calismada; L.rhamnosus (19070-2) ve L.reuteri
(DSM 12246) kullanimi1 sonucu, akut diyareli ¢ocuklarda tedavinin besinci giiniinden itibaren

kontrol grubuna gore daha az sulu digkilama oldugunu belirlemislerdir.

Cats ve ark. 2003’nin yaptiklar1 ¢alismada; {iglii antibiyotik tedavisi alan H. pylori
pozitif hastalara, Lactobacillus ve Bifidobacterium suslarini igeren yogurt vermislerdir. Bu
bakteri gruplarinin, sadece ¢l tedaviyi alan gruba gore, enfeksiyonun tedavisinde daha
basarili oldugunu (% 78-91) tespit etmislerdir. Yapilan diger c¢alismalarda ozellikle
Lactobacillus cinsine ait tirlerde dretilen laktik asit ve bakteriyosine bagli olarak H.
pylori’nin iireaz aktivitesinin dnemli derecede azaldigi belirlenmistir (Randazzo ve ark. 2004,

Ceyhan ve Alig 2012).

Yash ve immiin sistemi baskilanmig hastalarin agiz boslugunda Candida albicans en
onemli enfeksiyon nedeni olarak gortilmektedir. Hatakka ve ark. (2007), yasli hastalarda
L.rhamnosus GG ve Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii JS iceren probiyotikli
peynir tiketiminden sonra C.albicans prevelansinda azalma oldugunu bildirmislerdir. Yapilan
bagka bir g¢alismada diyetle aliman L.acidophilusun, Candida albicans enfeksiyonlarini
onledigi ve/veya tekrarlanma oranmi azalttigi belirlenmistir (Vandenberg 1993,

Kalantzopoulos 1997, Murray 1998, Wiesenfeld ve ark. 2003).

Aso ve Akazan (1992), ¢alismalarinda 10 kob/g diizeyinde L.casei toz preparatindan
bir y1l boyunca giinde ii¢ defa tiiketen insanlarda mesane kanseri tedavi siirecinin hizlandigini

tespit etmislerdir.

Lactobacillus veya Bifidobacterium turlerini iceren probiyotik drunlerin kandaki
yuksek kolesterol seviyelerini azalttigi yoniinde birgok in vitro ve in vivo g¢alisma yapilmis,
Lactobacillus ve Bifidobacterium‘un; safra tuzlari varliginda, kolesterolii asimile edebilme
yetenegine sahip olduklari iizerinde durulmustur (Tok ve Aslim 2007). Baz1 ¢aligmalarda,
Lactobacillus ve Bifidobacterium’un tiikiiriikte ¢iiriik olusumuna neden olan bazi bakterilerin

sayilarini azalttig bildirilmektedir (Meurman ve Stamatova 2007).
Alerjik biinyeli ¢ocuklara standart allerji tedavisi yani sira Lactobacillus rhamnosus

GG ve Bifidobacterium lactis Bb-12 iceren mama verildiginde alerjik semptom ve bulgularin
daha ¢abuk kontrol altina alindig1 bildirilmektedir (Coskun 2007).

23



Yapilan ¢aligmalar laktobasil spp. ve bifidobakteri igeren ticari probiyotik suslarin
mukoz tabakasinin bozulmasinda rollerinin olmadigini, bu bakterilerin ¢ok nadir olarak
sindirim sistemi ve diger enfeksiyonlarla iliskilendirildigini ve teknolojide kullanilan tiirlerin
patojen olmayip gilivenilir olduklarin1 géstermektedir (Gomes ve Malcata 1999, Sanders ve

Veld 1999, Shortt 1999).

Lactobacillus spp. tiirlerinin birlesebilme yeteneklerinin, onlara diger patojenik
bakterinin kolonizasyonunu dnlemeleri agisindan firsat olusturdugu bildirilmistir (Reid ve ark.

1988, Boris ve ark. 1997).

Son yillarda yapilan ¢alismalarda Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp. gibi
probiyotik bakterilerin antimikrobiyal etkiye sahip olduklar1 Salmonella Typhimurium,
Clostridium difficile, Campylobacter jejuni, Escherichia coli ve Shigella spp. gibi patojen
bakteriler Uzerinde inhibisyon etkide bulunduklari kanitlanmistir (Klebanof ve ark. 1991,
Hirano ve ark. 2003, Maden ve Altun 2012).

Erginkaya ve ark. (2003)’nin, farkli laktik asit bakterisi kiiltiirlerini (Streptococcus
thermophilus + Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (A), Lactobacillus rhamnosus
(B), Bifidobacterium longum (C) ve Streptococcus thermophilus + Lactobacillus delbrueckii
subsp. Bulgaricus + Lactobacillus acidophilus + Bifidobacterium spp. igeren (D) ) kullanip
yogurt Urettikleri ¢alismada, Aspergillus flavus Uzerine en yiksek etkinin Lactobacillus

rhamnosus ve Bifidobacterium longum’un gosterdigini bildirmislerdir.

Plockova ve ark. (2001), tarafindan L.rhamnosus ve L.reuteri’nin Fusarium,
Aspergillus ve Penicillium tizerine antifungal etkilerini arastirilmis ve sonucta her iki laktik

bakterisinin s6z konusu kiif suslar1 tizerine antifungal etkileri olduklar: belirlenmistir.

L.paracasei subsp. paracasei susunun Bacillus subtilis ATCC 6633, Helicobacter
pylori, L.delbrueckii suslar1 ve bazi maya tiirleri ve suslari iizerine antimikrobiyal aktivitesi
oldugu tespit edilmistir (Atanassova ve ark. 2003). Giirsoy ve Kinik’in (2005) yaptiklart bir
baska c¢alismada, L.paracasei subsp. paracasei ve L.curvatus’un E. coli’ye kars1 yogun bir

antagonistik aktivite gosterdigini belirlemislerdir.
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Saglikli insanlarda gastrik pH yaklasik olarak 2-2,5 arasindadir (Bernet ve ark. 1993,
Onal ve ark. 2005). Laktik asit bakterilerinin énemli bir kismmnin pH 2,5 degerinde
canliliklarii koruyabildigi yapilan birgok c¢alismada gozlenmektedir (Mathara ve ark. 2008,
Akman 2009). Lactobacillus cinsi bakteriler genellikle, diger laktik asit bakterilerinden daha
cok asitlik kosullarina direncglidirler ve gelisme gosterebilirler (Hayaloglu ve Erginkaya

2001).

Haddain ve ark. (2004), bebeklerden izole ettikleri probiyotik bakterileri (L.casei,
L.gasseri, B.infantis) yogurt iiretiminde kullanarak depolama siiresince bu bakterilerin
canliliklarini incelemislerdir. Bu bakterilerin +4°C’de 15 giinden daha fazla siire canliliklarini
koruduklarmi belirlemiglerdir. Novik ve ark. (2006) yaptiklar1 ¢alismada, Bifidobacteri ve
Lactobacillus spp. gibi probiyotik bakterilerin, intestinal kanalda redoks potansiyelini

diisiirdiigiinii tespit etmislerdir.

Bifidobakterler ve bazi laktik asit bakterilerinin %1’ lik safra ortaminda aktivitelerine
devam ettigi tespit edilmistir (Nayir 2008). Yapilan in vitro ¢alismalarla bifidobakterler ile
laktobasillerin safra tuzlarina direncleri karsilastirildiklarinda bifidobakterlerin daha direngli
olduklar1 ancak direncin tiire bagli olarak degistigi belirtilmektedir (Tahri ve ark. 1996).
Ayrica Patel ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir baska calismada disik pH’da

mikroorganizmalarin safra tuzuna direnclerinin azaldig tespit edilmistir.

Bireylerden alinan gastrik biyopsi ve digki 6rneklerinin probiyotik mikroorganizma
ozellikleriyle ilgili yapilan calismada laktobasil suslarinin %54°i asit ortamda canliliklarini
devam ettirip ve/veya gelisebildikleri, % 0,3’liik safra tuzu konsantrasyonunda laktobasillerin
% 81’inin canliliklarin1 devam ettirebildikleri ve/veya gelisebildikleri belirlenmistir (Basyigit

2004).

Yapilan bir ¢alismada asitlik ve safra tuzlarina direng bakimindan; P.acidilactici S1,
S.salivarius subsp. thermophilus FYC1’in asitlige, B.longum PBC1 ve L.rhamnosus UCP1’in
safra tuzlarina, C.glutamicum R17 ve L.rhamnosus UCP1’in ise hem asitlik hem de safra

tuzlarma kars1 direncli olduklar1 belirlenmistir (Cakir 2004).

Vinderola ve Reinheimer (2003), L.casei ve L.rhamnosus’un asit ortama
L.acidophilus’a gore daha duyarli oldugunu belirlemis, mide 6zsuyu igerigine benzeyen ortam
sartlarinda L.casei ve L.rhamnosus’un hiicre sayisinin 2,7-5,9 logaritmik birim azaldigini

bildirmislerdir. L.acidophilus’un en iyi gelisimi gosterdigini, onu L.casei, L.rhamnosus ve
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bifidobakterlerin takip ettigini belirlemislerdir. Buna karsin Prasad ve ark. (1999) ise
L.rhamnosus suslarinin asit ve safra tuzunda L.acidophilus’a gore daha dayanikli oldugunu

belirtmislerdir.

Xanthopoulos ve ark. (2000), bebek feceslerinden izole ettikleri; Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei (6 sus), L.rhamnosus (6 sus), L.acidophilus (2 sus), L.gasseri (3
sug) ve L.reuteri’nin (3 sus) fonksiyonel ve probiyotik oOzellikleri ile ilgili yaptiklar
caligmada; test edilen c¢ogu bakteri susunun gastrointestinal sistemde canliligini
koruyabildigini, karbonil bilesen iiretebildiklerini belirlemislerdir. S6z konusu c¢alismada;
mide ortamimin diisiik pH’ma L.paracasei subsp. paracasei ve L.rhamnosus’un digerlerine
gore daha direngli oldugunu ve L.gasseri ve L.reuteri’nin siitii fermente edemedigini tespit
etmislerdir. Calismalar1 sonucunda L.acidophilus ve L.rhamnosus‘un bazi suslarinin fermente

slit liretiminde starter olarak kullanilabilecegi kanisina vardiklarini belirtmislerdir.

Xiaodong ve ark. (2009); bebek fegesinden izole ettikleri potansiyel probiyotik 6zellik
tastyan Lactobacillus acidophilus NIT’in pH 2-4’e, safra tuzuna (%]1-3) dayanikli ve

patojenlere kars1 giiclii bir inhibisyon etki gosterdigini tespit etmislerdir.

Altmis yedi saglikli bebekle (4,30,90 giinlik) yapilan caligmada izole edilen
(L.gasseri, L.crispatus, Lactobacillus paracasei, L.salivarius, L.fermentum) izolatlarin
cogunun ampicillin, amoxicillin/clavulanic acid, tetracycline, erythromycin, cephalothin,
chloramphenicol ve rifampicine duyarli iken, % 34’{iniin vancomycin ve bacitracine direngli
olduklarini belirlemiglerdir. 44 izolattan 20’sinin safra tuzuna toleransli oldugunu
belirlemislerdir. Dayanikli izolatlardan 17’sinin pH 3-3 saatlik inkiibasyon, 6’sinin pH 2’de
1,5 saatlik inkiibasyon ve sadece 2’sinin pH 2’de 3 saatlik inkiibasyon sonunda canliliklarini

koruyabildiklerini belirlemislerdir (Kirtzalidou ve ark. 2011).

Delgado ve ark. (2005) yilinda insanlardan izole ettikleri Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus rhamnosus, ve Lactobacillus brevis’in bazi suslarinin; erythromycin,

clindamycin ve vancomycine direncli olduklarini tespit etmislerdir.

Temmerman ve ark. (2003) potansiyel probiyotik 6zellige sahip 55 adet Lactobacillus
spp.’lerin (protein sentezini inhibitorii) tetrasiklin (%29), kloramfenikol (%12), eritromisin
(%21) antibiyotiklerine diisiik oranda direncli iken, hiicre duvari inhibitorii olan vankomisine

(%65) yiiksek oranda direngli oldugunu tespit etmislerdir.
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Nawaz ve ark. (2011) Pakistan’da anne siitiiyle beslenen bebeklerden izole ettikleri 61
Lactobacillus spp. izolatinda; L.fermentum NWS29’un gastrointestinal sistem sivisi ve safra
tuzuna en yiiksek toleransi ve patojenlere karsi en yiliksek antimikrobiyal aktiviteyi
gosterdigini tespit etmis, ayni zamanda in vitro sartlarda caco-2 hicrelerine en yiksek
tutunma oranma sahip oldugunu bildirerek, bu susun insanlar i¢in hazirlanabilecek

fonksiyonel gidalarda potansiyel probiyotik olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Caco-2 hiicreleri kullanilarak yapilan baska bir ¢alismada ise; siit iirlinlerinden izole
edile L.plantarum ACA-DC146 icin %25,5; L.paracasei subsp. paracasei ACA-DC 221,
3334 ve 3335 suslan igin sirasiyla %13,1; %13,8 ve %11,8 tutunma oranlar1 saptanmigtir

(Maragkoudakis ve ark. 2006).

Lactobacillus spp.’lerin antibiyotik duyarliliklariyla ilgili yapilan diger ¢alismalarda
L.casei, L.rhamnosus, L.plantarum, pediococci ve Leuconostoc spp. suslarinin vankomisin’e

kars1 direngli oldugu belirlenmistir (Swenson 1990).

Karaoglu ve ark. (2003) insanlardan izole ettikleri 100 Lactobacillus izolatinda 6
tanesinin bakteriyosin iliretme yeteneginde oldugunu, bakteriyosinlerin; alkali ortam ve

proteinaz enzimine duyarli iken katalaza dayanikli olduklarini tespit etmiglerdir.

Fernandez ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢alismada; insanlardan izole ettikleri Lactobacillus
acidophilus UO 001 ve L.gasseri UO 002 pH 2-3, pepsin varligina ve safra tuzuna direngli
olduklarin1 ayn1 zamanda siit varliginda bu direncin arttigini1 belirterek potansiyel probiyotik

suslar oldugu tlizerinde durmuslardir.

Succi ve ark. (2005), Parmigiano Reggiano peynirinden izole ettikleri Lactobacillus
spp.‘lerden L.rhamnosus ATCC 7469’nin gastrointestinal sistemde diisiik pH, safra tuzu ve

asitler gibi cesitli stres faktdrlerine dayanikli oldugunu belirtmislerdir.

Yildiz ve ark. (2011) yilinda bebeklerden izole ettikleri Lactobacillus rhamnosus’ un
LP1, E3 ve E9 suslariyla yaptiklar1 ¢aligmada bu suslarin diisiik pH’ya ve safra tuzuna

direngli olduklarini ve kolestrolii diisiirmede etkili olduklarini bildirmislerdir.

Khalil ve ark. (2007) yilinda, 3-6 aylik bebek feceslerin izole ettikleri 55 laktik asit
bakterisinin fonksiyonel 6zelliklerini, inceledikleri ¢alismada; Lactobacillus acidophilus,
L.plantarum, Enterococcus faecium ve E.faecalis tiirlerini popiilasyonda yogun olarak tespit

etmislerdir. %0,4 Safra tuzu, 3 pH, intestinal mukoz tabakasina tutunum 6zellikleri dikkate
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alindiginda L.plantarum (P1 ve P164), L.pentosus (P191) ve L.fermentum’un (P10 ve P193) 5

susu iizerinde olumlu 6zellikleri agisindan durmuslardir.

Kotsou ve ark. (2008), bebek feceslerinden elde edilen L.acidophilus, L.rhamnosus,
L.paracasei subsp. paracasei, L.fermentum, L.delbrueckii subsp. delbrueckii, L.cellobiosus,
L.plantarum, L.brevis ve L.crispatus ile hiicre tutunumu, safra tuzuna direng, diisiik pH gibi
fonksiyonel Ozellikleri dikkate alinarak yapilan ¢alismada L.paracasei subsp. paracasei ve
L.fermentum’un bazi1 suslarinin  potansiyel probiyotik mikroorganizmalar olarak

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Epitele kolonizasyon goOsteren probiyotik kriterlerden olan agregasyon ve
otoagregasyon faaliyetlerinin asidik (pH 3-4) ortamda en iyi oldugu, ntr pH’ da sabit kaldig:
ve pH 10 da ise tamamen yok oldugu bildirilmistir. L.casei GR-1 susunun pH 3,3 de 5,6 ya
oranla daha iyi otoagrege oldugu tespit edilmistir (Eryilmaz 2011).

Sit drlnlerinde starter olarak kullanilabilecek potansiyel probiyotiklerin belirlenmesi
amaciyla yapilan c¢alismada; izole edilen Lactobacillus spp.’lerin ¢ogunun koyun ve inek
suttinG 30”de ¢ok 1iyi asitlendirebildigini, Yiiksek p-galaktosidaz aktivitesi aym zamanda
peynirde arzu edilen tatlarin gelisiminde etkili aminopeptidaz aktivitesi belirlendigi, ayrica
L.rhamnosus ATCC 53103’un a-fukosidaz aktivitesi gosterdigi (intestinal sistemde
kolonizasyonu kolaylastirir), a-glukosidaz aktivitesi eksikligi goriildigii (diyabetik ve kilolu
insanlar i¢in olumlu) ve L.mesenteroides’in sadece D(-) laktik asit tireticisi oldugu tespit

edilmistir (Monteagudo-Mera ve ark. 2011).
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3. MATERYAL ve METOD

3.1 Materyal

Bu ¢alismada bir yasindan kiigiik bebeklerin fegesleri Ocak 2011 - Nisan 2013 tarihleri
arasinda Tekirdag’da cesitli kliniklerden toplanmistir. Bebeklerin yaslarinin dagilimi Sekil
3.1’de verilmistir. Arastirma materyalini, anne sitlyle beslenen bir yasindan kiigiik
bebeklerin fegeslerinden izole edilen Lactobacillus izolatlar1 olusturmustur. Bebek fecesleri

— 40 °C de analiz yapilana kadar muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.1. Bebeklerin yaslarinin haftalara gore dagilimi

3.2 Metod

3.2.1 Orneklerden Laktik Asit Bakterisi (LAB) izolasyonu ve Tanimlanmasi

Izolasyon icin, MRS Agar besiyerlerinde yayma plak yontemi kullanilarak ve ekim
yapilan petriler 30+1°C’de 72 saat anaerobik olarak (Sekil 3.2.1) inkiibe edilmistir (De Man
ve ark. 1960). Inkiibasyon sonunda birbirinden farkli goriiniimdeki koloniler, aym
besiyerlerinin sivi ortami olan MRS besiyerine alinip iiremeleri saglandiktan sonra tekrar

agarli besiyerine siirme kiiltiir yontemi ile pasajlanarak saflastirilmigtir.
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Laktik asit bakterilerinin tanimlanmalarinda geleneksel olarak kullanilan taksonomik
simiflandirmanin temeli, morfolojik 0zellik, mikroskobik gorinim, gram reaksiyonlar1 ve
katalaz aktiviteleri, glukozdan gaz iiretme, argininden amonyak olusturma, farkli tuz
konsantrasyonlarinda (%2 ve %4) ve farkli sicakliklarda (15°C’de ve 45°C’de) gelisme ve
metabolik/biyokimyasal ézelliklerin incelenmesini iceren fenotipik 6zellikler baz alinmaktadir
(Kandler ve Weiss 1986, Xanthopoulos ve ark. 1999, Gobbetti ve ark. 2005).

b)

Sekil 3.2.1. Izolatlarm ekimi i¢in kullanilan a) Anaerobik jar b) Anaerocult

3.2.1.1 Gram boyama

Christian Gram tarafindan 1884 yilinda gelistirilmis diferansiyel bir boyama teknigi
olan Gram boyama ile bakterilerin Gram reaksiyonu incelenmistir. izolatlarin 24 saatlik aktif
kiltirlerinden Gram boyama yapilmis mor-mavi renkli olan bakteriler Gram pozitif, pembe

renkli olan bakteriler ise Gram negatif olarak degerlendirilmistir (Gram 1884, Temiz 2008).

3.2.1.2 Katalaz Testi
Katalaz testi i¢cin MRS agarda gelistirilmis olan aktif koloniler iizerine % 3-30’luk

H.0O, cOzeltisinden 2-3 damla ilave edilerek, kolonilerin etrafinda gaz kabarciklarinin

goriilmesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Temiz 2008).
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3.2.1.3 Glukozdan Gaz Olusturma

Glukozdan gaz olusturma yeteneginin belirlenmesinde igerisinde Durham tiipii
bulunan MRS sivi besiyeri kullanilmig, 30°C‘de 48 saat inkiibasyona birakilan bakterilerin
gaz olusumlar1 gozlenmistir (Harrigan ve Mc Cance 1966, Kandler ve Weiss 1986).

3.2.1.4 Argininden Amonyak Olusturma

Argininden amonyak olusturma yeteneginin tespitinde, Arginin-MRS Broth besiyeri
kullanilmistir. Besiyerine (5 mL) aktif kiiltiirlerden birer 6ze asilanarak 30°C’de 24 saat
inkiibe edilmis, bu siirenin sonunda beyaz porselen plaka iizerinde Nessler reaktifi ilavesiyle
renk degisimi incelenerek; rengin kirmizi-turuncuya donusiimii pozitif reaksiyon, limon
sarisina doniisiimii negatif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Harrigan ve Mc Cance 1966,
Cakir 1996).

3.2.1.5 Farkh Sicakliklarda (15°C ve 45°C) Gelisme Testi

Farkli sicakliklarda (15°C ve 45°C) gelisme testi i¢in MRS besiyeri kullanilmistir. 5
mL’lik MRS besiyeri iceren tiiplere taze kiiltiirden 6ze ile asilama yapilarak, 15°C ve

45°C’de, 48 saatlik inkiibasyon sonunda bulaniklik olusumuna gore degerlendirme yapilmistir

(Harrigan ve Mc Cance 1966, Cakir 1996).

3.2.1.6 Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisme Testi

Farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme testi i¢in, %2 ve %4 sodyum kloriir ilave
edilerek MRS broth besiyeri hazirlanmis, test edilecek izolat, bu besiyerini igeren tiiplere
inokiile edilerek 30+1°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda izolatin

tireme yetenegi, besiyerinde bulaniklik olup olmamasi gozlenerek degerlendirilmistir (Fortina

ve ark. 2003).
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3.2.2 izolatlarin Genotipik Tanmimlanmasi

3.2.2.1 izolatlarin Hiicresinden Genomik DNA’larn izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in, MRS agarda daha onceki asamalarda muhtemel laktik asit
bakterisi olarak saflastirilmis olan izolatlardan saf bakteri kiiltiiri MRS siv1 besiyerine bir 6ze
dolusu asilanarak 30 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir. 2000 uL’lik ependorf tiiplerine 1500 pL
bakteri kolonisi alinarak, 10 dk 13 000 g’de santrifiij edilmistir. Siipernatant kismi pipet
kullanilarak dikkatlice aymrildiktan sonra pelletler -80°C’de 15 dk bekletilerek DNA
ekstraksiyonu yapilmigtir. DNA ekstraksiyonu igin; pelletlere 6ce 95 puL 1X PCR buffer
akabinde 5 pL lizozim (50 mg/mL) ilave edilmis her ilave sonrasinda dikkatlice pipetlenip
karistirtlmistir. Oda sicakliginda 15 dk bekletildikten sonra 3 uL proteinaz K (20mg/mL) ilave
edilip birkac saniye vortekslendikten sonra 58°C’de 60 dk su banyosunda bekletilip,
sonrasinda enzimlerin inaktivasyonu igin 95°C’de 8 dk su banyosunda inkiibasyona
brrakilmstir. Santrifiij edilip (1 dk) -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.2 DNA Konsantrasyon Tespiti

3.2.2.2.1 Saflik ve miktar tayini

Izole edilen DNA numunelerinin saflik ve miktar tayinleri Nanospektrofotometrede
(Shimadzu, Japonya) seyreltilmemis ana stok DNA’larin kullanim1 3 pL ile 3 paralel okuma
yapilip bu degerlerin ortalamasi alinarak gerceklestirilmistir. DNA numunelerinin okunmasi
icin kontrol olarak dehidrasyon tamponu kullanilarak 260 nm, 280 nm, 260 nm/280 nm,
260/230 nm degerleri Olgiilmiis ve DNA numunelerinin konsantrasyonlar1 ng/pul olarak
belirlenmistir (Sambrook ve Russell 2001).

Olgiimler 3 tekrarli yapilmistir. DNA 6rneklerinin safliklariin  kontrolii igin
0D260/0D280 i¢in kullanilmistir. Degerlendirme saf ornekler i¢in 1,8 ideal, daha yiiksek
degerler i¢in RNA, daha diisiik degerlerde ise protein kontaminasyonu olarak kabul edilmistir.
DNA miktar 260 nm dalga boyunda spektrofotometrede absorbans olgiimii yapilarak
belirlenirken, elde edilen genetik materyalin protein kirliligi tasiyip tasimadigi 280 nm’de

6l¢iim yapilarak tespit edilmistir.
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3.2.2.3 Bakterilerin 16S rDNA Bolgesinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
cogaltilmasi

a. PCR islemi:

Hedef bolgelerin c¢ogaltilmasi i¢in PCR yapilacak ornekler i¢in 200 pL’lik PCR
tiiplerine toplam hacim 50 pLolacak sekilde sirasiyla 21 pL molekiiler ¢alismalar igin
tiretilmis steril su, 25 pL 2X Taq Master Mix, 1 pL 16S ileri (5-GCA AAC AGG ATT AGA
TAC CC-3) ve 16S geri primer (5-AGG AGG TGA TCC AAC CGC A-3) (Griesen 1994,
Rothman ve ark 2002) veya 1 uL 16S ileri 1492r (5-
CCCGGGATCCAGCTTTACCTTGTTACGACTT-3), 1 pL 16S geri primer 27f (5-
CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCMTGGA-3) (Lane 1991), son olarak 2 pL
DNA ve negatif kontrol i¢in 2 pL ¢alismada kullanilan sterli su kullanilmistir.

Tiipler hedef bolgelerin ¢ogaltilmast icin PCR haznesine yerlestirildikten sonra PCR
reaksiyon parametreleri 94°C’de 2 dk Initial Denaturation (denatlirasyonun baslamasi),
94°C’de 1 dk Denaturation (ift zincirin agilmasi), 55°C’de 1 dk Annealing (primerlerin
baglanmasi) ve 72°C’de 1 dk Extension (zincir uzamasi) olarak optimize edilmistir ve bu

islem 30 defa tekrarlanmistir son olarak 72°C’de 5 dk ile islem tamamlanmustir.

b. PCR Urlinlerinin Elektroforezi:

DNA o6rneklerinin elektroforezi, % 1 agaroz igeren jellerde yapilmistir (Meyers ve ark.
1976). PCR amplifikasyonu tamamlanmig DNA 6rneklerinden 10 pL alinarak UGzerinde 2 pL
boya ¢ozeltisi (Gene Ruler 1 kb DNA Ladder) ile karistirilarak ve mikropipet araciligi ile jel
kuyucuklaria yiiklenmistir. DNA’nin biiyiikliigiinii belirlemek amaciyla jelin bir kuyucuguna
da 5 pL marker (6x Loading Dye Solution) yiiklenmistir.

Yiikleme islemi bittikten sonra tank kapatilarak giic kaynagina baglanarak, 100 voltta
— 325 mA’de 30-60 dak siire ile elektroforez islemi yapilmigtir. Olusan DNA bantlar1 jel
dokiimantasyon sisteminde goriintiilenmis, bilgisayar ortaminda analiz edilmistir. Sekil
3.2.2.3’te Polimeraz Zincir Reaksiyon Cihazi, Elektroforez cihazi, Jel Goruntileme Sistemi

yeralmaktadir.
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b)

Sekil 3.2.2.3. a) Polimeraz Zincir Reaksiyon Cihazi (Applied Biosystem, ABD)

a) Elektroforez cihazi (Thermo Scientific) c) Jel Gorlntuleme Sistemi (BIO RAD,
Fransa)

3.2.2.4 DNA Dizi Analizi (PCR Uriinlerinin Saflastirilmas1 ve Tanimlanmasi)

Bebek fegeslerinden izole edilip cesitli ozellikleri incelenen 104 adet Lactobacillus
spp.’nin DNA yapilarini tespit etmek amaciyla yapilmistir. PCR’da ¢ogaltilan ve agaroz jelde
goruintiilenen DNA 6rneklerinin per saflastirma ve DNA dizi analizi Gazi Universitesi Yasam
Bilimleri Uygulama ve Arastirma Merkezinde yapilmistir. Dizi analizi ABI 3130 Genetic
Analyser cihazi Sanger metodu kullanilarak yapilmistir (Sanger ve ark. 1977).

34



Her bir izolatin olusturdugu bant durumu not edilmistir. Tiim veriler DNA (Lasergene
11; DNASTAR Inc, Madison, WI, USA)’de analiz edilerek olusturulan dendograma gore
genetik akrabalik oranlar1 belirlenmistir. Ayrica izolatlarin sekanslama islemi sonrasi elde

edilen 16S rDNA bélgesinin dizisi EK 1’ de verilmistir.

3.2.3 Tammlanan Lactobacillus spp. Izolatlarimin Teknolojik ve Probiyotik
Ozelliklerinin Belirlenmesi

Tanimlanan Lactobacillus spp. izolatlarinin probiyotik ve teknolojik o6zelliklerini
belirlemek amaciyla, antibakteriyel aktiviteleri, asit, hidrojen siilfiir, hidrojen peroksit, D- ve
L-laktat iiretme yetenekleri, asit ve safra tuzu toleranslari, bazi antibiyotiklere hassasiyetleri

ve tutunma yetenekleri gibi 6zellikleri incelenmistir.

3.2.3.1 izolatlarin asit tiretme yeteneklerinin belirlenmesi

Izolatlarin asit iiretme yeteneklerini test etmek i¢in MRS s1v1 besiyeri bulunan tiiplere
izolatlardan ayr1 ayri inokiile edilecek ve 30+1°C’de 24 saat inklbe edilmistir. Analiz (¢
tekerriir yapilmistir. Inkiibasyon siiresince 3, 6, 18 ve 24. saatler sonunda kiiltiirlerde pH

Ol¢timleri yapilmistir (Sagdic ve ark. 2002).

3.2.3.2 izolatlarn hidrojen sulfiir Giretme yeteneklerinin test edilmesi

Izolatlarm hidrojen siilfiir iiretme yeteneklerini belirlemek icin, Triple Sugar Iron Agar
yatik besiyerine 6ze ile aktif kiiltiirden ekim yapildiktan sonra 30+1°C’de 2 hafta inkiibe

edilmistir. Siire sonunda besiyerinin renginde siyahlagma olup olmadig1 gézlenmistir (Lee ve

Simard 1984).

3.2.3.3 Izolatlarin hidrojen peroksit tiretme yeteneklerinin belirlenmesi

Yirmi dort (24) saatlik aktif LAB Kkiiltiirlerinden % 2 oraninda; % 10 kurumadde
icerigine sahip sterilize edilmis yagsiz siit besiyerine inokiile edilerek 30+1°C’de 48 saat

inklibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda distile su ile 25 mL’ye tamamlanarak ve 5000
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dev/dak hizla 15 dakika santrifiij edilmistir. Santriflij sonrasi, listte kalan kisim (supernatant)
alinarak Whatman 42 filtre kdgidindan ardindan 0,2 pm gézenek ¢apli filtrelerden gegirilerek
karanlik ortamda siiziilmiistiir. Siizlilen kisimdan 8’er mL alinarak iizerlerine sirasiyla 1 mL 1
N sdlfurik asit, 1 mL 0,01 M amonyum molibdat ve 1 mL 1 M potasyum iyodur ¢ozeltileri
ilave edilerek karistirlmis ve 400 nm dalga boyunda spektrofotometrede olctimleri
gerceklestirilmistir.

Analiz iki tekerriir yapilmistir. Sonuglar, hidrojen peroksit standart egrisi ile

karsilagtirilarak, izolatlarin hidrojen peroksit iiretimleri pg/mL olarak tespit edilmistir

(Toksoy 1996).

3.2.3.3.1 Hidrojen peroksit standartinin hazirlanmasi

Hidrojen peroksitten (%35); 0,1 mL alinip, 25 mL’ye distile su ile tamamlanmistir.
Cozeltiden 1 mL alinarak tekrar 25 mL’ye distile su ile tamamlanmistir. Metodta bahsi gecen
islem aynen uygulanip, hidrojen peroksit standart egrisi ¢ikarilarak, bu egriden 1 pg/mL
H20,’ye tekabiil eden hidrojen peroksit degeri hesaplanmistir (Toksoy 1996).

3.2.3.4 izolatlarin D- ve L-Laktat (iretme yeteneklerinin belirlenmesi

Izolatlarin D- ve L-laktat Gretme yetenekleri enzimatik olarak D-lactate ve L-lactate
dehydrogenase kullanilarak spektrofotometrik olarak (Shimadzu UV-1208, Japonya) tespit
edilmistir (Boehringer-Mannheim 1989). Sekil 3.2.3.4’te izolatlarin D-L Laktat Gretimlerinin

tespiti i¢in hazirlik asamasi yeralmaktadir.

Sekil 3.2.3.4. Izolatlarin D-L Laktat tiretimlerinin tespiti
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3.2.3.5 izolatlarin antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi

Izolatlarm MRS s1v1 besiyerleri icindeki 24 saatlik taze kiiltiirleri hazirlanarak, kiiltiir
santrifiijlenmis ve hiicresiz soliisyon elde edildikten sonra slpernatant 0,2 pum gdzenek
boyutunda seliiloz asetat filtreden gecirilmistir. Antibakteriyel aktivite i¢in segilen [S. aureus
(ATCC 25923) , L.monocytogenes (ATCC 7644), S.Enteritidis (ATCC 13076), E.coli (ATCC
25922), E.coli O157:H7 (NCTC 12900)] test bakterilerinin 18 saatlik kultirlerini iceren
Nutrient Agar besiyerleri petrilere dokiilerek ve 6 mm ¢apinda kuyucuklar agilmigtir. Her bir
kuyucuga antibakteriyel aktivitesi test edilecek izolatin slipernatanti pipetlenerek yirmi dort
(24) saat inklbasyon sonunda, kuyucuklar etrafinda olusan inhibisyon zonlarinin gaplari

olgiilerek kaydedilmistir. Analiz ti¢ tekerriir yapilmistir (Arict ve ark. 2004).

3.2.3.6 izolatlarin asit toleranslarimin belirlenmesi

LAB izolatlar1 MRS siv1 besiyerinde 37°C’de bir gece inkiibe edildikten sonra pH’lar1
HCl (3M) ile 3’e ayarlanmis 10 mL’lik taze MRS siv1 besiyerine bakteri ekimi yapilarak
kiiltiirel yontemle baslangi¢ sayilar: tespit edilmistir. Hazirlanan bakteri kiilttirleri 37°C’de 3
saat (180 dak) inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun baslangicinda ve sonunda pH 3’deki
kiiltiirlerden 1’er mL alinarak, 9 mL steril fizyolojik tuzlu su ile 10'6’ya kadar seri diliisyonlar1
hazirlanan ve 1073, 107, 10 diliisyonlardan MRS besiyerine damla kiiltir yontemiyle ekim
yaptlmistir. Analiz ii¢ tekerriir yapilmigtir. Bu petri kutular1 37°C’de 48 saat inkiibe edilerek
inkiibasyon sonunda MRS besiyeri {izerinde gelisen koloniler sayilmis ve baglangi¢ sayisina
gore bakterilerin canli kalma oranlar tespit edilmistir (Arict ve ark. 2004, Maragkoudakis ve
ark. 2006).

3.2.3.7 Izolatlarin antibiyotiklere direncinin tespiti

Izolatlarin antibiyotiklere karsi hassasiyetlerini belirlemek icin farkli 5 antibiyotik
(CHL; Chloramphenicol, KAN; Kanamycin, PEN; Penicillin G, STR; Streptomycin, TET;
Tetracycline) (Bioanalyse) diskleri kullanilmistir. Sekil 3.2.3.7°de Antibiyotik disklerinin

yerlestirilmesi gorilmektedir.
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Sekil 3.2.3.7. Antibiyotik disklerinin yerlestirilmesi

Izolatlarn MRS s1v1 besiyerindeki 18 saatlik aktif kiiltiirlerinin optik yogunlugu 1,5
McFarland’a ayarlanmistir. Steril MRS agar besiyeri 45-50°C’ye sogutulup optik
yogunluklar1 ayarlanmis izolatlardan %1 oraninda karistirildiktan sonra steril petrilere
dokiilmiistiir. Bu sekilde hazirlanan petrilere, petri kabinin kenarindan 10 mm, birbirlerinden
15 mm uzaklikta olacak sekilde antibiyotik diskler yerlestirilerek petriler, 37°C’de 18 saat
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonunda disklerin etrafinda olusan inhibisyon zonu

caplar Ol¢iilmistiir. Analiz {i¢ tekerriir yapilmistir (Kheadr ve ark. 2007).

3.2.3.8 izolatlarin safra tuzlaria direncinin belirlenmesi

Izolatlarin safra tuzlaria dayanimi Kotsou ve ark. (2008)’1 tarafindan uygulan metoda
gore tespit edilmistir. Aktif kilttrler (2236 g) 5 dk santriflij edilmis, pelletler 0,5 mL MRS ile
sulandirilmistir. 5 mL MRS broth’a % 0,3 safra tuzu ya da kontrol grubu igin MRS broth
eklenmistir. Yukarida bahsi gegen inokulumdan 50 pL ilave edilip, 37°C’de 24 saat anaerobik

sartlarda inkiibasyona birakilmistir.

Analiz ti¢ tekerriir yapilmistir. 0. ve 24. satte MRS agara ekim yapilarak izolatlarin

safra tuzlarina karsi direngleri belirlenmistir.
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3.2.3.9 izolatlarin hidrofobisite yeteneklerinin belirlenmesi

Probiyotiklerin bagirsak yiizeylerine tutunma kabiliyetlerinin 6l¢iisli olan hidrofobisite
Perez ve ark. (1998)’nin bildirdikleri metoda gore belirlenmistir. Taze bakteri kiltiriinden 2
mL; 0,4 mL xylen ile birlikte 120 sn vortekslendikten sonra iistte kalan faz uzaklagtirilmais,
alttaki faz (sulu faz) spektrofotometrede (Shimadzu 1208) 600 nm’de absorbansi l¢iilmiistiir.

Analiz ti¢ tekerriir yapilmistir.

Sulu faz uzaklastirilmadan once (Ao) ve sonraki (A) absorbans degerleri arasindaki

farktan hiicre ylizeyi hidrofobisitesi asagidaki formiil yardimiyla hesaplanmistir.

Hidrofobisite (%) = [(Ao - A)/Ao] x 100

A, ve A degerleri xylen ile ekstraksiyondan dnce ve sonraki absorbans degerleridir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Orneklerden Laktik Asit Bakterisi (LAB) izolasyonu

4.1.1 izolatlarin fenotipik 6zellikleri

Bebek feceslerinden izole edilen 104 laktik asit bakterisi (LAB) izolatlarinin bazi
fenotipik 6zelikleri  Cizelge 4.1.1°de verilmistir. Izolatlardan 27’sinin (% 26) glukozdan gaz
iirettigi, 77 (% 74) adedinin ise iiretmedigi belirlenmistir. izolatlarm 21 (% 20) adedinin
argininden amonyak olusturabildigi, 27’sinin (% 26) 15°C’de gelisemeyip, 45°C’de gelisme
gosterdikleri tespit edilmistir. Sekil 4.1.1°de izolatlarin tek koloni hali ve glukozdan gaz
olusturan 122 nolu 6rnek, Sekil 4.1.1.2°de izolatlarin glukozdan gaz olusturma yetenekleri ve

Sekil 4.1.1.3’te izolatlarin 15°C ve 45°C’de gelisme yetenekleri yeralmaktadir.

Cizelge 4.1.1. izolatlarin Kismi Karakterizasyonu

izolat no | Morfoloji | Gram | Katalaz | Glukozdan 15°C’de 45°C’°de %2 %4 Argininden
Gaz Gelisme Gelisim Tuzda Tuzda NH,
Uretimi Gelisim Gelisim Uretimi
BF 2 cubuk + - - + - + + -
BF 3 cubuk + - + - + + + +
BF 6 cubuk + - - + - + + -
BF 7 cubuk + - - + + + + -
BF 9 cubuk + - - + - + + -
BF 10 cubuk + - + - + + + +
BF 13 cubuk + - + - + + + +
BF 14 cubuk + - - + - + + -
BF 18 cubuk + - + - + + + +
BF 20 cubuk + - - + - + + -
BF 23 cubuk + - + - + + + +
BF 24 cubuk + - - + - + + -
BF 25 cubuk + - - + - + + -
BF 26 cubuk + - - + + + + -
BF 27 cubuk + - + - + + + +
BF 29 cubuk + - + - + + + +
BF 31 cubuk + - - + - + + -
BF 32 cubuk + - + - + + + +
BF 34 cubuk + - + - + + + +
BF 35 cubuk + - - + - + + -
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Cizelge 4.1.1 Izolatlarin Kismi Karakterizasyonu (Devam)

izolat no | Morfoloji | Gram | Katalaz | Glukozdan | 15°C’de 45°C’de %2 %4 Argininden
Gaz Gelisme Gelisim Tuzda Tuzda NH,
Uretimi Gelisim Gelisim Uretimi
BF 37 cubuk + - + - + + + +
BF 38 cubuk + - - + - + + -
BF 41 cubuk + - + - + + + +
BF 44 cubuk + - + - + + + +
BF 47 cubuk + - - + - + + -
BF 53 cubuk + - + - + + + +
BF 55 cubuk + - - + - + + -
BF 56 cubuk + - - + - + + -
BF 57 cubuk + - - + - + + -
BF 59 cubuk + - - + - + + -
BF 61 cubuk + - - + - + + -
BF 62 gubuk + - - + - + + -
BF 68 cubuk + - - + - + + -
BF 69 cubuk + - - + + + + -
BF 70 cubuk + - - + + + + -
BF 73 cubuk + - - + + + + -
BF 74 cubuk + - - + - + + -
BF 75 cubuk + - + - + + + +
BF 76 cubuk + - - + + + + -
BF 77 cubuk + - - + - + + -
BF 78 cubuk + - - + - + + -
BF 80 cubuk + - - + - + + -
BF 86 cubuk + - - + - + + -
BF 89 cubuk + - - + - + + -
BF 92 cubuk + - - + - + + -
BF 96 cubuk + - - + - + + -
BF 97 cubuk + - - + - + + -
BF 99 cubuk + - - + - + + -
BF 100 | gubuk + - - + - + + -
BF 102 | gubuk + - - + - + + -
BF 105 | gubuk + - + - + + + +
BF 108 | gubuk + - - + - + + -
BF 109 | cubuk + - - + - + + -
BF 111 | gubuk + - - + + + + -
BF 112 | gubuk + - - + - + + -
BF 117 | cubuk + - - + - + + -
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Cizelge 4.1.1 Izolatlarin Kismi Karakterizasyonu (Devam

izolat no | Morfoloji | Gram | Katalaz | Glukozdan | 15°C’de 45°C°de %2 %4 Argininden
Gaz Gelisme Gelisim Tuzda Tuzda NH,
dretimi Gelisim Gelisim Uretimi
BF 119 | gubuk + - - + - + + -
BF 120 | gubuk + - - + - + + -
BF 122 | gubuk + - + - + + + +
BF 123 | gubuk + - - + - + + -
BF 124 | cubuk + - - + - + + -
BF 125 | gubuk + - + - + + + +
BF 127 | gubuk + - + - + + + +
BF 131 | gubuk + - - + - + + -
BF 132 | cubuk + - + - + + + +
BF 134 | cubuk + - - + - + + -
BF 136 | gubuk + - - + - + + -
BF 141 | cubuk + - - + - + + -
BF 143 | cubuk + - - + - + + -
BF 145 | cubuk + - - + - + + -
BF 146 | gubuk + - - + - + + -
BF 147 | cubuk + - - + - + + -
BF 149 | cubuk + - + - + + + +
BF 154 | cubuk + - - + - + + -
BF 160 | cubuk + - - + - + + -
BF 161 | gubuk + - - + - + + -
BF 164 | cubuk + - - + - + + -
BF 165 | cubuk + - - + + + + -
BF 169 | cubuk + - - + - + + -
BF 173 | gubuk + - - + - + + -
BF 174 | gubuk + - - + - + + -
BF 178 | gubuk + - - + - + + -
BF 183 | gubuk + - - + - + + -
BF 184 | cubuk + - - + - + + -
BF 186 | cubuk + - + - + + + +
BF 187 | cubuk + - - + - + + -
BF 188 | cubuk + - - + - + + -
BF 189 | cubuk + - - + - + + -
BF 191 | cubuk + - - + - + + -
BF 193 | cubuk + - - + - + + -
BF 194 | cubuk + - - + - + + -
BF 196 | cubuk + - - + - + + -

42




Cizelge 4.1.1 Izolatlarin Kismi Karakterizasyonu (Devam

izolat no | Morfoloji | Gram | Katalaz | Glukozdan 15°C’de 45°C’°de %2 %4 Argininden
Gaz Gelisme Gelisim Tuzda Tuzda NH,
dretimi Gelisim Gelisim Uretimi
BF 199 | cubuk + - - + + + + -
BF 200 | gubuk + - - + - + + -
BF 201 | cubuk + - - + - + + -
BF 203 | cubuk + - + - + + + +
BF 205 | gubuk + - + - + + + +
BF 206 | cubuk + - + - + + + +
BF 210 | cubuk + - + - + + + +
BF 211 | cubuk + - - + + + + -
BF 214 | cubuk + - + - + + + +
BF 215 | cubuk + - - + + + + -
BF 217 | cubuk + - + - + + + +
BF 218 | cubuk + - - + - + + -

b)

Sekil 4.1.1.1. a) izolatlarin tek koloni diisiiriilmesi, b) Glukozdan gaz Gretimi pozitif veren

BF 122 nolu 6rnegin goriintiisii
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Glukozdan gaz olugsumu

L.fermentum (%100)
L.spp (%27)
(2011_lleo_VSA_E2,
TBZ2)

nGaz (+) mGaz(-)

Sekil 4.1.1.2. izolatlarin glukozdan gaz olusturma yetenekleri

Hem 15°C ve 45°C’de Gelisim

L.rhamnosus
(%100)

Sekil 4.1.1.3. Izolatlarin 15°C ve 45°C’de gelisme yetenekleri

44



4.1.2 izolatlarin Genotipik Tanimlanmasi

Universal primer ciftleri kullanilarak ;16S ileri (5-GCA AAC AGG ATT AGA TAC
CC-3) ve 16S geri primer (5-AGG AGG TGA TCC AAC CGC A-3), ile 16S ileri 1492r (5-
CCCGGGATCCAGCTTTACCTTGTTACGACTT-3), 16S geri  primer 27f (5-
CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCMTGGA-3) kullanilarak bantlar elde edilmis
ve ve izolatlarin Lactobacillus cinsine ait olduklari molekiiler olarak PCR’la tanimlanarak
desteklenmistir. Sekil 4.1.2°de 47, 74 ve 131 nolu izolatlarin PCR reaksiyonu sonucunda elde
edilen % 2’lik jel goriintiisii yeralmaktadir.

1500 bp
1000 bp

750 bp
500 bp

250 bp

Sekil 4.1.2. izolatlarmn (47, 74 ve 131 nolu) universal primeri ile yapilan PCR reaksiyonu
sonucunda elde edilen agaroz jel (%2) gorintisi

4.1.2.1 Dizi analiz sonuglari

DNA orneklerinin PCR’da ¢ogaltilmasindan sonra sekans analizi yapilmadan Once
mutlaka PCR iiriinlerinden temizlenmesi gerekmektedir. Ileri ve geri primerlerle yapilan dizi
analizi sonucu elde edilen 16S rDNA sekanslarinin NCBI Gen bankasi sonuglari ile
blastlanmasi sonrasi elde edilen % benzerlikleri asagidaki Cizelge 4.1.2.1°de ve tanimlama
sonrast % dagilimlar1 Sekil 4.1.2.1.2°de belirtildigi gibidir. Tiim 6rnekler, yaklasik 620 baz

cifti olarak degerlendirmeye alinmistir.
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Cizelge 4.1.2.1. Izolatlarm 16S rDNA sekanslanin NCBI Gen banka sonuglarina gére %

benzerlikleri
Ornek EMBL / Gen Karsilastirlldigy Bakteri Tiirleri %
kodu Bank No Homoloji

BF 2 JX520291.1 Lactobacillus sp. HXF0062 %100
BF 3 CP005958.1 Lactobacillus fermentum F-6 %100
BF 6 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF 7 JX409653.1 Lactobacillus rhamnosus 99 %95
BF 9 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %99
BF 10 KF418815.1 Lactobacillus fermentum FQO002 %100
BF 13 CP005958.1 Lactobacillus fermentum F-6 %100
BF 14 AB602936.1 Lactobacillus sp. SCA34 %100
BF 18 KF418815.1 Lactobacillus fermentum FQO002 %99
BF 20 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %96
BF 23 KF649202.1 Lactobacillus fermentum A011 %100
BF 24 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %99
BF 25 KF487550.1 Lactobacillus sp. cemb29 %100
BF 26 CP005485.1 Lactobacillus rhamnosus LOCK 908 %100
BF 27 CP005958.1 Lactobacillus fermentum F-6 %100
BF 29 CP002033.1 Lactobacillus fermentum CECT 5716 %100
BF 31 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %99
BF 32 JQ669387.1 Lactobacillus fermentum 907 %99
BF 34 CP005958.1 Lactobacillus fermentum F-6 %100
BF 35 CP005486.1 Lactobacillus casei LOCK 919 %100
BF 37 CP002033.1 Lactobacillus fermentum CECT 5716 %100
BF 38 HQ177095.1 Lactobacillus sp. lab11 %97
BF 41 KF649202.1 Lactobacillus fermentum A011 %100
BF 44 KF649202.1 Lactobacillus fermentum A011 %100
BF 47 KF418817.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei FQ005 %100
BF 53 KF418815.1 Lactobacillus fermentum FQO002 %99
BF 55 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %99
BF 56 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %99
BF 57 KF487550.1 Lactobacillus sp. cemb29 %100
BF 59 HE970764.1 Lactobacillus casei W56 %99
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/500236135?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XZGXEV3U014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/500236135?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XZGXEV3U014

Cizelge 4.1.2.1. Izolatlarin 16S rDNA sekanslanin NCBI Gen banka sonuglarma gore %

benzerlikleri (devam)

Ornek EMBL / Gen Karsilastirildigi Bakteri Tiirleri %
kodu Bank No Homoloji

BF 61 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %99
BF 62 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF 68 HE970764.1 Lactobacillus casei W56 %99
BF 69 CP005485.1 Lactobacillus rhamnosus LOCK 908 %99
BF 70 CP005485.1 | Lactobacillus rhamnosus LOCK 908 %99
BF 73 CP005484.1 | Lactobacillus rhamnosus LOCK 900 %99
BF 74 KF418817.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei FQ005 %100
BF 75 KF649202.1 Lactobacillus fermentum A011 %100
BF 76 CP005485.1 | Lactobacillus rhamnosus LOCK 908 %100
BF 77 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF 78 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF 80 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF 86 KF358705.1 Lactobacillus casei SSK %100
BF 89 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %100
BF 92 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF 96 HE970764.1 Lactobacillus casei W56 %100
BF 97 JX519659.1 Lactobacillus sp. HFH0056 %99
BF 99 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF 100 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %100
BF 102 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF 105 NR_075033.1 Lactobacillus fermentum IFO 3956 %100
BF 108 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %99
BF 109 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF 111 CP003094.1 Lactobacillus rhamnosus ATCC 8530 %100
BF 112 HE970764.1 Lactobacillus casei W56 %100
BF 117 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF 119 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %99
BF 120 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %100
BF 122 CP005958.1 Lactobacillus fermentum F-6 %100
BF 123 CP005486.1 Lactobacillus casei LOCK 919 %100
BF 124 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %99
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/521374308?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y01T2T4G014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/521374308?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y01T2T4G014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/521374308?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y01T2T4G014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/521369676?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=2GSWETH301R

Cizelge 4.1.2.1. Izolatlarin 16S rDNA sekanslanin NCBI Gen banka sonuglarma gore %

benzerlikleri (devam)

Ornek | EMBL/Gen Karsilastirildigi Bakteri Tiirleri %
kodu Bank No Homoloji

BF 125 JQ680137.1 Lactobacillus sp. 2011 ileoo vsa_e2 %99
BF 127 KF418815.1 Lactobacillus fermentum FQO002 %100
BF 131 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %100
BF 132 CP005958.1 Lactobacillus fermentum F-6 %100
BF 134 HE970764.1 | Lactobacillus casei W56 %100
BF 136 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %99
BF 141 CP005486.1 Lactobacillus casei LOCK 919 %100
BF 143 CP005486.1 Lactobacillus casei LOCK919 %100
BF 145 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %100
BF 146 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF 147 CP005486.1 Lactobacillus casei LOCK 919 %100
BF 149 CP005958.1 Lactobacillus fermentum F-6 %100
BF 154 CP002618.1 Lactobacillus casei BD-II %99
BF 160 HQ177095.1 | Lactobacillus sp. lab11 %100
BF 161 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %99
BF 164 CP005486.1 Lactobacillus casei LOCK 919 %99
BF165 | CP005485.1 | Lactobacillus rhamnosus LOCK 908 %100
BF 169 KF673503.1 | Lactobacillus casei SWU92194 %99
BF 173 HE970764.1 | Lactobacillus casei W56 %100
BF174 | CP002618.1 | Lactobacillus casei BD-II %99
BF 178 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %99
BF 183 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF 184 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %99
BF 186 KF030779.1 | Lactobacillus fermentum M17-1 %99
BF 187 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %99
BF 188 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %100
BF 189 KF487550.1 Lactobacillus sp. cemb29 %99
BF 191 HE970764.1 | Lactobacillus casei W56 %100
BF 193 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF 194 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %100
BF 196 CP002391.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei 8700:2 %100
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/500236135?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=XZGXEV3U014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/521369676?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=2GSWETH301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/521369676?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=2GSWETH301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/521374308?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=Y01T2T4G014
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/327384027?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=99&RID=9BNAATT7014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_327384027
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/530671921?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=F1UN056W014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_530671921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/528913600?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F98VS1XT014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_528913600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/532126437?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=35&RID=F1P3TG67015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/529162764?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=36&RID=F1PTFJ2C014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_529162764
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/406356677?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=85&RID=F72G1C9N01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_406356677
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/530671921?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=41&RID=F1UN056W014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_530671921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/532126437?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=31&RID=F1VB16E9015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_532126437

Cizelge 4.1.2.1. Izolatlarin 16S rDNA sekanslanin NCBI Gen banka sonuglarma gore %

benzerlikleri (devam)

Ornek | EMBL/Gen Karsilastirildig1 Bakteri Tiirleri %
kodu Bank No Homoloji

BF 199 NR_102778.1 | Lactobacillus rhamnosus GG (ATCC 53103) %99
BF 200 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF 201 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100
BF203 | CP005958.1 | Lactobacillus fermentum F-6 %100
BF 205 JQ680137.1 | Lactobacillus sp. 2011_lleo_VSA_E2 %100
BF206 | CP002033.1 | Lactobacillus fermentum CECT 5716 %99
BF 210 CP002033.1 Lactobacillus fermentum CECT 5716 %99
BF 211 CP003094.1 Lactobacillus rhamnosus ATCC 8530 %99
BF 214 KF030779.1 Lactobacillus fermentum M17-1 %100
BF 215 CP005485.1 Lactobacillus rhamnosus LOCK 908 %99
BF 217 GU197388.1 | Lactobacillus sp. TBZ2 %99
BF 218 AP012541.1 Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130 %100

Elde edilen izolatlarin DNA dizi analizlerine bakilarak tiir diizeyinde tanimlar

yapilmistir. Bu analizler sonucunda izolatlarin 41 adedi % 96-100 oranlarinda Lactobacillus

paracasei subsp. paracasei, 24 adedi % 99-100 oranlarinda Lactobacillus fermentum, 11

adedi % 95-100 oranlarinda Lactobacillus rhamnosus, 17 adedi % 97-100 oranlarinda

Lactobacillus casei, 11 adedi ise %99-100 gibi bir yiiksek oranla Lactobacillus cinsi

igerisinde yer alan fakat tam olarak tanimlanamayan tiirler olduklar: tespit edilmistir.

11%

O L.paracasei subsp.
aracasei

B L.fermentum

O L.rhamnosus

OL.casei

23%

Sekil 4.1.2.1.2. LAB Izolatlarmin 16S rDNA Sonuclarina Gére Tanimlanmalar1 ve

Dagilimlar
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/530671921?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=33&RID=F75HSJ3401R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_530671921
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/530671921?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=14&RID=F94BBR08015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/500236135?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=40&RID=F956JVC2014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_500236135
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/409712441?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=43&RID=F95MCW3Z015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_409712441
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299782685?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=29&RID=EMRX1BM801R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_299782685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/299782685?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=19&RID=EMRKPBSA01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_299782685
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/528913600?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F1VPE44A014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_528913600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/280984903?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=65&RID=EMTXHNSS01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_280984903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/530671921?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=16&RID=F98CWB4N015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_530671921
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BF51
BF89
KF673514_Lactobacillus casei
BF96

BF124
BF102
BF108
BF118
BF123
BF183
BF194

CP007122_Lactobacillus paracasei
HM188413_Lactobacillus casei
HM218547_Lactobacillus casei
HQ177096_Lactobacillus sp.
JN560833_Lactobacillus paracasei
JX254904_Lactobacillus paracasei
KF030769_Lactobacillus paracasei
KFE73517_Lactobacillus casei
AB911486_Lactobacillus sp
KF00765_Lactobacillus paracasei
AB182642_Lactobacillus paracasei
BF200

BF196

(| BF188

BF187
BF31

BF191
BF164
BF136

- BF131
- BF141
- BF143
= BF145
- BF146
-~ BFE&
— BF169
" BF173
- BF178
- BF174
- BF24
- KF030739_Lactobacillus paracasei
- BF117
-~ BF109
- BF147
" BF120
- BF100
- BF59
-~ BF20

BF10

BF18

BF186

JQB69387_Lactobacillus fermentum
BF105

- AB911487_Lactobacillus sp.

AB911499_Lactobacillus fermentum
AB911502_Lactobacillus fermentum
BF32
BF26
BF69
BF70

| BF73
. BF76
. BF165
- BF215

BFT7
BF199
BF111
BF23
BF34
BF44
BF13
BF41
BF75
BF211
BF111
KF926055_Lactobacillus rhamnosus
BFT
BF32
BF206
BF210
BF37

1

e,

Lactobacillus casei /
Lactobacillus paracasei

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus fermentum

Sekil 4.1.2.1.1. izole edilen Lactobacillus spp.’lerin benzerlik oranlart
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Yukaridaki sekil 4.1.2.1.1°de yeralan figlrde bebek feceslerinden elde edilen
Lactobacillus spp.’lerin ¢ift yonli sekans iki yonlu kontrol edilerek, DNA sekans benzerlik
oranlarina gore 16S filogenetik agaci ¢ikarilmistir. Bazi referans izolatlar da (KF673514,
CP007122, HM188413, HMZ218547, HQ177096, JN560833, JX254904, KF030769,
KF673517, AB911486, KF00765, AB182642, KF030739, JQ669387, AB911487, AB911499,
AB911502, KF926055) agacta yer almaktadir. Orneklerin en biiyiik grubunu Lactobacillus
casei/paracasei, bunun yaninda Lactobacillus fermentum, Lactobacillus rhamnosus tirleri
olusturmustur. Lactobacillus fermentum 3 ayr1 ve Lactobacillus rhamnosus grubu 2 ayri
sekilde siniflandirilmistir. Calismamizda ayni grupta yer alan izolatlarin ayni fenotipik

karakteristik dzelliklere sahip oldugu belirlenmistir.

Isveg’te 1,2,4,8 haftalik ve 6,12,18 ayhik 112 bebekten dort farkli primer gifti
kullanilip multiplex PCR ile tanimlama yapilan ¢alismada izolatlar; L.rhamnosus, L.gasseri,
L.paracasei subsp. paracasei ve L.fermentum olarak tanimlanmistir. L.rhamnosus,
popiilasyonunun 6 aylik bebeklerde en yiiksek diizeyde, L.paracasei subsp. paracasei
popiilasyonun ise 18 aylik bebeklerde en yiiksek diizeyde oldugu saptanmistir (Ahrné ve ark.
2005). Calisgmamizda izole edilen Lactobacillus spp.lerin izole edildikleri bebeklerin yaslarina
gore dagilimlarina bakildiginda L.paracasei subsp. paracasei, L.fermentum, L.casei
izolatlarinda aylara gore bir farklilik belirlenmezken, L.rhamnosus popiilasyonunun 6 aylik ve

daha kuclk anne situyle beslenen bebeklerde daha yogun oldugu tespit edilmistir.

Arict ve ark. (2004) yaptiklart calismada bebek feceslerinden izole ettikleri
laktobasilleri; Lactobacillus rhamnosus (7 sus), L.paracasei subsp. paracasei (4 sus),
L.fermentum (4 sus), L.buchneri (2 sus), L.brevis (1 sus), L.curvatus (1 sus) and Lactobacillus

spp. (2 sus) olarak tanimlamiglardir.

Xanthopoulos ve ark. (2000), bebek feceslerinden izole ettikleri laktik asit
bakterilerini; Lactobacillus paracasei subsp. paracasei (6 sus), L.rhamnosus (6 sus),

L.acidophilus (2 sus), L.gasseri (3 sus) ve L.reuteri (3 sus) olarak tanimlamistir.

Mccartney ve ark (1996) yilinda yaptiklar1 ¢alismada 1 yasindan kiiciik bebek
feceslerini incelemis; Laktobasillerin bebek feceslerinde 10° kob/g bulundugunu belirleyip,
izolatlari; Lactobacillus fermentum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus acidophilus,

Lactobacillus crispatus ve Lactobacillus plantarum tiirlerine rastlamiglardir.

o1



Oner (2012), anne siitii ile beslenen yeni dogan bebeklerin fegesinden izole edilen 18
laktobasili; L.casei (12 adet), L.fermentum (4 adet), L.rhamnosus (1 adet) ve L.plantarum (1

adet) olarak belirlemistir.

Ozgiin (2009), inceledikleri 50 feges drneginin 17’sinde gelisme oldugunu belirleyip
izole ettigi tirleri (L.fermentum, L.reuteri, L.rhamnosus, L.brevis, L.plantarum) tanimlamis,
ayni zamanda 100 kolostrum &rnegi incelemis 20’sinde Lactobacillus spp. gelisimi gozlemis
ve izolatlarin 5 farkl tiire ait olduklarimi (L.casei, L.acidophilus, L.acidophilus-3, L.brevis,

L.plantarum) belirlemistir.

Wall ve ark. (2007), yaslar1 3 giin ile 3 ay arasinda degisen 16 bebekten elde ettigi
izolatlart 16S rRNA ile Lactobacillus casei/paracasei, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus salivarius, Lactobacillus brevis

olarak tanimlamislardir.

Khalil ve ark. (2007), yaslar1 3-6 ay arasinda degisen bebek feceslerinden elde ettigi
izolatlart APT 50 CH ve API 20 ile L.plantarum, L.acidophilus, L.brevis, L.paracasei subsp.

paracasei, L.pentosus, L.fermentum, E. faecalis ve E. faecium olarak tanimlamislardir.

Heilig ve ark. (2002), bebeklerden izole ettikleri bakterileri 16S rDNA ile
Lactobacillus casei (1), Lactobacillus salivarius (3), Lactobacillus ruminis (4) olarak

tanimlamiglardir.

Satokari ve ark. (2002), yedi anne siti ve alt1 bebek mamasi ile beslenen bebeklerden
elde ettigi izolatlarda; koloni sayisinda ve tiir bazinda ciddi bir farklilik gozlemlememis, en

sik rastlanilan tiirlerin B.infantis ve L.acidophilus oldugunu rapor etmislerdir.

Bebeklerden izole edilen izolatlar yapilan ¢alismalarda elde edilen bulgularla benzerlik

gostermektedir.
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4.2 Tammlanan Lactobacillus spp. izolatlarinin Teknolojik ve Probiyotik Ozellikleri

4.2.1 izolatlarn asit iiretme yetenekleri

Asit lretme yeteneklerini test etmek igin MRS sivi besiyeri bulunan tlplere
izolatlardan ayr1 ayri inokiile edilerek ve 30+1°C’de inkiibe edilmis ve inkiibasyon siiresince
3, 6, 18 ve 24. saatler sonunda kiiltiirlerde pH &lgiimleri yapilmustir. inkiibasyon siiresince

pH’daki degisimler Cizelge 4.2.1°de verilmistir. MRS Brothta izolatlarin 24 saat inkiibasyon

sonrast pH’lar1 ise Sekil 4.2.1°de gorulmektedir.

Cizelge 4.2.1. izolatlarda inkiibasyon siiresince pH’da meydana gelen degisimler

Izolat No pH
3 Saat 6 Saat 18 Saat 24 Saat
BF 2 5,39+0,005 4,95+0,010 4,39+0,015 3,92+0,015
BF 3 5,05+£0,015 4,930,011 4,30£0,005 4,11+0,020
BF 6 5,53+0,005 4,97+0,015 4,04+0,025 3,88+0,015
BF 7 5,08+0,005 4,76+0,010 4,04+0,005 3,91+0,015
BF 9 5,10£0,015 4,79£0,005 4,21+0,025 4,09+0,005
BF 10 5,11+0,005 4,92+0,010 4,29+0,011 4,13+£0,020
BF 13 5,35+0,010 5,07+0,020 4,36+0,010 4,05+0,005
BF 14 5,24+0,015 4,88+0,020 4,01+0,020 3,91+0,005
BF 18 5,060,020 4,91+0,015 4,14+0,005 4,04+0,020
BF 20 5,460,005 4,90+0,005 4,05+0,005 3,92+0,005
BF 23 4,95+0,011 4,71+0,020 4,10£0,005 3,980,011
BF 24 5,51+0,010 4,92+0,005 4,11+0,015 3,96+0,020
BF 25 5,10+0,020 4,93+0,020 4,25+0,015 4,11+0,025
BF 26 5,060,010 4,74+0,010 4,19+0,020 4,03+£0,005
BF 27 5,11+0,015 4,89+0,020 4,03+0,010 3,91+0,010
BF 29 5,05+0,020 4,80+0,010 4,15%0,005 3,99+0,020
BF 31 5,43+0,020 4,80+0,025 4,040,010 3,89+0,005
BF 32 4,98+0,015 4,730,015 3,970,010 3,870,020
BF 34 5,03+0,011 4,89+0,020 4,27+0,010 4,05+0,010
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Cizelge 4.2.1. izolatlarda inkiibasyon siiresince pH’da meydana gelen degisimler (devam)

Izolat No pH
3 Saat 6 Saat 18 Saat 24 Saat
BF 35 5,2940,020 4,99+0,020 4,25+0,015 3,8040,005
BF 37 5,11+0,010 4,84+0,010 4,16+0,020 3,930,025
BF 38 5,0040,025 4,84+0,011 4,330,020 4,010,020
BF 41 4,95+0,010 4,87+0,015 4,13+0,015 4,05+0,010
BF 44 4,92+0,010 4,78+0,020 4,17+0,020 3,99+0,010
BF 47 5,220,010 4,98+0,010 4,43+0,010 4,07+0,025
BF 53 5,070,015 4,850,020 4,12+0,010 4,07+0,015
BF 55 5,56+0,010 4,98+0,011 4,16+0,010 3,880,005
BF 56 5,47+0,005 5,01+0,005 4,160,005 3,9840,005
BF 57 5,48+0,005 5,05+0,020 4,02+0,015 3,9540,010
BF 59 5,42+0,010 5,12+0,025 4,14+0,020 3,880,010
BF 61 4,80+0,010 4,69+0,010 4,04+0,015 3,9240,010
BF 62 5,5740,020 5,21+0,020 3,98+0,020 3,7740,025
BF 68 5,41+0,015 4,87+0,020 4,17+0,010 3,820,010
BF 69 5,030,015 4,81+0,010 4,28+0,010 4,00+0,025
BF 70 5,05+0,025 4,87+0,020 4,13+0,005 3,9840,025
BF 73 5,16+0,010 4,83+0,015 4,08+0,020 3,940,020
BF 74 5,12+0,011 4,83+0,005 4,25+0,010 4,03+0,010
BF 75 4,96+0,010 4,69+0,005 3,9540,020 3,9040,025
BF 76 5,070,025 4,86+0,010 4,11+0,020 3,99+0,025
BF 77 5,440,025 5,06+0,010 4,04+0,010 3,85+0,020
BF 78 5,4940,010 5,08+0,020 4,28+0,025 4,010,010
BF 80 5,350,005 5,01+0,010 4,13+0,011 3,99+0,020
BF 86 5,170,015 5,00+0,015 4,25+0,015 3,91+0,010
BF 89 4,98+0,015 4,660,010 4,030,005 3,8840,010
BF 92 5,44+0,020 4,95+0,005 4,18+0,010 3,83+0,010
BF 96 5,3740,025 4,99+0,025 4,25+0,005 3,81+0,010
BF 97 5,260,015 4,94+0,005 4,19+0,025 3,850,005
BF 99 5,390,010 4,91+0,015 4,260,020 3,9640,015
BF 100 5,06+0,005 4,97+0,010 4,11+0,005 3,85+0,005
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Cizelge 4.2.1. Izolatlarda inkiibasyon siiresince pH’da meydana gelen degisimler (devam)

Izolat No
3 Saat 6 Saat 18 Saat 24 Saat
BF 102 5,410,011 4,95+0,025 4,08+0,020 4,030,011
BF 105 5,11+0,011 4,96+0,005 4,14+0,005 4,06+0,015
BF 108 5,27+0,005 5,07+0,010 4,19+0,010 3,9940,015
BF 109 5,4340,025 4,95+0,005 4,08+0,010 3,8940,015
BF 111 5,070,020 4,99+0,020 4,13+0,005 4,050,005
BF 112 5,41+0,020 5,11+0,005 3,9840,020 3,760,011
BF 117 5,36+0,025 4,860,005 4,07+0,020 3,8740,025
BF 119 5,03+0,025 4,87+0,015 4,04+0,015 3,900,025
BF 120 5,46+0,005 4,90+0,020 4,21+0,010 3,96+0,025
BF 122 4,96+0,005 4,69+0,005 4,22+0,015 4,01+0,015
BF 123 5,27+0,015 4,91+0,020 4,11+0,010 3,930,005
BF 124 5,290,005 5,160,025 4,13+0,005 4,08+0,005
BF 125 5,18+0,010 4,85+0,015 4,21+0,015 3,970,005
BF 127 5,10+0,025 4,81+0,025 4,17+0,005 4,050,020
BF 131 5,02+0,025 4,76+0,010 4,03+0,015 3,870,010
BF 132 5,09+0,010 4,73+0,025 4,27+0,005 4,06+0,010
BF 134 5,42+0,005 5,13+0,030 3,93+0,010 3,720,020
BF 136 4,96+0,011 4,72+0,005 3,9240,020 3,900,011
BF 141 5,53+0,015 5,3440,015 4,14+0,005 3,8940,010
BF 143 5,510,015 5,49+0,010 4,12+0,020 3,800,005
BF 145 5,06+0,015 4,80+0,015 3,89+0,015 3,76+0,005
BF 146 5,29+0,005 5,01+0,025 3,91+0,025 3,81+0,020
BF 147 5,550,025 5,35+0,015 4,25+0,015 3,960,015
BF 149 5,00+0,030 4,86+0,010 4,30+0,015 4,16+0,005
BF 154 5,470,010 4,93+0,015 4,11+0,015 3,920,015
BF 160 4,98+0,011 4,76+0,010 4,11+0,010 4,030,020
BF 161 5,55+0,005 4,90+0,020 4,07+0,020 3,8840,005
BF 164 5,460,020 5,22+0,020 4,25+0,015 3,89+0,020
BF 165 5,13+0,015 4,91+0,010 4,28+0,025 4,050,005
BF 169 4,98+0,015 4,71+0,010 4,12+0,005 3,91+0,005
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Cizelge 4.2.1. Izolatlarda inkiibasyon siiresince pH’da meydana gelen degisimler (devam)

Izolat No pH
3 Saat 6 Saat 18 Saat 24 Saat
BF 173 5,37+0,005 5,01+0,020 4,28+0,005 3,80+0,011
BF 174 5,38+0,020 4,85+0,010 4,03+0,020 3,93+0,010
BF 178 5,17+0,020 5,05+0,020 4,37+0,011 3,9040,020
BF 183 5,2240,010 4,99+0,005 4,330,005 3,9740,010
BF 184 5,01+0,015 4,69+0,020 4,00+0,015 3,94+0,020
BF 186 5,090,015 4,86+0,020 4,21+0,010 4,12+0,020
BF 187 5,16+0,005 5,03+0,005 4,17+0,005 3,9040,005
BF 188 5,13+0,010 5,02+0,020 4,15+0,020 4,00+0,020
BF 189 5,21+0,011 4,97+0,020 4,28+0,015 3,95+0,005
BF 191 5,38+0,005 4,95+0,015 4,22+0,020 3,81+0,015
BF 193 5,51+0,020 5,01+0,010 4,18+0,020 4,10+0,010
BF 194 5,07+0,010 4,850,020 4,13+0,005 3,96+0,020
BF 196 5,150,010 5,05+0,005 4,18+0,020 3,9840,005
BF 199 5,32+0,015 4,99+0,015 4,14+0,015 3,850,005
BF 200 5,44+0,020 5,01+0,015 4,26+0,011 4,08+0,005
BF 201 5,360,005 4,98+0,010 4,31+0,010 4,030,020
BF 203 5,17+0,005 4,92+0,020 4,25+0,010 4,13+0,010
BF 205 5,0640,015 4,81+0,015 4,350,020 4,080,015
BF 206 5,0740,015 4,850,005 4,15+0,005 4,01+0,005
BF 210 5,100,005 4,87+0,020 4,20+0,015 4,08+0,015
BF 211 5,050,005 4,850,005 4,17+0,010 4,07+0,015
BF 214 5,120,010 4,90+0,010 4,260,020 4,11+0,005
BF 215 5,11+0,005 4,80+0,020 4,13+0,005 3,960,015
BF 217 5,10+0,020 4,95+0,005 4,32+0,020 4,15+0,015
BF 218 5,35+0,011 5,02+0,020 4,360,010 4,100,015
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Calismamizda bebek fegeslerinden izole ettigimiz L.fermentumun MRS Brothta 24
saatlik inkibasyonu sonucundaki pH degeri 3,90-4,11 arasinda olurken, bu degerler
L.rhamnosus i¢in 3,85-4,07 arasinda, L.casei i¢in 3,72-3,96 arasinda, L.fermentum icin 3,87-
4,16, L.paracasei subsp. paracasei i¢in 3,76-4,10, Lactobacillus spp. icin 3,85-4,15 arasinda

olmustur.

Mentes ve ark. (2004), izole ettikleri L.casei’ nin MRS Brothta 24 saatlik inkibasyonu
sonucunda pH degerlerini 3,65 ile 4,00 arasinda; L.fermentum’un pH degerlerini 3,78 ile 4,03

arasinda oldugunu tespit etmistir.

Xanthopoulos ve ark. (2000), bebek feceslerinden izole ettikleri Lactobacillus spp.
tirlerinin ¢ogunun 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda pH’lart 5,0’in altina indigini en iyi

asitlendirmeyi L.rhamnosus (40°C;3,40-3,51)’un sagladigini belirtmislerdir.

Arict ve ark. (2004), yaptiklari c¢aligmada bebek feceslerinden izole -ettikleri
Lactobacillus spp. tiirlerinin inokiile edildigi siitiin 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda ¢ogunun

pH’smin 5,50 nin altina indigini tespit etmislerdir.

Kirmact (2010), geleneksel urfa peynirinden izole ettigi L.fermentum suslarinin UHT
slitte inkiibasyonlar1 sonucunda 0.saatte pH’y1 6,56; 3. saatte 6,30 ile 6,51 arasinda; 6. saatte
5,60 ile 6,01 arasinda; 9. saatte 5,16 ile 5,52 arasinda; 24. saate ise 4,40 ile 4,85 arasinda

oldugunu tespit etmistir.

Calismamizda elde ettigimiz sonuclar Mentes ve ark. (2004), Aric1 ve ark. (2004),
Kirmact (2010) yaptiklart calismada elde ettikleri sonuglara benzer olmakla birlikte,
izolatlarimizda en iyi asitlendirmeyi L.casei gerceklestirmistir. L.casei tirl igerisinde L.casei
W56, 24 saat sonunda MRS Brothta en diisik pH’lara (3,72-3,88) ulasan izolatlar

olusturmustur
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4.2.2 izolatlarn hidrojen sulfur Gretme yetenekleri

Sharpe ve Franklin (1962), baz1 Lactobacillus spp.tiirlerinin diisiik pH, anaerobik

ortam ve az karbonhidrat igceren substratlarda H,S iirettigini bildirmislerdir.

Calismalar, baz1 laktik asit bakterilerinin hidrojen siilfiir olusturmadiklarini, hidrojen
stlfar dretiminin sulfit rediiktaz ve sistein desiilfohidraz enzim aktivitesine bagli oldugunu

gostermistir (Toksoy ve ark. 1999b).

Yapilan ¢alismada; Pozitif kontrol olarak: Salmonella Enteritidis ATCC 13076,
Negatif kontrol olarak: Escherichia coli ATCC 35218 bakterileri kullanilmis olup, BF 3, BF
6, BF 9, BF 13, BF 20, BF 24, BF 26, BF 27, BF 31, BF 34, BF 35, BF 55, BF 56, BF 59, BF
61, BF 62, BF 68, BF 69, BF 70, BF 73, BF 76, BF 77, BF 78, BF 80, BF 86, BF 89, BF 92,
BF 96, BF 99, BF 100, BF 102, BF 105, BF 108, BF 109, BF 112, BF 117, BF 119, BF 120,
BF 122, BF 123, BF 124, BF 131, BF 132, BF 134, BF 136, BF 141, BF 143, BF 145, BF
146, BF 147, BF 149, BF 154, BF 161, BF 164, BF 165, BF 169, BF 173, BF 174, BF 178,
BF 183, BF 184, BF 199 nolu izolatlarin pozitif sonug verdigi gozlenmistir.

Arict ve ark. (2004) yaptiklart calismada bebek feceslerinden izole ettikleri
L.paracasei subsp. paracasei, L.buchneri ve L.fermentum suslarinin bazilarmin H,S
tirettigini belirlemislerdir. Lee ve Simard (1984), L.rhamnosus, L.casei, L.fermentum ve
L.plantarum’un H,S {irettigini rapor etmistir. Calismamizda Lee ve Simard (1984) ve Arici ve

ark. (2004) benzer sonuclar elde ettik.

Sekil 4.2.2.1. Hidrojen silflr pozitif sonu¢ veren BF 77 izolatinin goriintiisii
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Calismamizda, L.casei’nin timdndn, L.paracasei subsp. paracasei ve L.rhamnosus’un
hemen hemen hepsinin L.fermentum’un ise bir kisminin pozitif sonug verdigi belirlenmistir.
Cizelge 4.2.2 izolatlarin hidrojen silfur Gretme yetenekleri, Sekil 4.2.2.1’de analizde pozitif
sonug veren ornek, Sekil 4.2.2.1°de ise izolatlarin % olarak ne kadarmnin hidrojen stilfiir

tiretebildigi yeralmaktadir.

Cizelge 4.2.2. izolatlarin hidrojen sulfur tretme yetenekleri

izolat H,S izolat H,S izolat H,S izolat H,S
No Uretimi | No Uretimi | No Uretimi | No Uretimi
BF 2 - BF 55 + BF 109 + BF 169 +
BF 3 + BF 56 + BF 111 - BF 173 +
BF 6 + BF 57 - BF 112 + BF 174 +
BF 7 - BF 59 + BF 117 + BF 178 +
BF 9 + BF 61 + BF 119 + BF 183 +
BF 10 - BF 62 + BF 120 + BF 184 +
BF 13 + BF 68 + BF 122 + BF 186 -
BF 14 - BF 69 + BF 123 + BF 187 +
BF 18 - BF 70 + BF 124 + BF 188 +
BF 20 + BF 73 + BF 125 - BF 189 +
BF 23 - BF 74 - BF 127 - BF 191 +
BF 24 + BF 75 - BF 131 + BF 193 +
BF 25 - BF 76 + BF 132 + BF 194 +
BF 26 + BF 77 + BF 134 + BF 196 +
BF 27 + BF 78 + BF 136 + BF 199 +
BF 29 - BF 80 + BF 141 + BF 200 +
BF 31 + BF 86 + BF 143 + BF 201 +
BF 32 - BF 89 + BF 145 + BF 203 +
BF 34 + BF 92 + BF 146 + BF 205 +
BF 35 + BF 96 + BF 147 + BF 206 -
BF 37 - BF 97 - BF 149 + BF 210 -
BF 38 - BF 99 + BF 154 + BF 211 -
BF 41 - BF 100 + BF 160 - BF 214 -
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Cizelge 4.2.2. izolatlarin hidrojen siilfiir iiretme yetenekleri (devam)

izolat H,S izolat H,S izolat H,S izolat H,S

No Uretimi | No Uretimi | No Uretimi | No Uretimi
BF 44 - BF 102 + BF 161 + BF 215 -

BF 47 - BF 105 + BF 164 + BF 217 +

BF 53 - BF 108 + BF 165 + BF 218 +

| |
L.rhamnosus 54,4
O pozitif
M negatif
L.paracasei 95,1 .
L.casei 100 0

0 20 40 60 80 100

Sekil 4.2.2.2. Laktik asit bakterilerinin hidrojen stlftr Gretmeleri (%)
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4.2.3 Izolatlarm hidrojen peroksit tiretme yetenekleri

Calismamizda Lactobacillus paracasei subsp. paracasei; 0-0,71 pg/mL, Lactobacillus
casei: 0,73-0,94 pg/mL, Lactobacillus rhamnosus: 0-1,01 pg/mL, Lactobacillus fermentum:
0-0,45 pg/mL arasinda hidrojen peroksit tirettikleri belirlenmistir. Cizelge 4.2.3°de izolatlarin
hidrojen peroksit Uretim miktarlart ve Sekil 4.2.3’de izolatlarin hidrojen peroksit Uretme

yetenekleri verilmistir.

Cizelge 4.2.3. izolatlarin hidrojen peroksit iiretme yetenekleri (ug/mL)

Izolat No H,0, Uretimi izolat No H,0, Uretimi
BF 2 - BF 109 0,71£0,01
BF 3 0,43+0,01 BF 111 0,75%0,02
BF 6 0,68+0,03 BF 112 0,80+0,01
BF 7 0,81+0,01 BF 117 0,65+0,03
BF9 - BF 119 -

BF 10 - BF 120 -

BF 13 0,41+0,01 BF 122 0,44+0,01
BF 14 0,68+0,02 BF 123 0,78+0,02
BF 18 - BF 124 -

BF 20 0,68+0,03 BF 125 0,46+0,02
BF 23 0,40+0,01 BF 127 -

BF 24 0,65+0,01 BF 131 -

BF 25 - BF 132 0,41+0,02
BF 26 - BF 134 0,81+0,03
BF 27 0,41+0,02 BF 136 -

BF 29 - BF 141 0,78+0,02
BF 31 0,69+0,04 BF 143 0,76x0,03
BF 32 - BF 145 -

BF 34 0,77+0,02 BF 146 0,69+0,02
BF 35 0,75+0,02 BF 147 0,83+0,04
BF 37 - BF 149 0,42+0,01
BF 38 0,67+£0,04 BF 154 0,83+0,02
BF 41 0,39+0,01 BF 160 -

BF 44 0,40+0,03 BF 161 0,48+0,07
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Cizelge 4.2.3. Izolatlarin hidrojen peroksit iiretme yetenekleri (ng/mL) (devam)
izolat No H,0O, Uretimi izolat No H,0O, Uretimi
BF 47 0,46+0,02 BF 164 0,76+0,01
BF 53 - BF 165 -

BF 55 0,65+0,02 BF 169 0,94+0,02
BF 56 0,68+0,03 BF 173 0,74+0,03
BF 57 0,66+0,01 BF 174 0,83+0,02
BF 59 0,75+0,04 BF 178 -

BF 61 - BF 183 0,65+0,03
BF 62 0,65+0,02 BF 184 -

BF 68 0,77+0,01 BF 186 -

BF 69 - BF 187 -

BF 70 - BF 188 -

BF 73 - BF 189 -

BF 74 0,49+0,01 BF 191 0,94+0,04
BF 75 0,42+0,03 BF 193 0,68+0,01
BF 76 - BF 194 -

BF 77 0,67+0,05 BF 196 -

BF 78 0,71+0,02 BF 199 1,01+0,05
BF 80 0,68+0,01 BF 200 0,65+0,02
BF 86 0,79+0,02 BF 201 0,65+0,02
BF 89 - BF 203 0,41+0,01
BF 92 0,69+0,03 BF 205 0,41+0,03
BF 96 0,73+0,03 BF 206 -

BF 97 - BF 210 -

BF 99 0,69+0,02 BF 211 0,78+0,01
BF 100 - BF 214 -

BF 102 0,69+0,03 BF 215 -

BF 105 - BF 217 0,43+0,01
BF 108 0,68+0,01 BF 218 0,63+0,04

Reinheimer ve ark. (1990), laktik asit bakterilerinin, suslarin oksijen oksidorediiktaz
aktivitelerinin farkli olmasi dolayisiyla farkli miktarlarda hidrojen peroksit wrettiklerini

bildirmislerdir.
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Song ve ark. (1999), bebeklerden izole ettikleri L.rhamnosus ve L.fermentum un H,0,
Uretebilirken, L.paracasei subsp. paracasei’nin iiretemedigini bildirmiglerdir. L.crispatus
gucli bir H,0, ireticisi oldugunu L.paracasei subsp. paracasei ve L.plantarumun

tiretemedigini bildirmislerdir.

Vizoso Pinto ve ark. (2006) insanlardan ve geleneksel fermente Urlinlerden izole
ettikleri Lactobacillus spp.lerin probiyotik 6zelliklerini inceledikleri c¢alismada, fermente
uriinden izole ettikleri Lactobacillus paracasei subsp. paracasei’nin H;O, iiretmedigini,
%0,4’liik fenol varliginda 24 saatlik inkiibasyon sonucunda canliliginda 1,29 log;o kob/mL

miktarda azalma oldugunu saptamiglardir.

Angeles-Lopez ve ark.(2001) insanlardan izole ettikleri 10 L.fermentum susundan
4inlin ve izole ettikleri bir Lactobacillus paracasei subsp. paracasei’nin H,O, firettigini

tespit etmislerdir.

Insanlardan izole edilen laktobasillerin H,O, iiretimlerinin arastirildig1 ¢alismada;
L.casei subsp. casei F79; 0,51 mmol/L, L.casei subsp. tolerans F3; 0,77 mmol/L, L.paracasei
subsp. paracasei F12; 0,29 mmol/L, L.paracasei subsp. paracasei F57; 0,14 mmol/L,
L.paracasei subsp. paracasei F31; 0,06 mmol/L, L.paracasei subsp. paracasei F2; 2,17
mmol/L , L.paracasei subsp. paracasei F28; 1,84 mmol/L , L.crispatus F117’nin 2,80
mmol/L irettiklerini tespi etmisler ve L.paracasei subsp. paracasei F2, L.paracasei subsp.
paracasei F28 ve L.crispatus F117 yiksek seviyelerde H,O, Ureterek S. aureus gelisimini
inhibe edebildikleri belirtilmistir (Ocana ve ark 1999a, Ocana ve ark 1999 b)

Lactobacillus tiirii tarafindan iiretilen HoO, nin normal vajinal ekosistemde spesifik
olmayan antimikrobiyal savunma mekanizmasini temsil ettigi belirtilmistir (Eschenbach ve

ark. 1989).

Rabe ve Hillier (2002), saglikli kadinlardan izole ettikleri ve daha Once c¢esitli
kaynaklardan izole edilip tanimlanmis toplamda 206 Laktik asit bakterisinden L.casei subsp.
casei (ATCC 393) ve L.fermentum (ATCC 23271)’un H,0; tiretmedigini bildirmislerdir.

Pascual ve ark. (2006)’nin yaptiklar1 ¢aligmada ise, bayanlardan izole edilen 37
L.fermentum izolatindan 23’iiniin, 6 L.casei subsp. casei izolatindan da 3’linlin hidrojen

peroksit iirettigi belirlenmistir.
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Toksoy ve ark. (1999b) sucuk ve sosislerden izole ettikleri 97 laktobasillus cinsine
dahil bakteriden 39 adedinin L.plantarum oldugunu belirlemis, L.plantarum’larin 1.80-3.45

pg/mL arasinda H,O, Urettiklerini saptamislardir.

Yiiksekdag ve ark. (2004), kefirden izole ettikleri laktik asit bakterilerinin H0,

tretimlerini 0-0,17 ug/mL arasinda tespit etmislerdir.

Calismamizda izolatlardan; Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus rhamnosus bir kisminin L.casei’nin ise tamaminin HyO; iirettigi
belirlenmistir. L.casei nin izolatlarinin tiimi H,O, Uretmesine ragmen en yiiksek miktarda

H,O,’nin L.rhamnosus GG (BF 199) tarafindan tiretildigi saptanmustir.

O Pozitif (%61)
@ Negatif (%39)

Sekil 4.2.3. Izolatlarm hidrojen peroksit tiretme yetenekleri
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4.2.4 Izolatlarin D- ve L-Laktat {iretme yetenekleri

Izolatlarin  biiyiik ¢ogunlugunun (lactobacillus paracasei subsp. paracasei,
lactobacillus casel, lactobacillus rhamnosus) L-Laktat iirettikleri tespit edilirken, bir kisminin
DL-Laktat (lactobacillus fermentum) iirettigi belirlenmistir. LAB izolatlarinin 24 saat
inkiibasyonu sonundaki laktik asit tiretimleri 1,145 ile 3,179 g/L arasinda belirlenmistir.

Cizelge 4.2.4 ve Sekil 4.2.4°te izolatlarin D- ve L-Laktat iiretme yetenekleri verilmistir.

Cizelge 4.2.4. izolatlarin D- ve L-Laktat Gretme yetenekleri

izolat LA LA Miktar LA izo. (%) Toplam LA
No konfigtrasyonu (g/L) (g/L)
BF 2 D(-) 0,213 9,8 2,176
L(+) 1,963 90,2
BF 3 D(-) 0,656 46,6 1,791
L(+) 0,835 53,4
BF 6 D(-) 0,158 6,6 2,397
L(+) 2,239 93,4
BF 7 D(-) 0,202 6,8 2,978
L(+) 2,776 93,2
BF 9 D(-) 0,132 6,3 2,115
L(+) 1,983 93,7
BF 10 D(-) 0,712 44,1 1,577
L(+) 0,865 54,9
BF 13 D(-) 0,801 44,9 1,777
L(+) 0,976 55,1
BF 14 D(-) 0,199 9,2 2,185
L(+) 1,986 90,8
BF 18 D(-) 0,576 38,7 1,491
L(+) 0,915 61,3
BF 20 D(-) 0,102 4,4 2,347
L(+) 2,245 95,6
BF 23 D(-) 0,824 45,8 1,803
L(+) 0,979 54,2
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Cizelge 4.2.4. izolatlarin D- ve L-Laktat Gretme yetenekleri (devam)

Izolat LA LA Miktar LA izo. (%) Toplam LA
No konfigtrasyonu (g/L) (g/L)
BF 24 D(-) 0,215 8,2 2,652
L(+) 2,437 91,8
BF 25 D(-) 0,137 6,8 2,025
L(+) 1,888 93,2
BF 26 D(-) 0,127 7,9 1,612
L(+) 1,485 92,1
BF 27 D(-) 0, 645 41,9 1,542
L(+) 0, 897 58,1
BF 29 D(-) 0,814 49,9 1,659
L(+) 0,845 50,1
BF 31 D(-) 0,123 5,9 2,119
L (+) 1,996 94,1
BF 32 D(-) 0,692 47,9 1,460
L(+) 0,768 52,1
BF 34 D(-) 0,614 46,7 1,315
L(+) 0,701 53,3
BF 35 D(-) 0,119 5,6 2,157
L(+) 2,038 94,4
BF 37 D(-) 0,998 47,8 2,087
L(+) 1,089 52,2
BF 38 D(-) 0,114 4,9 2,365
L(+) 2,251 95,1
BF 41 D(-) 0,814 44,1 1,848
L(+) 1,034 55,9
BF 44 D(-) 0,487 42,6 1,145
L(+) 0,658 57,4
BF 47 D(-) 0,123 6,1 2,025
L(+) 1,902 93,9
BF 53 D(-) 0,689 46,2 1,491
L(+) 0,802 53,8
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Cizelge 4.2.4. izolatlarin D- ve L-Laktat Gretme yetenekleri (devam)

Izolat LA LA Miktar LA izo. (%) Toplam LA
No konfigtrasyonu (g/L) (g/L)
BF 55 D(-) 0,205 8,1 2,556
L(+) 2,351 91,9
BF 56 D(-) 0,196 7,6 2,598
L(+) 2,402 92,4
BF 57 D(-) 0,209 9,6 2,192
L(+) 1,983 90,4
BF 59 D(-) 0,215 7,3 2,949
L(+) 2,734 92,7
BF 61 D(-) 0,105 54 1,950
L(+) 1,845 94,6
BF 62 D(-) 0,189 7,2 2,644
L(+) 2,455 92,8
BF 68 D(-) 0,189 6,5 2,945
L(+) 2,756 93,5
BF 69 D(-) 0,106 7,4 1,439
L(+) 1,333 92,6
BF 70 D(-) 0,134 7,9 1,703
L(+) 1,569 92,1
BF 73 D(-) 0,146 9,3 1,585
L(+) 1,439 90,7
BF 74 D(-) 0,108 55 1,987
L(+) 1,879 94,5
BF 75 D(-) 0,867 46,3 1,875
L(+) 1,008 53,7
BF 76 D(-) 0,168 9,4 1,805
L(+) 1,637 90,6
BF 77 D(-) 0,215 9,1 2,381
L(+) 2,166 90,9
BF 78 D(-) 0,133 5,6 2,385
L(+) 2,252 94,4
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Cizelge 4.2.4. izolatlarin D- ve L-Laktat Gretme yetenekleri (devam)

Izolat LA LA Miktar LA izo. (%) Toplam LA
No konfigtrasyonu (g/L) (g/L)
BF 80 D(-) 0,163 6,2 2,658
L(+) 2,495 93,8
BF 86 D(-) 0,213 8,6 2,484
L(+) 2,271 91,4
BF 89 D(-) 0,144 6,9 2,109
L(+) 1,965 93,1
BF 92 D(-) 0,166 6,3 2,651
L(+) 2,485 93,7
BF 96 D(-) 0,303 9,6 3,179
L(+) 2,876 90,4
BF 97 D(-) 0,154 7,7 2,017
L(+) 1,863 92,3
BF 99 D(-) 0,137 5,6 2,463
L(+) 2,326 94,4
BF 100 D(-) 0,159 8,0 2,005
L(+) 1,846 92,0
BF 102 D(-) 0,135 5,6 2,437
L(+) 2,302 94,4
BF 105 D(-) 0,795 39,3 2,026
L(+) 1,231 60,7
BF 108 D(-) 0,147 6,9 2,155
L(+) 2,008 93,1
BF 109 D(-) 0,155 6,7 2,323
L(+) 2,168 93,3
BF 111 D(-) 0,270 9,6 2,814
L(+) 2,544 90,4
BF 112 D(-) 0,235 8,3 2,858
L(+) 2,623 91,7
BF 117 D(-) 0,127 5,0 2,559
L(+) 2,432 95,0
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Cizelge 4.2.4. izolatlarin D- ve L-Laktat Gretme yetenekleri (devam)

Izolat LA LA Miktar LA izo. (%) Toplam LA
No konfigtrasyonu (g/L) (g/L)
BF 119 D(-) 0,204 9,2 2,241
L(+) 2,037 90,8
BF 120 D(-) 0,172 8,5 2,041
L(+) 1,869 91,5
BF 122 D(-) 0,915 49,2 1,861
L(+) 0,946 50,8
BF 123 D(-) 0,122 5,9 2,097
L(+) 1,975 94,1
BF 124 D(-) 0,131 6,7 1,979
L(+) 1,848 93,3
BF 125 D(-) 1,104 47,9 2,301
L(+) 1,197 52,1
BF 127 D(-) 0,815 48,2 1,694
L(+) 0,879 51,8
BF 131 D(-) 0,208 9,1 2,296
L(+) 2,088 90,9
BF 132 D(-) 0,445 38,2 1,169
L(+) 0,723 61,8
BF 134 D(-) 0,167 5,6 2,990
L(+) 2,823 94,4
BF 136 D(-) 0,115 57 2,019
L(+) 1,904 94,3
BF 141 D(-) 0,153 6,7 2,287
L(+) 2,134 93,3
BF 143 D(-) 0,165 7,6 2,173
L(+) 2,008 92,4
BF 145 D(-) 0,131 6,3 2,097
L(+) 1,966 93,7
BF 146 D(-) 0,167 8,0 2,100
L(+) 1,933 92,0
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Cizelge 4.2.4. izolatlarin D- ve L-Laktat Gretme yetenekleri (devam)

Izolat LA LA Miktar LA izo. (%) Toplam LA
No konfigtrasyonu (g/L) (g/L)
BF 147 D(-) 0,164 6,9 2,388
L(+) 2,224 93,1
BF 149 D(-) 0,781 49,4 1,579
L(+) 0,798 50,6
BF 154 D(-) 0,221 9,7 2,300
L(+) 2,079 90,3
BF 160 D(-) 0,186 8,1 2,305
L(+) 2,119 91,9
BF 161 D(-) 0,186 8,1 2,305
L(+) 2,119 91,9
BF 164 D(-) 0,176 7,4 2,402
L(+) 2,226 92,6
BF 165 D(-) 0,117 6,6 1,780
L(+) 1,663 93,4
BF 169 D(-) 0,237 9,3 2,559
L(+) 2,322 90,7
BF 173 D(-) 0,112 3,9 2,919
L(+) 2,807 96,1
BF 174 D(-) 0,125 5,2 2,421
L(+) 2,296 94,8
BF 178 D(-) 0,126 6,1 2,074
L(+) 1,948 93,9
BF 183 D(-) 0,136 5,7 2,421
L(+) 2,285 94,3
BF 184 D(-) 0,128 6,9 1,862
L(+) 1,734 93,1
BF 186 D(-) 0,385 28,8 1,341
L(+) 0,956 71,2
BF 187 D(-) 0,132 5,8 2,297
L(+) 2,165 94,2
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Cizelge 4.2.4. izolatlarin D- ve L-Laktat Gretme yetenekleri (devam)

Izolat LA LA Miktar LA izo. (%) Toplam LA
No konfigtrasyonu (g/L) (g/L)

BF 188 D(-) 0,126 6,1 2,097
L(+) 1,971 93,9

BF 189 D(-) 0,213 9 2,376
L(+) 2,163 91

BF 191 D(-) 0,229 79 2,901
L(+) 2,672 92,1

BF 193 D(-) 0,212 8,8 2,420
L(+) 2,208 91,2

BF 194 D(-) 0,178 8,7 2,054
L(+) 1,876 91,3

BF 196 D(-) 0,176 8,3 2,123
L(+) 1,947 91,7

BF 199 D(-) 0,249 9,5 2,634
L(+) 2,385 90,5

BF 200 D(-) 0,121 59 2,055
L(+) 1,934 94,1

BF 201 D(-) 0,116 55 2,123
L(+) 2,007 94,5

BF 203 D(-) 0,659 40,2 1,640
L(+) 0,981 59,8

BF 205 D(-) 0,493 36,1 1,366
L(+) 0,873 63,9

BF 206 D(-) 0,677 42,7 1,582
L(+) 0,905 57,8

BF 210 D(-) 0,552 33,1 1,668
L(+) 1,116 66,9

BF 211 D(-) 0,126 43 2,974
L(+) 2,848 95,7

BF 214 D(-) 0,576 39,2 1,470
L(+) 0,894 60,8
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Cizelge 4.2.4. izolatlarin D- ve L-Laktat Gretme yetenekleri (devam)

Izolat LA LA Miktar LA izo. (%) Toplam LA
No konfigtrasyonu (g/L) (g/L)
BF 215 D(-) 0,147 9,8 1,512
L(+) 1,365 90,2
BF 217 D(-) 0,725 39,3 1,847
L(+) 1,122 60,7
BF 218 D(-) 0,135 5,8 2,336
L(+) 2,201 94,2

LA: Laktik Asit

D-L Laktat Uretimi

L.fermentum (%100)
Lpp (421) -
(2011_lleo_VSA_E2, TBZ2) %26

——

L.paracasei,

L.casei, }(%100)
L.rhamnosus,

L. spp (%73)

m DL laktat L laktat

Sekil 4.2.4. Izolatlarm D-L laktat tretme yetenekleri (%)

Insanlarda D (-) laktik asit LDH enzimleri tarafindan hidrolize olamadigindan dolayi
kanda asitligin artmasina sebep olmasi nedeniyle Laktik asit bakterileri tarafindan iretilen
laktik asit izomerin ¢esidi onem kazanmaktadir. WHO; D (-) laktik asit alimini giinliik olarak
birey i¢in maximum 100 mg/kg olarak belirlemistir ve bebek ve ¢ocuklar i¢in kullanimini
onermemektedir. L (+) laktik asit alim1 i¢in her hangi bir sinirlma getirilmemistir. (Anonim
1968, Caplice ve Fitzgerald 1999, Holzapfel 2002).

Collins ve ark. (1989) Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei,
Lactobacillus paracasei subsp. tolerans ve Lactobacillus rhamnosus’un DNA homolojilerini

inceledikleri ¢alismada, bu tiirlerin L (+) laktik asit iireticisi oldugunu belirtmislerdir.
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Hammes ve ark. (1992) yaymladiklar1 ¢alismada Lactobacillus casei, Lactobacillus
paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus paracasei subsp. tolerans, Lactobacillus
rhamnosus tdrlerinin L (+) laktik asit; Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii,
Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus jenseni D (-) laktik asit; Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus crispatus, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
gasseri, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus reuteri, Lactobacillus sake ‘nin DL- laktik

asit Ureticisi oldugunu belirtmislerdir.

Adnan ve Tan (2007) Malezya’da fermente gida ve ke¢i siitlinden izole ettikleri
Lactobacillus casei, Lactococcus lactis’in L (+) laktik asit, Lactobacillus plantarum’un ise

DL laktik asit iirettigini belirlemislerdir.

Xanthopoulos ve ark. (1999), bebek feceslerinden izole ettikleri Lactobacillus
spp.’lerin farkliliklarin1 (SDS-PAGE ve Rrna oligoniikleotid hedefli) inceledikleri ¢aligmada,
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus acidophilus ve Lactobacillus
reuteri’nin DL- laktik asit; Lactobacillus rhamnosus’'un L (+) laktik asit trettigini

belirlemislerdir.

Dicks ve Endo (2009), Laktik asit bakterilerinin taksonomik statulerini ve
farkliliklarin1 belirttikleri ¢alismada Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus

casei ve Lactobacillus rhamnosus 'un L (+) laktik asit iirettigini belirtmislerdir.

Bebek fegeslerinden izole edilen izolatlarin D-L laktik asit Uretimleri Collins ve ark.
(1989), Hammes ve ark. (1992), Adnan ve Tan (2007) ve Dicks ve Endo (2009)’nun
yaptiklart ¢aligmalar sonucunda elde ettikleri bulgularla ayni, Xanthopoulos ve ark.

(1999)’nin elde ettikleri sonuglarin bir kismiyla paralel 6zellikler gostermektedir.
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4.2.5 izolatlarin antibakteriyel aktiviteleri

Antibakteriyel etkinin belirlenmesi icin agar diflizyon yontemi, patojen olarak
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Listeria monocytogenes (ATCC 7644), Salmonella
Enteritidis (ATCC 13076), Escherichia coli (ATCC 25922), Escherichia coli O157:H7
(NCTC 12900) kullanilmistir. izolatlarin antibakteriyel aktiviteleri Cizelge 4.2.5°te,
izolatlarmin patojenlere kars1 inhibisyon yetenekleri ise Sekil 4.2.5°te gosterilmistir. Izolatlar
genel olarak en fazla S. aureus tizerinde etkili olmustur. L.monocytogenes tzerindeki etki ise

genel olarak digerlerine olan etkiden daha diisiik bulunmustur.

Cizelge 4.2.5. Izolatlarin antibakteriyel aktiviteleri (Zon ¢api; mm)

izolat No E.coli E.coli O157:H7 | L.monocytogenes S.Enteritidis | S.aureus
BF 2 14,4+0,3 10,0+0,9 6,7£0,6 10,9+1,1 16,3+0,8
BF 3 11,3+0,6 11,2+0,5 12,4+0,3 12,9+0,5 13,3+0,2
BF 6 15,3111 11,1+0,3 7,8+0,7 13,6+1,0 17,4+0,7
BF 7 - 10,70,7 10,5+0,6 12,3+0,6 11,5+0,2
BF 9 14,3+1,0 10,1+0,3 6,9+0,6 10,6+0,8 16,2+0,9
BF 10 8,3+0,3 8,8+0,3 - 14,0+0,3 13,6+0,5
BF 13 11,5+0,5 11,5+0,5 12,3+0,6 12,7+0,5 13,3+0,3
BF 14 15,2+0,3 10,7+0,3 7,91£0,5 14,0+1,1 17,1+0,8
BF 18 8,6+1,2 9,0+0,9 - 14,5+0,9 14,1+0,6
BF 20 14,8+1,1 10,5+0,5 6,7£0,6 13,1+0,4 15,5+0,4
BF 23 12,4+0,3 9,5+0,8 11,8+0,5 7,7£0,9 22,310,9
BF 24 15,2+0,6 10,7+0,6 8,1+0,3 13,5+0,9 17,8+0,3
BF 25 14,2411 10,2+0,9 6,5+0,8 10,5+0,8 15,9+0,3
BF 26 13,4+0,8 8,4+0,5 13,1+11 11,6+0,7 14,2+1,0
BF 27 11,2+0,6 11,0+0,7 12,2+0,4 12,0£0,9 13,2+1,1
BF 29 9,7+0,6 9,2+0,9 10,1+1,1 8,310,9 7,6£0,6
BF 31 15,0+0,6 10,60,8 7,8+0,7 14,1+0,5 17,5%0,8
BF 32 17,3+0,8 24,0+0,5 15,4+0,6 21,6x0,9 -
BF 34 11,0+0,5 10,9+0,9 12,4411 12,6+0,4 13,0£0,5
BF 35 13,2+0,5 9,3+0,6 12,8+0,5 9,6+0,6 12,4+0,7
BF 37 10,2+0,6 9,4+0,6 10,3+0,7 9,3t1,2 8,1+0,4
BF 38 14,7+0,4 10,5+0,8 7,2+£0,8 13,9+0,6 17,1+0,5
BF 41 12,6%0,5 9,0+0,5 11,3+0,9 7,9+0,4 21,5+0,5
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Cizelge 4.2.5. Izolatlarin antibakteriyel aktiviteleri (Zon ¢ap1; mm)(devam)

izolat No E.coli E.coli O157:H7 | L.monocytogenes S.Enteritidis | S.aureus
BF 44 12,4+0,6 9,4+0,8 11,6x1,0 7,9+0,3 21,1+11
BF 47 16,1+0,9 11,3+0,7 9,2+0,6 6,7+0,8 17,5+0,4
BF 53 8,4+0,6 8,7+0,3 - 14,440,7 13,6+0,6
BF 55 14,8+0,8 10,7+1,0 8.1+0,8 12,9+0,7 17,9+0,8
BF 56 14,8+0,3 10,2+0,6 7,6+0,9 13,4+1,1 17,4+0,9
BF 57 15,1+0,5 10,3+0,6 8,0+0,8 14,5+0,5 18,3+0,5
BF 59 17,8+0,4 10,8+0,5 11,9+0,3 10,6+0,6 12,5+0,5
BF 61 14,1+0,6 10,3+1,1 6,8+0,5 11,0+0,7 15,8+1,1
BF 62 14,9+0,6 11,0+0,5 7,5+0,8 13,3+0,5 17,2+0,6
BF 68 17,5+0,6 10,4+0,7 11,7+¢11 10,2+0,3 12,8+0,7
BF 69 13,4+1,0 8,5+0,8 12,7+0,6 11,3£0,7 14,2411
BF 70 13,4+0,4 8,7+0,3 13,1+0,3 11,2+0,7 14,2+0,8
BF 73 13,6+0,9 8,3+0,3 13,5+0,7 11,440,3 14,3+0,6
BF 74 16,3+0,3 11,3+0,7 9,5+0,6 6,8+1,4 17,7+0,9
BF 75 12,4+0,4 9,8+0,4 11,7+0,4 7,7+0,8 21,017
BF 76 13,5+0,9 8,4+1,1 13,3+1,5 11,0+0,6 14,1+0,8
BF 77 14,6+0,7 9,8+0,3 8,8+0,8 13,7+0,4 16,5+1,0
BF 78 15,0+0,6 11,1+0,6 8,0£0,6 13,5+1,1 16,1+0,7
BF 80 149+1,1 10,2+0,9 7,5+£0,9 13,4+0,7 17,2+0,3
BF 86 12,340,9 10,0+0,5 8,6+0,5 10,740,5 14,7+0,9
BF 89 14,1+0,7 10,2+0,7 7,2+£0,8 10,7+0,8 16,5%0,6
BF 92 15,1+0,5 10,7+0,8 8,2+0,4 13,9+0,8 17,5+0,9
BF 96 17,4+0,7 10,9+1,0 12,6+0,7 10,5+0,4 12,1+0,7
BF 97 14,1+0,9 10,0+0,7 6,3+0,8 10,5+0,6 16,0+1,2
BF 99 14,9+£1,0 10,4+0,9 7,7£1,2 13,3£0,8 16,9£0,8
BF 100 14,3+0,6 10,60,8 6,4+0,7 10,8+0,4 16,3£1,3
BF 102 14,7+0,7 10,5+0,6 7,5£0,8 11,4+0,4 17,7£1,0
BF 105 13,7£0,5 7,3+0,9 13,5+0,4 13,9+0,4 13,2+0,6
BF 108 14,9+0,4 10,0+0,7 7,4+1,1 14+0,7 16,2+0,3
BF 109 14,7+0,6 10,4+0,7 7,51£0,4 11,7+0,5 18,0+0,8
BF 111 13,7+0,4 8,6x£1,0 13,5+0,8 11,1+0,3 14,84+1,0
BF 112 17,4+0,8 10,5+0,5 11,7+£0,8 10,3+0,9 12,7+0,7
BF 117 15,3+0,7 11,1+0,2 8,9+0,5 13,5+1,0 17,6+0,3
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Cizelge 4.2.5. 1zolatlarmin antibakteriyel aktiviteleri (Zon ¢ap1; mm) (devam)

izolat No E.coli E.coli O157:H7 | L.monocytogenes S.Enteritidis | S.aureus
BF 119 14,4411 10,240,8 6,7+0,3 10,4+0,6 16,6+0,3
BF 120 14,3411 10,5+0,8 6,5+0,7 10,340,6 16,8+0,6
BF 122 11,040,6 11,5+0,7 12,1+0,2 12,840,3 13,0+0,8
BF 123 13,4+0,3 9,1+0,5 12,2+1,0 9,6+0,5 12,4+0,9
BF 124 14,2+0,5 10,7+1,2 6,8+0,8 10,6+0,5 16,5+0,7
BF 125 11,3+0,4 11,1+0,6 12,4+0,7 13,0+0,6 13,1+0,2
BF 127 8,6+0,3 8,5+0,3 - 14,1+0,3 13,5%0,3
BF 131 14,1+0,3 10,1+0,5 6,8+0,7 10,7+0,6 15,8+0,9
BF 132 11,2+0,9 11,5+1,0 12,3+0,3 13,1+0,3 13,0+1,6
BF 134 17,3+0,6 10,1+1,0 11,4+0,7 10,3+0,2 12,3+0,7
BF 136 14,1+0,2 10,4+0,9 6,7£0,5 10,1+0,3 15,7+0,7
BF 141 13,3+0,7 9,5+0,3 12,6+0,3 9,8+0,6 12,0+0,8
BF 143 13,2+0,7 9,4+0,6 12,4+0,8 9,9+0,7 12,5+0,8
BF 145 14,4+0,3 10,1+0,5 7,0£1,0 10,3+1,0 16,4+1,0
BF 146 15,1+0,2 10,8+0,6 8,4+0,3 13,3+0,5 17,0+0,7
BF 147 13,5+0,3 9,0+0,7 12,3+0,7 9,5+0,5 12,5+0,8
BF 149 11,5+0,5 12,0+0,3 12,0+0,6 12,4+0,3 13,3+0,9
BF 154 14,5+1,0 10,3£1,0 7,510,3 13,5+0,5 15,7+0,6
BF 160 14,6x0,7 10,2+0,2 6,6+0,7 10,9+0,7 16,0£0,3
BF 161 15,3+0,3 10,50,7 7,81£0,5 13,3£0,6 17,6+0,4
BF 164 13,1+1,1 9,5+0,9 12,6+0,4 9,71£0,3 12,5+0,5
BF 165 13,5+0,5 8,4+0,7 13,2+0,9 11,3+0,8 14,2+1,0
BF 169 17,0+0,9 15,6+0,3 14,8+0,9 17,1+0,7 19,3+0,6
BF 173 17,3+0,6 10,3+0,3 11,5+0,5 10,2+0,2 12,3+0,7
BF 174 14,1+0,2 10,8+0,4 7,7£0,9 13,5+0,9 15,9+0,6
BF 178 14,4+0,3 10,4%0,6 6,7+0,3 9,9+0,4 16,5%1,0
BF 183 15,2+0,3 10,8+0,5 7,5+1,1 13,9£0,3 17,0£0,3
BF 184 14,4+0,9 10,7£0,5 6,910,6 10,3%0,2 16,5+1,2
BF 186 8,5+1,1 8,9+0,7 9,7+0,7 9,5+0,6 10,1+0,2
BF 187 14,2+0,3 10,5+0,5 6,5+0,9 9,9+0,5 15,4+0,3
BF 188 14,3+0,4 10,5+0,5 6,7£1,0 10,4+0,8 16,1+0,7
BF 189 14,1+0,3 10,2+1,2 7,0+£0,5 10,2+1,1 15,8+0,7
BF 191 17,440,7 10,340,9 11,5+0,9 10,6+0,3 12,4+0,6
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Cizelge 4.2.5. 1zolatlarmin antibakteriyel aktiviteleri (Zon ¢ap1; mm) (devam)

izolat No E.coli E.coli O157:H7 | L.monocytogenes S.Enteritidis | S.aureus
BF 193 15,040,6 10,8+0,5 8,0+0,5 14,340,5 16,5+0,5
BF 194 14,440,9 10,5+0,3 6,8+0,3 10,340,6 16,3+1,1
BF 196 14,240,3 10,1+0,8 6,5+0,4 9,840,7 15,9+0,9
BF 199 20,1+0,7 9,2+0,7 10,1+0,7 11,2+1,0 11,3+0,8
BF 200 14,8+0,9 10,5+0,5 7,9+0,8 13,9+0,6 17,6+0,3
BF 201 14,9+1,3 10,7£0,5 8,310,3 14,1+0,9 16,5+0,9
BF 203 11,1+0,3 11,6+0,4 12,2+0,3 12,7+0,4 13,4+0,7
BF 205 11,2+1,0 11,9+0,9 12,5+0,7 12,1+0,6 13,4+0,3
BF 206 9,9+0,7 9,5+0,4 10,7+0,3 9,1+0,4 7,8+0,9
BF 210 10,4+0,7 9,7+0,8 10,3+0,2 9,1+0,9 8,311
BF 211 13,8+0,5 8,8+£0,5 13,4+1,0 11,4+0,5 14,8+0,8
BF 214 8,5+0,3 8,6+0,3 9,5+0,3 9,8+0,6 9,9+0,5
BF 215 13,4+0,9 8,5+0,9 13,2+0,7 11,4+0,3 14,4+0,5
BF 217 11,3+0,8 11,6+0,3 12,4412 12,7+0,9 13,2+0,5
BF 218 15,1+0,3 11,3+1,2 8,2+0,7 14,6+0,7 17,6+0,4

S. aureus ATCC 25923; S.Enteritidis ATCC 13076; L.monocytogenes ATCC 7644

E.coli ATCC 25922; E.coli 0157:H7 NCTC 12900
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E.coli 0157 H7 ve S.Enteriditis

En Yuksek zon (mm)
E.coli O157 H7’ye kars1 BF 32 (L.fermentum 907): 24,0+0,5
S.Enteriditis’e kars1 BF 32 (L.fermentum 907): 21,6+0,9

L.monocytogenes
3.8

mZon (+)
=Zon ()

En Yiksek zon (mm)
L.monocytogenes’e karst BF 111 (L.rhamnosus ATCC 8530): 13,5+0,8

E.colive S.aureus
0,9

=Zon (+)
mZon (-)

En Yiiksek zon (mm)
E.coli’ye karst BF 199 (L.rhamnosus GG): 20,1+0,7
S.aureus’a kars1 BF 23 (L.fermentum A011): 22,3+0,9

Sekil 4.2.5. Izolatlarinin patojenlere kars1 inhibisyon yetenekleri
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Kotsou ve ark. (2008), bebek fegeslerinden elde edilen lactobacillus spp.’lerin agar
spot metoduyla antimikrobiyal 6zelliklerini inceledikleri ¢alismada; L.rhamnosus LR-B20’nin
E. coli ATCC 25922’ye kars1 1,2mm; L.paracasei LPP-B9’un Enterococcus faecalis ATCC
51299’ye 1,5mm ve Enterococcus hirrae CIP 5855’¢ karsi 3 mm zon verdigini tespit

etmislerdir.

Basavanna ve Prapulla (2013) bebeklerden izole ettikleri Lactobacillus fermentum
CFR’un spesifik substrat (prebiyotik - FOS) varliginda B. cereus, L.monocytogenes, E. coli,
Enterotoxigenic E.coli, S.aureus, Salmonella Typhi ve Y. enterocolitica’ya inhibisyon

etkisinin oldukga fazla oldugunu tespit etmislerdir.

Nawaz ve ark. (2011) Pakistan’da anne sutlyle beslenen bebeklerden izole ettikleri 61
Lactobacillus spp. izolatinda; L.fermentum suslarmin; E.coli ve S.dysenteriae’ye karsi 2-4
mm; S.Typhi, S.aureus ve L.monocytogenes’e karst 0-4 mm arasinda zon verdigini

saptamiglardir.

Boukhemis ve ark (2009) bebek fegeslerinden izole ettikleri L.casei subsp.
rhamnosus’un safra tuzuna (10-20 g/L) ve asite (pH2-3) direngli ayn1 zamanda E.coli’ye kars1

2-4 mm zon verdigini belirlemislerdir.

Jacobsen ve ark. (1999) 1 yasindan kii¢iik Danimarkali bebek feceslerinden izole
ettikleri, L.paracasei subsp. paracasei 19015-6, L.paracasei subsp. paracasei 19058-4,
L.rhamnosus 19020-8, L.rhamnosus 19070-2 suslarinin agar spot metoduyla antimikrobiyal
ozelliklerini incelemis; , L paracasei subsp. paracasei 19015-6, L.paracasei subsp. paracasei
19058-4’nin L.monocytogenes, E.coli ve Y.enterocolitica’ya karsi 2-5 mm arasinda zon
olusturdugunu, S. aureus’a karsi inhibisyon etkide bulunmadiklarini; L.rhamnosus 19020-8,
L.rhamnosus 19070-2’nin ise L.monocytogenes, E.coli ve Y.enterocolitica’ya karsi 2-5 mm
arasinda zon olusturdugunu, B.cereus’a 5 mm, S.aureus ve S.Thyphimurium ve S.flexneri’ye

kars1 zon olusturamadiklarini tespit etmislerdir.

Yoon-Jong ve ark. (2003) bebek feceslerinden izole ettikleri Lactobacillus ve
Bifidobacterium spp.’lerin higbiri S.aureus (ATCC 25923)’a karst inhibisyon etkide
bulunmazken, C.difficile ATCC 96892¢ karst %20 den biiylik inaktivasyon
gosterebildiklerini ve E.coli O157:H7 ATCC 43888’¢ karst 10 mm’den biiyik zon capi

verdiklerini belirtmislerdir. Calismamizda elde edilen izolatlarin tamamina yakin1 Yoon-Jong
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ve ark. (2003) yaptiklar1 ¢caligmada elde ettikleri izolatlardan farkli olarak inhibisyon etkide

bulunmustur.

Bebek feceslerinden izole edilen L.paracasei subsp. paracasei NTU 101 ve
L.paracasei subsp. paracasei BCRC 12248’nin Staphylococcus aureus BCRC 14958’¢ karsi
her hangi bir inaktivasyon etkinligi bulunmadig1 belirtilmistir (Lin ve Pan 1983).

Arict ve ark. (2004), bebek feceslerinden izole ettikleri laktobasillerin ¢ogunun B.
cereus FMC 19, E.coli ATCC 25922, S.aureus ATCC 2392, S.aureus ATCC 28213,
Y.enterocolitica ATCC 1501°e kars1 inhibisyon zonu verdigini, S.aureus ATCC 28213’in
izole edilen tim laktobasillere karst duyarli oldugunu tespit etmislerdir. Bakteri
stipernatantlarinin pH’inin 6,5’e ayarlanip katalaz ilavesi yapildiginda inhibisyon etkide

azalma oldugunu belirlemislerdir.

Xanthopoulos ve ark. (2000), bebek feceslerinden izole ettikleri Lactobacillus
tirlerinden; L.paracasei subsp. paracasei and L.acidophilus’un E. coli O:44 NCT9702 ve

Y.enterocolitica 0:9/4360’a kars1 zayif antibakteriyel aktivite gosterdigini belirlemislerdir.

Altmis yedi saglikli bebekle (4, 30, 90 giinliik) yapilan c¢alismada izole edilen;
L.fermentum’un E.coli ATCC 25922, E.coli EDL 933 VIT1 (+), VIT2 (+) and E.hirae
CIP5855’¢, L.paracasei subsp. paracasei‘nin ise S.choleriasuis DSM554’a kars1 inhibisyon
etkide bulundugu bildirilmistir (Kirtzalidou ve ark. 2011).

Anne sitiinden izole edilen L.fermentum’un; Salmonella Thyphimurium CCM 5445’a
kars1 18 mm, Escherichia coli O157:H7 NCTC 129000’e kars1 43 mm ve Escherichia coli
NRRL B-3008’e karst 25 mm zon ¢ap1 vererek antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirtilmistir
(Yavuzdurmaz 2007). Calismamizda elde edilen izolatlar patojenlere karsi daha diisiikk zonlar

vermistir.

Uymaz (2009), insanlardan izole ettigi dort L.casei susunun agar noktolama testine
gore antimikrobiyal etkisini inceledigi calismada; Bacillus subtilis’e kars1 11-40 mm arasinda,
Listeria monocytogenes ATCC 15813’¢ kars1 7-9 mm, Staphylococcus aureus ATCC 6538’a
kars1 20-40 mm arasinda, Escherichia coli LMG3083 (ETEC)’e kars1 6-8 mm arasinda,
Salmonella Typhimurium SL 1344’¢ kars1 6-8 mm arasinda, Listeria monocytogenes ATCC
25295’e kars1 8-18 mm arasinda, Escherichia coli ATCC 25295’ye karst 10-12 mm zon

81



arasinda ¢ap1 verip, Staphylococcus aureus FRI 100 ve Pediococcus pentosaceus FBB 611°¢

kars1 inhibisyon etkide bulunmadigini tespit etmistir.

Verdenelli ve ark. (2009), Italya’da insanlardan izole ettikleri Lactobacillus
rhamnosus IMC 501 (EU483094.1) ve Lactobacillus paracasei IMC 502 (FJ542303.1 )’nin
antimikrobiyal 6zelliklerini inceledikleri ¢alismada; L.rhamnosus IMC 501’in; E.coli (ATCC
11775) ve C.perfringens (ATCC 13124)’ e karst 7,5 mm’den kiigiik, S.aureus (ATCC
25923)’a kars1 5 mm’den kigcik, C.albicans (ATCC 10261)’ a kars1 7,5 mm’den biiyiik zon
verdigini belirleyip, L.paracasei IMC 502 ise E. coli (ATCC 11775) ve S.mutans (ATCC
20523)’a karst 3 mm’den kiigiik zon verirken; S.aureus (ATCC 25923) ve C. perfringens
(ATCC 13124)’ e karst 7,5 mm’den kiigiik, C.albicans (ATCC 10261)’ a kars1 ise 7,5

mm’den biiyiik zon verdigini tespit etmislerdir.

Gaudana ve ark. (2010), insanlardan izole ettikleri Lactobacillus rhamnosus GG,
L.fermentum AStl, L.rhamnosus CS25’in; Staphylococcus aureus ATCC 6538‘a kars1 2-5
mm arasinda; Salmonella typhi ve Escherichia coli’ye karst 5 mm zondan biiylik zon ¢ap1

verdigini belirlemislerdir.

Bao ve ark. (2010) geleneksel gidalardan izole ettikleri ¢esitli L.fermentum suslarinin
probiyotik o6zelliklerini arastirdiklar1 ¢aligmada, L.fermentum F6’nin Listeria monocytogenes
ve Staphylococcus aureus’a karst 12 mm’den biiyiik, Salmonella Typhimurium, Escherichia

coli, Shigella flexneri’ye kars1 8-12 mm arasinda zon ¢ap1 verdigini belirtmislerdir..

Mallesha ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada, ¢ig ve fermente tirlinlerden izole ettikleri
Lactobacillus fermentum’un E.coli ve S.aureus’a karst 13 mm zon verdigini; L.casei’nin ise

bu bakterilere kars1 bir aktivite gdsteremedigini belirtmistir.

Tas (2008), probiyotik bakterilerin gida patojenlerine karsi inhibisyon etkisini
inceledikleri ¢alismada, Lactobacillus rhamnosus LAB101’in Bacillus cereus B41’a kars1 9,6
mm, Salmonella Enteritidis B42’ye kars1 10,6 mm, Escherichia coli B43’¢ karst 9 mm,
Escherichia coli O157:H7 B51’¢ kars1 9 mm, Staphylococcus aureus B60’a karsi 12 mm zon
verdigini, Lactobacillus casei Shirota’min ise Bacillus cereus B41’e karst 8 mm, Salmonella
Enteritidis B42’ye kars1i 9,3 mm, Escherichia coli B43’e kars1 8,3 mm, Escherichia coli
O157:H7 B51’e karst 8,3 mm, Staphylococcus aureus B60’a karsi 9,6 mm zon verdigini

belirlemistir.
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Etoz (2006), Kefirden izole edip APl 50 CHL ile tanimladigi 20 L.casei izolatinin,
Staphylococcus aureus’ a karst 4-16 mm arasinda, Klebsiella oxytoca’ya karsi 4-10 mm
arasinda, Klebsiella pneumoniae’ye kars1 4- 16 mm arasinda; Salmonella Typhi’ye kars1 6-10
mm arasinda; Salmonella paratyphi’ye kars1 4-10 mm arasinda; Salmonella choleraesius’a
kars1 8 mm; Salmonella Typhimurium’a kars1 0-12 mm arasi; Pseudomonas putida’ya kars1 8
mm; Shigella sonnei’ ye karsi 14 mm; Shigella flexneri’ ye karsi 10 mm; Listeria
monocytogenes’e kars1 8 mm; Aeromonas hydrophila’ya kars1 6 mm; E. coli’ye kars1 2-4mm;
E. vunieris’e kars1 4 mm; Enterobacter aerogenes’e karst 4 mm; Enterobacter gergoviae’ye
karst 10 mm; Enterobacter agglomerans’a karsi 2-4 mm arasinda; Enterobacter cloacae’ya
kars1 4-8 mm arasinda; Citrobacter broakii’ye karsi 12 mm; Citrobacter freundii’ye kars1 6

mm zon olusturdugunu tespit etmistir.

Chuayana ve ark. (2003), sit drlnlerinden izole ettikleri laktik asit bakteri
kdltarlerinin Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
typhi, Serratia marcescens iizerine antimikrobiyel etkilerini aragtirmislar ve sonug olarak

Lactobacillus casei’nin tiim bakterilere karsi bakteriostatik etki gosterdigini bulmuslardir.

Aslim ve ark. (2005), fermente Urlnlerden izole ettikleri L.fermentum 25’in S.aureus’a
kars1 13-20 mm arasinada, E.coli ve Y.enterocolitica’ya karst 8-10 mm zon ¢ap1 verdigini;
cesitli L.casei suglarinin (Z3L, 5, Z4L, Z6L) ise bu patojenlere etki edemedigini tespit

etmislerdir.

Patra ve ark. (2011) fermente siit {iriniinden (dahi) izole ettigi L.fermentum’un
S.aureus’a kars1 13,3 mm; Bacillus subtilis’e kars1 10,9 mm; E.coli’ye kars1 ise 12,9 mm zon

capi1 verdigini belirlemislerdir.

L.casei ve L.monocytogenes enjekte edilen farelerin karacigerinde L.monocytogenes
gelisiminin L.casei tarafindan baskilandig1 belirlenmistir (Sato 1984). Benzer sekilde yapilan
bagska bir calismada wistar farelerinde oral yolla alinan L.casei Shirota’nin dokularda

L.monocytogenes’in sayisinda azalmaya sebep oldugu tespit edilmistir (De Waard 2002) .

Aykanat (2008), tavuktan izole ettigi ve API ile Lactobacillus fermentum olarak
tanimladigi izolatin E.coli’ye karsi 6 mm, L.monocytogenes’e karsi 26 mm zon ¢ap1 verdigini
belirlemistir. Calismamizda izole edilen L.fermentum izolatlar: E.coli’ye kars1 genellikle daha

yuksek, L.monocytogenes’e kars1 daha diisiik zon ¢ap1 vermistir.
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Tambekar ve Bhudata (2010) keci stttinden elde ettikleri 48 Lactobacillus ttrtinden
onde gelen probiyotikler olarak kabul ettikleri Lactobacillus turlerinin E. coli (MTCC 443),
Enterobacter aerogenes (MTCC 111), Klebsiella pneumoniae (MTCC 2653), Proteus
vulgaris (MTCC 426), S.typhi (MTCC 734) and Shigella flexneri (MTCC 1457) lzerindeki
antimiktobiyal etkilerini incelemislerdir. LAB’nin test bakterileri {izerinde farkli oranlarda

inhibitif etki gosterdiklerini belirlemislerdir.

Et ve et Urtnlerinden izole edilen ¢esitli L.plantarum ve L.sake suslarinin bazi patojen
mikroorganizmalara karsi inhibisyon etkisi oldugu rapor edilmistir (Schillinger ve Liicke
1989, Toksoy ve ark. 1999a). Lactobacillus casei CRL705’in kullanildig: bir diger ¢alismada
besiyeri ve model olarak kullanilan et bulamacinda Listeria innocua ile koruyucu kilturin
beraber ve ayr1 gelisimi incelenmistir. Sonug olarak, Lactobacillus casei CRL705’in et ve

tirinlerinde koruyucu kiiltiir olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (Castellano ve ark. 2004).

Con ve Gokalp (2000), Tirkiye genelinden 51 sucuk 6rneginden MRS agar kullanarak
izole ettikleri 424 laktik asit bakterisini APl 50 CHL tan1 kiti kullanarak identifiye edip,
antagonistik aktivite testlerinin ardindan 57 LAB izolatininin Clostridium perfringens 4TTK,
Clostridium botulinum tip A 7948, Bacillus cereus NRRL B-3711, Micrococcus luteus NRRL
B-4376 ve Yersinia enterocolitica 103 (zerinde c¢esitli oranlarda etkili olduklarini

bildirmislerdir.

Arslan (2010), steril edilmis ekmeklik undan elde edilen hamura 10* kob/mL B.
subtilis ve ayn1 sayida L.rhamnosus (10* kob/mL) ilave ettikten sonra, 37 °C’de 24 saatlik
inkiibasyona birakilmis, inkiibasyon sonunda, B. subtilis sayisinda bir azalma gozlemeyip,
yok denecek kadar az bir ¢ogalma saptamislardir. Ancak, kontrol 6rneginde hizli bir artis
olmasinin, hamur igerisinde L.rhamnosus’un B. subtilis’in gelisimini dnledigini gostermesi

acisindan dnemli oldugunu rapor etmislerdir.

Tejero-Sarifiena ve ark. (2012) laktik asit baktreilerinin antimikrobiyal 6zelliklerini
inceledikleri ¢alismada, Agar spot metoduna goére L.rhamnosus (NCIMB 30188)(insan
kaynakli)’in S.Typhimurium, S. aureus, E. coli, E. faecalis, C. Difficile’ e kars1 11-17 mm
arasinda zon olusturdugu; L.casei (NCIMB 30185)(siit iirtinii)’in S.Typhimurium ve C.
Difficile’e kars1 17 mm den biiyilik; S. aureus, E. coli, E. faecalis’e kars1 ise 11-17 mm
arasinda zon olusturdugu, L.fermentum (NCIMB 30226)(siit {rini kaynakli)’nin

S.Typhimurium, E. coli, C. Difficile’ e kars1 11-17 mm zon olusturdugu, S. aureus ve E.
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faecalis’e karst 5-10 mm zon olusturdugunu belirlemislerdir. Caligmalarinin devaminda
stipernatantlarin alkali ile ndtralizasyonunun antimikrobiyal etkiyi 6nemli dl¢lide azalttigini,
bu durumunda glukoz fermentasyonu sonucunda olusan laktik ve asetik asit gibi organik
asitlerin probiyotik mikroorganizmalarin 6nemini gostermesi ag¢isindan pif nokta oldugunu

belirtmislerdir.

Gratz ve ark. (2007), L.rhamnosus GG’nin aflatoksin B1’in tasinmasi, metabolizmasi
ve toksisite etkisinin azaltilmasina yonelik bir arastirma yapmuslar, Caco—2 hicrelerinde
L.rhamnosus GG’nin, aflatoksin B1°’i hiicre i¢ine absorblayarak etkisini azalttigi, aflatoksin

tarafindan hiicre zar1 ve DNA’nin zarar gormesinin engellendigini tespit etmislerdir.

Sameshima ve ark (1998), Lactobacillus cinsine ait suslarin (L.acidophilus FERM P—
15119, L.rhamnosus FERM P-15120, L.paracasei subsp. paracasei FERM P-15121),
antagonistik etkilerini, Staphylococcus aureus’un enterotoksin iiretimi ve gelisme hizim, 20°C
ve 35°C fermentasyon sicakliklarinda arastirmislar ve her iki sicaklikta da, Lactobacillus

spp.’lerin, S. aureus gelisimini ve enterotoksin {iretimini inhibe ettigini rapor etmislerdir.

Messi ve ark. (2001)’de ¢alismalarinda, L. acidophilus ve L.casei tirlerinin E. coli
O157:H7’nin STEC 89020087 susu iizerinde inhibisyon etkiye sahip oldugunu

gostermislerdir.

Bebeklerden izole edilen izolatlarin antibakteriyel aktivite sonuglari incelendiginde
elde edilen zon gaplarinin Arici ve ark. (2004), Tas (2008), Bao ve ark. (2010) Kirtzalidou ve
ark. (2011) ve Patra ve ark. (2011)’nin yaptiklar1 ¢alismada elde ettikleri zon caplariyla
paralel, Aslim ve ark. (2005), Uymaz (2009), Mallesha ve ark. (2010)’nin elde ettikleri zon

caplariyla kismen benzer sonuglar elde edilmistir.

Izolatlardan, BF 32 (L.fermentum 907); E.coli O157 H7 ve S.Enteriditis’e, BF 111
(L.rhamnosus ATCC 8530); L.monocytogenes’e, BF 199 (L.rhamnosus GG) E.coli’ye, BF 23
(L.fermentum A011); S.aureus’a karsi en yiiksek inhibisyon zon g¢api vermeleriyle dikkat

cekmiglerdir.
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4.2.6 izolatlarin asit toleranslari

Izolatlarin asitlige kars: toleranslar1 pH 3 degerinde incelenmis olup sonuglar1 Cizelge
4.2.6 ve izolatlardan asit ortamda gelisim gosterenlerin oranlar1 Sekil 4.2.6’da verilmistir.
Lactobacillus izolatlarimin pH 3’te 3 saatlik inkiibasyon sonrasinda Yylksek oranla

canliliklarii koruyabildikleri, bir kisminda ise gelisme oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.2.6. izolatlarinin asite tolerans1 (pH 3,00)

Izolat No Bakteri sayis1 (log kob/mL)
0. dak 180. dak Azalma

BF 2 5,78 £0,10 5,48+0,02 0,30
BF 3 5,95 +0,03 5,93+0,08 0,02
BF 6 7,10 +0,06 7,17+0,03 -0,07
BF 7 5,43 +0,01 5,46+0,01 -0,03
BF 9 5,55 +0,04 5,17+0,03 0,38
BF 10 5,76 0,08 5,95+0,08 -0,19
BF 13 6,18 +0,07 6,23+0,10 -0,05
BF 14 6,24 +0,02 6,28+0,10 -0,04
BF 18 5,21 +0,01 5,20+0,03 0,01
BF 20 6,83 0,01 6,86+0,01 -0,03
BF 23 5,81 +0,03 5,60+0,03 0,19
BF 24 5,25 +0,05 5,47+0,07 -0,22
BF 25 5,34 0,10 5,00+0,01 0,30
BF 26 6,16 +0,01 5,98+0,04 0,18
BF 27 7,35 +0,07 7,37+0,02 -0,02
BF 29 5,67 0,03 5,49+0,01 0,18
BF 31 5,43 0,05 5,62+0,03 -0,19
BF 32 5,85 +0,01 5,92+0,02 -0,07
BF 34 5,28+0,01 5,20+0,08 0,08
BF 35 5,46+0,01 5,33+0,02 0,13
BF 37 6,98+0,07 6,96+0,03 0,02
BF 38 6,93+0,04 6,76+0,03 0,17
BF 41 5,66+0,06 5,59+0,01 0,07
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Cizelge 4.2.6. izolatlarinin asite tolerans: (pH 3,00) (devam)

izolat No Bakteri sayisi (log kob/mL)
0. dak 180. dak Azalma

BF 44 5,12+0,03 5,01+0,01 0,11
BF 47 6,81+0,01 6,63+0,02 0,18
BF 53 7,17+0,06 7,00+0,05 -0,17
BF 55 6,37+0,03 6,56+0,03 -0,19
BF 56 5,89+0,01 6,05+0,09 -0,16
BF 57 6,13+0,06 6,17+0,02 -0,04
BF 59 5,87+0,02 5,91+0,03 -0,04
BF 61 5,74+0,03 5,09+0,01 0,65
BF 62 5,31+0,06 5,41+0,01 -0,10
BF 68 5,54+0,03 5,47+0,02 -0,07
BF 69 5,85+0,02 5,64+0,04 0,21
BF 70 5,87+0,01 5,80+0,03 0,07
BF 73 6,12+0,05 5,96+0,01 0,16
BF 74 6,39+0,03 6,26+0,02 0,13
BF 75 6,18+0,05 5,93+0,03 0,25
BF 76 5,21+0,02 5,11+0,07 0,10
BF 77 7,32+0,01 7,36+0,02 -0,04
BF 78 5,44+0,10 5,50+0,04 -0,06
BF 80 7,02+0,02 7,04+0,03 -0,02
BF 86 5,77+0,01 5,59+0,05 0,18
BF 89 5,54+0,03 5,32+0,07 0,22
BF 92 5,63+0,02 5,65+0,02 -0,02
BF 96 5,33+0,02 5,41+0,01 -0,08
BF 97 5,11+0,02 4,93+0,04 0,18
BF 99 5,61+0,02 5,72+0,10 -0,11
BF 100 5,33+0,01 4,98+0,03 0,35
BF 102 5,47+0,06 5,56+0,02 -0,09
BF 105 5,66+0,03 5,43+0,01 0,23
BF 108 7,89+0,01 7,93+0,01 -0,04
BF 109 5,45+0,01 5,46+0,03 -0,01
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Cizelge 4.2.6. izolatlarinin asite tolerans: (pH 3,00) (devam)

izolat No Bakteri sayisi (log kob/mL)
0. dak 180. dak Azalma

BF 111 5,86+0,02 5,82+0,02 0,04
BF 112 6,17+0,03 6,19+0,01 -0,02
BF 117 5,13+0,08 5,22+0,06 -0,09
BF 119 6,23+0,01 6,02+0,12 0,21
BF 120 5,34+0,03 5,29+0,08 0,05
BF 122 5,49+0,02 5,51+0,03 -0,02
BF 123 5,79+0,07 5,62+0,01 0,17
BF 124 6,73+0,03 6,52+0,01 0,21
BF 125 5,58+0,02 5,40+0,07 0,18
BF 127 6,15+0,01 6,19+0,01 -0,04
BF 131 5,95+0,10 5,47+0,03 0,48
BF 132 5,37+0,01 5,45+0,05 -0,08
BF 134 5,71+0,01 5,78+0,01 -0,07
BF 136 7,29+0,02 6,99+0,03 0,30
BF 141 5,37+0,03 5,21+0,02 0,16
BF 143 5,33+0,06 5,19+0,01 0,14
BF 145 5,83+0,03 5,72+0,01 0,11
BF 146 6,23+0,11 6,30+0,02 -0,07
BF 147 5,74+0,03 5,66+0,01 0,08
BF 149 5,45+0,06 5,50+0,06 -0,05
BF 154 5,77+0,04 5,84+0,01 -0,07
BF 160 5,42+0,02 5,38+0,04 0,04
BF 161 5,34+0,07 5,42+0,01 -0,08
BF 164 5,60+0,02 5,52+0,01 0,08
BF 165 5,65+0,03 5,47+0,09 0,18
BF 169 5,38+0,01 5,42+0,01 -0,04
BF 173 5,13+0,08 5,15+0,02 -0,02
BF 174 5,41+0,01 5,47+0,03 -0,06
BF 178 5,91+0,01 5,66+0,06 0,25
BF 183 6,24+0,01 6,25+0,04 -0,01

88




Cizelge 4.2.6. izolatlarinin asite tolerans: (pH 3,00) (devam)

izolat No Bakteri sayisi (log kob/mL)
0. dak 180. dak Azalma

BF 184 5,23+0,02 5,04+0,01 0,19
BF 186 5,72+0,05 5,38+0,02 0,34
BF 187 6,72+0,08 6,25+0,03 0,47
BF 188 5,93+0,01 5,79+0,02 0,14
BF 189 7,85+0,04 7,66+0,01 0,19
BF 191 5,15+0,03 5,22+0,03 -0,07
BF 193 6,13+0,01 6,08+0,01 0,05
BF 194 7,31+0,01 7,08+0,10 0,23
BF 196 6,72+0,05 6,50+0,03 0,22
BF 199 6,42+0,02 6,84+0,06 -0,42
BF 200 5,33+0,01 5,35+0,02 -0,02
BF 201 5,37+0,03 5,41+0,02 -0,04
BF 203 6,66+0,02 6,72+0,01 -0,06
BF 205 7,12+0,9 7,05+0,14 0,07
BF 206 6,97+0,02 6,80+0,04 0,17
BF 210 5,29+0,01 5,14+0,01 0,15
BF 211 6,74+0,02 6,69+0,08 0,05
BF 214 7,28+0,03 7,18+0,09 0,10
BF 215 5,61+0,01 5,47+0,02 0,14
BF 217 5,49+0,07 5,51+0,01 -0,02
BF 218 6,55+0,02 6,64+0,01 -0,09

Lactobacillus spp.
L.rhamnosus
L.casei
L.fermentum
L.paracasei

0,00 20,00

40,00

60,00

80,00

100,00

O Gelisme Gosteren

O Azalma Gosteren

Sekil 4.2.6. Izolatlarm pH 3’te gelisim gosterim % orani
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Gastrointestinal sistemin dogal bariyer elemanlarindan olan mide asidi sayesinde
midede, yalnizca az miktarda aside direngli mikrobiyota bakterisi (Laktobasil turlerinden) ve
patojen mikroorganizma olan H. pylori yasamini devam ettirebilmektedir. Midede canliligini
devam ettirebilme ve safra tuzlarina direng yeteneklerini arastiran in vitro ¢alismalar ile in
vivo sonuglarin genellikle uyumlu bulundugu; ancak bununla birlikte, Lactobacillus spp. ile
yapilmis bir ¢alismanin sonucuna gore, in vitro ¢alisma sirasinda HCI ile asidifiye edilmis
distile suya gore, mideden elde edilen asit salgisina mikroorganizmalarin daha direncli oldugu

tespit edilmistir (intrensek ve/veya ekstrensek faktor) (Conway ve ark. 1987).

Laktik asit bakterilerinin bagirsaga ulasmasi i¢in gegen 90 dakikalik siirede canli

kalmas1 probiyotik olarak se¢imleri agisindan ¢ok 6nem arzetmektedir (Chang ve ark. 2001).

Daha once yapilan g¢alismalar, laktik asit bakterilerinin 6nemli kisminin pH 2,5
degerinde canliligin1 korudugunu gostermektedir (Santos ve ark. 2003, Mathara ve ark. 2008).
Bunun yaninda Klingberg ve ark. (2005) yaptiklar1 ¢aligmalarda pH 2,5 degerinde Rashid ve
ark. (2007) ise pH 3 degerinde bakterilerin canliliklarint 6nemli 6l¢iide kaybettiklerini
bildirmislerdir. L.rhamnosus, L.paracasei subsp. paracasei, L.plantarum and L.crispatus’un
pH 3’e dayanikli, pH 2’ye ise duyarli oldugu ¢esitli ¢alismalarda belirtilmistir (Pereira ve
Gibson 2002).

Kirtzalidou ve ark. (2011) altmis yedi saglikli bebekle (4, 30, 90 giinliik) yaptiklari
calismada izole edilen (Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, L.fermentum, L.rhamnosus)
izolatlarinin pH 3’te 3 saatlik inkiibasyon siiresince gelisimlerini incelemis ve Lactobacillus
paracasei suslarinda (7,49-7,70; 7,79-7,40; 7,92-7,88; 8,30-8,29; 7,97-7,75) logip kob/mL,
L.fermentumda (7,48-7,52) logio kob/mL, L.rhamnosus suslarinda (7,87-6,97; 7,27-7,15)

olarak tespit etmislerdir.

Nawaz ve ark. (2011) Pakistan’da anne siitiiyle beslenen bebek feceslerinden izole
ettikleri 61 Lactobacillus spp. izolatinda yaptiklar1 diisiik pH’ya diren¢ aragtirmasinda;
L.fermentum suslarinin pH 2,5 ve 3 saatlik inkiibasyon sonrasinda % canlilik oranlarini %80-
%92,5 arasinda bulmus, izole ettikleri L.rhamnosus’un ise % 90,8 oranla canliligini
korudugunu saptamiglardir. Calismamizda izole ettigimiz L.fermentum ve L.rhamnosus

izolatlar1 pH 3’te inkiibasyona birakilmis ve 3 saat sonunda tamami canliligini korumustur.

Jacobsen ve ark. (1999) 1 yasindan kiigiik Danimarkali bebek fegeslerinden izole

ettikleri, L.paracasei subsp. paracasei 19015-6, L.rhamnosus 19020-8, L.rhamnosus 19070-2
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suslarmin pH 2,5 ve 4 saatlik inkiibasyon sonucunda canliliklarini koruduklarini ancak
gelisemediklerini, L.paracasei subsp. paracasei 19058-4’nin ise canliligini1 da koruyamadigini

belirtmislerdir.

Kotsou ve ark. (2008), bebek feceslerinden izole ettikleri L.acidophilus, L.rhamnosus,
L.paracasei subsp. paracasei, L.fermentum, L.delbrueckii subsp. delbrueckii, L.cellobiosus,
L.plantarum, L.brevis ve L.crispatus tiirlerinin diisiik pH’ya direnglerini inceledikleri
caligmalarinda; ¢ogu tiirin pH 3’te 1,5 saatlik siirede canliligini korudugunu ancak
L.rhamnosus B5 ve L.fermentum B15’in sayica 6nemli 6l¢iide azaldigini, 3 saatlik inkiibasyon
sonucunda ise 4 sus hari¢ (L.rhamnosus B5, L.fermentum B15, L.delbrueckii subsp.
delbrueckii C4, L.brevis C8) canliliklarmin devam ettigini belirlemislerdir. Inkiibasyon
sliresince L.rhamnosus suslari igerisinde azalmanim (0,05 ile 0,26) logio kob/mL degerinde
oldugu, L.paracasei subsp. paracasei suslari igerisinde [0,08 ile (— 0,02)] logiy kob/mL
arasinda oldugu gozlemlerken, L.fermentum suslart igerisinde (0 ile 0,23) logip kob/mL

degerinde oldugunu rapor etmislerdir.

Xanthopoulos ve ark. (2000), bebek feceslerinden izole ettikleri lactobacillus
tirlerinden U¢ L.paracasei subsp. paracasei (DC411, DC412 and DC416) ve bir L.rhamnosus
(DC425) susunun iki saatlik inkiibasyon sonrasinda diisiik pH’ya direngli olduklarini ayni
zamanda calisma sonuglarina genel olarak bakildiginda bu iki tiiriin izole edilen diger
lactobacillus tlrlerine (L.acidophilus, L.gasseri, L.reuteri) gore diisiik pH’ya daha direngli

olduklarini saptamiglardir.

Dunne ve ark. (2001); insan feges kaynakli Lactobacillus spp.’lerin probiyotik olarak
degerlendirilebilmeleri i¢in se¢me Kkriterlerini arastirdiklar1 ¢alismada; L.casei F19’un,
L.fermentum KLD ve L.paracasei 212.3’tiin pH 1,2 de canliliklarin1 30 dk’da yitirdiklerini
tespit etmislerdir. (pH 1,2’de 0. dk, 5 dk, 30 dk inkiibasyon sonrasi canli mikroorganizma
sayis1 sirasiyla; 8740, 4900, 0 logig kob/L; 9480, 9640, 0 logip kob/L; 9030, 3370, 0 logio
kob/L).

Uymaz (2009), insanlardan ve gesitli peynirlerden izole ettigi 6 L.casei susunun diisiik
pH direnclerini inceledigi calismasinda; pH 3’te 3 saatlik inkiibasyon sonrasinda insan
kaynakli suslarda % 76,35 ile % 97,54 arasinda, peynirden izole edilen suslarda % 95,62 ile

% 99,48 arasinda canliligin devam ettigini saptamistir.
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Bagyigit (2004), insanlardan izole ettikleri cesitli laktobacillus spp. suslarmin diisiik
pH’ya direnglerini inceledigi ¢alismada; pH 3,5 ve 3 saatlik inkiibasyon sonrasinda Laktobasil
suslarinin 67 adetinin sayim sonuglariin degismeden sabit kaldigini, 21 adet susun sayisinin

azaldigini. 23 adet susun ise deneme periyodunda gelisme gosterdigini rapor etmistir.

Verdenelli ve ark. (2009), italya’da insanlardan izole ettikleri 11 izolattan;
Lactobacillus rhamnosus IMC 501 (EU483094.1) ve Lactobacillus paracasei IMC 502
(FJ542303.1 )’nin asite t6leransini inceledikleri ¢alismada; pH 3’0 gastrik ortamin temsili
pH’s1 olarak kullanip test bakterilerini pH 3’te 5 saat inkiibasyona birakmiglar ve bu

bakterilerin ortam kosullarina direncli olduklarini saptamislardir.

Gaudana ve ark. (2010), insanlardan izole ettikleri L.rhamnosus CS25’in ve
L.fermentum ASt1’in sirastyla; pH 2,5’ta 2 saatlik inkiibasyon sonucunda %6,9 ve %4,03; pH
2’de 2 saatlik inkiibasyon sonucunda ise %5,1 ve %2,33 canli kalma orani sergilediklerini

tespit etmislerdir.

Bao ve ark. (2010) gelencksel gidalardan izole ettikleri gesitli L.fermentum suslarinin
probiyotik oOzelliklerini arastirdiklar1 c¢aligmada, L.fermentum F6’nin pH 2,5 ve 3 saatlik
inkiibasyon sonucundaki degisimini 8,488 log kob/mL-7,358 log kob/mL (%86,7 canli kalma

orani) olarak saptamiglardir.

Mishra ve Prasad (2005)’mn Lactobacillus casei suslarinin pH 3 kosullarina
dayanimlarini inceledikleri ¢alismada; 3 saat sonunda suslardaki azalmanin 0,22 ile -0,1 log

kob/mL oldugunu tespit etmislerdir.

Maragkoudakis ve ark. 2006 yilinda stt Oriinlerinden izole ettikleri Lactobacillus
spp.’lerin (29 sus) probiyotik 6zelliklerini inceledikleri ¢alismada; Ph 1°de ya da pepsin
varliginda ancak birka¢ susun canliligimi devam ettirebildigini gozlemlemis, Ph 3’te tiim
suslarin canliligint korudugunu belirlemislerdir. pH 1’de 1 saat sonunda yalnizca L.paracaseli
subsp. paracasei ACA-DC 119 - 3345, L.paracasei subsp. tolerans ACA-DC 4037,
L.plantarum ACA-DC 146 ve Lactobacillus sp. ACA-DC 108, Lactobacillus sp. ACA-DC
109; 3 saatlik inkiibasyon sonras1 ise Lactobacillus sp. ACA-DC 108 (%0,04 canlilik) ve
Lactobacillus sp. ACA-DC 109 (%0,008 canlilik) suslarmnin canli kalabildiklerini
belirlemislerdir. Yavuzdurmaz (2007), anne sutlinden izole ettikleri L.oris ve L.fermentum’un

mide pH’sima (pH 3,0) direncli, bagirsak safra tuzuna ise (0,3%) toleransli oldugu belirtmistir.
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Salem ve ark. (2013) anne sitiinden izole ettikleri (glukozdan gaz olusturan)
Lactobacillus spp.’lerin pH 2’ye direnglerini inceledikleri ¢alismada; 0. ve 60. dk’daki
degisimleri (7,60-7,69; 9,70-9,92; 8,90-8,98; 7,11-7,20 log 10 kob/mL) olarak tespit

etmislerdir.

Vinderola ve Reinheimer (2003) ise mide 6zsuyu sartlarinda bir ortam hazirlayarak 24
adet probiyotik bakterinin asit ortamda dayanimini incelemis, pH 3’te 3 saat sonunda L.caseli

ve L.rhamnosus suslarinda 2,7-5,9 araliginda log kob/mL azalma oldugunu belirlemislerdir.

Akman (2009), cesitli laktik asit bakterilerinin probiyotik o6zelliklerini inceledigi
calismasinda, Lactobacillus casei’nin g¢esitli suslarmin pH 2,5’ta 2 saatlik inkiibasyon
sonunda bakteri sayisinda (-0,03 log kob/mL ile >2,41°den biiyiik log kob/mL araliginda)
azalma, 4 saatlik inktbasyon sonucunda ise (<0,6 log kob/mL ile >3,56 log kob/mL)

araliginda azalma belirlemistir.

Kavas (2007), probiyotik mikroorganizmalarin asite téleransini inceledigi ¢alismada,
L.casei 'nin, ortam pH 4,6’da iken iiremesinin baskilanmamis oldugunu ancak 3,2 ve 2 gibi
diisiik pH’larda kontrol grubuna gore anlamli sekilde canliligini yitirdigini tespit etmistir
[kontrol grubu; 6,88 logio kob/mL; pH (4,6); 6,72 logio kob/mL; pH (3,2); 6,08 logio kob/mL;
pH (2); 2,92 logsio kob/mL].

Charteris ve ark. (1998) Lactobacillus ve Bifidobacterium’un probiyotik olabilecek
suslarinin  bagirsak sisteminden gec¢is toleranslarm1 in vitro olarak inceledikleri
aragtirmalarinda; gastrik ortamda pH 2’de, sadece bir laktobasil susunun (L.fermentum KLD)
direngli oldugunu ancak, ortama siit proteinleri katilarak yapilan denemede ise L.casei 2123

ve B. infantis 25962 suslarinin da %100 gegis toleransi gosterdiklerini belirlemislerdir.

Bebeklerden izole edilen izolatlarin pH 3 direnglerinin; Mishra ve Prasad (2005),
Yavuzdurmaz (2007), Kotsou ve ark. (2008), Verdenelli ve ark. (2009), Kirtzalidou ve ark.
(2011)’nin elde ettigi sonuglarla benzer oldugu, izolatlarin; Vinderola ve Reinheimer (2003),
Bagyigit (2004), Kavas (2007), Uymaz (2009)’in yaptiklar1 c¢alismalarda elde ettikleri
izolatlara gore ise daha ylksek dirence sahip oldugu belirlenmistir. L.casei en fazla miktarda
pH 3’e dirence sahip izolatlar1 barindirmakla birlikte, BF 199 (L.rhamnosus GG) 0,42 log
kob/mL gelisimle en yiiksek miktarda pH 3’e direng gosterip gelisme gosteren izolat

olmustur.
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4.2.7 izolatlarin antibiyotiklere direnci

Bebeklerden izole edilen Lactobacillus spp.’leri tetracycline, chloramphenicol ve
penicillinden etkilenmistir. Izolatlarin antibiyotik direncleri Cizelge 4.2.7 ve Sekil 4.2.7.1°de
gorilmektedir. Ayrica 4.2.7.2°de 112 nolu izolatin antibiyotiklere diren¢ gorinimii
yeralmaktadir. Izolatlarin ¢ogunlugu kanamycin ve streptomycine direng gosterirken,
Chloramphenicol en duyarli olduklar1 antibiyotik olmustur. Bir¢ok arastirmada benzer

sonuglar alimmistir (Kattla ve ark 2001, Choi ve ark 2003).

Cizelge 4.2.7. izolatlarinin antibiyotiklere direncleri (Zon ¢ap1: mm)

Izolat CHL PEN TE KAN STR
No

BF 2 24,5+0,8 23,0+0,9 27,3+1,6 - -

BF 3 19,4+1,3 18,10,7 17,3+0,3 - -

BF 6 20,4+0,7 17,7+0,5 15,6+0,8 - -

BF 7 20,2+1,3 21,6+0,9 22,3+0,4 - 7,3+0,6
BF 9 25+0,8 23,3403 27,3+1,5 - -

BF 10 21,240,6 24,808 22,240,9 - -

BF 13 20,1+1,2 19,3+1,2 17,80,6 - -

BF 14 21,3+0,5 20,1+1,3 17,10,3 - -

BF 18 21,5+0,8 25,4+0,1 22,7+1,7 - -

BF 20 20,1+0,4 15,2+0,6 16,5+0,2 - -

BF 23 20,9+0,5 19,50,7 18,2+1,8 7,440,2 8,0+0,8
BF 24 22,3+0,9 18,620,8 15,4+0,8 - -

BF 25 24,5+0,7 22,9+1,1 27,5+1,7 - -

BF 26 20,3+0,5 22,4+0,6 21,740,3 7,1+0,7 7,1+1,0
BF 27 20,60,9 19,3+0,6 17,5%1,2 - -

BF 29 21,040,6 25,240,2 22,4+1,2 - -

BF 31 21,4+1,5 20,0+0,8 17,30,4 - -
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Cizelge 4.2.7. izolatlarinin antibiyotiklere direngleri (Zon ¢ap1: mm)(devam)

Izolat CHL PEN TE KAN STR
No

BF 32 21,2+0,7 24,9+1,2 22,5+0,7 - -

BF 34 21,0£1,1 19,4+0,9 17,6+1,1 - -

BF 35 25,10,9 21,9+1,5 21,520,5 - -

BF 37 21,4%1,3 24,90,8 23,10,3 - -

BF 38 20,620,9 22,7+1,3 19,2+1,4 - -

BF 41 21,1+0,7 21,1+0,7 19,2+0,6 7,6+0,5 9,240,7
BF 44 20,8+0,9 20,7+0,7 18,8+0,8 7,440,3 7,9+0,9
BF 47 18,9+0,3 16,80,7 14,8+1,3 7,540,3 -

BF 53 21,9+1,2 24,3+0,8 23,3+1,9 - -

BF 55 20,70,5 19,940,9 15,940,2 - -

BF 56 21,8+1,5 19,740,9 15,9+0,7 - -

BF 57 20,30,6 24,4%0,9 16,8+1,2 - 9,5+0,4
BF 59 20,8+0,6 21,4%0,2 18,740,7 - 7,240,9
BF 61 24,3+0,5 22,7+0,8 27,1+0,8 - -

BF 62 21,4+1,3 18,60,7 15,0£0,2 - -

BF 68 21,2+0,2 22,2+0,1 17,1+0,3 - 7,2+0,8
BF 69 20,5+0,1 22,7+1,0 21,2+0,7 7,0+0,5 7,3%0,5
BF 70 20,2+0,6 22,4%0,5 21,3+1,3 7,240,6 7,1+0,7
BF 73 20,8+0,8 22,70,8 22,0+1,3 7,340,3 7,5+1,1
BF 74 18,5+1,1 17,8+0,2 14,1+0,4 7,9+1,1 -

BF 75 20,7+0,7 19,9+0,9 18,4+0,6 7,3+0,4 8,0+0,2
BF 76 20,50,3 22,70,6 21,3+0,8 7,1+0,9 7,3+0,7
BF 77 21,3+0,9 22,4%1,5 16,8+0,9 - -
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Cizelge 4.2.7. izolatlarinin antibiyotiklere direngleri (Zon ¢ap1: mm)(devam)

Izolat CHL PEN TE KAN STR
No

BF 78 20,5+1,3 18,5+0,8 15,740,5 - -

BF 80 22,0£0,8 20,2+0,3 16,3+1,0 - -

BF 86 25,40,5 22,61,9 27,90,8 - -

BF 89 24,80,7 22,90,6 27,8+0,9 - -

BF 92 21,30,2 19,1+0,4 17,5%1,5 - -

BF 96 20,7+0,9 21,4+1,4 18,7+0,8 - 7,1+0,6
BF 97 25,0+1,0 22,4+0,6 27,80,9 - -

BF 99 21,80,8 19,940,5 15,9+0,3 - -

BF 100 | 24,5+0,6 22,4+1,0 28,50,6 - -

BF 102 |224#11 19,2+0,2 17,7412 - -

BF 105 | 21,7%0,2 24,5%0,2 23,3+1,7 - -

BF 108 | 21,740,6 19,4+0,9 16,3%0,9 - -

BF 109 |21,1#1,0 19,8+1,0 17,6%0,9 - -

BF 111 | 21,4+0,8 23,0£0,7 21,7+0,9 7,5+0,4 7,840,8
BF112 [21,3#11 23,50,7 17,1%1,0 - 7,240,3
BF 117 | 22,2+0,9 18,1+0,9 16,4+0,8 - -

BF 119 | 24,7405 22,8+0,8 274+1,7 - -

BF 120 | 24,9+0,9 22,7+1,3 27,6+1,4 - -

BF 122 | 19,9+0,6 20,2+1,0 17,1%0,2 - -

BF 123 | 24,8+0,9 22,0£0,7 21,3+0,5 - -

BF 124 | 245+15 22,50,8 28,0+2,2 - -

BF 125 | 19,8+0,9 19,340,7 17,4%0,9 - -

BF 127 | 21,4405 25,0+2,0 23,4+1,6 - -
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Cizelge 4.2.7. izolatlarinin antibiyotiklere direngleri (Zon ¢ap1: mm)(devam)

Izolat CHL PEN TE KAN STR
No

BF 131 | 23,6+0,8 22,5+0,5 27,7+1,0 - -

BF 132 | 20,3#15 18,1%0,2 17,50,7 - -

BF 134 | 20,2+0,9 21,4408 17,620,6 - 7,0£0,1
BF 136 | 24,8+0,6 22,5+0,9 27,6+1,4 - -

BF 141 | 25,0+0,8 22,140,7 20,9+0,5 - -

BF 143 | 25,0+1,1 21,7+1,2 20,90,8 - -

BF 145 | 25,1+0,7 23,3+0,7 28,0+2,1 - -

BF 146 | 20,5+0,8 17,7+0,8 15,8+0,9 - -

BF 147 | 25,2+0,9 21,8+0,6 21,10,8 - -

BF 149 | 19,8+0,5 19,4+1,4 17,3+0,8 - -

BF 154 | 19,3+0,9 18,8+0,5 17,240,2 - -

BF 160 | 25,2+0,9 22,9+0,7 27,5+1,4 - -

BF 161 | 21,7+0,8 20,10,6 16,4+0,1 - -

BF 164 | 24,7417 22,4+1,0 21,3+0,8 - -

BF 165 | 21,3+0,7 22,9+1,3 22,2+0,8 7,0+0,3 7,2+0,5
BF 169 | 18,4+0,3 17,2+0,6 14,2+0,9 - -

BF 173 | 20,3#1,1 22,1+0,9 18,30,7 - 7,1+0,3
BF 174 | 18,8+0,8 17,9+0,7 17,1+0,1 - -

BF 178 | 25,1+0,6 22,840,9 27,840,9 - -

BF 183 |19,8+1,0 |20,5+0,8 17,240,3 - -

BF 184 | 24,1+1,2 22,60,7 27,4423 - -

BF 186 | 21,7+0,5 23,7+1,2 23,5+1,1 - -

BF 187 | 24,7+0,6 22,640,9 27,7+1,8 - -
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Cizelge 4.2.7. izolatlarinin antibiyotiklere direngleri (Zon ¢ap1: mm)(devam)

Izolat CHL PEN TE KAN STR
No

BF 188 | 24,5+0,9 22,5+1,3 27,4+0,7 - -

BF 189 | 24,5+0,6 22,4%1,5 27,61,3 - -

BF 191 | 20,2+1,4 21,4%0,8 17,1%0,9 - 7,0+0,4
BF 193 | 20,2+1,0 20,10,7 16,3%0,5 - -

BF 194 | 24,710 22,620,8 27,9+0,4 - -

BF 196 | 24,9+0,8 22,9+1,7 28,00,6 - -

BF 199 | 19,8405 20,5+0,7 17,20,1 - -

BF 200 | 20,3+0,8 18,1+1,2 17,8+0,9 - -

BF 201 | 20,5+0,9 18,1%0,9 17,6%0,5 - -

BF 203 | 19,6+0,6 18,1+1,3 17,1%0,8 - -

BF 205 |19,9+0,1 18,6+0,3 17,2%0,7 - -

BF 206 |21,1#1,3 24,1%0,3 22,7+1,2 - -

BF 210 | 21,306 24,4+1,4 22,90,7 - -

BF 211 |21,5+0,8 23,2408 21,5+0,5 7,4+0,5 7,740,5
BF 214 | 21,6+0,9 24,9+1,2 23,1+1,5 - -

BF 215 | 20,5+0,9 22,60,6 21,5+1,0 7,3+0,2 7,5+0,4
BF 217 |20,3+1,6 19,7+0,7 17,21,0 - -

BF 218 | 21,3%0,3 19, 30,7 17,940,6 - -

TET: Tetracycline (30 pg); CHL: Chloramphenicol (30 pg); PEN: Penicillin (10 U)

KAN: Kanamycin (30 pg); STR: Streptomycin (10pg) (Bioanalyse)
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izolatlarin Chloramphenicol, Penicillin,
Tetracycline'e Duyarliliklar

izolatlarin Kanamycin'e Direngleri (%)

u Direngli
m Duyarli

izolatlarin Streptomycin'e Direngleri (%)

m Direngli
Duyarli

Sekil 4.2.7.1. Izolatlarn antibiyotiklere direngleri

Bazi antibiyotiklere probiyotik suslarin direnci bagirsak enfeksiyonlar1 kontroliinde
Onleyici ve tedavi edici olarak kullanilabilir. Bu suslarin antibiyotiklere direnci, bakteriyel
ekosistem (zerine antibiyotik tedavisinin negatif etkilerini minimize etmede onlarin

potansiyelini agiklamaktadir (E1-Naggar 2004).
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(b)

Sekil 4.2.7.2. BF 112 nolu izolatin antibiyotiklere direnci a) CHL, PEN, TET; b) KAN, STR

Kotsou ve ark. (2008), bebek feceslerinden elde edilen L.acidophilus, L.rhamnosus,
L.paracasei subsp. paracasei, L.fermentum, L.delbrueckii subsp. delbrueckii, L.cellobiosus,
L.plantarum, L.brevis ve L.crispatus’un antibiyotik direnglerini inceledikleri ¢alismada
L.rhamnosus suslarinin vancomycin, bacitracin, amikacin, kanamycine direngli iken ¢ogu
susun ampicillin, amoxicillin/clavulanic acid, cephalothin, chloramphenicol, erythromycin ve
rifampicine hassas oldugunu; L.paracasei subsp. paracasei suslarinin; ampicillin,
amoxicillin/clavulanic acid, cephalothin, tetracycline, chloramphenicol, erythromycin ve
rifampicine hassas vancomycin, bacitracin, amikacin ve kanamycine direngli olduklarini,
L.fermentum suslarinin; ampicillin, amoxicillin/clavulanic acid, cephalothine hassas,

vancomycin, amikacin, kanamycin ve ciprofloxacine direngli olduklarini tespit etmislerdir.

Kirtzalidou ve ark. (2011), bebeklerden (4, 30, 90 gunlik) izole ettikleri (L.gasseri,
L.crispatus, Lactobacillus paracasei, L.salivarius, L.fermentum, L.rhamnosus) izolatlarinin
cogunun ampicillin, amoxicillin/clavulanic acid, tetracycline, erythromycin, cephalothin,
chloramphenicol ve rifampicine duyarli iken, izole edilen L.rhamnosus suslarinin ve bazi
L.paracasei subsp. paracasei suslarinin bacitracin’e direngli; izole edilen ¢ogu susun ise

amikacin ve kanamycine direncli oldugunu tespit etmislerdir.

Xanthopoulos ve ark. (2000), bebek feceslerinden izole ettikleri Lactobacillus
tdrlerinden L.paracasei subsp. paracasei ve L.rhamnosus’un tiim suslarinin;
chloramphenicol, erytromycin, penicillin G, methicillin, streptomycin, erythromycin,

vancomycin ve tetracycline duyarli olduklarini belirlemislerdir.
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Arict ve ark. (2004) yaptiklari calismada bebek fegeslerinden izole ettikleri
Lactobacillus turlerinin genellikle kanamycin ve streptomycine dayanikli iken amoxycillin,
chloramphenicol, erytromycin, penicillin G ve tetracyclinee duyarli olduklarini

bildirmislerdir.

Delgado ve ark (2005), insanlardan izole ettikleri Lactobacillus ve Bifidobacterium
tirlerinin baz1 antibiyotik ve antibiyotik kombinasyonlarina direnglerini inceledikleri
calismada; biitiin suslarin  chloramphenicol ve imipeneme duyarli iken ¢ogunun
metronidazole direngli oldugunu belirlemislerdir. Bifidobacterium longum, Bifidobacterium
pseudocatenulatum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus ve Lactobacillus
brevis’in erythromycin ve/ya da clindamycine direngli oldugunu, L.casei/L.paracasei,
L.rhamnosus, L.plantarum, L.parabuchneri, L.brevis ve L.vaginalis’in vancomycine karsi

yiiksek MIC (MICs > 256 pg/mL) degerine sahip oldugunu tespit etmislerdir.

Uymaz (2009), insanlardan izole ettigi ¢esitli L.casei susunun; metisilin, seftazidime,
vankomisin, basitrasin, amikasin, gentamisin, kanamycin, streptomycin, sulfadiazine,
trimethoprine direncli iken penisilin, amfisilin, amfisilin-sulbaktam, meropenem, imipenem,

rifampisine hassas oldugunu tespit etmistir.

Yokokura ve Mutai (1976), yaptiklar1 ¢alismada insanlardan izole edilen 45 adet
L.fermentum susunda penisilin direncinin minimum inhibe edici konsantrasyonunun (MIC)
sadece 2 izolatta 17 ve 13 U/mL oldugunu, diger izolatlarin ise 0,03-0,44 U/mL

konsantrasyonda inhibisyon gdsterdiklerini tespit etmislerdir.

Basyigit (2004), insanlardan izole ettigi g¢esitli Laktobasil suslarinin penisilin grubu
antibiyotiklerden amoksisilin kluvulanik aside %100, amoksisiline ve karbenisiline %97
oraninda duyarli bulmustur. Kloramfenikol ve sefalotin %97, klindamisin %84 degerleriyle
laktobasillere yiiksek diizeyde etkili diger antibiyotikleri olusturmus, Ayrica basitrasine karsi
suslarin %34°1 direngli, ofloksasine suslarin %47’si orta diizeyde duyarli iken %31°1 direngli
bulunmustur. nistatine, streptomycin ve peptid grubu antibiyotiklerden polimiksin B’ye kars1
suslarin %100°t4 direng gosterirken, suslarin %82’sinin vankomisine direncli oldugunu

belirtmistir.

Verdenelli ve ark. (2009), Italya’da insanlardan izole ettikleri Lactobacillus
rhamnosus IMC 501 (EU483094.1) ve Lactobacillus paracasei IMC 502 (FJ542303.1 )’nin

antibiyotik direnglerini inceledikleri ¢alismada; her iki bakterinin de vancomycin, colistin
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sulphate, gentamicin, oxolinic acid ve kanamycine direngli olduklarini; erythromycin ve
neomycin’nin Lactobacillus paracasei nin gelisimini inhibe ederken Lactobacillus
rhamnosus’u etkileyemedigini bildirmislerdir. L.rhamnosus IMC 501 L.paracasei IMC
502’ye kars1 kanamycin, penicillin g, tetracyclinee sirasiyla; 7,36,28; 0,36,31 mm zon ¢ap1

verdigini rapor etmistir.

Cataloluk ve Gogebakan (2004), insanlardan ve sut Grunlerinden izole ettikleri
Lactobacillus spp.lerin (L.acidophilus, L.casei, L.plantarum, L.fermentum, L.rhamnosus,
L.jonsoni, L.gasseri, L.crispatus) antibiyotiklere direnglerini inceledikleri ¢aligmada izole
edilen Lactobacillus spp.’lerin %62 ’sinin tetracyclinee direngli oldugunu tespit etmistir. Agiz,
diski ve vajinal mikrobiyotada bulunan laktobasillerin direng genlerine sahip olmasinin,
direngliligin sindirim sistemi igerisinde elde edildigi/edilebilecegi kanaatine vardirdigini
belirtmislerdir. Calismamizda elde edilen izolatlarin hicbiri tetracyclinee direng

gosterememistir.

Maragkoudakis ve ark. (2006) sit drlnlerinden izole ettikleri Lactobacillus
izolatlarmin (29 izolat) probiyotik 6zelliklerini inceledikleri ¢aligmada; biiylik ¢ogunlugunun
(25) vancomisin ve teicoplaninee direngli oldugunu (MIC : 128 pgm/L’ den yiiksek)
belirlerken, chloramphenicol ve tetracyclinee duyarli oldugunu belirlemislerdir. Cogu (25)

izolatin y hemolitik, 4 adedinin ise o hemolitik aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.

Tambekar ve Bhudata (2010) keci situnden izole ettikleri L.rhamnosus (G119b)’un
probiyotik tlrlerinin tetracyclinee dayanikli olduklarini, L.rhamnosus (G92 ve G99c¢)’un ise

tetracyclinee duyarli olduklarini tespit etmislerdir.

Akman (2009), laktik asit bakterilerinin probiyotik &zelliklerini inceledigi
caligmasinda; L.casei’nin ampicillin, novobiocin, erithtromycin, rifampicin, gentamicin,
tetracyclinee direngli iken chloramphenicol, cephalothine genellikle orta derecede hassas ve
novobiocine hassas oldugunu belirtip, L.rhamnosusus’un ise; gentamicin, penicillin,
tetracycline, vancomycine direncli iken; chloramphenicol, erithtromycin, novobiocine hassas

oldugunu tespit etmislerdir.

Temmerman ve ark. (2003), probiyotik Grinlerinden izole ettikleri laktobasillerin
antibiyotik direnglerini inceledikleri ¢alismada izole edilen Lactobacillus rhamnosus’un
timundn kanamycin ve vancomycine , %21’inin tetracyclinee, %4’{iniin erythromycine,

%71’inin penicillin g’ye direngli oldugunu ve higbirinin chloramphenicole direngli
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olmadigini; ayrica izole ettikleri Lactobacillus casei’nin timiiniin kanamycin ve
vancomycine, %7’sinin tetracyclinee, %10’unun erythromycine, %17’inin penicillin g’ye ve
%10’unun  chloramphenicole direngli oldugunu tespit etmislerdir. Calismamizda bebek
feceslerinden elde edilen izolatlarin kanamycin, tetracycline ve penicilline kars1 daha yiksek

duyarlilik gosterdigi belirlenmistir.

Antibiyotik duyarlilik ¢aligmalarinda, L.rhamnosus HNOO1 ve HNO67, L.acidophilus
HNO17’nin; gentamisin, kanamycin, neomisin ve streptomycine Karst direngli fakat

eritromisin, penisilin ve amfisiline duyarli suslar olduklari tespit edilmistir (Zhou ve ark.
2005).

Degisik ¢alismalarda, tetracycline ve klindamisine kargi L.casei, L.fermentum ve

L.rhamnosus, L.acidophilus suslarinin duyarli olduklari belirtilmistir (Charteris ve ark. 1998).

Bebeklerden izole edilen lactobacillus spp. izolatlariin antibiyotiklere direnglerini
inceledigimiz ¢alismada; (Charteris ve ark. 1998), Xanthopoulos ve ark. (2000), Aric1 ve ark.
(2004), Basyigit (2004), Delgado ve ark (2005), (Zhou ve ark. 2005), Maragkoudakis ve ark.
(2006), Kotsou ve ark. (2008), Uymaz (2009), Verdenelli ve ark. (2009), Kirtzalidou ve ark.

(2011)’nin ¢alismalarinda elde ettikleri bulgulara paralel oldugu belirlenmistir.

Calismamizda elde ettigimiz izolatlardan BF 169 (Lactobacillus casei SWU 92194);
chloramphenicole kars1 en direngli izolat olup en diisiik zon ¢ap1 (18,4+0,3 mm), BF 20
(Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM 8130); penicilline kars1 en direncli izolat
olarak tespit edilmis olup en diisiik zon ¢ap1 (15,2+0,6 mm), BF 74 (Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei FQOO05); tetracyclinee karsi en direngli izolat olarak belirlenmis olup,
(14,1+£0,4 mm) zon verdirmistir. izolatlarin % 86’s1 kanamycine, % 79°u ise streptomycine

kars1 direng gostermistir.
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4.2.8 izolatlarin safra tuzlaria direnci

Calismamizda % 0,3

‘lik safra tuzunda 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda;

L.rhamnosus suslarindaki azalmanin 6,03 ile — 0,04 log kob/mL arasinda oldugu, bu

degerlerin L paracasei subsp. paracasei icin 6,74 ile — 0,15 log kob/mL arasinda, L.casei i¢in

0,52 ile -0,27 arasinda oldugu belirlenirken, L.fermentum turtnde ise 0,26 ile — 0,96 log

kob/mL arasinda artis belirledik. Test edilen Lactobacillus spp. izolatlarinin safra tuzu
sonuglar Cizelge 4.2.8 ve Sekil 4.2.8°de

bulunan besiyerinde gelismeleriyle

belirtilmistir.

ilgili

Cizelge 4.2.8 Izolatlarin Safra Tuzuna Direngleri

Izolat | Bakteri sayisi Azalma | Izolat | Bakteri sayisi Azalma
No (log kob/mL.) No (log kob/mL)

0. saat 24. saat 0. saat 24. saat
BF2 5,76+0,09 | - 5,76 BF 109 | 6,39+0,12 6,51+0,04 -0,12
BF 3 7,18+0,04 | 7,77+0,02 | -0,59 BF 111 | 6,12+0,05 5,84+0,07 0,28
BF 6 5,46+0,03 | 5,49+0,03 | 0,03 BF 112 | 5,81+0,04 |6,03+0,01 |-0,22
BF 7 5,32+0,03 | 5,43+0,07 | 0,11 BF 117 | 5,85+0,02 5,93+0,10 -0,08
BF 9 6,32+0,01 | - 6,32 BF 119 | 6,76x0,07 - 6,76
BF 10 |6,13+0,03 | 6,69+0,06 |-0,56 BF 120 | 6,34+0,03 | 6,20+0,09 | 0,14
BF 13 |5,49+0,05 |6,11+0,02 | -0,62 BF 122 | 6,28+0,02 6,76%0,06 -0,48
BF 14 |5,18+0,07 |5,25+0,08 | -0,07 BF 123 | 5,44+0,08 5,27+0,08 0,17
BF 18 |5,74+0,01 | 6,05+0,04 |-0,31 BF 124 | 6,32+0,07 - 6,32
BF 20 |5,96+0,10 |6,08+0,08 |-0,12 BF 125 | 5,78+0,02 6,12+0,06 -0,34
BF 23 |5,88+0,05 | 6,24+0,02 | -0,36 BF 127 | 6,56+0,07 6,81+0,10 -0,35
BF 24 |6,15+0,03 | 6,00+0,04 | 0,15 BF 131 | 5,67+0,01 - 5,67
BF 25 |6,32+0,07 |- 6,32 BF 132 | 5,32+0,07 5,73+0,08 -0,41
BF 26 |5,46+0,05 |- 5,46 BF 134 | 5,96+0,06 6,22+0,04 -0,26
BF 27 | 7,09+0,09 | 7,35+0,03 |-0,26 BF 136 | 5,44+0,03 |- 5,44
BF 29 |5,66+0,04 |5,98+0,02 |-0,32 BF 141 | 6,09+0,02 5,89+0,06 0,21
BF 31 |6,40+0,08 |6,47+0,16 |-0,07 BF 143 | 7,22+0,01 7,06+0,14 0,16
BF 32 |6,09+0,05 |6,36+0,10 |-0,25 BF 145 | 5,28+0,05 - 5,28
BF 34 |5,55+0,01 |5,96+0,07 |-0,41 BF 146 | 5,90+0,05 5,96+0,04 -0,06
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Cizelge 4.2.8 Izolatlarin safra tuzuna direngleri (devam)

izolat | Bakteri sayisi Azalma | izolat | Bakteri sayisi Azalma
No (log kob/mL.) No (log kob/mL)

0. saat 24. saat 0. saat 24. saat
BF 35 |5,38+0,02 |5,12+0,15 | 0,26 BF 147 | 6,75+0,07 6,43+0,01 0,32
BF 37 |5,23+0,06 | 5,49+0,03 |-0,26 BF 149 | 5,07+0,12 5,54+0,09 -0,47
BF 38 |5,73+0,04 |- 5,73 BF 154 | 5,66+0,06 | 3,26+0,06 | 2,40
BF 41 |5,96+0,07 |6,28+0,09 |-0,32 BF 160 | 6,13+0,11 - 6,13
BF 44 |6,13+0,03 | 6,44+0,01 |-0,31 BF 161 | 5,57+0,01 5,66+0,04 -0,09
BF 47 | 5,76+0,03 | 5,05+0,12 | 0,71 BF 164 | 5,26+0,02 |5,03+0,08 | 0,23
BF 53 |6,29+0,08 |6,51+0,06 |-0,22 BF 165 | 5,71+0,07 - 571
BF55 |5,38+0,05 |5,42+0,01 |-0,04 BF 169 | 7,11+0,22 7,15+0,14 -0,04
BF 56 |6,07+0,08 |5,93+0,07 |0,14 BF 173 | 5,64+0,01 |5,85+0,06 |-0,27
BF 57 |6,33+0,06 |6,51+0,02 |-0,18 BF 174 | 5,48+0,03 4,33+0,04 1,15
BF59 |5,78+0,04 |6,00+0,29 |-0,22 BF 178 | 6,14+0,05 5,07+0,07 1,07
BF 61 |5,97+0,07 |- 5,97 BF 183 | 5,75+0,02 5,89+0,01 -0,14
BF 62 |6,15+0,01 |6,25+0,17 |-0,10 BF 184 | 6,74+0,09 - 6,74
BF 68 |4,87+0,01 |5,14+0,03 |-0,27 BF 186 | 6,27+0,08 6,98+0,08 0,71
BF69 |5,57+0,05 |- 5,57 BF 187 | 5,57+0,09 - 5,57
BF 70 | 6,03+0,07 |- 6,03 BF 188 | 5,96+0,03 | 5,98+0,05 |-0,02
BF 73 |6,07+0,07 |- 6,07 BF 189 | 5,75+0,04 - 5,75
BF 74 |5,84+0,04 |5,11+0,07 | 0,73 BF 191 | 6,14+0,01 6,33+0,01 -0,19
BF 75 |5,33+0,02 |5,67+0,01 |-0,34 BF 193 | 5,67+0,05 |5,71+0,03 |-0,04
BF 76 |5,38+0,09 |- 5,38 BF 194 | 5,68+0,08 - 5,68
BF 77 | 5,56+0,08 |5,72+0,04 |-0,16 BF 196 | 6,24+0,12 - 6,24
BF 78 | 5,44+0,05 |5,47+0,02 |-0,03 BF 199 | 5,63+0,03 |6,86+0,07 |-1,23
BF 80 |5,36+0,07 |5,41+0,09 |-0,05 BF 200 | 6,84+0,08 6,90+0,09 -0,06
BF 86 |5,68+0,02 |5,16+0,07 | 0,52 BF 201 | 5,49+0,02 |5,50+0,05 |-0,01
BF 89 |5,33+0,06 |- 5,33 BF 203 | 6,78+0,07 | 7,06+0,03 | -0,28
BF 92 |5,82+0,01 |5,78+0,05 | 0,04 BF 205 | 5,65+0,04 |5,88+0,13 |-0,23
BF96 |6,45+0,11 | 6,65+0,09 |-0,20 BF 206 | 6,08+0,10 6,40+0,05 -0,32
BF 97 |5,37+0,03 |- 5,37 BF 210 | 5,77+0,09 6,03+0,01 -0,26
BF 99 |5,47+0,04 |5,60+0,08 |-0,13 BF 211 | 8,39+0,05 |8,15+0,18 | 0,24
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Cizelge 4.2.8 Izolatlarin safra tuzuna direngleri (devam)

izolat | Bakteri sayisi Azalma | izolat | Bakteri sayisi Azalma
No (log kob/mL.) No (log kob/mL)

0. saat 24. saat 0. saat 24. saat
BF 100 | 5,97+0,03 |6,12+1,17 |-0,15 BF 214 | 6,12+0,06 7,08+0,03 -0,96
BF 102 | 7,20+0,05 | 7,34+0,06 |-0,14 BF 215 | 6,28+0,04 - 6,28
BF 105 | 5,16+0,07 | 5,66+0,35 | -0,50 BF 217 | 7,17+0,10 7,39+0,06 -0,22
BF 108 | 5,66+0,03 | 5,69+0,02 | -0,03 BF 218 | 5,85+0,04 5,88+0,13 -0,03

= Artis
Azalig

izolatlarin %60’1 %0,3’liik safra tuzlu ortama
dayanim gostererek gelisme gostermislerdir.

Sekil 4.2.8. Izolatlarin %0,3’liik safra tuzunda gelisebilme yetenekleri

Laktik asit bakterilerinin probiyotik 06zellikte olabilmesi i¢in mide asitliginden
gecebilen bakterilerin bagirsak sistemine ulastiklarinda safra tuzuna direngli olmalar
istenmektedir. Bu yiizden safra tuzlarina karsi direng, probiyotik bakterilerin seg¢iminde
onemli bir kriterdir (Basyigit 2004). Fuller (1992) safra tuzlarmin diisiik konsantrasyonlarda

bile (in vitro) mikroorganizmalari inhibe ettigini bildirmistir.

Safra tuzlarmin %0,3’l0k konsantrasyonunun mikroorganizmalarin bu tuzlara karsi
direncinin belirlenmesinde kritik konsantrasyon olarak kabul edildigi bildirilmektedir
(Gilliand ve ark. 1984).

Kotsou ve ark. (2008), bebek feceslerinden elde edilen L.acidophilus, L.rhamnosus,
L.paracasei subsp. paracasei, L.fermentum, L.delbrueckii subsp. delbrueckii, L.cellobiosus,
L.plantarum, L.brevis ve L.crispatus ile safra tuzuna direnglerini inceledikleri ¢alismada %

0,3 ‘liik safra tuzunda; L.rhamnosus suslarinda 24 saatlik inkiibasyon sonucundaki azalmanin
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0,19 ile (-0,20) logio kob/mL arasinda, L.paracasei subsp. paracasei suslarindaki azalmanin
1,39 ile (-0,46) logip kob/mL arasinda oldugunu belirlemislerdir L.fermentum suslari;
L.rhamnosus ve L.paracasei subsp. paracasei suslarina kiyasla safra tuzuna daha direng
gosterip suslar arasinda 24 saatlik inkUbasyon sonucunda 1,5 ile 2,19 log;o kob/mL artis
oldugunu rapor etmislerdir. Caligmamizda, Kotsou ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢alismaya gore
% 0,3 ‘liikk safra tuzunda daha yiiksek inhibisyon etkisi saptanmustir.

Altmis yedi bebekle (4, 30, 90 giinliik) yapilan ¢alismada izole edilen (L.gasseri,
L.crispatus, L.paracasei, L.salivarius, L.fermentum, L.rhamnosus) izolatlarinin safra tuzuna
direnglerinin incelendigi ¢alismada %0,3 lik safra tuzu konsansantrasyonuinda L.paracasei
suslarinda 0 ve 24 saatlik inkiibasyon sonrasi degisimin (7,10-7,82; 7,02-7,32; 6,02-8,40;
6,25-8,04; 5,97-8,69; 7,04-7,72) logip kob/mL oldugu, L.fermentum suslarinda degisimin
(5,27-8,85; 7,39-8,76) logip kob/mL, L.rhamnosus suslarindaki degisimin ise (4,40-7,61;
6,76-7,72) logip kob/mL oldugu belirtilmistir (Kirtzalidou ve ark. 2011). Bu ¢alismada safra
tuzuna yiiksek diren¢ ve bazi suslarda Onemli oranlarda gelisim gozlenmigken, bizim
calismamizda daha yiliksek inhibisyon, direncli suslarda ise daha diisiik oranlarda gelisim

saptanmuistir.

Xanthopoulos ve ark. (2000), bebek fegeslerinden izole ettikleri Lactobacillus
tirlerinin % 0,15 safra tuzuna direnglerini inceledikleri calismada; L.paracasei subsp.
paracasei‘nin ¢esitli suslarinda (% inhibisyonu 34,2-67,4) L.rhamnosus‘ta (% inhibisyon
42,7-83,9) tespit etmis, genellikle bu iki tiiriin diger izole edilen laktobasil tirlerine
L.acidophilus (82,1-85,6) L.gasseri (63,5-78,1), L.reuteri (48,9-89,7) gore safra tuzuna daha

direncli olduklarini belirtmislerdir.

Jacobsen ve ark. (1999) 1 yasindan kiigiik Danimarkali bebek fegeslerinden izole
ettikleri, L.paracasei subsp. paracasei 19015-6, L.paracasei subsp. paracasei 19058-4,
L.rhamnosus 19020-8, L.rhamnosus 19070-2 suslarinin %0,3 (w/v) konsantrasyona sahip

safra tuzunda canliliklarin1 koruduklarin1 ancak gelisemediklerini belirtmislerdir.

Uymaz (2009), insan feceslerinden ve peynirden izole ettigi 6 L.casei susunun; %
0,3’liik safra tuzuna direncini inceledigi ¢alismasinda 4 saatlik inkiibasyon sonucunda insan
fegeslerinden izole edilen L.casei suslarinda % gelismenin 0 ile 90,86 arasinda; peynirden

izole edilen L.casei susunda ise 0 ile 95,59 arasinda degisim gosterdigini tespit etmistir.
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Calismamizda izole edilen L.casei suslarinin % 0,3’liik safra tuzuna direncglerinin daha ylksek

oldugu belirlenmistir.

Verdenelli ve ark. (2009), Italya’da insan fegeslerinden izole ettikleri Lactobacillus
rhamnosus IMC 501 (EU483094.1) ve Lactobacillus paracasei IMC 502 (FJ542303.1 )’nin
(0,1; 0,3; 0,5%) safra tuzu konsantrasyonlariyla direnglerini arastirdiklari g¢alismada bu
bakterilerin safra tuzuna direngli olup potansiyel probiyotik mikroorganizmalar olarak ele

alinabileceklerini saptamiglardir.

Basyigit (2004), insanlardan izole ettikleri ¢esitli laktobasil suslarinin % 0,3’liik safra
tuzu konsantrasyonunda 3 saatlik inkiibasyon sonrasinda 41 tanesinde artis oldugunu, 21
tanesinde azalma oldugunu ve 49 tanesinde sayica bir degisme olmadigini belirlenmis,
izolatlarin diisiik pH kosullarina dayanim testi sonuclar1 ile kiyaslandiginda, laktobasillerin
safra tuzuna dayanimlarmin daha yiiksek oldugunu rapor etmistir. Calismamizda Basyigit

(2004)’in elde ettigi sonuglara paralel bulgular elde edilmistir.

Kavas (2007), probiyotik mikroorganizmalarin safra duyarhiliklarini inceledigi
caligmada, L.casei’nin ¢esitli suslarmin timimniin %1, 1,5 ve 2 safra konsantasyonlarinda
kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli derecede inhibe olduklarini belirlemistir
(kontrol grubu: 8,35 logio kob/mL, %2: 8,02 logio kob/mL, %1,5: 8,16 logip kob/mL , %1:
8,12 logip kob/mL).

Dunne ve ark. (2001); insan kaynakli Lactobacillus spp.’lerin probiyotik olarak
degerlendirilebilmeleri i¢in segme Kkriterlerini arastirdiklar1 ¢alismada; L.casei F19’un,
L.fermentum KLD ve L.paracasei 212.3’lin sigir safrasina direngli iken domuz safrasinin bu

bakterilere kuvvetli inhibitor etkide bulundugunu tespit etmislerdir.

Salem ve ark. (2013) anne siitiinden izole ettikleri (glukozdan gaz olusturan)
Lactobacillus spp.’lerin  %0,3’liikk safra tuzuna direnglerini inceledikleri ¢alismada;
izolatlardaki 0. ve 60. dk’daki degisimi (7,40-8,26; 8,77-9,37; 9,00-9,33; 8,34-8,37 logio
kob/mL) olarak belirlemislerdir.

Maragkoudakis ve ark. (2006) stt Grtinlerinden izole ettikleri Lactobacillus tirlerinin
(29 izolat) probiyotik 6zelliklerini inceledikleri ¢aligmada; tiim suslarin pankreatin ve safra
tuzunda canliligmi korudugunu belirlerken suslar arasinda degisken safra tuzu hidrolaz

aktivitesi gozlemislerdir.
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Akman (2009), yaptig1 caligmada %0,3’liikk (w/v) konsantrasyondaki safra tuzunda
bakterlerin gelisimlerinin yavaglayip artis ve azalisin 1 log kob/mL degerinde oldugunu
belirtmistir. Calismamizda azalisin 1 log kob/mL’den fazla oldugu izolatlar oldugu tespit
edilmistir. Yapilan diger benzer ¢alismada %0,3 (w/v) oxgall iceren MRS broth besiyerinde
bakterilerin gelisimlerinin yavaslayip birbirine yakin canlilik gosterdikleri rapor edilmistir

(Pennacchia ve ark. 2004).
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4.2.9 Izolatlarn hidrofobisite yetenekleri

Calismadaki izolatlarin bir hidrokarbon olan xylene hidrofobisite degerleri Cizelge
4.2.9°da izolatlarin hidrofobisite degerleri ve Sekil 4.2.9.2 ‘de izolatlarin tlrlere gore ortalama
% hidrofobisite degerleri verilmistir. Sekil 4.2.9.1°de izolatlara xylene ilavesi, ilave sonrasi
tlplerin vortekslenmesi ve spektrofotemetrede okumanin yapildigi asama gorilmektedir.

Izolatlarin hidrofobisite degerleri %2,61 (BF 75) ile 34,86 (BF 199) arasinda degismistir.

Cizelge 4.2.9. izolatlarinin Hidrofobisite Yetenekleri

izolat No Hidrofobisite (%) | Izolat No Hidrofobisite (%)
BF2 8,19+1,32 BF 109 14,28+1,03
BF 3 9,87+0,71 BF 111 21,76x0,74
BF 6 12,36%0,76 BF 112 23,89+0,88
BF 7 29,12 .45 BF 117 8,90+0,92
BF 9 7,17+1,13 BF 119 6,78x0,67
BF 10 7,32+0,64 BF 120 6,73+1,72
BF 13 12,25+1,03 BF 122 10,51+1,72
BF 14 14,32+0,48 BF 123 18,03+0,83
BF 18 5,20+0,80 BF 124 6,06+0,57
BF 20 10,55%0,94 BF 125 17,28+1,06
BF 23 2,84+0,42 BF 127 5,36%0,69
BF 24 12,21+0,65 BF 131 6,56+0,41
BF 25 6,32+0,76 BF 132 14,44+1,17
BF 26 22,39+0,91 BF 134 28,27+0,63
BF 27 8,11+0,88 BF 136 6,37+£0,81
BF 29 11,08+1,01 BF 141 17,15+0,74
BF 31 11,62+0,94 BF 143 20,45+2,36
BF 32 26,44+2,12 BF 145 6,63+£1,10
BF 34 12,37%0,62 BF 146 15,78+0,95
BF 35 17,36x1,03 BF 147 18,88+1,14
BF 37 13,95+1,26 BF 149 13,81+1,25
BF 38 8,15+0,89 BF 154 14,24+0,71
BF 41 4,76+0,48 BF 160 4,73£0,73
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Cizelge 4.2.9. izolatlarinin Hidrofobisite Yetenekleri (devam)

izolat No Hidrofobisite (%) | izolat No Hidrofobisite (%)
BF 44 3,13+0,79 BF 161 9,47+1,11
BF 47 4,16x£1,04 BF 164 19,33+0,80
BF 53 6,09+0,91 BF 165 27,34+1,52
BF 55 14,22+0,37 BF 169 29,12+2,18
BF 56 13,97+£1,25 BF 173 27,89+0,93
BF 57 8,74+1,12 BF 174 12,24+0,82
BF 59 29,02+1,55 BF 178 7,45+0,71
BF 61 5,67+0,29 BF 183 13,86%0,94
BF 62 7,88+0,65 BF 184 6,67+1,08
BF 68 28,94+1,83 BF 186 5,84+0,47
BF 69 20,73+1,36 BF 187 5,18+0,32
BF 70 24,15+0,78 BF 188 6,36+0,63
BF 73 21,22+0,99 BF 189 7,30+£0,90
BF 74 4,20+£1,04 BF 191 19,12+0,65
BF 75 2,61+0,79 BF 193 11,23+0,54
BF 76 23,4412 24 BF 194 9,27+0,81
BF 77 11,45%0,61 BF 196 7,88+1,15
BF 78 14,40+£1,16 BF 199 34,86+1,88
BF 80 13,39+0,42 BF 200 13,35%0,52
BF 86 15,28+0,93 BF 201 12,64%0,72
BF 89 9,33+0,52 BF 203 15,79+1,14
BF 92 14,12+1,05 BF 205 16,18+0,76
BF 96 28,74+0,67 BF 206 12,15+1,14
BF 97 5,12+0,49 BF 210 11,90%0,96
BF 99 9,90+0,67 BF 211 22,18+1,84
BF 100 5,88+0,79 BF 214 5,95+0,55
BF 102 12,69+1,38 BF 215 24,72+1,69
BF 105 16,71+1,05 BF 217 13,10£0,52
BF 108 12,26+0,97 BF 218 9,45+0,64
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Sekil 4.2.9.1. Izolatlara xylene ilavesi, ilave sonrasi tiiplerin vortekslenmesi ve

spektrofotemetrede okumanin yapildigi asama

30

25 A

20 A

15

10 -

% Hidrofobisite
oranlari

Sekil 4.2.9.2. Izolatlarin ortalama % hidrofobisite degerleri

Kotzamanidis ve ark. (2010) bebek fecgeslerinden izole ettikleri Lactobacillus
tdrlerinin xylene ile hidrofobisitesini 06lciimledikleri ¢alismada; L.paracasei’nin g¢esitli
suslarmin hidrofobisitesini % 1,4, L.rhamnosus ‘un gesitli suslarinin hidrofobisitesini % 1,8-
3,4 arasinda bulmus, en yiiksek hidrofobisiteyi %43,3 ile L.reuteri DC421’in gosterdigini
saptamiglardir. Yaptigimiz ¢aligmada daha yiiksek degerler elde ettik.
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Marin ve ark. (1997) laktik asit bakterilerinin hidrofobik Ozelliklerini inceledikleri
calismada xylene tutunum oranlarin1 % 8,42-60,85 arasinda bulmus en yliksek tutunum

oranini L.sake’nin gosterdigini tespit etmislerdir.

Mishra ve Prasad (2005)’in Lactobacillus casei suslarinin hidrofobisite kabiliyetlerini
inceledigi ¢alismada, bakterilerin ii¢ farkli hidrokarbona hidrofobisitesini incelemigler ve

xylene olan hidrofobisiteyi %5,81 ile 42,52 arasinda bulmuslardir.

Calismamizda izolatlarin hidrofobisite degerlerinin; Marin ve ark. (1997) ve Mishra ve
Prasad (2005)’in calismalarinda elde ettikleri izolatlarin hidrofobisite degerleriyle benzer,
Kotzamanidis ve ark. (2010)’1nin izole ettikleri izolatlarin hidrofobisite degerlerine kiyasla ise

daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Schillinger ve ark. (2005), n-hexadecane kullanarak izole ettikleri ¢esitli L.paracaseli
subsp. paracasei suslariin hidrofobisitesini degerlendirdikleri c¢aligmada hidrofobisiteyi
%28-%50 arasinda bulmuslardir.

Ifiguez-Palomares ve ark. (2007) izole ettikleri 62 izolattan L.salivarius, L.reuteri ve
L.mucosae’nin safra tuzuna ve pH 3 kosullarina dayaniklilik sergileyip, xylene ile yapilan
hidrofobisite aragtirmasinda % 40’1n ilizerinde tutunum gergeklestirdiklerini ve dolayisiyla

potansiyel probiyotik mikroorganizmalar olarak kullanilabileceklerini rapor etmislerdir.

Laktobasillerin hiicre tutunum yetenekleri probiyotik Ozellikte olup olmadiklarini
belirlemede 6nemli bir kriterdir. Onceki yapilan galismalarda L.johnsonii Lal, L.rhamnosus
GG, L.casei Shirota ve L.casei Imunitass’in bu 6zellige sahip oldugu belirlenmistir (Juntunen
ve ark. 2001, Ouwehand ve ark. 2001).

Basavanna ve Prapulla (2013) bebeklerden izole ettikleri Lactobacillus fermentum
CFR 2195’un HT-29 ve Caco-2 hiicrelerine tutunumlarini (100 hiicre basina); 197,66+15,62
ve 100,33£15,69 olarak belirlemislerdir.

Jacobsen ve ark. (1999) 1 yasindan kiigiik Danimarkali bebek fegeslerinden izole
ettikleri, L.paracasei subsp. paracasei 19015-6, L.paracasei subsp. paracasei 19058-4,
L.rhamnosus 19020-8, L.rhamnosus 19070-2 suslarimin Caco- 2 hiicrelerine (10® kob/mL
inokulasyon ve 20 rastgele se¢ilmis mikroskobik alan sayimi yapilmig) tutunumlarini sirasiyla;
82426, 41+11, 84426, 713+188 olarak bulmuslardir.
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Verdenelli ve ark. (2009), Italya’da insanlardan izole ettikleri Lactobacillus
rhamnosus IMC 501 ve Lactobacillus paracasei IMC 502’nin HT-29 hiicresine tutunumlarini
sirastyla %14,9+3,2; %4,7+1,5 olarak tespit etmis ayrica bu bakterilerin kombinasyonu (1:1)

kullanildiginda tutunmanin % 25 oranina ¢iktigini belirtmislerdir.

Dunne ve ark. (2001); insan feges kaynakli Lactobacillus spp. lerin probiyotik olarak
degerlendirilebilmeleri i¢in se¢me kriterlerini arastirdiklar1 ¢aligmada; L.casei F19’un,
L.fermentum KLD ve L.paracasei 212.3 dahil olmak Uzere laktobasillerin bifidobakterilere

gore HT-29 ve Caco-2 hiicrelerine yiiksek tutunum gosterdiklerini tespit etmislerdir.

Sarem-Damerdji ve ark (1995) insanlardan izole edilen L.rhamnosus GG ve L.casei
212.3 suslarmin hiicrelere tutunum oranlarmi taramali elektron mikroskobuyla elde ettikleri

calismada sirasiyla 1 mm? basina 14,32 ve 33,46 olarak tespit etmislerdir.

Tuomola ve Salminen (1998), insanlardan ve ¢esitli gida iiriinlerinden izole ettikleri
Lactobacillus spp.’lerin Caco-2 hiicrelerine tutunumlarini inceledikleri ¢alismada (negatif
kontrol olarak E. coli B44; %4, pozitif kontrol olarak E. coli H10407; %14,2 kullanmislar ve
test bakterilerinden 3 x 108 ile 1-2 x 10° kob/mL inokule etmislerdir) L.rhamnosus suslarinin
%7,2 ile %9,8 arasinda, L.casei suslarmin ise %2,6 ile %]14,4 arasinda tutunum

gerceklestirdiklerini tespit etmislerdir.

Maragkoudakis ve ark. (2006) yilinda siit iriinlerinden izole ettikleri Lactobacillus
tdrlerinin (29 sus) probiyotik 6zelliklerini inceledikleri ¢alismada; suslarin hi¢birinde, in vitro
sartlarda bakteriyosin iiretme aktivitesi gdzlemezken; L.casei Shirota ACA-DC 6002,
L.plantarum ACA-DC 146 ve L.paracasei subsp. tolerans ACA-DC 4037 suslarinin
Escherichia coli ve Salmonella Typhimurium’un Caco-2 hicrelerine tutunumunu
engelleyebildiklerini belirlemislerdir. L.plantarum ACA-DC146 igin %25,5; L.paracasei sp.
paracasei ACA-DC 221, 3334 ve 3335 suslari igin sirastyla %13,1; %13,8 ve %11,8 Caco-2
tutunma oranlart saptamislardir. 20 susta Caco-2 hiicrelerine tutunumun % 4’lin altinda

kaldigini tespit etmislerdir.

Santos ve ark. (2003), kefirden izole ettikleri 2 L.paracasei subsp. paracasei susunun
Caco-2 hiicrelerine tutunumlariin orta diizeyde (20 mikroskopik alanda 44 ve 58 tutunan

bakteri) olarak tespit etmislerdir.
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Chauviere ve ark. (1992), 25 Lactobasillus susunun Caco-2 hiicrelerine tutunumunu
inceledigi ¢aligmada; L.rhamnosus ATCC 7469’un zayif tutunum ( 100 Caco-2 hiicresine 6
bakteri), Lactobacillus GG (100 Caco-2 hiicresine 125 bakteri), L.acidophilus LB’nin ise (100

Caco-2 hiicresine 210 bakteri) tutunum gergeklestirdigini saptamislardir.

Gopal ve ark. (2001), L.rhamnosus DR20 ve L.rhamnosus GG probiyotik
bakterilerinin HT-29, Caco-2 ve HT29-MTX tutunumlarini inceledikleri ¢alismada, (negatif
kontrol olarak L.bulgaricus LB1 kullanilmis, test bakterilerinden 10% kob/mL inokile
etmislerdir) L.rhamnosus DR20 ve L.rhamnosus GG’nin HT-29, Caco-2, HT-29MTX’e
tutunumlarim sirastyla 100 epitel hiicre basina 161, 219, 410; 105, 145, 257 olarak tespit

etmislerdir.
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5. SONUC

Bu arastirmada anne siitiiyle beslenen bebeklerin fegeslerinden Lactobacillus spp.
izolasyonu yapilarak, izolatlarin fenotipik ve genotipik tanimlanmasi saglanmustir.
Tanimlanan laktobasil izolatlarinin probiyotik ve teknolojik 6zelliklerini belirlemek amaciyla,
antibakteriyel aktiviteleri, asit, hidrojen sulfur, hidrojen peroksit, D- ve L-laktat Gretme
yetenekleri, asit ve safra tuzu toleranslari, bazi antibiyotiklere hassasiyetleri ve tutunma

yetenekleri gibi 0zellikleri incelenmistir.

Bebek fegeslerinden izole edilen 104 izolattan, 27 sinin (% 26) glukozdan gaz iirettigi,
77 adedinin (% 74) ise iiretmedigi belirlenmistir. Izolatlarm 21 adedinin (% 20) argininden
amonyak olusturabildigi, 27’sinin (% 26) 15°C’de gelisemeyip, 45°C’de gelisme gosterdigi,
11 (% 10,5) izolatin her iki sicaklikta da gelisebildigi tespit edilmistir. Izolatlarin tamaminin

%2 ve %4’liik tuz konsantrasyonunda gelisebildigi belirlenmistir.

Aragtirmada, bir yasindan kii¢iik bebek fegeslerinden fenotipik 6zellikler baz alinarak
izole edilen laktobasiller; uygun primerler kullanilarak elde edilen 16S rDNA dizi analizi
sonucunda; L.paracasei subsp. paracasei (41), L.fermentum (24), L.rhamnosus (11), L.casei

(17), Lactobacillus sp. (11) olarak tanimlanmustir.

Izolatlarmn MRS Brothta 24 saatlik inkiibasyonu sonucundaki pH degerleri 3,72 (BF
134) ile 4,16 (BF 149) arasinda olurken, tiim L.casei suslarimin 24 saat sonundaki pH
degerleri 4’tin altina inmistir. Calismamizda bebek fegeslerinden izole ettigimiz
L.fermentumun MRS Brothta 24 saatlik inkiibasyonu sonucundaki pH degeri 3,90-4,11
arasinda olurken, bu degerler L.rhamnosus icin 3,85-4,07 arasinda, L.casei i¢in 3,72-3,96
arasinda, L.fermentum icin 3,87-4,16, L.paracasei subsp. paracasei igin 3,76-4,10,

Lactobacillus spp. i¢in 3,85-4,15 arasinda olmustur.

Izolatlardan; BF 3, BF 6, BF 9, BF 13, BF 20, BF 24, BF 26, BF 27, BF 31, BF 34, BF
35, BF 55, BF 56, BF 59, BF 61, BF 62, BF 68, BF 69, BF 70, BF 73, BF 76, BF 77, BF 78,
BF 80, BF 86, BF 89, BF 92, BF 96, BF 99, BF 100, BF 102, BF 105, BF 108, BF 109, BF
112, BF 117, BF 119, BF 120, BF 122, BF 123, BF 124, BF 131, BF 132, BF 134, BF 136,
BF 141, BF 143, BF 145, BF 146, BF 147, BF 149, BF 154, BF 161, BF 164, BF 165, BF
169, BF 173, BF 174, BF 178, BF 183, BF 184, BF 199’un hidrojen sulfir {irettigi

gozlenmistir. Calismada, izolatlar tiir bazinda hidrojen silfiir {iretim yoniinden
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incelendiginde; L.casei’nin tiimiiniin, L.paracasei subsp. paracasei ve L.rhamnosus’un

hemen hemen hepsinin L.fermentum’un ise bir kisminin pozitif sonug verdigi belirlenmistir.

Bebeklerden izole edilen 104 izolattan 59’unun H,O; iiretebildigi, iiretilen degerlerin
0,39 pg/mL (BF 41) ile 1,01 pg/mL (BF 199) arasinda oldugu belirlenmisitr. Bazi
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum

suslarinin H,O; tiretemedigi saptanmistir.

Izolatlarin  biiyiik ¢ogunlugunun (Lactobacillus paracasei subsp. paracasei,
Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus) L-Laktat Grettikleri tespit edilirken, bir
kismmin DL-Laktat (Lactobacillus fermentum) iirettigi belirlenmistir. LAB izolatlarmin 24

saat inklibasyonu sonundaki laktik asit tiretimleri 1,145 ile 3,179 g/L arasinda belirlenmistir.

Bebeklerden izole edilen 104 izolat antibakteriyel 6zellikleri yoniinden incelendiginde
izolatlarin genel olarak en fazla S. aureus tizerinde etkili oldugu, L.monocytogenes uzerindeki
etkinin ise genel olarak daha diisiik oldugu tespit edilmisitir. Alt1 izolat (BF 7, BF 10, BF 18,
BF 32, BF 53, BF 127) hari¢ tiim izolatlarin test edilen patojen bakterilere (Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella Enteritidis ATCC
13076, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli O157:H7 NCTC 12900) karsi
inhibisyon etkisinde bulundugu saptanmustir.

Lactobacillus izolatlarinin pH 3’te 3 saatlik inkiibasyon sonrasinda yiiksek oranla
canliliklarin1 koruyabildikleri, 47 izolatta (BF 6, BF 7, BF 10, BF 13, BF 14, BF 20, BF 24,
BF 27, BF 31, BF 32, BF 53, BF 55, BF 56, BF 57, BF 59, BF 62, BF 68, BF 77, BF 78, BF
80, BF 92, BF 96, BF 99, BF 102, BF 108, BF 109, BF 112, BF 117, BF 122, BF 127, BF
132, BF 134, BF 146, BF 149, BF 154, BF 161, BF 169, BF 173, BF 174, BF 183, BF 191,
BF 199, BF 200, BF 201, BF 203, BF 217, BF 218) ise gelisme oldugu gézlenmistir.

Bebeklerden izole edilen izolatlarin tamami1 chloramphenicol, penicillin ve tetracycline
hydrocloridee duyarli iken ¢ogunlugu kanamycin (BF 23, BF 26, BF 41, BF 44, BF 47, BF
69, BF 70, BF 73, BF 75, BF 76, BF 111, BF 165, BF 211, BF 215 hari¢) ve streptomycine
(BF 7, BF 23, BF 26, BF 41, BF 44, BF 57, BF 59, BF 68, BF 69, BF 70, BF 73, BF 75, BF
76, BF 96, BF 111, BF 112, BF 134, BF 165, BF 173, BF 191, BF 211, BF 215 hari¢) direng

gostermistir. Chloramphenicol, izolatlarin en duyarli olduklar1 antibiyotik olmustur.
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Arastirmada % 0,3’liikk safra tuzunda 24 saatlik inkiibasyon sonrasinda izolatlarin
51’inde (% 49) artis, 53’tnde (% 51) azalis tespit edilmistir. L.rhamnosus suslarindaki
azalmanin 6,03 ile — 0,04 log kob/mL arasinda oldugu, bu degerlerin L.paracasei subsp.
paracasei icin 6,74 ile — 0,15 log kob/mL arasinda, L.casei icin 0,52 ile -0,27 arasinda oldugu
belirlenirken, L.fermentum tirtinde ise 0,26 ile — 0,96 log kob/mL arasinda artis belirlenmistir.

L.fermentum suslariin safra tuzuna daha fazla direng gosterdigi belirlenmistir.

Bebeklerden izole edilen 104 izolatin tamami xylene ile yapilan hidrofobisite
calismasinda pozitif sonu¢ vermis ve tutunma oranlar1 %2,61 (BF 75) ile %34,86 (BF 199)
arasinda  belirlenmistir.  L.casei’nin; L.paracasei subsp. paracasei, L.fermentum,

L.rhamnosus’a gore daha yiiksek hidrofobisite 6zelligi gosterdigi belirlenmistir.

Laktik asit bakterinin morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerinin
tanimlamasina yonelik olarak yapilan klasik fenotiplendirme testleri her ne kadar kullanigh ve
cins ile tiir bazinda ayrimi i¢in halen 6énemli bir rol oynasa da yorumlamasi olduk¢a zordur.
Glniimiizde, LAB identifikasyon/tiplendirme ¢aligmalarinda ilgi odag fenotipik
yontemlerden ziyade uygulamasinin kolay olmasinin yaninda, gii¢lii bir ayrim giicline sahip
olmalari, sonuglarinin kolay yorumlanabilmesi tekrarlanabilir olmalari, gibi o6zellikleri

dolayisiyla molekiiler yontemlere dogru kaymustir.

Calismada probiyotik olma potansiyeli incelenen bazi laktik asit bakterilerinin
oncelikle mide-bagirsak sisteminde canliliklari in vitro analiz metotlart kullanilarak
arastirilmistir. {1k asamada midedeki asidik ortamda canliligin gézlenmesi icin pH degeri 3’e
ayarlanan MRS kiiltiir ortaminda yeterli canlilig1 gostermesi incelenmistir. Analiz sonucunda
104 izolatin tamaminin canliligini korudugu goézlenmistir. Daha sonra % 0,3 safra tuzuna
direngleri tespit edilerek ince bagirsakta salgilanan safra suyunun etkisi incelenmistir. Bu

analiz sonucunda 104 izolattan 29 unun canliligini yitirdigi saptanmistir.

Calismamizda izole ettigimiz L.paracasei subsp. paracasei izolatlarindan (BF 9, BF
61, BF 89, BF 100, BF 119, BF 120, BF 124, BF 131, BF 136, BF 145, BF 178, BF 184, BF
187, BF 188, BF 194, BF 196), L.rhamnosus izolatlarindan (BF 26, BF 69, BF 70, BF 76, BF
165, BF 215) ve L.rhamnosus izolatlarindan (BF 73) safra tuzuna (% 0,3) dayanim

gosteremeyerek, canliliklarin yitirmislerdir.

Anne siitiiyle beslenen bebeklerden izole edilen bazi L.paracasei subsp. paracasei
izolatlar1 (BF 6, BF 20, BF 24, BF 31, BF 55, BF 56, BF 62, BF 77, BF 78, BF 80, BF 92, BF
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99, BF 102, BF 108, BF 109, BF 117, BF 146, BF 161, BF 183, BF 193, BF 200, BF 201, BF
218); asit tiretimlerinin iyi olmasi, hidrojen siilfiir ve hidrojen peroksit tiretebilmeleri, E.coli,
E.coli O157 H7, L.monocytogenes, S.Enteriditis ve S.aureus’a karsi inhibisyon etkide
bulunabilmeleri, asite (pH 3) toleransli olmalarinin yaninda bu ortamda tamamina yakininin
gelisim gosterebilmeleri, kanamycin ve streptomycine karst direng gosterebilmeleri,
tamaminin safra tuzuna (% 0,3) diren¢ gosterip tamamina yakininin bu ortamda gelisebilmesi,
% 7,5’in lizerinde xylene tutunum gosterebilmeleri agisindan potansiyel probiyotik

mikroorganizma 6zellikleri tagimaktadir.

Calismamizda izole ettigimiz L.paracasei subsp. paracasei izolatlarindan BF 47, BF
74; 24 saat sonunda MRS brothta pH’y1 4 civarma digiirebilmeleri, hidrojen peroksit
uretebilmeleri, E.coli, E.coli O157 H7, L.monocytogenes, S.Enteriditis ve S.aureus’a karsi
inhibisyon etkide bulunabilmeleri, pH 3’e ve safra tuzuna (% 0,3) dayanim gosterebilmeleri,
streptomycine direng gosterebilmeleri yoniiyle onemli 6zellikler tasimaktadir. Ancak xylene

tutunumlar1 % 4,16 - % 4,20 degerleri arasindadir.

Anne siitiiyle beslenen bebeklerden izole ettigimiz L.fermentum izolatlarindan BF 3,
BF 13, BF 27, BF 34, BF 122, BF 132, BF 149, BF 203; 24 saat sonunda MRS brothta pH’y1
4 civarina digiirebilmeleri, hidrojen stlfiir ve hidrojen peroksit uretebilmeleri, E.coli, E.coli
0157 H7, L.monocytogenes, S.Enteriditis ve S.aureus’a karsi inhibisyon etkide
bulunabilmeleri, asitli ortamda (pH 3) canlilliklarini yitirmemeleri,  kanamycin ve
streptomycine kars1 direngli olmalar1, tamaminin safra tuzlu ortamda (% 0,3) gelisebilmeleri,
% 8,11 ile % 15,79 arasinda hidrofobisiteye sahip olmalar1 dolayisiyla potansiyel probiyotik

mikroorganizma olarak tanimlanabilir.

Calismamizda izole ettigimiz L.fermentum izolatlarindan BF 10, BF 18, BF 53, BF
127; 24 saat sonunda MRS brothta pH’y1 4 civarina diisiirebilmeleri, L.monocytogenes disinda
patojen test bakterilerine (E.coli, E.coli O157 H7, S.Enteriditis ve S.aureus) inhibisyon etkiye
sahip olmalari, asitli ortamda (pH 3) canlilliklarin1 yitirmemeleri, kanamycin ve
streptomycine karst direncli olmalari, tamaminin safra tuzlu ortamda (% 0,3) gelisme
gosterebilmeleri, % 5,20 ile % 7,32 arasinda xylene tutunum godsterebilmeleri agisindan

potansiyel probiyotik mikroorganizma 6zellikleri tasimaktadir.

Calismamizda izole ettigimiz L.fermentum izolatlarindan BF 186, BF 214; 24 saat
sonunda MRS brothta pH’y1 4,10 civarina diistirebilmeleri, E.coli, E.coli 0157 H7,
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L.monocytogenes, S.Enteriditis ve S.aureus’a kars1 inhibisyon etkide bulunabilmeleri, pH 3’te
gelisemeseler bile canliliklarini devam ettirebilmeleri, kanamycin ve streptomycine karsi
direngli olmalari, safra tuzlu ortamda (% 0,3) canliliklarin1 devam ettirebilmeleri, 6nemli

ozellikler olmakla birlikte % 5,90 degerlerinde hidrofobisiteye sahiptirler.

Bebeklerden izole edilen L.fermentum izolatlarindan BF 23, BF 41, BF 44, BF 75; 24
saat sonunda MRS brothta pH’y1 4 civarina diisiirebilmeleri, hidrojen peroksit tretebilmeleri,
E.coli, E.coli 0157 H7, L.monocytogenes, S.Enteriditis ve S.aureus’a kars: inhibisyon etkide
bulunabilmeleri, tamaminin pH 3’te canliigin1 devam ettirebildigi, tamaminin safra tuzlu
ortamda (% 0,3) gelisme gosterebilmeleri yoninden 6nemli Ozelliklere sahiptir. Ancak
hidrofobisite degerleri % 2,61-% 4,76 disiiktiir.

Calismamizda izole ettigimiz L.fermentum izolatlarindan BF 29, BF 37, BF 206, BF
210; 24 saat sonunda MRS brothta pH’y1 4 civarma disiirebilmeleri, hidrojen peroksit
uretebilmeleri, E.coli, E.coli 0157 H7, L.monocytogenes, S.Enteriditis ve S.aureus’a karsi
inhibisyon etkide bulunabilmeleri, pH 3’te gelisemeseler bile canliliklarini  devam
ettirebilmeleri, kanamycin ve streptomycine karsi direngli olmalari, tamaminin safra tuzlu
ortamda (% 0,3) gelisme gdosterebilmeleri, % 11,08 ile % 13,95 arasinda hidrofobisite

degerleri gosterebilmeleri yoniiyle potansiyel mikroorganizma 6zellikleri tasimaktadir.

Bebek feceslerinden izole edilen BF 32 nolu L.fermentum izolati, 24 saat sonunda
MRS brothta pH’y1 3,87’ye diisiirebilmesi, S.aureus haricinde E.coli, E.coli 0157 H7,
L.monocytogenes ve S.Enteriditis’e karsi inhibisyon etkiye sahip olmasi, pH 3’te gelisimine
devam edebilmesi, kanamycin ve streptomycine karsi direngli olmasi, safra tuzlu ortamda (%
0,3) gelisme gosterebilmesi, hidrofobisite degerinin % 26,44 gibi yiiksek bir deger olmasi

dolayisiyla potansiyel probiyotik mikroorganizma 6zellikleri tagimaktadir.

Calismamizda izole ettigimiz BF 105 nolu L.fermentum izolati, 24 saat sonunda MRS
brothta pH’y1 4,06’ya diisiirebilmesi, hidrojen siilfiir iiretebilmesi, E.coli, E.coli 0157 H7,
L.monocytogenes, S.Enteriditis ve S.aureus’a karsi inhibisyon etkide bulunabilmesi, pH 3’¢
dayanim gosterebilmesi, kanamycin ve streptomycine karsi direngli olmasi, safra tuzlu
ortamda (% 0,3) gelisme gosterebilmesi, hidrofobisite degerinin % 16,71 olmas1 dolayisiyla

potansiyel probiyotik mikroorganizma 6zellikleri tagimaktadir.

Izole edilen L.rhamnosus izolatlarindan BF 111, BF 21; 24 saat sonunda MRS brothta

pH’y1 4 civarina diisiirebilmeleri, hidrojen peroksit tiretebilmeleri, E.coli, E.coli 0157 H7,
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L.monocytogenes, S.Enteriditis ve S.aureus’a kars1 inhibisyon etkide bulunabilmeleri, pH 3’te
ve safra tuzlu ortamda (% 0,3) gelisemeseler bile canliliklarin1 devam ettirebilmeleri, % 21,76
ile % 22,18 arasinda hidrofobisite degerleri gosterebilmeleri yoOniiyle potansiyel

mikroorganizma Ozellikleri tasimaktadir.

Calismamizda izole ettigimiz L.rhamnosus izolatlarindan BF 7; 24 saat sonunda MRS
brothta pH’y1 3,91°¢ diisiirebilmesi, hidrojen peroksit uUretebilmesi, E.coli 0157 H7,
L.monocytogenes, S.Enteriditis ve S.aureus’a karsi inhibisyon etkide bulunabilmesi, pH 3’li
ortamda gelisme gosterebilmesi, kanamycine direng gosterebilmesi, % 0,3’liik safra tuzuna
dayanim gosterebilmesi ve yiiksek hidrofobisiteye (% 29,1) sahip olmasi dolayisiyla

potansiyel probiyotik mikroorganizma 6zellikleri tagimaktadir.

Calismamizda izole ettigimiz izolatlardan BF 199 nolu L.rhamnosus izolati, 24 saat
sonunda MRS brothta pH’y1 3,85’¢ diisiirebilmesi, hidrojen sulfur ve hidrojen peroksit
uretebilmesi, E.coli, E.coli 0157 H7, L.monocytogenes, S.Enteriditis ve S.aureus’a karsi
inhibisyon etkide bulunabilmesi, kanamycin ve streptomycine direng gosterebilmesi, pH 3 ve
% 0,3’liik safra tuzlu ortamda gelisme gosterebilmesi ve ylksek hidrofobisiteye (% 34,86)

sahip olmasi dolayisiyla potansiyel probiyotik mikroorganizma 6zellikleri tagimaktadir.

Calismamizda izole ettigimiz L.casei izolatlarindan BF 59, BF 68, BF 96, BF 112, BF
134, BF 173, BF 191; yiiksek asitlik saglamasi, hidrojen siilfiir ve hidrojen peroksit
uretebilmeleri, E.coli, E.coli O157 H7, L.monocytogenes, S.Enteriditis ve S.aureus’a karsi
inhibisyon etkide bulunabilmeleri, pH 3’te gelisimlerine devam edebilmeleri, kanamycine
direng gosterebilmeleri, safra tuzlu ortamda (% 0,3) gelisme gosterebilmeleri, % 19,12 ile %
29,02 arasinda yliksek degerlerle xylene tutunum gosterebilmeleri yoniiyle potansiyel

probiyotik mikroorganizma olarak belirlenmistir.

Anne sitiiyle beslenen bebeklerden izole ettigimiz BF 86 nolu L.casei izolati, 24 saat
sonunda MRS brothta pH’y1 3,91°e diisiirebilmesi, hidrojen siilfiir ve hidrojen peroksit
uretebilmesi, E.coli, E.coli 0157 H7, L.monocytogenes, S.Enteriditis ve S.aureus’a karsi
inhibisyon etkide bulunabilmesi, kanamycin ve streptomycine diren¢ gosterebilmesi, pH 3’¢
ve safra tuzuna (% 0,3) dayanim gosterebilmesi, % 15,28’lik hidrofobisiteye sahip olmasi

dolayisiyla potansiyel probiyotik mikroorganizma 6zellikleri tasimaktadir.
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Bebek feceslerinden izole edilen L.casei izolatlarindan BF 35, BF 123, BF 141, BF
143, BF 147, BF 164; MRS brothta pH’y1 4’lin altina disiirebilmeleri, hidrojen silfir ve
hidrojen peroksit Uretebilmeleri, E.coli, E.coli O157 H7, L.monocytogenes, S.Enteriditis ve
S.aureus’a karsi inhibisyon etkide bulunabilmeleri, pH 3’te canliliklarimi koruyabildikleri,
kanamycin ve streptomycine karst direngli olmalar1, % 0,3’liik safra tuzlu ortama dayanim
gosterebilmeleri, % 17,15 ile % 20,45 arasinda xylene tutunum gostermeleri Ozelliklerine

sahip olmalar1 dolayisiyla potansiyel probiyotik mikroorganizma &zellikleri tagimaktadirlar.

Bebek feceslerinden izole edilen L.casei izolatlarindan BF 154, BF 174; MRS brothta
pH’y1 4’iin altina diisiirebilmeleri, hidrojen siilfiir ve hidrojen peroksit Uretebilmeleri, E.coli,
E.coli 0157 H7, L.monocytogenes, S.Enteriditis ve S.aureus’a karsi inhibisyon etkide
bulunabilmeleri, pH 3’te gelisebildikleri, kanamycin ve streptomycine kars1 direncli olmalari,
% 0,3’liik safra tuzlu ortama dayanim gosterebilmeleri, % 12,24 ile % 14,24 arasinda xylene
tutunum gostermeleri Ozelliklerine sahip olmalart dolayisiyla potansiyel probiyotik

mikroorganizma 6zellikleri tagimaktadirlar.

Anne siitiiyle beslenen bebeklerden izole ettigimiz BF 169 nolu L.casei izolati, 24 saat
sonunda MRS brothta pH’y1 3,91°e diislirebilmesi, hidrojen siilfiir ve hidrojen peroksit
uretebilmesi, E.coli, E.coli O157 H7, L.monocytogenes, S.Enteriditis ve S.aureus’a karsi
inhibisyon etkide bulunabilmesi, kanamycin ve streptomycine direng gosterebilmesi, Ph 3 ve
safra tuzlu (% 0,3) ortamda gelisme gosterebilmesi, % 29,12’1ik yiiksek hidrofobisiteye sahip

olmas1 dolayisiyla potansiyel probiyotik mikroorganizma o6zellikleri tagimaktadir.

Daha sonra yapilacak c¢alismalarda probiyotik Ozellik gosteren bu kultirlerin
teknolojik ve duyusal olarak gidalara uygunlugu test edilmeli ve Kkiiltiirlerin probiyotik

olabilme 6zellikleri insan ve hayvan deneklerinin yer aldig1 ¢alismalarla desteklenmelidir.
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EKLER

EK 1 Sekans analizi sonucunda elde edilen 16S rDNA sekanslari

>BF 2 nolu izolat

CGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGT
GAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTC
GGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCCACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAG
GTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTG
AAA

>BF 3 nolu izolat

ACTTCACCCTAATCATCTGTCCCACCTTAGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCCCACCGACTTTGG
GTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCA
TGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTG
AGAACGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCAC
GTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCAC
CGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGG
GACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCG
AAGGAAACGCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCT
TCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGC
GGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAA
C

> BF 6 nolu izolat

GGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTC
CGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGA
CCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGC
ATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAAC
TAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACAC
GAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTG
ATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCG
CTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCT
TAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTT
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> BF 7 nolu izolat

GGGCCGTAAGGAAGCTATCCACCCCTACTATGATGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGGAGCTAA
CGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGC
CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACA
TCTTTTGCCCACCCTAGAGATAGGGTTTTTCCTTCGGGGACAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTC
GTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCC
AGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGA
GATCGCGAGGGCAAGCTAATCTCTTAAAACCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTA
CACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGT
ACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCAAAGCCGGTGGGGTAACCCTTTTAGGGG
ACACGAGGCCGTCAAGGGGGGCACAAAAGAATAGGGGTAAAGTTCATCACGGGGTACCCATGAGA
AAAACCTGGCGGGTGGAACCCCCCTTAATAA

> BF 9 nolu izolat

GTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGAC
CGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCC
CTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA
CACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGC
CATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTAC

> BF 10 nolu izolat

GGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTAC
TAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAGA
TTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCA
TAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAG
TGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCT
CACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCT
CTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATG
CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGC
GGA
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> BF 13 nolu izolat

TCCTAAAAGGTTACCCCACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC
AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCA
GGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTC
GCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGA
CGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCA
ACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACG
ACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCC
CCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGT

> BF 14 nolu izolat

TTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGCGCTTGACATCTTTCGATCA
CCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGT
TGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGGTTGCGAGACCGCGAG
GTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCAGCGGATCAGCACGCCCGCGGTGAATACGTTTCCCGGGTCCTTGTACACA
CCGCCCCGTCACACCAATGAGAAGTTTGTAACACCCCGAAGCCCGGTGGGCGTAACCCTTTTTAGG
GGAGCCGAGCCCGTCTAAAGTGGGGACAGAATGAA

> BF 18 nolu izolat

TCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGC
GATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTTT
AAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTC
ACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGC
CCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTC
CCCAGGCGGAGTGC
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> BF 20 nolu izolat

CCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGT
TGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGG
TCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCC
GGAATCGCTAGTAATCGCCGGATCAGCACGCCCCCGGTGAATACGTTTCCCGGGTCCTTGTACACA
CCCGCCCCGTCACACCATTGAGAAGTTTGTAACACCCCGAAGCCGGGTGGGCGTAACCCTTTTTAG
GGGGGCGAGCCCGCCTAAGGTGGGGACAGAATGA

> BF 23 nolu izolat

CTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCG
CGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTT
TAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTC
ACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGC
CCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTC
CCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCAC
TCATCGTTTACGGCAT

> BF 24 nolu izolat

GCTTCGGGTGTTACAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACC
GCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCC
GAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATT
GTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGG
TTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCT
CGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTT
TGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTC
GCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCC
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> BF 25 nolu izolat

GGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAG
CAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGG
GGG

> BF 26 nolu izolat

GCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTG
ACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAG
GTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTG
CATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATG
ACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGG
GGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAA
CGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGC
AACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA

> BF 27 nolu izolat

CCTAAAAGGTTACCCCACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACA
AGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAG
GCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCG
CGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGAC
GTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAA
CTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGA
CCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTC
AAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCC
CCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCT
CCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACA
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> BF 29 nolu izolat

GATTGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGT
AGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAGCGTT
GTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATT
AGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGG
CCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAAT
GGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTT
GTTAAAGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGG
CTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTA
AAGAGAGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGA

> BF 31 nolu izolat

AAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGA
ACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGA
CGGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCA
ACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAG
GAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGA
TGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTG
TAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGA
ATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGT
GGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATG

> BF 32 nolu izolat

CTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCG
CGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTT
TAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAGGTCATAAGGGGGCATGGATGAATTCTGACGTCGTCCCCACCCTTCCTCCGGGTTTGTCACCGG
GCAGTCTCACTAGAGGTGCCCAACTTAAATGCTGGGCAACTAAGTAACAAAGGGGTTGGCGCTCCG
GTTGCGGGAACTTAACCCAAACATTCTCACGGACAACCGAGCTGGGACGACGACCAATGCCACCC
CACCTGGGTCATTGGGCGTTCCCCGAAAGGGAAAACGCCCTTTATCTCTTAAGGGTTGGGGCGCAA
GAAATGTCAAGACCCTGGGGTAAGGTTTCTTTCGGCGTAAGCTTTCCCGAATTAAAAACCACAATG
CCTCCCACCCGGCTTTGTTG
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> BF 34 nolu izolat

GGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAAC
CTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAACGTTGTTCGCAT
GAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTG
GTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGG
GACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAG
CCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAAAGAAG
AACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACC

> BF 35 nolu izolat

GTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGAC
CGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCC
CTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTG
CCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTA

CACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGA

> BF 37 nolu izolat

TGATGGTGCTTGCACCTGATTGATTTTGGTCGCCAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGG
TAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTC
GCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTTCTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCT
TGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAGCCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCAC
AATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGC
GCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGTTTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTAA
AGAAGAACACGTATGAGAGTAACTGTTCATACGTTGACGGTATTTAACCAGAAAGTCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGGCGTAAAGAG
AGTGCAGGCGGTTTTCTAAGTCTGATGTGAAAGCCTTCGGCTTAACCGGAGAAGTGCATCGGAAAC
TGGATAACTTGAGTGCAGAAGAGGGTAGTGGAACTCCATGTGTA
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> BF 38 nolu izolat

AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTT
ACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACGGG
TGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTATGACTAGTTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGGTAAGACTGCCGGCTGACAAACCGGCAG
GAAGGTGCGGGATGACGATCAGATCATCATGCCCCCTTATGA

> BF 41 nolu izolat

TCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGC
GATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTTT
AAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCC
AGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCA
CTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCA
ACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCC
CTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAAC
CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCC
CCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACT
CATCGTTTACGGCATGGACTA

> BF 44 nolu izolat

TGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGTAACCTGCCCAGAAGCGGGGGACAACATTTGGAAACAGA
TGCTAATACCGCATAACAGCGTTGTTCGCATGAACAACGCTTAAAAGATGGCTTCTCGCTATCACTT
CTGGATGGACCTGCGGTGCATTAGCTTGTTGGTGGGGTAACGGCCTACCAAGGCGATGATGCATAG
CCGAGTTGAGAGACTGATCGGCCACAATGGGACTGAGACACGGCCCATACTCCTACGGGAGGCAG
CAGTAGGGAATCTTCCACAATGGGCGCAAGCCTGATGGAGCAACACCGCGTGAGTGAAGAAGGGT
TTCGGCTCGTAAAGCTCTGTTGTTA
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> BF 47 nolu izolat

CATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAG
CGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGAT
CACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTC
GTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTA
GTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATC
ATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGA
GGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGT
CGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGAGAG

> BF 53 nolu izolat

TCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGC
GATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTTT
AAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCC
AGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCA
CTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCA
ACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCC
CTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAAC
CACATGCTCCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTC
CCCAGGCGGAG

> BF 55 nolu izolat

AACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATC
CGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGC
TTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAG
CCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTC
TTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAAC
CCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAA
ACCTGATCTCTCAGGTGATCCAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGGCCCCGTCAATTCCTTTGA
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> BF 56 nolu izolat

CGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTC
ACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAG
TCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCC
ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCC
GGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCG
CTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCAT
TTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCT
TCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT
TCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGA
AACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTT

> BF 57 nolu izolat

GTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGG
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAG
GTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTT
GGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGT
AAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACC
TGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTC
TTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAA
TCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGA
GAG

> BF 59 nolu izolat

GAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGAGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATC
AGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATG
TTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCGGCATTTAGTTGGGCACTCTA
GTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGA
CCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAAT
CTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAG
TAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCA
TGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGA
CAGATGA
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> BF 61 nolu izolat

GGCTCGCTCCCTAAAAGGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGC
GGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGA
CTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCT
CGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATG
ATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAA
ATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAG
CTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATC
AAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTT
GTGCGGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAA

> BF 62 nolu izolat

CTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCG
CGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTT
TAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTT
ACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAAC
CTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTC
CCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCAT
TCATC

> BF 68 nolu izolat

TGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGA
CCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCC
CCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAA
GCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCG
GATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTT
TGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATG
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> BF 69 nolu izolat

AAAAGGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAG
GCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGC
GAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCA
ACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGT
CATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACT
AGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACC
ATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAA
GACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCG
TCAATTCCTTTGAGTTTCAACCYTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCG
GCACTGAAGGGCGGAAACCC

> BF 70 nolu izolat

CGCTCCCTAAAAGGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTG
TGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTTACTAGCGATTCCGACTT
CGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGC
GGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATG
ATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATG
CTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAA
AGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGC
GGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCG
TTAGCTGCGGC

> BF 73 nolu izolat

TCGCTCCCTAAAAAGGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGG
TGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACT
TCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCG
CGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGAT
GATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAAT
GCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCT
GACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAA
AAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTG
CGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGC
GTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAA
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> BF 74 nolu izolat

GGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGG
TTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGG
GGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
GCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTC
AGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAC
GCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTT

> BF 75 nolu izolat

ACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCC
GCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTT
TTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGC
CCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCT
CACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACC
CAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACG
CCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAA
ACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACT
CCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCA
CTCATCGTTTACGGCAT

> BF 76 nolu izolat

TAGACGGCTCGCTCCCTAAAAGGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGA
CGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGAT
TCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTT
GACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCA
ACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGAC
ACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGG
TGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCAC
CGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATG
CTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCC
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> BF 77 nolu izolat

GGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGA
TCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGA
TGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCT
AGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATG
ACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAA
TCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTA
GTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGG

> BF 78 nolu izolat

CTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCG
CGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTT
TAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTT
ACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAAC
CTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTC
CCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCAT
TCATCG

> BF 80 nolu izolat

CTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCG
CGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTT
TAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTT
ACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAAC
CTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTC
CCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCAT
TCATCGTTTACGG
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> BF 86 nolu izolat

CTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCG
ATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTA
AGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCA
GGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTAC
TAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAA
CATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCT
GATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACC
ACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAA

> BF 89 nolu izolat

GGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGC
ATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGA
GATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGA
GATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCAC
TCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTT
ATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGC
TAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAG

GCTGCAACTC

> BF 92 nolu izolat

GGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGA
CTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCT
CGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATG
ATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAA
ATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAG
CTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATC
AAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTT
GTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAA
TGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGG
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> BF 96 nolu izolat

CCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATT
CACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACA
GTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATC
CATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC
CGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGC
GCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCA
TTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTC
TTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGT
TTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGG
AAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGG

> BF 97 nolu izolat

AGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCGC
GGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGCCGAACTGAGAGG
TTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCT
TCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAA
ACTCTGTTGTTGGA

> BF 99 nolu izolat

AGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAG
GCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCG
CAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGAC
GTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAA
CTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAA
CCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATC
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> BF 100 nolu izolat

TAGACGGCTCGCTCCCTAAAAGGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGA
CGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGAT
TCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTT
GACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCA
ACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGAC
ACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGG
TGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCAC
CGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATG
CTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGG

> BF 102 nolu izolat

GTGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACG
ACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAA
TTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTC
CCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTT
AAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGAC
TGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAA
GCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCG
GATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTT
TGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGG

> BF 105 nolu izolat

CTTAGGCGGCTGGCTCCTAAAAGGTTACCCCACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGA
CGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGAT
TCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAGATTTGCTT
GCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCA
ACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGAC
ACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCTCTAGGG
TTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCAC
CGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTG
CTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAAC
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> BF 108 nolu izolat

CCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACA
TCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGT
CGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGG
CAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGT
CAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCG
AGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAA

> BF 109 nolu izolat

CCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATT
CACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACA
GTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATC
CATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC
CGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGC
GCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCA
TTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTC
TTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGT
TTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGG
AAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGG

> BF 111 nolu izolat

CCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATT
CACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACA
GTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATC
CATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC
CGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGC
GCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCA
TTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTC
TTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGT
TTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGG
AAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGG
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> BF 112 nolu izolat

CTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCG
CGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTT
TAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTT
ACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAAC
CTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTC
CCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCAT
TCATCGTTTAC

> BF 117 nolu izolat

CTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCG
CGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTT
TAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTT
ACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAAC
CTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTC
CCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCAT
TCATCGTTTACGG

> BF 119 nolu izolat

TCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGC
GATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTT
AAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCC
AGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTA
CTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCA
ACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACC
TGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAAC
CACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTC
CCCAGGCGGAATGCTTTAATGCGTTTAGCTGCG
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> BF 120 nolu izolat

TAGACGGCTCGCTCCCTAAAAGGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGA
CGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGAT
TCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTT
GACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGG
GCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCA
ACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGAC
ACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGG
TGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCAC
CGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATG
CTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGG

> BF 122 nolu izolat

ACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTG
ATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAAC
GGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTG
TAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGC
AGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACT
TAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGG
AAACGCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGA
ATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTC
GTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCC

> BF 123 nolu izolat

TCGCTCCCTAAAAGGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGT
GTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTT
CGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGC
GGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATG
ATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATG
CTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTG
ACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAA
AGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGC
GGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCG
TTAG
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> BF 124 nolu izolat

AACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATC
CGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGC
TTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAG
CCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTC
TTACTAGAGTGCCCAACTAAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAA
CCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGA
AACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATT
AAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTA
CTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGG

> BF 125 nolu izolat

AAAAGGTTACCCCACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGG
CCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCG
AGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGA
CTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTC
GTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTA
GTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCA
TGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAG
ACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGT
CAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCCTCCG
G

> BF 127 nolu izolat

TCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGG
TGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCTACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTGCGCCAAC
CCTAGAGATAGGGCGTTTCCTTCGGGAACGCAATGACAGGTGGTGCATGGTCGTCGTCAGCTCGTG
TCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTTACTAGTTGCCAGCATTAAGTT
GGGCACTCTAGTGAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAGATCATCATG
CCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGACGGTACAACGAGTCGCGAACTCGCGAGGG
CAAGCAAATCTCTTAAAACCGTTCTCAGTTCGGACTGCAGGCTGCAACTCGCCTGCACGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATA
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> BF 131 nolu izolat

CCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGT
GGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACC
TGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGT
CGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTG
GGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGC
CCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTC
AAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGA
ATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG
TCACACCATGAGAGTT

> BF 132 nolu izolat

CCCCACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAC
GTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGC
CTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTAC
CGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCT
TCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGG
GTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACC
TGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAA
GGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTT
TGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTC

> BF 134 nolu izolat

CCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATT
CACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACA
GTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATC
CATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTC
CGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGC
GCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCA
TTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTC
TTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGT
TTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGG
AAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTG
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> BF 136 nolu izolat

GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACG
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCTAATCATCATGCCCCTTATGA

> BF 141 nolu izolat

GTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTG
CTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAG
AATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGT
GTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCG
GCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGA
CTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAA
GGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTC
GAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGG
TCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAAT

> BF 143 nolu izolat

AGGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCC
CGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAG
TTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACT
CGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCAT
CCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGT
CATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATG
CACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGAC
CTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCA
ATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCA
CTGAAGGGCGGAAACCCTC
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> BF 145 nolu izolat

GGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCC
GGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGT
TGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTC
GTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATC
CCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTC
ATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGC
ACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACC
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAA
TTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCAC
TGAAGGGCGGAAACC

> BF 146 nolu izolat

GGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCC
GGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGT
TGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTC
GTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATC
CCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTC
ATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGC
ACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACC
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAA
TTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGC

> BF 147 nolu izolat

CTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCG
CGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTT
TAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCC
CAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTT
ACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCC
AACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAAC
CTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAA
CCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTC
CCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGC

165



> BF 149 nolu izolat

TCCTAAAAGGTTACCCCACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTAC
AAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCA
GGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTC
GCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGA
CGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCA
ACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACG
ACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGT
CAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCC
CCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGC
TCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCC

> BF 154 nolu izolat

TTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATACGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTACGATC
ACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCG
TGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAG
TTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCA
TGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAG
GTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTC
GGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGC
CCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGT
CTAAGGTGGGACAGAT

> BF 160 nolu izolat

AGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGT
CTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCA
TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGAC
TAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGG

GATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
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> BF 161 nolu izolat

AGTACGACCGCAAGGTTGACACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTG
GTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCA
GGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGT
TGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAG
TAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCT
CTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTA
ATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATG
AGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGAC
AGATGA

> BF 164 nolu izolat

TTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCA
CCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACGGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGT
TGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCAT
GCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGGTTGCGAGACCGACGA
GGTCAAGCTAATCTGCTTAAAGCCATTCTCATGTTCGGACTGTAGGGCTGCAACTCCGCCTACACG
AAGTCCCGAATCACTTAGTAATCGCGGGATCAGC

> BF 165 nolu izolat

CGCTCCCTAAAAGGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTG

TGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTC

GTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCG
GTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGA

TTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGC

TGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGA
CGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAA
GATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCG
GGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGT
TAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTC
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> BF 169 nolu izolat

GGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGC
AAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
AGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTC
GGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCC
CGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGG
TGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACA
CGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATT
CTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAG
CACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAAC
ACCCGAAGCCGGTGGCGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGAACAGAT

> BF 173 nolu izolat

TGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGA
ATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTA
CCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACAGGT
GGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCT
TATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGG
TGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTA
CAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGC
TGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAATACGT
TCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGGCGTA
ACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTA

> BF 174 nolu izolat

AGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAAC
CTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATG
GTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTA
GGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTACACCCGAAGCCGGTGGC
GTAACCTTTTAGGGAGCGAGCCG
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> BF 178 nolu izolat

GGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACC
TTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGGGGCAAAATGACA
GGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
CCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGACAAACCGGAGGA
AGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATG
GTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTCAGTTCGGACTGTA
GGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCACGCCGCGGTGAAT
ACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTGTAACACCCGAAGCCGGTGG
CGTAACCCTTTTAGGGAGCGAGCCGTCTAAGGTGGGACAGATGA

> BF 183 nolu izolat

GGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGG
TTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCA
ACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCCCCTTCGGG
GGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGC
AACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACTGCCGGTGA
CAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGT
GCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAAGCCATTCTC
AGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCAC
GCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGAGAGTTTG

> BF 184 nolu izolat

TGCTAATACCGCATAGATCCAAGAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTT
TGGATGGACCCGCGGCGTATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGATGATACGTAGC
CGAACTGAGAGGTTGATCGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGC
AGTAGGGAATCTTCCACAATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTT
TCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACG
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> BF 186 nolu izolat

TTACCCCACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGG
AACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGC
AGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTT
GTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCC
ACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACA
AGGGTTGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCAC
CTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTA
AGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAA
GGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGT

> BF 187 nolu izolat

GCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGCGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG
TATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCT
ACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACC
ATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTT
CCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGG
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCT
GTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAG
GTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTT
GAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGG
GCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGT
TCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTT
CTTCCC

> BF 188 nolu izolat

TTACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGG
AACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGC
AGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTT
GTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCC
ACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATA
AGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACC
ACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGG
TAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTC
CTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACT
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> BF 189 nolu izolat

CACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGCGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGT
ATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCT
ACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACC
ATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTT
CCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGG
TTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCT
GTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAG
GTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTT
GAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGG
GCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGT
TCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTT

> BF 191 nolu izolat

ACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA
CGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAG
CCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGT
ACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCAC
CTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTA
AGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAA
GGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCT
G

> BF 193 nolu izolat

CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCG
ACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACC
TCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCAT
GATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTA
AATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGAT
CAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCT
TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTA
ATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCATG
GACTACCAGGG
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> BF 194 nolu izolat

ACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA
CGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAG
CCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGT
ACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCAC
CTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTA
AGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGT

> BF 196 nolu izolat

ACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA
CGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAG
CCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGT
ACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCAC
CTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTA
AGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAA
GGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCT
GTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGT
GTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCT
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> BF 199 nolu izolat

AGTTCTGATTATTGAAAGGTGCTTGCATCTTGATTTAATTTTGAACGAGTGGCGGACGGGTGAGTA
ACACGTGGGTAACCTGCCCTTAAGTGGGGGATAACATTTGGAAACAGATGCTAATACCGCATAAAT
CCAAAAACCGCATGGTTCTTGGCTGAAAGATGGCGTAAGCTATCGCTTTTGGATGGACCCCCGGCG
TATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAATGATACGTAGCCGAACTGAGAGGTTGAT
CGGCCACATTGGGACTGAGACACGGCCCAAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCAC
AATGGACGCAAGTCTGATGGAGCAACGCCGCGTGAGTGAAGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCT
GTTGTTGGAGAAGAATGGTCGGCAGAGTAACTGTTGTCGGCGTGACGGTATCCAACCAGAAAGCC
ACGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGATTTATTGGG
CGTAAAGCGAGCGCAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCTCGGCTTAACCGAGGAAGTGC
ATCGGAAACTGGGAAACTTGAGTGCAGAAGAGGACAGTGGAACTCCATGTGTAGCGGTGAAATGC
GTAGATATATGGAAGAACACCAGTGGCGAAAGCGGCTGTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCTC
GAAAGCATGGGTAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAACGATGAATGCTAGG
TGTTGGAGGGTTTCCGCCCTTCAGTGCCGCAGCTAACGCATTAAGCATTCCGCCTGGGGAGTACGA
CCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAAT
TCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCTTTTGATCACCTGAGAGATCAGGTTTCC
CCTTCGGGGGCAAAATGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTA
AGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATGACTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAGTAAGACT
GCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCT
ACACACGTGCTACAATGGATGGTACAACGAGTTGCGAGACCGCGAGGTCAAGCTAATCTCTTAAA
GCCATTCTCAGTTCGGACTGTAGGCTGCAACTCGCCTACACGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCG
GATCAGCACGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCG

> BF 200 nolu izolat

GGGTTACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCC
GGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGT
TGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTC
GTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATC
CCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTC
ATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGC
ACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACC
TGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAA
TTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCAC
TGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAA
TCCTGTTCGCTACCCATGCTTT
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> BF 201 nolu izolat

ACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA
CGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAG
CCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGT
ACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCAC
CTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTA
AGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGC
ACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCT
AATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCA
CTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACT
CAAGTTTCCCAGTTTCCGATGCGCTTCCTCGGTTAAGCCGAGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAAC
CGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGC
TGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTGGATACCGTCACGCCGACAACAGTTACTCTGCCGAC
CATTCTTCTCCAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATC
AGACTTGCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGT
CCCAATGTGGCCGATCAACCTCTCAGTTCGGCTACGTATCATCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACC
AACTAGCTAATACGCCGCGGGTCCATCCAAAAGCGATAGCTTACGCCATCTTTCAGCCAAGAACCA
TGCGGTTCTTGGATCTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTATCCCCCACTTAAGGGCAGGT
TACCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCGTTCCATG

> BF 203 nolu izolat

GACTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCA
CCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAGT
CCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCAT
TGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCG
GTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGC
TCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATT
GCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTT
CGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTT
CAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGG
GCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGT
TCGCTACCCATGCTTTC
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> BF 205 nolu izolat

ACCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTAT
TCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGC
AGTCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTC
CATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCT
CCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTG
CGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTC
ATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTT
CTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAG
TTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCG
GAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCG
CTACCCATGCTTTCGAGTCTCAGCGTCAGTTGCA

> BF 206 nolu izolat

CCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCTGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTC
ACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAG
TCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCA
TTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCC
GGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCG
CTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCAT
TGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCT
TCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT
TCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAAGGGCGG
AAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCT
ACCCATGCTTTCGAGTCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGGTAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCC
ATATATCTACGCATTCCACCGCTACACATGGAGTTCCACTACCCTCTTCTGCACTCAAGTTATCCAG
TTTCCGATGCACTTCTCCGGTTAAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACTTAGAAAACCGCCTGCACTCT
CTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT
AGCCGTGACTTTCTGGTTAAATACCGTCAACGTATGAACAGTTACTCTCATACGTGTTCTTCTTTAA
CAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGCCC
ATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGGCCGTGTCTCAGTCCCATTGTGGCC
GATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAGGCCGTTACCCCACCAACAAGCTAAT
GCACCGCAGGTCCATCCAGAAGTGATAGCGAGAAGCCATCTTTTAAGCGTTGTTCATGCGAACAAC
GCTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTGTCCCCCGCTTCTGGGCAGGTTACCTACGTG
TTACTCACCCGTCCGCCACT
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> BF 210 nolu izolat

GCGCGAATTTTAACTTAGGCGGAATTTCCCGGAACCTTTCGGTGCCAGGGCCGGAGTTTGCCAAGG
CCCTGGCAGGTCCGAAACTGAGAACGGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTC
GTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTC
CCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTA
ACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGC
ACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACC
TGGTAAGGTYCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCGTCATC
CTTGAGTTCAACCTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAA
GGGCGGAAACCCTCCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCC
TGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGTCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGGTAGCCGCCTTCGCCACTGGT
GTTCTTCCATATATCTACGCATTCCACCGCTACACATGGAGTTCCACTACCCTCTTCTGCACTCAAG
TTATCCAGTTTCCGATGCACTTCTCCGGTTAAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACTTAGAAAACCGCC
TGCACTCTCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGC
ACGTAGTTAGCCGTGACTTTCTGGTTAAATACCGTCAACGTATGAACAGTTACTCTCATACGTGTTC
TTCTTTAACAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCT
TGCGCCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGGCCGTGTCTCAGTCCCAT
TGTGGCCGATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAGGCCGTTACCCCACCAACAA
GCTAATGCACCGCAGGTCCATCCAGAAGTGATAGCGAGAAGCCATCTTTTAAGCGTTGTTCATGCG
AACAACGCTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTGTCCCCCGCTTCTGGGCAGGTTACC
TACGTGTTACTCACCCGTCCGCCACTCGTTGGCGACCAAAATCAATCAGGTGCAAGCACCATCAAT
CAATTGGGC
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> BF 211 nolu izolat

AAAACGCGGTTAATTTTCCACCCCCGCCGGGGCGCGGTGTGCCTGAAATTCCCGGCCGGGAAATTT
AACCTTAGGCCGGAATTTCCCGGACCTTTCGGTTGTTAGGGCCGGAGGTTTGCCAGGCCCTTACAA
GGTTCCGAAACTGAGAAATGGCTTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTA
CCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACC
TTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTA
AGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCACGCTGTGGCGGGCCCCCGTCAATCCCTTG
AGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGG
CGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTC
GCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCTTTCGCCACTGGTGTTCT
TCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCC
AGTTTCCGATGCACTTCCTCGGTTAAGCCGAGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTGCGC
TCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGT
AGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTGGATACCGTCACGCCGACAACAGTTACTCTGCCGACCATTCTTCT
CCAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTGC
GTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGT
GGCCGATCAACCTCTCAGTTCGGCTACGTATCATTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCT
AATACGCCGCGGGTCCATCCAAAAGCGATAGCTTACGCCATCTTTCAGCCAAGAACCATGCGGTTC
TTGGATTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTATCCCCCACTTAAGGGCAGGTTACCCACG
TGTTACTCACCC

> BF 214 nolu izolat

CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCG
ACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCAGTCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCC
TCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCAT
GATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTT
AATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGA
GCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCATTGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCTCTAGGGTTGG
CGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCT
TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTA
ATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATG
GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTC
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> BF 215 nolu izolat

ACGCCACCGGCTTCGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAA
CGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAG
CCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGATTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGT
ACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCAC
CTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAGTGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAG
GGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCAC
CTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCTCTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTA
AGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCT
TTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAA
GGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCT
GTTCGCTACCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGACAGCCGCTTCGCCACTGGTGTT
CTTCCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAGTTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTT
TCCCAGTTTCCGATGCACTTCCTCGGTTAAGCCGAGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTG
CGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTGGATACCGTCACGCCGACAACAGTTACTCTGCCGACCATTCT
TCTCCAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTT
GCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAAT
GTGGCCGATCAACCTCTCAGTTCGGCTACGTATCATTGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAG
CTAATACGCCGCGGGTCCATCCAAAAGCGATAGCTTACGCCATCTTTCAGCCAAGAACCATGCGGT
TCTTGGATTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTATCCCCCACTTAAGGGCAGGTTACCCA
CGTGTTACTCACCCGTCC
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> BF 217 nolu izolat

CCGACTTTGGGTGTTACAAACTCTCATGGTGTGACGGGCGGTGGGTACAAGGCCCGGGAACGTATT
CACCGCGGCATGCTGATCCGCGATTACTAGCGATTCCGACTTCGTGCAGGCGAGTTGCAGCCTGCA
GTCCGAACTGAGAACGGTTTTAAGAGATTTGCTTGCCCTCGCGAGTTCGCGACTCGTTGTACCGTCC
ATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCATAAGGGGCATGATGATCTGACGTCGTCCCCACCTTCCTC
CGGTTTGTCACCGGCAGTCTCACTAGAGTGCCCAACTTAATGCTGGCAACTAGTAACAAGGGTTGC
GCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCACGACACGAGCTGACGACGACCATGCACCACCTGTCA
TTGCGTTCCCGAAGGAAACGCCCTATCTCTAGGGTTGGCGCAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTC
TTCGCGTAGCTTCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGT
TTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGCGGAGTGCTTAATGCGTTAGCTCCGGCACTGAAGGGCGG
AAACCCTCCAACACCTAGCACTCATCGTTTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCT
ACCCATGCTTTCGAGTCTCAGCGTCAGTTGCAGACCAGGTAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCC
ATATATCTACGCATTCCACCGCTACACATGGAGTTCCACTACCCTCTTCTGCACTCAAGTTATCCAG
TTTCCGATGCACTTCTCCGGTTAAGCCGAAGGCTTTCACATCAGACTTAGAAAACCGCCTGCACTCT
CTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTT
AGCCGTGACTTTCTGGTTAAATACCGTCAACGTATGAACAGTTACTCTCATACGTGTTCTTCTTTAA
CAACAGAGCTTTACGAGCCGAAACCCTTCTTCACTCACGCGGTGTTGCTCCATCAGGCTTGCGCCC
ATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTATGGGCCGTGTCTCAGTCCCATTGTGGCC
GATCAGTCTCTCAACTCGGCTATGCATCATCGCCTTGGTAGGCCGTTACCCCACCAACAAGCTAAT
GCACCGCAGGTCCATCCAGAAGTGATAGCGAGAAGCCATCTTTTAAGCGTTGTTCATGCGAACAAC
GTTGTTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCCAAATGTTGTCCCCCGCTTCTGGGCAGGTTACCTACGTG
TTACTCACCCGTCCGCCACTCGTTGGCGACCAAAATCAATCAGGTGCAAGCACCATCAATCAA
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GGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGCGGCGTGCTGATCCGCGATTAC
TAGCGATTCCGACTTCGTGTAGGCGAGTTGCAGCCTACAGTCCGAACTGAGAATGGCTTTAAGAGA
TTAGCTTGACCTCGCGGTCTCGCAACTCGTTGTACCATCCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCAGGTCA
TAAGGGGCATGATGATTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCGGTTTGTCACCGGCAGTCTTACTAGAG
TGCCCAACTAAATGCTGGCAACTAGTCATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCT
CACGACACGAGCTGACGACAACCATGCACCACCTGTCATTTTGCCCCCGAAGGGGAAACCTGATCT
CTCAGGTGATCAAAAGATGTCAAGACCTGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCTTCGAATTAAACCACATG
CTCCACCGCTTGTGCGGGCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTTTCAACCTTGCGGTCGTACTCCCCAGGC
GGAATGCTTAATGCGTTAGCTGCGGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCCAACACCTAGCATTCATCGT
TTACGGCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGT
TACAGACCAGACAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCATATATCTACGCATTTCACCGCTACACA
TGGAGTTCCACTGTCCTCTTCTGCACTCAAGTTTCCCAGTTTCCGATGCGCTTCCTCGGTTAAGCCG
AGGGCTTTCACATCAGACTTAAAAAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGATAACG
CTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTGGATACCGT
CACGCCGACAACAGTTACTCTGCCGACCATTCTTCTCCAACAACAGAGTTTTACGACCCGAAAGCC
TTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCCATCAGACTTGCGTCCATTGTGGAAGATTCCCTACTGCTGCCT
CCCGTAGGAGTTTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAATGTGGCCGATCAACCTCTCAGTTCGGCTACGTAT
CATCGCCTTGGTGAGCCATTACCTCACCAACTAGCTAATACGCCGCGGGTCCATCCAAAAGCGATA
GCTTACGCCATCTTTCAGCCAAGAACCATGCGGTTCTTGGATCTATGCGGTATTAGCATCTGTTTCC
AAATGTTATCCCCCACTTAAGGGCAGGTTACCCACGTGTTACTCACCC
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Diyetetik Boliimiinde Ogretim Gorevlisi olarak galigmaktadir.

181



