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Giliniimiizde siit, peynir ve kefir gibi probiyotik iceren gidalara ve
icerdikleri probiyotik strainlere olan ilgi artmistir. Bu ¢alismada 9 peynir, 1 kefir,
1 ¢ig siit, 1 pastorize siit ve 1 anne siitii 6rneginden toplam 209 adet bakteri izole
edilmistir. Izole edilen strainlerin antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir.
Yiiksek antimikrobiyal aktivite gosteren 73 izolat belirlenmistir. Secgilen 73
izolatin morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testler yaninda riboprinter sistem
ile de tamimlamasi yapilmistir. Riboprinter sisteme gore izolatlarin 58’1
Enterococcus faecium, 1’1 Enterococcus faecalis, 1’1 Enterococcus durans, 1’1
Lactobacillus fermentum, 4’ Lactobacillus reuteri, 1’1 Lactobacillus paracasei
spp. paracasei, 7’si Pediococcus acidilactici olarak tanimlanmistir. Segilen
izolatlarin tanimlanmasinda kullanilan riboprinter sistem ile biyokimyasal test
sonuclart 53 izolatta birebir Ortiisiirken, 20 izolatta ise farkli tanimlama
yapilmustir. Probiyotik 6zellik gosteren bakterilerin se¢imindeki kriterlerden biri
asidik ortamda gelisebilmeleridir. Buna gore 73 izolattan 68’1 pH 3’te, 60’1 pH
2’de, 39’uise pH 1°de gelisim gostermistir. 13 izolat ise pH 2’de canliliklarini 24
saat siiresince devam ettirmistir. Ayrica 73 izolattan 22 tanesi % 0,4 fenolde
gelismistir. Secilen izolatlardan 11’1 kullanilan Siprofloksasin, Penisilin-G,
Gentamisin, Netilmisin Siilfat ve Sefaklor’a karsi1 direngli bulunurken; 7 izolat test
edilen antibiyotiklerin tiimiine kars1 duyarli olarak bulunmustur. Yapilan testler
sonucunda 41 izolatin laktik asit, proteolitik aktivite ve hidrojen peroksit
miktarlar1 sirasiyla 0,18-18,41 mg/ml, 0,23-2,04 mg/ml, 0,29-2,50 pg/ml
arasinda degismistir.

Anahtar Kelimeler: Probiyotik Bakterileri, Siit ve Siit Uriinleri, Izolasyon,
Antimikrobiyal Aktivite
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ABSTRACT
Master of Science Thesis

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF PROBIOTIC BACTERIA IN
MILK AND MILK PRODUCTS

Tiilay YiGIT

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Biology Program

Supervisor : Prof. Dr. Merih Kivang
2009, 150 pages

Nowadays, the attention increased to foods containing probiotics such as
milk, cheese and kefir and probiotic strains of them. In this study, totally 209
strains of bacteria were isolated from 9 cheese, 1 kefir, 1 pasteurized milk, 1 raw
milk and 1 suck products. These isolates were tested for antimicrobial activity and
determined 73 isolates having antimicrobial activity. The identification of these
73 isolates were performed with morphologic, biochemical tests and also
riboprinter system. According to riboprinter system result, 58 FEnterococcus
faecium, 1  Enterococcus faecalis, 1 Enterococcus durans, 1 Lactobacillus
fermentum, 4 Lactobacillus reuteri, 1 Lactobacillus paracasei spp. paracasei, 7
Pediococcus acidilactici 1isolates were determined. Riboprinter system and
biochemical test results were same for 53 isolates but no other 20 isolates. One of
the criterions used for choice of bacteria having probiotic characteric is able to
growth in acidic environment. Regarding these results, 68 isolates grew in pH 3,
60 isolates in pH 2, 39 isoltes pH 1 of totally 73 isolates. 13 isolates kept livelines
in pH 2 during 24 hours. In addition, 22 isolates of 73 have able to grow in % 0,4
phenol. 11 isolates chosen were found as resist against Ciprofloxacin, Penicillin-
G, Gentamycin, Netilmycin Sulphate and Cefaclor; 7 isolates were found as
sensitive against to all of the antibiotics tested. As a result of all performed tests,
amount of lactic acid, proteolitic activity and hydrogen peroxide produced by 41
isolates were found between 0,18-18,41 mg/ml, 0,23-2,04 mg/ml, 0,29-2,50
ug/ml respectively.

Keywords: Probiotic Bacteria, Milk and Milk Products, Isolation, Antimicrobial
Activity
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1. GIRIS

Son yillarda calisan kesimin artmasi, gecim sikintisi, olumsuz ¢evre
kosullari, kontrolsiiz ve sagliksiz gidalarin kullanimiyla insanlarin yagamlari riske
girmistir. Kullanilan bir¢ok ila¢ ve antibiyotikler, canlinin sindirim sistemindeki
mikro floradaki dengeyi bozmakta, bir¢ok organda uzun siirede onarilamayacak
bircok rahatsizliga sebep olmaktadir. Potansiyel patojenler ortamda baskin
duruma gelerek bagirsak, vajina, bobrek gibi dnemli organlarda enfeksiyonlarin
olusumunu hizlandirmaktadir. Antibiyotiklere duyarli olan laktik asit
bakterilerinin sayis1 azaldigindan bagirsak reaksiyonu degismekte, ortama patojen
mikroorganizmalar hakim olmaktadir. Oysa gerek gelisme faktorii olarak, gerekse
hastaliklarin 1iyilestirilmesi amaciyla antibiyotiklerin yerine organizmadaki
metabolik faaliyetleri olumlu yonde etkileyen, destekleyen dogal iiriinler olan
probiyotikler, bir alternatif olarak kullanilabilmektedir. Bdylece intestinal
mikroflora stabilitesi saglanarak, uygun sekilde yonlendirilerek, olumsuzluk ve
sakincalar1 tesvik etmeden antibiyotiklerin zararli etkileri de engellenmis
olunmaktadir (Kilig, 2001).

Probiyotiklerin yararli etkilerini i¢ine alan mekanizmalar, antibakteriyel
bilesikler iiretip besinler i¢in veya kolonizasyon bolgeleri i¢in yarigsarak patojen
bakterileri baski altinda tutmaktadirlar (Kilig, 2001).

Probiyotik bakterilerinin gida ve saglik alanindaki 6nemi, bu bakterilerin
stit ve siit tirlinlerinde, dogal kosullarda yaygin olarak bulunmasi, antimikrobiyal
ozellik gostermesi ve bakteriyosin iiretme potansiyellerinin yiiksek olmasi gibi
sebepler goz Oniine alinarak bu caligmada siit ve siit iirlinlerinden laktik asit
bakterilerinin izolasyonu; antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenip yiiksek
aktiviteye sahip olanlarin tanimlanmasi, probiyotik bakteri 6zelligi gosterebilecek

izolatlarin se¢imi hedeflenmistir.



1.1. Siit ve Siit Uriinlerinde Starter Kiiltiirlerin Kullanim

Siit iriinlerinin, 6zellikle fermente siitlerin bilinmesi, antik ¢aglara dek
uzanmaktadir. Baslangicta fermente siitler ¢ig siite bulagan mikroorganizmalar ya
da siit kaplarinda kalan, siitin dogal florasini olusturan bakterilerin etkisiyle
olusmustur. Starter kiiltiirlerin ilk kullaniminin {izerinden yaklasik 100 yil
gecmistir. Storch, Kopenhag’da Weigmann, Kiel’de birbirlerinden bagimsiz
olarak eksi krema ve peynir alt1 suyundan peynir iiretiminde laktik asit ve diasetil
tiretiminden sorumlu olan mezofilik laktik asit bakterilerini izole etmeyi
basarmiglardir. Giiniimiizde tiim diinya {lkelerinde fermente siitler, krema
olgunlastirma ve degisik peynir ¢esitlerinin iiretiminde dominant olarak laktokok
tiirleri kullanilmakta, bazi peynir gesitleri ile siit iceceklerinin yapiminda mezofil
laktobasillerden de yararlanilmaktadir. Bunlar asitlik olusturduklart gibi
proteolitik aktif bakterilerdir. Hatta bazilar1 probiyotik 6zellige de sahiptir (Kilig,
2001).

Yapilan c¢alismalarda Enterococcus durans, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium bakterilerinin ¢esitli suslarinin destek kiiltiir olarak cheddar
peynirinde kullaniminda olumlu sonuglar verdigi goriilmiistiir (Giirsoy ve Kinik,
2006).

Yogurt, tereyagi, peynir gibi siit iirlinlerinin kendine 6zgii yapilar ile
begenilen tat ve aromalarinin olusmalarini saglamak amaciyla kullanilan, istenen
Ozelliklere sahip saf mikroorganizma kiiltiirlerine saf kiiltiir veya starter kiiltiir
denilmektedir (Kilig, 2001).

Yogurt ve benzeri iirlinler ile sert ve pihtisi pisirilen peynirlerin yapiminda
yararlanilan termofilik laktik kiltiirler ise Lactobacillus delbruecki spp.
bulgaricus ve Lactobacillus delbruecki spp. lactis, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus acidophilus ile Streptococcus salivarius spp. thermophilus tan
olugsmaktadir (Kilig, 2001). Oumer (2001) Lactococcus lactis subsp. cremoris,
Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. lactis var diacetylactis
ve Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris igeren ticari starter kullanilarak
inek ve koyun siitii karisimindan yar1 sert bir Ispanyol peyniri olan Hispanico

peyniri liretmistir.



Lactobacillus paracasei spp. paracasei, bir ¢ok peynir tiiriiniin dogal
laktik florasinda bagslica laktik asit bakterisi olarak bulunabilmektedir. L.
paracasei spp. paracasei suslari esas olarak probiyotik mikroorganizmalardir
(Giirsoy ve Kinik, 2006).

Kefir kiiltiire edilmis, birgok saglik unsuru igeren ayran benzeri bir
icecektir. Kefir, taneleri siiti fermente edici rol oynar, en Onemli 6zelligi
fermentasyon sonunda siiziilerek tekrar kullanilabilmesidir. Cok karigik bir

mikrobiyolojik yapiya sahiptir (Garotte ve ark., 2001).

1.2. Probiyotik Tanim ve Tarihi

Probiyotikler, mide—barsak yollar1 mikroplarinin metabolik aktivitesini ya
da olusumunu etkileyerek konak¢i iizerinde olumlu etki birakan, gida maddeleri,
canlt mikrobikler ya da diyet ekleridir. Probiyotikler, fermentasyon sonunda elde
edilen diyetetik ve terapotik etkili irtinlerdir (Karahan ve Cakmakgi, 1996).

Probiyotik terimi, ilk kez Lilley ve Stilwell (1965) tarafindan kullanilmais,
Metchnikoff’un (1908) calismalarindan ortaya g¢ikmistir. Metchnikoff, Balkan
koyliilerinin belirgin bir sekilde uzun dmiirlii olmasinin nedeninin, Lactobacillus
delbrueckii alt tirii bulgaricus ile mayalanmig siit tiiketmeleri oldugunu ortaya
koymustur (Arda ve ark., 1992; Inal, 1990; Yaman, 2000).

Probiyotik kelimesi bugiin kullanildigi anlami ile ilk kez 1974 yilinda
Parker tarafindan kullanilmigtir. Dr. R.Fuller ve Dr. C.B. Cole tarafindan
“Bagirsaklarda mikrobiyal dengeyi olumlu yonde arttirici etkileri olan canli besin
kaynag1” olarak tanimlanmistir (Toklu, 1999). Fuller, probiyotikleri yeniden
“konake¢inin intestinal mikroflorasinin gelisimini tesvik eden canli mikrobiyal
katki maddeleri” olarak tanimlamistir. Bu tanimda gii¢lii bir probiyotik etki i¢in
canlt hiicre varligimin 6nemi Ozellikle vurgulanmaktadir. Huisin’t Veld ve
Havenaer, bu tanim1 genisletmisler ve probiyotik {iriinlerin canli mikroorganizma
icermesi gerektigini ve tiiketilmeleri sonucunda agizda, gastiiregenital kanallarda,
ist solunum kanallarinda ya da {iregenital kanallarda yararli etkiler yapmak
yoluyla konak¢inin sagliginda iyilesmeye neden olduklarini ifade etmislerdir. Bu

arastiricilar probiyotikleri insan ya da hayvan tarafindan alinan canli tek ya da



karisim mikroorganizma kiiltiirleri olarak tanimlamaktadirlar (Ozer ve Akalm,
2000).

Probiyotik mikroorganizmalarin bir kism1 insan beslenmesinde énemli bir
yere sahip olan fermente siit Uriinlerinin (yogurt, kefir, kimiz, peynir gibi)
yapiminda starter kiiltlir olarak kullanilmaktadir (Arda ve ark., 1992; Inal, 1990;
Yaman, 2000).

Ilk probiyotik yogurt iiriinleri 1980’lerin basinda Avrupa’da piyasaya
cikarilmistir. Gelisen gida teknolojileri ile birgok gida {iriinlerine de ilave
edilmeye (meyve sulari, igilebilir siit, bazi peynir cesitleri, dondurma, sakiz,
fermente siit iiriinleri, kahvaltilik tahillar, soya siitii iiriinleri ... gibi) basglanmigtir

(Karahan ve Cakmakgi, 1996; Kilig, 2001; Goktepe ve ark., 2006).

1.3. Probiyotik Olarak Kullanilan Bakteriler

Probiyotikler esas olarak laktik asit bakterileridir. Yogurt yapiminda
kullanilan mikroorganizmalar (Lactobacillus bulgaricus ve Streptococcus
thermophilus) disinda tiim laktik asit bakterileri bagirsak florasi elemanlaridir. Bir
probiyotik iiriin, bu organizmalardan bir ya da birkagini icerebilmektedir (Yilsay
ve Kurdal, 2000).

Probiyotik olarak en siklikla kullanilan bakteriler laktik asit bakterileri
(Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus) ve
Bifidobacterium strainleridir. Ancak bu tiirlerin tiim strainleri probiyotik olarak
kullanmak icin uygun degildir. Probiyotik bakteriler tiire degil, susa baghdir. Bir
probiyotik bakterinin saglik iizerine yararl etkisi sadece o susa aittir. Bunlar
bagirsaklarda ve bircok fermente siit liriinlerinde dogal olarak bulunmaktadir.
Gida, insan ve hayvan kaynakli izolatlarin ¢ogunlukla E. faecalis ve E. faecium
tirlerini igerdigi goriilmiistiir. Giivenlik ve fonksiyonalite ile ilgili 6zelliklerin
susa spesifik olmasi nedeniyle gida ya da probiyotik preparasyonlarin
hazirlanmasinda kullanilacak enterokoklarin sus bazinda dikkatli bir sekilde
degerlendirilmesi gerekmektedir (Kilig, 2001; Vancanneyt ve ark., 2002).

Probiyotik olarak kullanilan bakteriler Cizelge 1.1.’de verilmistir.



Cizelge 1.1. Probiyotik olarak kullanilan bakteriler (Y1lsay ve Kurdal, 2000; Goktepe ve

ark., 2006).

Lactobacillus tiirleri

Lactobacillus bulgaricus

Lactobacillus delbrueckii

Lactobacillus lactis

Lactobacillus acidophilus

Lactobacillus reuteri

Lactobacillus brevis

Lactobacillus casei

Lactobacillus curvatus

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus plantarum

Lactobacillus johnsonii

Lactobacillus rhamnosus

Lactobacillus helveticus

Lactobacillus salivarius

Lactobacillus gasseri

Bifidobacterium tiirleri

Bifidobacterium adolescentis

Bifidobacterium bifidum

Bifidobacterium breve

Bifidobacterium infantis

Bifidobacterium longum

Bifidobacterium thermophilum

Bacillus tiirleri

Bacillus subtilis

Bacillus pumilis

Bacillus lentus

Bacillus licheniformis

Bacillus coagulans

Pediococcus tiirleri

Pediococcus cerevisiae

Pediococcus acidilactici

Pediococcus pentoseceus

Streptococcus tiirleri

Streptococcus cremoris

Streptococcus thermophilus

Streptococcus intermedius

Streptococcus lactis

Streptococcus diacetilactis

Bacteriodes tiirleri

Bacteriodes capillus

Bacteriodes juis

Bacteriodes ruminicola

Bacteriodes amylophilus

Propionibacterium tiirleri

Propionibacterium shermanii

Propionibacterium freudenreichii

Leuconostoc tiirleri

Leuconostoc mesenteroides

Enterococcus tiirleri

Enterococcus faecium

Enterococcus faecalis

Probiyotik siit iiriinlerinin hazirlanmasinda en ¢ok kullanilan bakteri tiirleri
L. acidophilus ile Bifidobacterium bifidus, Bifidobacterium longum ve
Bifidobacterium breve 'dir (Kilig, 2001; Goktepe ve ark., 2006).



1.4. Probiyotik Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Gram pozitif basil ve koklardan olusan laktik asit bakterileri Firmicutes
filumuna ait ¢esitli bakteri cinslerinden olusmaktadir. Spor olusturmayan ve
katalaz negatif olan bu grubun Onemli cinsleri arasinda Carnobacterium,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve
Weisella yer almaktadir. Biitlin laktik asit bakterileri anaerobik kosullar altinda
gelisebilmektedir. Pek ¢ok anaerobik bakterinin tersine oksijene karst duyarli
degildirler, oksijen varliginda da gelisebilmektedirler. Bu nedenle aerotolerant
anaerob mikroorganizmalar olarak adlandirilmaktadir (Beasley, 2004; Giirsoy ve
Kinik, 2005; Madigan ve Matrinko, 2006).

Cogu mezofilik mikroorganizmalardir. Ancak bazilar1 5 °C’nin altinda,
termofilik  tlirleri ise optimum 45 °C gibi yiiksek sicakliklarda
gelisebilmektedirler. Bu mikroorganizmalarin ¢ogu optimum 4-4,5 pH'da
gelisebilmelerine ragmen 3,2 gibi disiik, 9,6 gibi yiiksek pH’larda
geligebilmektedir. Bu mikroorganizmalarin bazilar1 zayif proteolitik ve lipolitik
Ozellige sahiptir (Holt ve ark., 2000).

Fermentasyon sonucu ana {iriin olarak laktik asit iireten bu bakterilerde
enerji eldesi substrat diizeyinde fosforilasyon ile gerceklesmektedir. Karbonhidrat
metabolizmalart goz oniline alindiginda homofermentatif ve heterofermentatif
olarak iki alt gruba ayrilmaktadir. Homofermentatif tiirler glikozdan tamamen
laktik asit olustururken heterofermentatif tiirler ek olarak karbondioksit ve bazi
organik asitler iretirler. Fenotipik Ozellikleri baz alinarak yapilan
degerlendirmede Thermobacterium, Streptobacterium, Betabacterium seklinde ii¢
alt gruba ayrilir. Gilinlimiizde gelisen molekiiler biyoloji teknikleri 16S rRNA
sekans analizlerinden laktik asit bakterileri i¢in fenotip temelli siiflandirmanin
uygun olmadig1 gozler oniline serilmektedir (Beasley, 2004; Giirsoy ve Kinik,
2005; Madigan ve Matrinko, 2006).

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkisinin laktik asit, hidrojen
peroksit, asetik asit, hidrojen siilfiir, bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri

maddelerden meydana geldigi tespit edilmistir. Bu nedenle de farkli tiirden



gidalarin besin degerinin arttirilmasinda ve raf dmriinlin uzatilmasinda, medikal
alanda da intestinal enfeksiyonlarin ve bazi kanser tiplerinin kontroliinde
kullanimi1 son yillarda giderek 6nem kazanmustir (Gilliand, 1990; Lewus ve ark.,

1991).

1.5. Probiyotik Bakterilerinde Aranan Ozellikler

Probiyotik bakteriler bagirsaklarda canliligini koruyabilen, insan sagligina
faydal1 bakterilerdir. Bu bakteriler bagirsak yiizeyine tutunarak enterik enfeksiyon
riskini azaltirlar ve metabolizmaya yardimci olurlar. Bazi toksik gida bilesenlerini
parcalayarak ve istenmeyen mikroorganizmalarin zararli  metabolitler
olusturmalarin1 6nleyerek saglikli bir yasamin devamini miimkiin kilmaktadirlar.
Ayrica bu bakterilerin laktoz hidrolizi, serum kolesterol diizeyinin azaltilmasi,
kolon kanserinin dnlenmesi, bagisiklik sisteminin uyarilmasi gibi faydalar1 vardir.
Temel besleyici ozellikleri disinda viicudumuza fizyolojik yararlar saglayan,
kronik hastaliklar riskini azaltabilen besinlere fonksiyonel besinler adi
verilmektedir. Probiyotik ilaveli gidalarda bu kapsama alimistir. Fonksiyonel
gida cercevesinde, gida teknolojisi uzmanlarinin besleyici 6zelligi artirilmig
probiyotik iiriinlerinin iiretilmesine yonelik calismalar1 artmistir (Erkmen, 2000).
Biitiin bu arastirmalar g¢ercevesinde probiyotik olarak kullanilan, bakterilerde
aranan Ozellikler Yilsay ve Kurdal (2000) tarafindan asagida belirtildigi sekilde
siralanmaktadir:

e (QGilvenilir olmahdir, kullanildigi insan ve hayvanda yan etki

olusturmamalidir.

e Normal insan bagirsagi kokenli olmalidir.

e Stabil olmalidir, diisik pH ve safra tuzlari gibi olumsuz c¢evre

kosullarindan etkilenmeden bagirsakta metabolize olmalidir.

e Bagirsak hiicrelerine tutunabilmeli ve kolonize olabilmelidir.

e Kanserojenik ve patojenik bakterilere antagonist etkili olmalidir.

e Antimikrobiyal maddeler iiretmelidir.

o Konakta hastaliklara diren¢ artis1 gibi yararli etkiler olusturma

yeteneginde olmalidir.



e Antibiyotiklere direngli olmalidir. Antibiyotige bagli (diyare) ortaya
citkan  hastaliklarda  bagirsak  florasim  diizeltmek  amaciyla
kullanilabileceginden, bagirsaktaki antibiyotiklerden etkilenmemelidir.

e Minimum etki dozlar bilinmediginden, canli hiicrelerde biiyiik miktarda
bulunabilmelidir.

e Uretim ve depolama sirasinda canliigmi ve  aktivitelerini
koruyabilmelidir.

e Kesinlikle patojenlerle kontamine olmamasi ve patojenik 6zellige sahip
olmamasi gerekmektedir.

Yukaridaki kriterler irk se¢imi i¢in kullanilmis ya da kullanilmasi tavsiye
edilmistir. Tavsiye edilen probiyotik kiiltliriin iirlin igerisindeki minimum
miktarinin mililitrede 107 cfu olmasi istenmektedir (Ross ve ark., 2005; Gilirsoy ve
Kinik, 2006).

Probiyotikler, insan ve hayvanlarin bagirsak sisteminin mikrobiyal
dengesini iyilestirerek yararli etkiler gostermektedir. Bu mikroorganizmalar,
biiylik bir grup olan bagirsak sistemi florasi ile rekabet etmek zorundadir. Bu
sistemde bulunan mikrobiyal flora {zerine bir etki yapabilmek igin
mikroorganizmalar belli bir metabolizmaya sahip olmalidir. Probiyotiklerin
etkileri i¢in 6zellikle li¢ mekanizma Onerilmektedir (Yildirim ve Yildirim, 2000).

1. Patojen zararl1 bakterilerin sayilarin1 azaltmak

a) Antimikrobiyal bilesikler liretmeleri

b) Besin elementleri i¢in rekabet etmeleri

c) Kolonizasyon bolgeleri i¢in rekabet etmeleri

2. Mikrobiyal metabolizmay1 (enzimatik aktiviteyi) degistirmek

a) Sindirim sistemine tesvik eden enzimlerin iiretimi (6rnegin laktaz)

b) Amonyak, amin veya toksik enzimlerin {iretiminin azalmasi

¢) Bagirsak duvarinin fonksiyonlarini iyilestirmesi

3. Bagisiklik sistemini iyilestirmek

a) Antikor diizeyinin artmasi

b) Makrofaj aktivitenin artmasi



1.6. Prebiyotikler

Prebiyotikler, mide—barsak yollarindaki istenen konak¢i organizmalarin
bliylimesini  tetikleyerek  konakc¢idan  faydalanma  potansiyeline  sahip
sindirilemeyen gida maddeleridir. Barsak mikroflorasinin bilesim ve aktivite ve
aktivitesindeki olumsuz degismeleri minimum diizeye indirmek ve bunun bireye
olan etkilerini sinirlamak igin gelistirilen diyetetik yontemler i¢inde oOncelikle
kullanilmaktadir. Prebiyotiklerin etkili olabilmesi igin, sindirim sisteminin iist
kisimlarinda hidrolize ve absorbe olmamasi, kalin bagirsaga gecerek orada barsak
bakterileri tarafindan kullanilabilmesi gerekmektedir (Akalin ve ark., 2000).

Insan siitiindeki oligosakkaritler (FOS) prebiyotiktir. Klinik deneyler
gostermistir ki mide—barsak yollarindaki bifidobakterileri tetiklemek icin gesitli
oligosakkaritler ~kullanilabilmektedir. Iniilin, fruktooligosakkaritler (FOS),
galaktooligosakkarit ve laktoz bu oligosakkakkaritlerin icerisinde yer almaktadir.
Yapilan c¢alismalara gore, oligosakkaritler gogiisten beslenen bebeklerin mide—
barsak yollarindakine benzer diizeyde konakg¢i bifidobakterilerin biiylimesini
tetikleme potansiyeline sahiptir. Iniilin ve FOS genis capta kullanilan
prebiyotiklerdir. Bitkilerde biiylik oranda goriilen ve dogal olarak ortaya ¢ikan
yaygin karbonhidrat bilesenleridir. Yiiksek iniilin konsantrasyonu iceren dogal
kaynaklar arasinda hindiba, enginar, sogan, sarimsak ve pirasa yer almaktadir.
Oligosakkaritler yapisindaki prebiyotikler basta anne siitii olmak iizere bir¢ok lifli
gidalarda (enginar, kereviz, pirasa, kuskonmaz, muz) bulunmaktadir. Cogu iiretici
{iriinlere iniilin ve FOS eklemektedir (Inang ve ark., 2005).

Besin ogelerinin prebiyotik olarak kabul edilmesi i¢in Yilmaz (2004) ve
Yagcr (2005) tarafindan asagida belirtildigi sekilde su oOzellikleri tasimasi
gerekmektedir :

1. Mide ve ince bagirsakta hidrolize veya absorbe olmamalidir.

2. Kolon mikroflorasindaki yararli mikroorganizmalar i¢in seg¢ici olmali

ve ¢cogalmalarini uyarabilmelidir.

3. Florayi saglikli bir kompozisyon olacak sekilde degistirmeli ve konak

yararina olacak sekilde lokal ve sistemik etkiler yapmalidir.
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1.7. Probiyotik Bakterilerinin Insan Saghg Uzerine Bilinen Etkileri

1.7.1. Beslenme a¢isindan yararlar

Bir gidanin besleyici degeri igerdigi besin maddelerinin yeterli derecede
sindirilebilir ve asimile olabilme 6zelligine baglidir. Fermente siit tirlinlerindeki
besin maddeleri starter bakteriler tarafindan bir 6n fermentasyona ugradiklarindan
bunlarin besleyici degeri daha yiiksek, sindirimleri siite gore daha kolaydir.
Protein ve yagin kismen parcalanmasi sindirilebilirligini artirmaktadir. Fermente
stit Uriinlerinde bulunan kalsiyum ve bazi mineral maddelerin daha iyi absorbe
edildigi ve ¢ogu liriinilin folik asit, niasin, biotin, pantotenik asit, B6 ve B12 gibi B
grubu vitaminleri acisindan siite gore daha zengin oldugu belirlenmistir.
Bifidobacterium tiirlerinin tiamin, riboflavin ve K vitaminlerini sentezledigi tespit
edilmistir. L. acidophilus ve Bf. bifidum bakterileri iceren fermente siit iiriinleri
diger triinlerin ¢ogundan farkli olarak yiiksek miktarda L (+) laktik asit
icermektedir (Kilig, 2001).

Laktoz diger sekerlerden farkli olarak fizyolojik {istlinliige sahiptir.
Laktozun yapisindaki galaktozun beyin olusumundaki glikolipitlerin kaynagim
olusturmasi laktoza ayr1 bir onem vermektedir. Beyin gelisimiyle o canlinin
stitlindeki laktoz miktar1 arasinda bir iliskinin oldugu kabul edilmektedir. Ayrica
laktoz bagirsaklardaki istenmeyen mikroorganizmalari inhibe ederek bagirsak
florasin1 gelistirici etki yapmaktadir. Ayrica kalsiyum ve fosfordan daha iyi
yararlanilmasini da saglamaktadir (Kilig, 2001).

1.7.2. Bagirsak sistemi iizerindeki etkileri

Probiyotik  bakterilerin bagirsak  enfeksiyonlarinin  kontrol altina
alinmasindaki etkisi bagirsak patojenlerine karsi gosterdigi antagonistik etki
sayesinde gerceklesmektedir (Kilig, 2001).

Probiyotik bakterilerin hem sindirim sistemine tutunabilmesi hem de

patojen mikroorganizmalarin gelismesini inhibe edebilmesi mide ve bagirsak
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rahatsizliklarma kars1 koruyucu ve tedavi edici bir {iriin olarak kullanilmasina
olanak saglamaktadir (Kilig, 2001).

Giiniimiizde tiim enfeksiyon tipleri i¢in ¢esitli antibiyotikler kullanilmakta,
sindirim sistemi enfeksiyonlarinda agiz yoluyla alinan antibiyotikler mikroflora
dengesini bozmaktadir (Kilig, 2001).

Probiyotik bakteriler bagirsak ylizeyine tutunarak istenmeyen bakterilerin
tutunmasini engelleyerek, irettikleri antimikrobiyal maddelerle de (asitler,
bakteriyosinler, reutein gibi) bu bakterilerin ¢ogalmalarin1 kontrol altina
almaktadirlar (Erkmen, 2000).

Probiyotik bakterilerin antimikrobiyal etkisi laktik asit, hidrojen peroksit
ve antibiyotik benzeri maddelerin iiretiminden kaynaklanmaktadir. Laktik asit
ortamin pH’sim1 diislirerek diger bakteriler i¢cin uygun olmayan bir durum
yaratmaktadir. L. acidophilus Gram (+) ve Gram (-) bakterilere kars1 etkili olan
asidofilin ve laktosidin adi verilen antimikrobiyal bilesikler iiretmektedir. Bf-
bifidum’un bifidin adi verilen bir antimikrobiyal madde {irettigi belirlenmistir

(Kilig, 2001).

1.7.3. Mide iizerindeki etkileri

Midenin asidik ortamu (pH 2-3) Streptococcus, Staphylococcus,
Lactobacillus ve Candida sp. gibi mikroorganizmalarin ve mayalarin da
bulundugu bir mikrobiyal floranin gelismesi i¢in uygun bir ortam olusturmaktadir.
Mycobacteria gibi aside karsi direngli tlrler ve Salmonella  gibi
mikroorganizmalar korunabilir ve mideden hizla gecerlerse daha uzun siire
yasayabilmektedirler (Kart, 2000).

Ulser ve gastrit gibi durumlarda taze, diisiik asitli yogurtlar ¢ok faydalidir.
Bu hastalar siiti hazmedemedikleri halde yogurttan iyi bir sekilde
yararlanmaktadirlar. Yogurt iilserin {izerinde bir tabaka olusturarak hidroklorik
asit etkisini azaltmaktadir. Yogurtta fermentasyon esnasinda iiretilen antibiyotik
ve antikanserojenik bilesenlerin mide kanseri tedavisinde de etkili oldugu
belirtilmistir. Nestle Arastirma Merkezi’'nde LC 1 mayasmin fizyolojik etki

gosterebilmesinin  kosulu olan mide asidi ve safra kesesi tuzlarma karsi
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dayanikliligimin analizler sonucunda arttifinin goriilmesi, bu mayanin mide-
bagirsak sisteminde hayatta kalma oraninin ¢ok yiiksek oldugunu ispatlamistir

(LC 1 mayast: Lactobacillus johnsonii La 1) (Akyil, 1999).

1.7.4. Laktoz intolerans tizerindeki etkileri

Siitlin baglica karbonhidrati olan laktoz ya da siit sekeri yalniz siitte
bulunur. Laktoz, glikoz ve galaktoz gibi iki monosakkarit birlesmesinden
meydana gelmis bir disakkarittir. Ince bagirsakta P—galaktosidaz denen laktaz
enzimi ile kendisini olusturan bu sekerlere pargalanmaktadir (Kilig, 2001).

Laktaz enzimi sentezlenmedigi zaman laktoz bagirsaklarda parcalanamaz
ve kalin bagirsaga gecerek burada bulunan mikroorganizmalarin etkisiyle
parcalanir. Bu durum sindirim bozukluklarina, diyare, karin agris1 ve kramplara
ve hatta gaz olusmasina neden olmakta ve literatiirde laktoz intoleransi, laktoz
malabsorbsiyonu ya da laktaz eksikligi gibi tanimlarla belirtilmektedir (Yilsay ve
Kurdal, 2000).

Fermente siit {irtinlerinde laktozun inkiibasyon sirasinda fermente olmasi
ve starter olarak kullanilan bakteriler tarafindan enzimin sentezlenmesi bu
problemin biiyiik 6lciide ortadan kalkmasina neden olmaktadir (Ozer ve Akalin,
2000).

Yogurt bakterilerinde f—galaktosidaz enzimi mevcut olmasina ragmen, bu
bakterilerin safraya dayaniklili§i olmadigi icin bagirsaklarda yasamalar1 ve
gelismeleri beklenmemektedir. Ancak safra hiicre gegirgenligini arttiracak [3-
galaktosidaz enziminin agiga c¢ikmasimi ve laktozun hidrolize edilmesini
saglamaktadir. L. acidophilus ve Bifidobacterium tiirleri safra tuzlarina dayanikl
olduklarindan, bagirsaklarda kolonize olabilmektedirler ve kolaylikla laktozu

metabolize etmektedirler (Kilig, 2001).

1.7.5. Karaciger rahatsizliklarina etkisi

Probiyotik mikroorganizmalarin karaciger iizerine etkisi bilinmektedir.

Ozellikle Lactobacillus tiirleri dalak, karaciger ve akcigerde uzun siire canl
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kalabilmekte ve bdylece Salmonella tiirlerinin sayisin1 azaltmaktadirlar (Karahan
ve Cakmake1, 1996).

Sindirim sistemindeki amonyak, fenoller, indol ve aktif aminler idrara
karigmadan once karaciger tarafindan ayristirilmaktadir. Karaciger hastalandigi
zaman bu islemi yapamayacagindan bu friinler sirkiilasyona girerek beyin i¢in
zararl olabilecek diizeylere ulasabilmektedir. Karaciger fonksiyonunu yapamadigi
durumda bu maddelerin viicuda alinmasi gerekmektedir. Probiyotik bakterilerin
pH’y1 diisiirmesi amonyak ve fenol miktarinin da diismesine neden olmaktadir.
Diisiik pH’da bagirsaklardaki amonyak absorbe edilemeyen NH™ (amonyum)
halinde bulunmaktadir (Kilig, 2001; Akalin ve ark., 2000).

1.7.6. Bobrek rahatsizliklarim iyilestirme etkisi

Bobrek fonksiyonundaki aksakliklar metabolik anormalliklerde (6rnegin;
amonyak ve aminlerde) bir artisa neden olmaktadir. Bobrek sirozu hastalarina
uzun bir periyot bifidus siit verildigi zaman bifidobakterilerin sayisinin artmasiyla
kanda amonyak, diskida fenol ve iire miktarimin 6nemli derecede azaldigi

bulunmus ve bu hastalarin kilo aldig1 gézlemlenmistir (Akalin ve ark., 2000).

1.7.7. idrar yollar1 enfeksiyonu iizerine etkisi

Idrar yollari enfeksiyonlarina Lactobacillus tiirlerinin olumlu etkisi yapilan
aragtirmalarla belirlenmistir. Bakteriyal enfeksiyon sirasinda vajinal flora
degismektedir. Orta yash kadinlar arasinda idrar yollar1 enfeksiyonu meydana
getiren mikroorganizmalar Escherichia, Proteus, Klebsiella, Pseudomonas ve
Candida albicans olarak bilinmektedir (Kilig, 2001).

Wood ve ark. (1987) cesitli Lactobacillus tiirlerinin in vitro kosullarda
vajina epitel hiicrelere baglanabildigini ve bu baglanmada suslar arasinda farklilik
olmadigini tespit etmislerdir.

Idrar yollar1 patojenlerine engel olmada; tiim canli Lactobacillus hiicre
duvarlaria ait analizler, bu mikroorganizmalarin idrar yollar1 epitel hiicrelerine

baglanmasindan lipoteikoik asidin sorumlu oldugunu gostermistir. Epitelyumu
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kaplayan Lactobacilllus tiirleri patojenlerin reseptdrlere ulasmasini dnlemekte,
idrar yollarina ait normal floranin patojenlere kars1 korunmasini saglamaktadir

(Raffle ve ark., 1956).

1.7.8. Zehirlenme iizerine etKisi

Bazi i1z elementlerden ileri gelen zehirlenme olaylarinda hastaya siit
igirmenin veya yogurt yedirmenin yararl oldugu bilimsel olarak kabul gormiistiir.
Siit proteinleri bakir ve demir gibi maddelerle kompleksler olusturup bu
maddelerin kana geg¢mesini Onleyerek zehirlenmeye engel olmaktadir (Yaygin,

1981).

1.7.9. Antibiyotik iizerine etkisi

Giliniimiizde tiim enfeksiyon tipleri i¢in ¢esitli antibiyotikler kullanilmakta,
sindirim sistemi enfeksiyonlarinda agiz yoluyla alinan antibiyotikler mikroflora
dengesini bozmakta, hatta sonugta kolit (kalin bagirsak iltihab1) olusumuna sebep
olmaktadir. Antibiyotik alinmas1 durumunda yogurt gibi fermente siit iiriinlerinin
fazla tiiketilmesi, antibiyotiklerin bagirsak florasina yapabilecegi olumsuz etkileri
azaltabilmekte veya onleyebilmektedir (Gong ve Akalin, 1995; Yilsay ve Kurdal,
2000).

1.7.10. Radyoaktivite zararlar iizerine etkisi

1957 yilinda Tokyo’da yapilan Atom Enerjisi Konferansi’nda Prof. Higusi,
radyoaktivitenin neden oldugu hastaliklarin iyilestirmesinde yogurdun miitkemmel
bir ila¢ oldugunu bildirmistir. Prof. Higusi bu durumu fareler ve insanlar iizerinde
yaptig1 denemelerde siirekli olarak bir yi1l atom 1sinlarinin etkisinde kalan ve bu
siire icinde yogurdun esas teskil ettigi yiyeceklerle beslenen kimselerde
radyoaktiviteden ortaya ¢ikan arizalara rastlanmadigini belirtmistir (Yaygin,

1981).
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1.7.11. Deri iizerine olumlu etkisi

Yogurdun yaniklar1 ve derideki bazi yaralar tedavi ettigi belirlenmistir. L.
bulgaricus ve L. acidophilus kiltlirlerinin liyofilize edilmis sekli olan Latinex adli
ilag olarak satilan preparat, egzama ve oral enfeksiyonlar icin basar1 ile

kullanilmaktadir (Yaygin, 1981).

1.7.12. Kolesterol diisiiriicii etkisi

Kolesterol hayvanlar alemindeki tiim canlilarin hiicre membraninda
bulunan ve insan metabolizmasinda 6nemli rol oynayan organik bir maddedir.
Kanda kolesterol miktarinin artmasi organizmada bazi rahatsizliklara yol agmakta
ve fazla miktarda siit yagi ve hayvansal yag tiiketimi ile baglantili oldugu
diistiniilmektedir. Yiiksek kolesterol diizeyinin kroner kalp hastaligini tesvik eden
temel faktorlerden biri oldugu ileri siiriilmektedir. Hastanin bir takim yan etkileri
olan ilaglara bagh kalarak yasamasi ¢esitli olumsuzluklara neden olabileceginden
yiiksek kolesteroliin tedavisinde bireyin yeme aligkanliklarinda 6nemli bir
degisiklik gerektirmeyen etkili bir gida maddesinin daha uygun oldugu
diistiniilmekte, diyette yer alan bazi fermente siit iirlinlerinin de kolesterolii
diisiirmede 6nemli bir etkisi bulundugu kabul edilmektedir (Akyil, 1999; Kilig,
2001).

Laktik asit bakterilerinin serum kolesteroliinii diisiiriicii etkisinin
arastirlldigr bir calismada Lactobacillus  casei’nin dort susunun kolesterolil
onemli derecede asimile edebildigi tespit edilmistir. Bunun yaninda Laktobacillus
plantarum’un da  kolesterol asimilasyonunu gercgeklestirebilme kabiliyetinin
oldugu yapilan diger bazi caligmalarla ortaya konmustur (Kilig, 2001).

L. acidophilus igeren fruktooligosakkarit ve bitkisel yag ilave edilmis
yogurt kiiltiirleri igeren fermente iirlinden 21 giin boyunca, giinde 3 kez 125 g
beslenen 30 kiside toplam kolesterol ve LDL kolesterolii diizeylerinde azalma
oldugu goriilmiistiir. Harrison ve Peat’in 1989’da yaptigi caligmada hem L.
acidophilus, hem de sodyum bikarbonat eklenmis mama ile beslenmis bebeklerin

serum kolesterol seviyelerinde 6nemli derecede azalma gézlenmistir (Kilig, 2001).
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Bifidobacterium tiirlerine ait bakterilerin serum kolesteroliinii azaltmadaki
rolleri heniiz agiklanamamistir (Kilig, 2001).

Probiyotik bakterilerle {iretilen fermente siit {riinlerinin veya bu
bakterilerin canli hiicreleri yenmesi, insanlarda diisiik kolesterol diizeyinin
olugmasi, olast dort faktérden kaynaklanabilmektedir (Erkmen, 2000). Bunlar su
sekilde siralanabilir;

1. Beta—galaktosidaz enziminin fermente siit iiriinlerinde bulunmasi,

2. Baz1 bagirsak bakterilerinin yiyeceklerle alinan kolesterolii metabolize
etme yeteneginde olmasi,

3. Bakterilerin bagirsaklarda kolesterol prokiirsorlerini veya kolesterolii
azaltmasi,

4. Bazi1 Lactobacillus tirlerinin safra tuzlarin1  parcalamasiyla  safra
tuzlarmin karaciger tarafindan emilmesinin engellenmesi, safra tuzu
sentezlemek ic¢in fazla miktarda serum kolesteroliiniin kullanilmasi

sonucunda serumda kolesterol miktar1 azalmaktadir.

1.7.13. Bagisikhik sistemine etkisi

Probiyotik bakterilerin canli hiicrelerinin bagirsaklarda bulunmalari
halinde, bagisiklik sistemini uyardiklar1 ve kuvvetlendirdikleri belirtilmistir.
Spesifik laktik asit bakteri suslar1 ile fermente edilen siit {irlinlerinin
tiiketilmesiyle bagisiklig1 artiran peptidlerin iiretiminde artis oldugu ve bunlardan
bazilarinin antitimor etkinlige sahip olduklar: belirtilmistir. Bagisiklik sisteminin
uyarilmasiyla serumda Ig A gibi antikorlarin artmasi virlis, Clostridium, E. coli
gibi patojenlere kars1 viicudun direngliligini artirmistir (Mitsuoka, 1990).

Kliniksel acidan c¢ok dikkati c¢eken bir probiyotik, Lactobacillus
rhamnosus GG (Lb. GG)’dur. Bu bakterinin izolasyonu dogal seleksiyonu ile
saglanmaktadir. Giiglii adesif 6zelligi belirlenen bu bakterinin, serbest kalsiyumu
baglama kapasitesine sahip ve Ca Co_2 hiicrelerine en iyl tutunabilen bir
laktobasil tiirii oldugu saptanmistir. Bu bakterinin intestinal mikrofloranin

modifikasyonu, permeabilite eksikliginin  azaltilmasi, enfeksiyonlu ve
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antibiyotikle iligkili diyarelerin onlenmesi seklinde saglik agisindan potansiyel

yararlar1 vardir (Kilig, 2001).

1.7.14. Antikanserojenik etkisi

Probiyotik bakterilerin gosterdigi antikanserojenik veya antimutajenik
aktivite, organizmalarin gelismeleri sirasinda iirettigi bilesiklerden kaynaklandigi
gibi aym1 zamanda bu organizmalarin prokansinojenleri kanserojenlere g¢eviren
organizmalara karst gosterdikleri antagonistik etkiyle de agiklanabilmektedir.
Gidalart  islemede kullanilan nitritlerin  bagirsak sisteminde kanserojen
nitrozaminlere doniistiigli, baz1 probiyotik bakterilerin ise bu bilesiklerin sentezini
enzimatik yolla yavaglattig1 belirtilmektedir (Kilig, 2001).

Metabolizmada bulunan fekal enzimler (azorodiiktaz, B-galaktosidaz ve
nitrorediiktaz) prokanserojenlerin kanserojen maddelere doniismesini saglamakta
ve bu yiizden bu enzimler mukoza kanserinin teshisinde kullanilmaktadir.
Bagirsak bakterileri ise (probiyotik) fekal enzimlerin aktivitelerini onleyerek
kanserojen maddelerin olusumunu geciktirmektedir (Kilig, 2001).

Insan midesi diisiik pH’s1 nedeniyle dimetilaminin nitrozasyonu ve
dimetilnitrozamin ile birlikte diger nitrozaminlerin meydana gelmesine uygun bir
ortam olusturmaktadir. Ancak Bifidobacterium ve Lactobacillus tirleri olusan
sekonder amin ve nitritlerin miktarlarin1 azaltmada da etkili olmaktadir (Ozbas,
1993).

L. acidophilus’un bagirsak florasinin dagiliminda ve fekal enzimlerin
metabolik aktivitesi {izerinde yararli etkileri oldugu, boylece intestinal
putrifikasyon diizeyini indirgeyerek kolon kanser olasiligini azalttigina isaret
edilmektedir. Bifidobacterium tiirlerinde antitiimor aktivitenin hiicre duvarindaki
muramilpeptinaz gibi bilesiklerle ilgili oldugu diistintiliitken, L. acidophilus’ta bu
etki iki bashk altinda agiklanmaya ¢alisilmistir. Bunlardan ilki bagirsak
sistemindeki kanserojenik bilesiklerin olusumlarimin engellenmesi, digeri ise
kanser olusumunun baskilanmasi ya da konakc¢imin bagisiklik o6zelliklerinin

arttirilmasidir (Ozbas, 1993).
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Lozan Universitesi’nde yapilan bir arastirmada L. johnsonii mayasinin
mide kanserine yol acan Helicobacter pylori bakterisinin gelisimini O6nledigi

klinik ¢aligsmalarda ortaya konulmustur (Michetti, 2001).

1.7.15. Antimikrobiyal etkisi

Fermente siit iirlinlerinin antimikrobiyal 6zellikler tagidigir eskiden beri
bilinmektedir. Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkisi; laktik asit, hidrojen
peroksit ve antibiyotik iiretmelerinden kaynaklanmaktadir. Laktik asit ortam
pH’sin1 diisiirerek diger bakteriler i¢in uygun olmayan bir durum olusturmaktadir.
L. acidophilus tarafindan iiretilen hidrojen peroksitin bagirsak patojenlerine karsi
olusturulan antagonistik etkide rol oynadigi belirlenmistir (Collins ve Aramaki,
1980).

L. acidophilus’un c¢esitli gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi
etkili olan mikrobiyal bilesikler iirettigi bilinmektedir. Bu bilesikler, asidofilin,
laktosidin, asidolin, laktolin ve laktosin B olarak bildirilmektedir. Bir ¢alismada L.
acidophilus’un da bifidin ad1 verilen antibakteriyel madde {iirettigi belirlenmistir.
Bifidobacterium tiirleri sekerlerin fermentasyonu ile asetik asit, formik asit ve
laktik asit iiretmektedirler. Bu asitler bagirsak pH’sin1 diisiirmekte, bazi patojen
bakterilerin gelismesini engellemektedir. pH kontrolii ayni zamanda bakteri
toksinlerinin, fenol ve aminlerin iiretimini de kisitlamaktadir. Bunun yaninda
asetik asidin gram negatif bakterilere kars1 laktik asitten daha inhibe edici oldugu
belirlenmistir (Gong ve Akalin, 1995).

Yapilan calismalar L. johnsonii La 1 (L C 1)’in bagirsaklarda zararh
bakterilerle rekabet ederek, onlardan once bagirsak hiicrelerine tutundugunu ve
bdylece rahatsizliklar1 Onledigini gostermistir. Bu etki, L C [1’in zararl
bakterilerden once veya ayni anda ortama verilmesiyle daha yiiksek olmaktadir.
Bu sonuglar sindirim sisteminde goriilen E. coli ve Salmonella gibi patojenlerin
yol agtiklar1 hastaliklardan bu tiir probiyotik drlinlerinin tiiketilmesi ile

korunmanin miimkiin oldugunu diisiindiirmektedir (Akyil, 1999).
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1.7.16. Protein metabolizmasini iyilestirme etkisi

Gidalarla alinan proteinler ne kadar kolay parcalanip organizma tarafindan
yararlaniliyorsa o kadar yiiksek kalitelidir, demektir. Bifidobakterium tiirleri fosfo
protein fosfataz aktivitesine sahip olduklarindan insan siitiinde bulunan kazeini
parcalayabilmekte, siit proteinlerinin absorpsiyonuna katkida bulunmaktadir
(Yildirim ve Yildirim, 2000).

Proteinlerin biyolojik degeri olarak tanimlanan absorbe edilip viicut
tarafindan yararlanabilme 6zelligi, siit ve fermente triinlerde oldukga ytiksektir.
Fermente siit {rlinlerindeki proteinin hazmolabilirliginin artmasi iki sebebe
baglanabilir :

1. Fermentasyon siiresince ortamdaki siit proteinlerinin bir kismi 6n sindirim
olarak niteleyebilecegimiz bir parcalanma sonucu peptitlere ve serbest
aminoasitlere dontismektedir.

2. Laktik asit olusumunu saglayan laktik asit bakterileri ortamdaki proteinin
ince dispers halde koagiile olmasim1 saglamakta, bdylece sindirim
enzimleri daha genis bir ylizeyi etkileyerek proteinlerin daha cabuk

parcalanabilmesine neden olmaktadirlar (Renner ve Saldamli, 1983).

1.7.17. Omriin uzamasi iizerine etkisi

Probiyotik mikroorganizmalarin insan dmriine de katkis1 vardir. Yapilan
aragtirma sonuglarina gore erken ihtiyarlik, ¢ogu kez goriilen sikintili yashlik,
bagirsaklarda yagsayan mikroorganizmalar tarafindan ¢ikarilan toksinlerin dokulari
yavas yavas zehirlemesi ile meydana gelmektedir. Siirekli yogurt yenildigi zaman,
stit asidinin etkisi ile bagirsaklarda asit bir ortam olugsmakta ve bu durumda
kokusma yapan bakterilerin faaliyetleri durdurularak doku zehirlenmesi

Onlenmekte ve Omriin uzamasinda temel teskil etmektedir (Yaygin, 1981).
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1.7.18. Agiz ve dis saghgi iizerine etkileri

Bagirsak sistemine 6zgili probiyotikler olarak kullanilan bazi Lactobacillus
tiirleri dis ¢liriimelerine neden olan bakterileri inhibe ederek (antibakteriyal madde
tiretimi ve dig yiizeyindeki tutunma bdlgeleri i¢in rekabet gibi mekanizmalarla)

etki gdstermektedirler (Foriester ve ark., 2001).

1.8. Probiyotik Bakterilerinin Hayvan Saghgi ve Beslemesi Uzerine Etkileri

Probiyotikler bagirsak mikroflorasini yararli mikroorganizmalar lehine
degistirerek yemden yararlanmay1 arttirmaktadirlar. Ayrica, probiyotikler stres
halleri, beslenme bozuklugu veya yetersizligi, hijyenik olmayan ortamlar gibi
nedenlerle dogal mikroflora dengesini bozan durumlarda etkili olmaktadir. Laktik
asit bakteri ve laktik asit bakteri+enzim karisiminin silajlarin kimyasal ve
mikrobiyolojik 6zelliklerini olumlu yonde etkiledigi bildirilmistir. Laktik asit
bakterileri katilarak yapilan silajin ineklerde siit verimini artirdidi, yemden

yararlanmayi arttirdigi bilinmektedir (Filya, 2002).

1.9. Probiyotik Bakterileri Tarafindan Uretilen Metabolik Uriinler

1.9.1. Laktik asit

Laktik asit kokusuz, eksi tatta bir organik asit olup mikroorganizmalarin
tizerinde olumsuz etki yapmaktadir. Mikroorganizmalarin membran yapisini
bozarak, hiicrenin substrat tasima 6zelligini yok etmektedir. Endiistride kullanilan
laktik asit renksizden agik sartya kadar degisen renkte olup kokusuz ve saydam bir
ozellige sahiptir.

Fermente siit {riinlerinin antimikrobiyal oOzellikler tasidigt ve bu
Ozelliklerin ortamda yer alan ve gidalar1 mikrobiyal bozulmalara kars1 koruyan
laktik asit liretimine bagli olarak gerceklestigi ve 6zellikle ince bagirsakta yasayan
Gram negatif bakterilere kars1 daha etkili oldugu ortaya konulmustur. Laktik asit

bakterileri, laktozun bir kismin1 L (+), bir kismin1 ise D (-) formunda laktik aside
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dontistiirmektedirler. Fizyolojik olarak L (+) laktik asit, D (-) laktik asit formunda
cok daha iyi metabolize edilmektedir. Bundan dolay1r 6zellikle ¢ocuklarin ve
genglerin beslenmesinde son derece 6nem kazanmaktadir (Kilig, 2001).

Yapilan aragtirmalar sonucunda pH’nin diismesine bagli antimikrobiyal
ozellige sahip laktik asidin, Gram negatif bakterilerinin yasamini kaybetmesine
yol agan lipopolisakkaritlerin serbest birakilmasina ve bunun sonucunda dis
membranin gegirgen olmasina neden olan bir madde oldugunu bildirmislerdir
(Kilig, 2001).

Lactobacillus tirlerinin pH’y1 3.2-3.5’e kadar diisiirebildiklerinden dolay1
asitlige kars1 daha dayanikli oldugu gercegi ortaya ¢ikarilmistir Yapilan
arastirmalar sonucunda arastirmacilar laktik asit bakterilerinde laktik asit
liretiminin cins, tir ve suslar arasinda farlilik gosterdigini tespit etmislerdir

(Aslim, 1994; Kilig, 2001).

1.9.2. Hidrojen peroksit (H,0)

Olusturulan hidrojen peroksit miktarin laktik asit bakterilerinin cins, tiir
ve hatta suslarina gore farklilik gosterdigi ve pek ¢ok mikroorganizma iizerinde
inhibitdr etkisine sahip oldugu belirlenmistir. Hidrojen peroksit termodinamik
bakimdan kararsiz bir bilesik olup su ve oksijene ayrigsmaktadir (Daeschel, 1989;
Lewus ve ark., 1991; Muriana ve Klaenhammer, 1991).

Arastirmacilar bazi1 bakterilerin patojen mikroorganizmalarin {iremesini
kontrol eden c¢esitli antimikrobiyal maddeler olusturdugunu; laktik asit bakterileri
tarafindan {retilen antimikrobiyal maddelerin intestinal ve Triner sistem
enfeksiyonlarinda koruyucu rol aldigini tespit etmislerdir. Ornegin; L. lactis’in
hidrojen peroksit iiretip E. coli’nin iiremesini durdurdugunu goézlemlemislerdir
(Kilig, 2001).

Rahim kanserinin en biiyiikk nedenlerinden biri olan HPV (Human
Papilloma Virus) ile ilgili yapilan bir calisma sonucunda hidrojen peroksit
konsantrasyonu yliksek olan ortamdaki hiicrelerin kanser hiicrelerine

doniisiimiiniin engellendigi, hatta laktik asit bakterilerinin olusturdugu hidrojen
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peroksidin kanserli hiicreleri tekrar eski haline doniistiirdiigi diisiiniilmektedir
(Bauer, 2001).

Gida endiistrisinde ortamda mevcut diger mikroorganizmalarin inhibe
edilebilmeleri agisindan baslangic asamasinda ortamda c¢6zlinen oksijen
konsantrasyonuyla laktik asit bakterileri tarafindan sinirli miktarda iiretilen

hidrojen peroksit se¢ici bir ortam yaratmaktadir (Turantas, 2007).

1.9.3. Diasetil ve asetaldehit

Yogurt, tereyagi, kefir ve peynir gibi siit iiriinlerinin kendine 6zgii tat ve
aromasini olusturan bilesikler genellikle iirliniin yapiminda kullanilan starter
kiltlirlerin faaliyetleri sonucu meydana gelmektedir (Tzanetaki ve Mastrojiannaki,
1988; Tekingen ve Atasever, 1994).

Asetaldehit tiretimi Lactobacillus tiirlerine bagh olarak degismekle birlikte
son derece onemlidir. Buna karsin Streptococcus tiirlerinde daha az asetaldehit
tiretilmektedir (Shimazu ve ark., 1985).

Oumer (2001) inek ve koyun siitii karisimindan yari sert bir Ispanyol
peyniri olan Hispanico peyniri iiretmistir. Uretimde bakteriyosin iireten destek
kiiltiir olarak peynir siitline farkli oranlarda E. faecalis INIA 4 kiiltiri ilave
edilmistir. Destek kiiltiir starter laktokoklarin canliligini, proteoliz seviyesini ve
aroma bilesikleri (diasetil ve asetoin) konsantrasyonunu Onemli seviyede
etkilemistir.

Bazi arastiricilar diasetilin bazi tiirler lizerindeki inhibe edici etkisi
tizerinde durarak organizmanin diger organizmalarla rekabet icin, savunma
mekanizmasi olarak diasetil iirettigini savunmaktadirlar (Rushing ve Senn, 1960;
Drinan ve ark., 1976).

Ticari bitkisel fermentasyon calismalarinda asetik asidin laktik aside
donilisiim orani incelenmistir. Genel olarak toplamda yiiksek miktarda asit iireten
kiiltiirlerde asetik asidin laktik aside doniisiim orami daha diisiik bulunmustur.
Diasetil {liretiminin bu organizmalarin gelisimi i¢in temel gereksinim olmadigina

karar verilmistir (Christensen ve ark., 1958; Rushing ve Senn, 1960).
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1.9.4. Proteolitik aktivite

Barry ve Kolstad (1983) laktik asit bakterilerinde proteolitik sistemlerin,
bliylime icin protein ve peptid N’larin yapiminda, gidalara karakteristik ve
organoleptik  ozellikler kazandiran gidayr hazirlamada ve olgunlagtirma
asamasinda son derece 6nemli role sahip oldugu gercegini vurgulamislardir.

Laktik asit bakterilerinde peptit ve aminoasit metabolizmast ile
gergeklestirilen proteolizis olayr ¢esitli gidalarda aroma olusumunda ve straine
0zel antifungal metaboliklerin sentezinde anahtar rol oynamaktadir. Aminoasit
katabolizmasinda deaminasyon, dekarboksilasyon, transaminasyon ve dis zincir
modifikasyonu gibi katabolik reaksiyonlarla keto asitler, amonyak, aminler,
aldehitler, asitler ve alkoller gibi aroma ile ilgili bilesikler meydana
gelebilmektedir. Ozellikle siit icerisinde serbest aminoasitlerin ve peptitlerin
konsantrasyonu diisiik oldugu i¢in siit ve siit iirlinlerinde starter kiiltiiriin siit
igerisindeki gelisimi kendi proteolitik sistemi ile yakindan iligkilidir (Smit ve ark.,

2002; Giirsoy ve Kinik, 2005; Ganzle ve ark., 2007).

1.9.5. Lipolitik aktivite

Laktik asit bakterilerinde goriilen lipolizis olayr metilketon ve c¢esitli
alkoller gibi aroma ile iliskili bilesiklerin prekiirsorleri olan serbest yag asitlerinin
olusumu ile sonu¢lanmaktadir (Smit ve ark., 2002).

Laktik bakterilerin metabolik sistemleri ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalara
bakildiginda lipolitik—esterolitik aktivitelerinin diger bir ifade ile lipaz—esteraz
sistemlerinin daha az dikkate alindig1 goriilmektedir. L. helveticus, L. delbrueckii
subsp. bulgaricus gibi starter olarak kullanilan zorunlu homofermentatif
laktobasiller de laktokoklar gibi esterazlar {iretebilmektedirler. Fakiiltatif
heterofermentatif olan ve birgok peynir ¢esidinin starter olmayan
mikrofloralarindaki dominant laktobasiller olarak tespit edilen L. casei, L.
paracasei ve L. plantarum gibi laktobasillerin lipolitik aktiviteleri zayiftir. Susa
bagli olmakla birlikte genel bir kabul olarak lipolitik aktiviteleri her ne kadar zayif

olsa da, laktobasiller baz1 peynir cesitlerinin lipolitik olgunlasmasinda son derece
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onemli rol oynamaktadirlar. Ornegin dondurarak soklanmis L. casei T’nin
lipolitik aktivitesinin yliksek oldugu ve Cheddar peynirinin olgunlagmasinda
onemli olabilecegi bildirilmektedir (Giirsoy ve Kinik, 2005).

Laktik asit bakterilerinin lipaz aktivitesi tiir ve cinslere gore farklilik
gostermektedir. Yapilan ¢alismalarda Leu. mesenteroides spp. dextranicum’un en
yiiksek lipolitik aktiviteye sahip olan tiir oldugu belirtilmistir. Laktik bakterilerde
lipolizis olayinda ilk etapta trigliseritlerden digliseritler olusmaktadir,
digliseritlerden monogliseritler bunlardan da serbest yag asitleri ve gliserin

olugmaktadir (Kilig, 2001).

1.9.6. Bakteriyosin iiretimi

Bakteriyosinler, protein veya protein kompleksleri olup bazi bakteri tiirleri
tarafindan {retilen potansiyel antimikrobiyal maddelerdir (Daeschel, 1989;
Holzapfel, 2002).

Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Staphylococcus ve
Enterococcus gibi birgok mikroorganizma bakteriyosin tiretmektedir. Ancak daha
cok gidalarda gilivenli oldugu diisiiniilen laktik asit bakterileri tarafindan
sentezlenen bakteriyosinler lizerinde arastirma yapilmakta ve gidalarda bu
bakteriyosinler kullanilabilmektedir. Bu nedenle de Lactobacillus ve Lactococcus
tarafindan sentezlenen bakteriyosinler (6zellikle nisin) iizerinde durulmaktadir
(Kurt ve Zorba, 2005).

Tagg ve ark. (1976) tarafindan belirtilen kriterlere gore, bakteriyosinler
protein yapisinda antagonistik maddeler olup sinirli sayida bakterilere, 6zellikle
de bakteriyosin iireten bakteriye yakin tiirlere karst bakteriyosidal veya
bakteriyostatik aktiviteye sahip bilesiklerdir. Bu tanim bir¢ok bakteriyosin i¢in
gecerli olmasina karsin, glinlimiizde bazi bakteriyosinlerin gidalarda bozulmaya
neden olan bakteriler ile gida kaynakli patojenlere karsi1 inhibisyon etkisine sahip
oldugu belirlenmistir.

Laktik asit bakterilerinin pek ¢ok {iyesinin bakteriyosin irettigi
bilinmektedir. Antibakteriyal etki L. acidophilus tarafindan iiretilen asidofilin ve

laktosidin, L. plantarum tarafindan iiretilen laktolin ya da Lactococcus lactis
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tarafindan dretilen nisin gibi antibiyotik ve antibiyotik benzeri maddeler
iizerinden tammlanmustir. Uretilen bakteriyosinler aracilifiyla bakteriyosinin
tiirline bagh olarak ozellikle Staphylococcus aureus, Listeria spp., Bacillus
cereus, Clostridium perfiringens gibi gida kokenli patojen bakteriler inhibe
edilebilmekte, hatta bazi gram negatif bakteriler ilizerinde de etkili oldugu
bildirilmektedir (Lewus ve ark., 1991; Messi ve ark., 2001).

Laktobasiller tarafindan iiretilen, laktosin 27, laktasin B, helvetisin J,
plantasin B ve plantasin A gibi bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri maddelerle
ilgili pek ¢ok arastirma bulunmaktadir (Schillinger ve Liicke, 1989).

Bakteriyosin tireten laktik asit bakterilerinin starter kiiltiir olarak tercih
edilmeleri sonucunda, siit ve siit Uriinlerinin biyolojik olarak korunmasi da
saglanabilmektedir. Ozellikle patojen ve bozulma etkeni mikroorganizmalar
tizerine etkili olan bakteriyosinler daha fazla uygulama alani bulmaktadir. Son
zamanlardaki caligmalar, bakteriyosin lireten laktik asit bakterilerinin starter
kiltlir olarak sogutulmus fermente gidalarin muhafazasinda kullanimi {izerinde
yogunlasmistir (Geisen ve ark., 1992).

Laktik asit bakterileri tarafindan iretilen bakteriyosinler i¢in farkl
siniflandirmalar yapilabilmesine ragmen, genel olarak Klaenhammer’in Gram
pozitif bakteriler i¢in yaptig1 siniflandirma (molekiil biiytikligi, 1s1 stabilitesi,
kimyasal yap1 ve etki mekanizmasi temel alinarak) kullanilmaktadir (Kurt ve
Zorba, 2005). Birinci grup lantibiyotiklerdir. Yapilarinda bilinen aminoasitlerin
yan sira lantiyonin ve metillantiyonin igermektedirler. lkinci grup diisiik
sicaklikli stabil peptitlerdir. Bunlar lantiyonin i¢cermezler ve bazilar1 121 °C’ye
kadar olan sicakliklara kars1 yapisini koruyabilmektedir. Ugiincii grup 1siya karsi
duyarli peptitlerden olusmaktadir. Genellikle molekiiler agirliklar1 biiyiiktiir.
Dordiincii grup bakteriyosinler ise bakteriyosin aktivitesini sergileyebilmek icin
karbonhidrat ya da lipid ilavesine gereksinim duyan kompleks proteinlerden
olugmaktadir (Caplice ve Fitzgerald, 1999; Zhu ve ark., 2000; Kurt ve Zorba,
2005). Bunun yani sira yapilan ¢alismalar ikinci gruba ait olan bakteriyosinler i¢in
alt siiflandirmanin yapilmasimin zorunlu oldugunu gostermistir. Ozellikle de alt
simiflandirmada yer alan simif 2a bakteriyosinleri Listeria tiirlerine karsi giiglii

inhibitdr aktivitesine sahip oldugu i¢in gida endiistrisinde 6nemli yer tutmaktadir
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(Eijsink ve ark., 1998).

Ozelikle gidalarda kullanimlarindan dolayr bu kadar popiiler hale gelmis
olan laktik asit bakterilerinin antibakterisidal 6zelliklerinin calisilmas1 ve gida
sistemlerindeki etkinliklerinin belirlenmesi i¢in bakteriyosinlerin ¢ok miktarda ve
saf olarak elde edilmesi gerekmektedir. Su an en yaygin olarak kullanilan metot
hiicrelerden arindirilmis bakteriyosin igeren sivi kiiltiirden amonyum siilfat
presipitasyonu ile yapilan saflastirmadir. Bu metot Lactobacillus spp.,
Pediococcus spp., Leuconostoc spp., Lactococcus spp. tiirlerinin irettigi
bakteriyosinler i¢in kullanilmaktadir, ancak bu yolla elde edilen iiriinler icerisinde
diger proteinleri de barindirdigr i¢in ¢ok takdir gormemektedir. (Yang ve ark,
1992).

E. faecium ve E. faecalis enterosinler olarak adlandirilan c¢esitli
bakteriyosinleri {iretme yetenegine sahiptirler. Enterokoklarm en bilinen
enterosinleri, enterosin A, enterosin B, Enterosin P, Enterosin 50, Bakteriosin 31
ve AS-48 Sitolisinler’dir (Franz ve ark., 2003; Kavas ve Kinik, 2003).

L. plantarum, Leu. mesenteroides ve E. faecium tiirlerinin bakteriyosin
tireten suslarinin  hepsinin Gram (+) bakterilerden E. faecalis, L. casei,
Streptococcus pneumoniae ile Gram (-) bakterilerden E.coli ve Pseudomonas
aeroginosa’nin gelisimini durdurduklart gozlemlenmistir (Todorov ve Dicks,
2005).

Reuterin, L. reuteri tarafindan sentezlenen diisiik molekiiler agirlikli bir
bilesiktir. Ganzle ve Vogel (2003) hamur mayasindan Lactobacillus reuteri
LTH2584 strainini izole etmigler ve bu izolatin reuterisilin adinda bir antibiyotik

tirettigini bildirmislerdir.

1.9.7. Ekstraseliiler polisakkarit (EPS) iiretimi

Ekzopolisakkaritler, uzun zincirli polisakkaritlerdir. EPS’nin fiziksel
karakteristikleri birgok mikroorganizmanin mukoid 6zelliginden sorumludurlar.
Cogu laktik asit bakterisi asidifikasyon, seker metabolizmasinin meydana gelmesi,
mikrobiyal kontaminasyona ilave olan sinirlayicilar gibi koruyucu etkilerinden

dolay1, gida hazirlamada kullanilmaktadir. Laktik asit bakterilerinin EPS
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tirettikleri de bilinmektedir. EPS’ler yogunlastiric1 6zellik saglamalarinin yaninda
siit Uirtinlerinin yapisin1 gelistirmek i¢cin de énemli bir faktordiir (Hugenholtz ve
ark., 2000; Faber ve ark., 2001; Jolly ve Stingele, 2001; Marshall ve ark., 2001).

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen EPS’ler yeni iirtinlerin gelisimi
icin 6nemli polimerlerdir. EPS’nin insan sagliginmi koruma o6zelligi, antitlimor,
antililser ya da kolesterol diisiiriicii 6zellikleri nedeniyle tizerindeki yogunluk
artmistir. EPS {iretimi tiirden tiire farklilik gostermekte, hatta suslar arasinda bile
farklilik goriilmektedir. Mikroorganizmalarin salgiladiklart EPS molekiilleri
fagositoz ve faj ataklarina, antibiyotiklere, toksik maddelere, ozmotik strese karsi
hiicreleri korumaktadir (Cerning ve Bouiillanne, 1992; Nakajima ve ark., 1992;
Nagaoka ve ark., 1994).

EPS iireten laktik asit bakterilerinin biiyiik bir cogunlugu Streptococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve Pediococcus tiirlerine aittir. Bunun
yan1 sira Bifidobacterium tiirlerine ait bazi strainlerin de biyopolimer trettikleri
bilinmektedir. Leu. mesenteroides tarafindan sentezlenen dekstran 1948 yilinda
endiistriyel anlamda iiretilmis ilk biyopolimerdir. EPS iiretimi i¢in ¢ok sayidaki
laktik asit bakterisi incelenmistir. Bu ¢alismalarda daha ¢ok teknolojik
ozelliklerinden dolayr L. delbrueckii spp. bulgaricus, L. helveticus, S.
thermophilus gibi termofilik tiirler incelenmistir. Bununla birlikte giliniimiizde L.
acidophilus, L. lactis, L. rhamnosus gibi mezofilik bakteriler tarafindan tretilen

EPS’lere karsi ilgi de artmaktadir (Madiedo ve Reyes—Gavilan, 2005).
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2.1.1. Siit ve siit iiriinii orneklerinin temini ve laboratuvara getirilmesi

Calismamizda kullanilacak siit ve siit liriinleri 6rnekleri Eskisehir ve Bursa

piyasasindan temin edilmis, steril kavanoz igerisine alinan Ornekler + 4 °C’de

laboratuara getirilerek analize alinmigtir.

2.1.2. Test mikroorganizmalari

Calismamizda kullanilan test mikroorganizmalar1t Cizelge 2.1.2.°de

verilmistir. Test mikroorganizmalar1 uzun siire i¢in — 80 °C'de % 20'lik

gliserolde, kisa stire i¢in ise + 4 °C’de Nutrient broth i¢inde saklanmistir.

Cizelge 2.1.2.  Test mikroorganizmalar1 ( NRRL: Northern Regional Research Laboratory of
USDA, Peoria, Illinois, USA. ATCC: American Type Culture Collection, USA).

Mikroorganizma Kiiltiiriin Temin Edildigi Yer | Optimum Gelisme Sicakligi
Bacillus cereus NRRL B - 3711 30 °C
Bacillus subtilis NRRL B - 744 30 °C
Escherichia coli NRRL B - 3704 37°C
Enterococcus feacalis ATCC 29212 37°C
Klebsiella pneumoniae Anadolu Univ. Fen Fak. 30 °C
Listeria monocytogenes ATCC - 7644 30 °C
Listeria monocytogenes 1 Gazi Univ. Fen Fak. 30 °C
Listeria monocytogenes 2 Gazi Univ. Fen Fak. 30 °C
Proteus vulgaris NRRL B - 123 37°C
Pseudomonas aeroginosa ATCC 27853 30 °C
Salmonella typhimurium NRRL B - 4420 37°C
Staphylococcus aureus ATCC 6538 30 °C
Yersinia enterocolicita Gazi Univ. Fen Fak. 37°C
Lactobacillus plantarum NRRL B - 4496 30 °C
Lactobacillus buchneri NRRL B - 1837 30 °C
Lactobacillus bulgaricus NRRL B - 548 30 °C
Lactobacillus paramesenteroides Anadolu Univ. Fen Fak. 30 °C
Streptococcus lactis Anadolu Univ. Fen Fak. 30 °C
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2.1.3.1. Arjinin dihidrolaz broth (D2935 Fluka)

Pepton

Sodyum kloriir
Potasyum hidrojen fosfat
Fenol red

L-arjinin HCL

Distile su

lg

5g
03¢g
0,01 g
10g
1000 ml

Besiyeri icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,4 £ 0,2°ye ayarlanmis

ve 121° C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.2. Beyin kalp infusion (BHI) yumusak agar (53286 Sigma)

S1g1r kalbi

Dana beyni

Di sodyum hidrojen fosfat
Glikoz (D+)

Pepton

Sodyum kloriir

Agar

Distile su

58
125¢
25¢

2g

10g

5g

78
1000 ml.

Besiyeri icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,4 = 0,2’ye ayarlanmig

ve 121° C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.3. Mueller hinton agar (70191 Fluka)

Sigir eti—kalp ekstrakt
Kazein hidrolizat
Nisasta

Agar

Distile su

4g
175¢
1,5¢g
17¢
1000 ml
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Besiyeri icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,8 £ 0,2°ye ayarlanmis

ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.4. M17 agar (1.15108 Merck)

Soya peptonu 5¢g

Et peptonu 25¢g
Kasein peptonu 25¢g
Maya ekstrakti 25¢g
Et ekstraktti 5¢

D (+) laktoz S5¢g
Askorbik asit 0,5¢g
Na—-B—gliserolfosfat 19¢g
Magnezyum fosfat 0,25 ¢g
Agar 2/75¢
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,2 + 0,2’ye ayarlanmis

ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.5. Glikoz ilaveli M17 agar, laktoz ilaveli M17 agar, fruktoz ilaveli

M17 agar ve siikroz ilaveli M17 agar

M17 agarin (1.15108 Merck) igerigindeki maddeler ayr1 ayri tartilarak
hazirlanan besiyeri igindeki D (+) laktoz yerine glikoz, fruktoz, laktoz ve siikroz

ayr1 ayri ilave edilerek besi ortamlar1 hazirlanmigtir.

2.1.3.6. M17 agar % 6,0 tuz ilaveli

Daha 6nce igerigi verilmis olan M17 agar (1.15108 Merck) ortami icerisine
60 gr/1000 ml. olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis, icerik distile suda
coziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Holt ve
ark., 2000).
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2.1.3.7. M17 agar % 7,5 tuz ilaveli

Daha once igerigi verilmis olan M17 agar (1.15108 Merck) ortam1 igerisine
75 gr/1000 ml. olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis, i¢erik distile suda
coziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Holt ve
ark., 2000).

2.1.3.8. M17 agar % 10 tuz ilaveli

Daha 06nce igerigi verilmis olan M17 agar (1.15108 Merck) ortami icerisine
100 gr/1000 ml. olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmus, icerik distile suda
¢oziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Holt ve

ark., 2000).

2.1.3.9. M17 broth (1.15029 Merck)

Soya peptonu 5¢g

Et peptonu 25¢g
Kasein peptonu 25¢g
Maya ekstraktt 25¢g

Et ekstraktti 5¢g

D (+) laktoz 5¢g
Askorbik asit 05¢g
Na—B—gliserolfosfat 19¢g
Magnezyum fosfat 0,25¢g
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,2 + 0,2’ye ayarlanmis

ve 121° C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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2.1.3.10. M17 broth % 0,4 fenol ilaveli

Daha once verilmis olan M17 broth (1.15029 Merck) distile suda
¢Oziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ortam

igerisine % 0,4 olacak sekilde fenol ilavesi yapilmistir (Xanthopoulus ve ark.,
2000).

2.1.3.11. MRS agar (Lactobacillus Agar acc. To DEMAN, ROGOSA
and SHARPE) (1.10660 Merck)

Diamonyum hidrojen sitrat 2g
Dipotastum hidrojen fosfat 2g
Glikoz 20g
Magnezyum siilfat 0,2¢g
Mangan siilfat 0,04 g
Et ekstrakti 8g
Pepton 10g
Sodyum asetat 5¢g
Maya ekstrakti 4¢g
Tween® 80 1 ml
Agar l4¢
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 5,4 + 0,2’ye ayarlanmig

ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.12. Glikoz ilaveli MRS agar, laktoz ilaveli MRS agar, fruktoz

ilaveli MRS agar ve siikroz ilaveli MRS agar

MRS agar (1.10660 Merck) icerigindeki maddeler ayri ayri tartilarak

besi ortamlar1 hazirlanmistir.

hazirlanan ortam igine glikoz, fruktoz, laktoz ve siikroz ayri ayri ilave edilerek
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2.1.3.13. MRS agar-NNLP

Daha once igerigi verilmis olan MRS agar (1.10660 Merck) ortami distile
suda ¢oziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra
NNLP [100 mg L™ neomisin sulfat, 200 mg L™ paromomisin sulfat, 15 mg L™
nalidiksik asit, 3 g L LiCl (Janssen chimica, Beerse, Belgium)] dispossible
filtreden gecirilerek ortama katilmistir (Casteele ve ark., 2006).

2.1.3.14. MRS agar-LP

Daha once igerigi verilmis olan MRS agar (1.10660 Merck) ortami distile
suda ¢oziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanip steril edildikten sonra
LP [% 0,05’1lik L-cystein. HCL, % 0,3’lik LiCl, % 0,9 sodyum propiyonat
(Sigma—Aldrich)] dispossible filtreden gegirilerek ortama katilmistir (Casteele ve
ark., 2000).

2.1.3.15. MRS agar % 6,0 tuz ilaveli

Daha 6nce igerigi verilmis olan MRS agar (1.10660 Merck) ortam1 igerisine
60 gr/1000 ml. olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis, icerik distile suda
¢oziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Holt ve
ark., 2000).

2.1.3.16. MRS agar % 7,5 tuz ilaveli

Daha 6nce igerigi verilmis olan MRS agar (1.10660 Merck) ortam1 igerisine
75 gr/1000 ml. olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis, igerik distile suda
coziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Holt ve
ark., 2000).
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2.1.3.17. MRS agar % 10 tuz ilaveli

Daha oOnce igerigi verilmis olan MRS agar (1.10660 Merck) ortam1 igerisine
100 gr/1000 ml. olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmus, icerik distile suda
coziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Holt ve
ark., 2000).

2.1.3.18. MRS broth (69962 Fluka)

Dipotasyum hidrojen fosfat 2g
Glikoz 20g
Magnezyum siilfat heptahidrat 0,2¢g
Mangan siilfat tetrahidrat 0,05¢g
Et ekstrakti 8¢
Pepton 10 g
Sodyum asetat trihidrat 5g
Triamonyum sitrat 2g
Yeast ekstrakti 5¢g
Distile su 1000 ml

Besiyeri icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,2 £ 0,2’ye ayarlanmas,

1 ml Tween® 80 eklenmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
2.1.3.19. MRS broth % 0.4 fenol ilaveli
Daha once verilmis olan MRS broth (69962 Fluka) distile suda ¢oziildiikten

sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ortam igerisine % 0,4

olacak sekilde fenol ilavesi yapilmistir (Xanthopoulus ve ark., 2000).
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2.1.3.20. MR-VP broth

Pepton 7g
Glikoz 5¢g
KQHPO4 5 g
Distile su 1000 ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,9 + 0,2’ye ayarlanmis

ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir (Tamer ve ark. 1989).

2.1.3.21. Nutrient agar (N 9405 Sigma)

Et ekstrakti 3g
Pepton S5¢g
Agar I5¢
Distile su 1000 ml

Besiyeri icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 6,8 £ 0,2°ye ayarlanmis

ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.

2.1.3.22. Glikoz ilaveli Nutrient agar, laktoz ilaveli Nutrient agar,

fruktoz ilaveli Nutrient agar, siikroz ilaveli Nutrient agar

Daha oOnce igerigi verilmis olan Nutrient agarin (N 9405 Sigma) birine
glikoz, birine fruktoz, digerine laktoz, Obiiriine siikroz ilave edilerek besi

ortamlar1 hazirlanmstir.

2.1.3.23. Nutrient agar-salicin

Daha once igerigi verilmis olan Nutrient agar (N 9405 Sigma) ortamu distile
suda ¢oziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edildikten sonra
% 0,5 oraninda salicin (Sigma—Aldrich, Steinheim, Germany, S0625) dispossible
filtreden gecirilerek ortama katilmistir (Casteele ve ark., 2006).
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2.1.3.24. Nutrient agar % 6,0 tuz ilaveli

Daha once igerigi verilmis olan Nutrient agar (N 9405 Sigma) ortami
icerisine 60 gr/1000 ml. olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis, igerik
distile suda c¢oziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir (Holt ve ark., 2000).

2.1.3.25. Nutrient agar % 7,5 tuz ilaveli

Daha once igerigi verilmis olan Nutrient agar (N 9405 Sigma) ortami
igerisine 75 gr/1000 ml. olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis, icerik
distile suda ¢oziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
edilmistir (Holt ve ark., 2000).

2.1.3.26. Nutrient agar % 10 tuz ilaveli

Daha Once igerigi verilmis olan Nutrient agar (N 9405 Sigma) ortami
icerisine 100 gr/1000 ml. olacak sekilde sodyum kloriir ilavesi yapilmis, igerik
distile suda ¢oOziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril

edilmistir (Holt ve ark., 2000).

2.1.3.27. Nutrient broth (03856 Fluka)

Et ekstrakt 3g
Pepton 5g
Distile su 1000 ml

Besiyeri icerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,0 £ 0,2°ye ayarlanmig

ve 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir.
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2.1.3.28. Nutrient broth % 0,4 fenol ilaveli

Daha once verilmis olan Nutrient broth (03856 Fluka) distile suda
¢Oziildiikten sonra 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmis ortam
icerisine % 0,4 olacak sekilde fenol ilavesi yapilmistir (Xanthopoulus ve ark.,

2000).

2.1.3.29. U¢ sekerli demir agar (1.03915 Merck)

Pepton (kazein den) I5g
Pepton (et ten) 5¢

Et ekstrakti 3g
Maya ekstrakti 3g
Sodyum kloriir 5¢g
Laktoz 10g
Sukroz 10g

D (+) Glikoz lg
Demir 3 amonyum sitrat 0,5¢g
Sodyum tiyosiilfat 0,5¢g
Fenol kirmizisi 0,024 ¢
Agar 12¢g
Distile su 1000ml

Besiyeri igerigi distile suda ¢oziildiikten sonra, pH 7,4 £+ 0,2’ye ayarlanmis,
tam olarak homojen hale getirilmesi icin besiyeri kaynatilmis ve test tiiplerine 15
ml koyularak 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir. Otoklavdan
cikan tlipler egimli bir zemin iizerine yatirilarak dondurulmus ve yatik agar

seklinde kullanilmistir.
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2.1.4. Kullamilan boyalar

2.1.4.1. Kristal violet

Kristal violet 2g

Etil Alkol (% 95) 20 ml
Amonyum Oksalat 0,2¢g
Distile su 20 ml

Kristal violet 10 ml etil alkol igerisinde ¢oziildiikten sonra iizerine erlende
20 ml distile su icerisinde ¢ozlinmiis olan amonyum oksalat eklenmistir. Karisim

filtreden gecirilerek kullanilmistir (Tamer ve ark., 1989).

2.1.4.2. Safranin

Safranin 0,25¢g
Etil alkol (% 95) 10 ml
Distile su 100 ml

Safranin alkol icerisinde ¢oziildiikten sonra distile su ilave edilmis ve 24 saat

sonrasinda ¢ozelti fitler kdgidindan gegirilerek siiziilmiistiir (Tamer ve ark., 1989).

2.1.4.3. Lugol

Iyot 5g
Potasyum iyodiir (KI) 10g
Distile su 100 ml

Potasyum iyodiir 20-30 ml distile suda ¢oOziilmiis ve {izerine iyot
eklenmistir. Ardindan ¢ozelti distile su ile 100 ml.’ye tamamlanmistir (Tamer ve

ark., 1989).
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2.1.5. Kullanilan cozeltiler

2.1.5.1. Fizyolojik tuzlu su

Sodyum kloriir 85¢g
Distile su 1000 ml
Fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisi sodyum kloriir distile su igerisinde ¢oziilerek

kullanilmistir (Tamer ve ark., 1989).

2.1.5.2. % 20’lik gliserol ¢ozeltisi

Gliserol 15 ml

Distile su 85 ml

Gliserol ve distile su karigtiritlip 121 © C’de 15 dakika otoklavlanarak steril
edildikten sonra kullanilmistir (Akgelik ve ark., 1999).

2.1.5.3. Laktik asit miktar tayini icin standart ¢ozelti

Saf laktik asit soliisyonundan sirasiyla 1, 3, 8, 10, 12, 16 mg/ml olacak
sekilde ayr1 ayr1 5 ml’lik MRS broth ortami igeren tiiplere ilave yapilarak
hazirlanmistir (Mumcu, 1997).

2.1.5.4. Laktik asit miktar tayini icin A ¢ozeltisi

Baryum kloriir 98,75
Distile su 1000 ml
(Cozelti baryum kloriir (BaCl, 2H,0) distile su igerisinde ¢oziindiiriildiikten

sonra kullanilmisgtir (Mumcu, 1997).
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2.1.5.5. Laktik asit miktar tayini icin B cozeltisi

Sodyum hidroksit 264 g

Distile su 1000 ml

Soydum hidroksit (NaOH) distile su i¢erinde ¢oziilerek 0,66 N NaOH
hazirlanmistir (Mumcu, 1997).

2.1.5.6. Laktik asit miktar tayini i¢cin C ¢ozeltisi

Cinko siilfat 225 ¢

Distile su 1000 ml

Cozelti Cinko siilfat (ZnSO4 7H,0) distile su igerisinde ¢oziilerek
kullanilmistir (Mumcu, 1997).

2.1.5.7. Laktik asit miktar tayini icin renk ayiraci

Demir klortir S5¢g
Hidroklorik asit 12,5 ml
Distile su 87,5 ml

Demir kloriir 1 N, 12,5 ml hidroklorik asit (HCI) igerisinde ¢ozdiirtilmiis
ve karigim distile suyla 100 ml’ye tamamlanmistir. Bu soliisyon stok olarak
saklanmistir.

Yukarida anlatildig: sekilde hazirlanan stok ¢dzelti ile renk ayiraci ¢dzeltisi
hazirlanmistir. Laktik asit miktar tayini i¢in kullanilan renk ayiraci, kullanilacagi

zaman taze olarak hazirlanmistir (Mumcu, 1997).

2.1.5.8. Proteolitik aktivite tayini icin standart ¢ozelti

Proteolitik aktivite tayininde standart egri olusturmak i¢in sirasiyla 0,02, 0,2,

0,4, 0,6, 0,8, 1 mg tirosin/ml olacak sekilde tirosin standart ¢ézeltisinden 5 ml’lik
MRS broth ortami igeren tiiplere ilave yapilmistir (Aslim, 1994).
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2.1.5.9. 0,72 N Triklorasetik asit ¢ozeltisi

Triklorasetik asit 118 g
Distile su 1000 ml
Triklorasetik asit (TCA) distile su igerisinde manyetik karistirict yardimi

ile ¢oziilerek kullanilmistir (Aslim, 1994).

2.1.5.10. Na,CO3.Na4P,07 ¢ozeltisi

Sodyum bikarbonat 150 g
Sodyum di fosfat 20¢g
Distile su 1000 ml

Sodyum bikarbonat (Na,COs3) ve sodyum di fosfat (NasP,07) uygun
miktarlarda karistirildiktan sonra distile su igerisinde ¢oziilerek kullanilmistir

(Aslim, 1994).

2.1.5.11. Fenol ayiraci

Folin Ciocalteus ¢ozeltisi 50 ml

Distile su 100 ml

Fenol ayiraci 1 kisim Folin ¢6zeltisi 2 kisim distile su ile karistirilarak
hazirlanmistir. Bu ¢ozelti kullanilacagi zaman taze olarak hazirlanmakta, stok

sollisyonu olusturulamamaktadir (Aslim, 1994).

2.1.5.12. Hidrojen peroksit tespiti icin standart cozelti

0,1 ml saf (% 35) hidrojen peroksit alinip distile su ilavesiyle 30 ml’ye

tamamlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 1 ml baska bir erlene alinmis ve tekrar

distile suyla 30 ml’ye tamamlanmistir (Mumcu, 1997).
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2.1.5.13. 1 N H,SOy ¢cozeltisi

Siilfiirik asit 1,67 ml

Distile su 100 ml

Saf siilfiirik asitten distile su ilavesiyle 1 N olacak sekilde ¢ozelti
hazirlanmistir (Mumcu, 1997).

2.1.5.14. Amonyum molibden ¢ozeltisi

Amonyum molibden 0,12 ¢
Distile su 100 ml
Cozelti amonyum molibden (( NHy )s M070,4) distile su igerisinde

¢oziilerek hazirlanmistir (Mumcu, 1997).

2.1.5.15. Potasyum iyodiir cozeltisi

Potasyum iyodiir 16,6 g
Distile su 100 ml
(Cozelti potasyum iyodiir (KI) distile su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir

(Mumcu, 1997).

2.1.5.16. Sodyum fosfat tamponu

Sodyum fosfat 0,70 g

Distile su 100 ml

Sodyum fosfat (NaH,POy,) distile su icerisinde ¢oziindiikten sonra pH; 7,5°e
ayarlanmistir. Tampon ¢ozelti + 4° C’de buzdolabi kosullarinda saklanmistir (Zhu
ve ark., 2000).
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2.1.5.17. a-Naftol ¢ozeltisi

5 g a-naftol 100 ml % 95’lik etil alkol igerisinde ¢doziindiiriilerek

hazirlanmistir. Bu ¢o6zelti kullanilacagi zaman taze olarak hazirlanmistir (Tamer

ve ark., 1989).

2.1.5.18. % 40’ hk KOH cozeltisi

40 g KOH 75 ml distile suda c¢oziindiiriilerek sollisyon bir siire oda
sicakliginda bekletilmistir. Ardindan 0,3 g kreatin ilave edilerek iyi bir sekilde
¢Oziindiiriiliip tizerine 25 ml distile su ilave edilerek hazirlanmistir (Tamer ve ark.,

1989).

2.1.6. Kullamilan antibiyotikler

Sefaklor (CRO 30pug Oxoid)

Siprofloksasin (Cf 5 mcg/disk Himedia)
Penisilin—G (P 10 mcg/disk Himedia)
Gentamisin (G 10 mcg/disk Himedia)
Netilmisin stilfat (Nt 30 mcg/disk Himedia)

2.2. METOT

2.2.1. Siit ve siit iiriinlerinden laktik asit bakterilerinin izolasyonu

Calismamizda kullanilan siit ve siit iiriinleri 6rnekleri piyasadan temin
edilerek steril kavanoz igerisinde + 4 °C’de laboratuara getirilerek analize
alinmustir.

Laktik asit bakterilerinin dogal olarak bulunduklar1 ortamlardan izole
edilip saf kiiltlirlerinin elde edilmesi sirasinda MRS agar, M17 agar, Nutrient agar

gibi cesitli besi ortamlarindan yararlanilmistir. Ayrica besi ortamlarina cesitli
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antibiyotikler ilave edilerek daha zor izole edilen bakterilerin izolasyonu
yapilmaya caligiimustir.

Piyasadan temin edilen siit ve siit tiriinleri drneklerinin steril su ile 10™ den
10~ ¢ kadar diliisyonlar hazirlanmustir.

Hazirlanan diliisyonlar steril petrilere 1 ml oraninda homojen bir sekilde
aktarilarak ve bunun iizerine 45 °C'ye kadar sogutulmus MRS agar, M17 agar,
Nutrient agara spesifik maddeleri de eklenip ddokiilerek karistirilmigtir. Daha
sonra bu besiyerleri anaerobik jar i¢inde ve aerobik kosullarda MRS agar ve
Nutrient agar igerenler 37 °C'deki ve 42 °C'deki; M17 agar igerenler de 30 °C'
deki etiivlere 24-72 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir (Casteele, 2006; Holt ve
ark., 2000; Halkman, 2005).

Inkiibasyon siireci tamamlandiktan sonra MRS, M17 ve Nutrient agar igeren
petrilerden; tek diisen, morfolojik olarak birbirinden farkli olan ve laktik asit bakterisi
oldugu sanilan koloniler (mat, krem rengi, beyaz, kiiciik ve Ozellikle petrinin alt
yiizeyinde bulunan koloniler) 6ze yardimiyla almarak bagka bir petriye ¢izgi ekim
yontemiyle aktarilmistir. Inkiibasyon sonunda elde edilen izolatlar saflastirilincaya
kadar pasajlanmstir (Holt ve ark. 2000; Halkman, 2005; Casteele, 20006).

Saflastirilan  izolatlarin  ilk olarak gram boyama ve katalaz
aktivitelerine bakilmis; antimikrobiyal aktivite ve ileriki testlerde kullanilmak
icin — 85 °C'de % 20’lik gliserol igerisinde stoklanmistir (Holt ve ark., 2000;
Halkman, 2005).

2.2.2. izole edilen laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivite

tespiti

Laktik asit bakterilerinin siit {riinlerindeki 6nemli rollerinden birisi
potansiyel patojenlerin inhibe edilmesidir. Bu inhibitor etki genel olarak laktik
asit tiretimi ve pH’nin distsii ile iligskili olmakla beraber organik asitler, yag
asitler, hidrojen peroksit, bakteriyosinler ve bakteriyosin benzeri ¢esitli
antimikrobiyal maddeler iireterek de bu etkiyi gosterebilmektedir (Giirsoy ve

Kinik, 2005).
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Yapilan c¢alismada izole edilen laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal
aktivitelerini belirleyebilmek amaciyla su yol izlenmistir:

Analiz i¢in; kiiltiirler optimum gelisim gosterdigi broth ( MRS broth, M 17
broth, Nutrient broth ) tiipleri igerisinde 48 saat gelistirilerek aktif hale getirilmis
ve bu aktif kiiltiirlerden % 1 oraninda alinarak tekrar broth iceren tiiplere aktarim
yapilarak 48 saat siireyle optimum gelisme kosullarinda inkiibasyona tabi
tutulmus ve bu kiiltiirler ¢alisma icin kullanilmistir. Broth icerisinde gelisimini
tamamlayan kiltlirlerin pH’lar1 ol¢iilmiis ve 121 °C' de 15 dakika tutulmustur.
Daha sonra bu izolatlar her biri steril kapakli korning tiiplerine aktarilarak 3000 rpm’
de 15 dakika santriftij edilmistir. Sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile pH’lar1 5,5’
ayarlanmistir. Daha sonra bu saf filtratlar 0,7 mm ¢apli delme aletiyle delinerek
cukur agilmis olan Mueller hinton agar petrilerine 15’er pl damlatilmistir. Damlatma
islemi tamamlanan test mikroorganizmasi ilaveli (25 pl) Beyin, kalp infiision
yumusak agar (laktik asit bakterileri icerenlere MRS yumusak agar) petrilere
yaklasik 7 ml kadar dokiilmiistiir.

Petriler igerdikleri test mikroorganizmasimin optimum gelisme sicakligi olan
sicaklikta 24 saat siireyle inkiibasyona birakildiktan sonra sonuglar, saf filtratlarin
etrafinda olusan zonlarin ¢aplari dl¢giilerek degerlendirilmistir (Bhunia ve ark., 1988;

Ryan ve ark., 1996; Choi ve ark., 1999; Zhu ve ark., 2000).

2.2.3. izolatlarin hiicresiz filtratlarindaki antimikrobiyal madde iizerine

bazi enzimlerin etkisi

Antimikrobiyal aktivite tayini yapilan 6rnekler arasindan yiiksek aktivite
sergiledigi diisiliniilen izolatlar secilmis ve bu izolatlarin hiicresiz filtratlarinin
gosterdigi antimikrobiyal aktivite ilizerine ¢esitli enzimlerin etkisi belirlenmeye
calisilmistir. Segilen izolatlarin hiicresiz filtratlarinin antimikrobiyal aktivitelerini
belirleyebilmek amaciyla su yol izlenmistir:

Analiz i¢in; kiiltiirler optimum olarak gelistigi (MRS broth, M17 broth,
Nutrient broth) tiipleri icerisinde 48 saat gelistirilerek aktif hale getirilmis ve bu
aktif kiiltiirlerden % 1 oraninda alinarak tekrar broth igeren tiiplere aktarim

yapilarak 48 saat siireyle optimum gelisme kosullarinda inkiibasyona tabi
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tutulmus ve bu kiiltiirler ¢alisma i¢in kullanilmistir. Daha sonra bu izolatlarin her
biri steril kapakli korning tiiplerine aktarilarak 3000 rpm’de 15 dakika santriftj
edilmistir.

Hazirlanan hiicresiz filtrat ¢esitli enzimlerle muamele edilmistir. Kullanilan
enzimler ve miktarlar1 agagida verildigi sekilde kullanilmistir :

1- Filtratlarin icerisine 5 pg/ml olacak sekilde katalaz ilave edilmis ve filtratlar
37 °C’de 4 saat siireyle bekletilmistir.

2- Proteinaz K; 0,05M sodyum—fosfat tamponu (pH 7,5) igerisinde ¢oziilen
proteinaz K’dan 1 mg/ml olacak sekilde filtratlara ilave yapilmis ve filtratlar
37 °C’de 4 saat siireyle bekletilmistir.

3- Tripsin; 0,05M sodyum—fosfat tamponu (pH 7,5) igerisinde ¢oziilen tripsin 2
mg/ml olacak sekilde filtratlara ilave yapilmis ve filtratlar 37 °C’de 4 saat
stireyle bekletilmistir.

4- Alfa kimotripsin; 0,05M sodyum—fosfat tamponu (pH 7,5) igerisinde ¢oziilen
alfa kimotripsin 5 mg/ml olacak sekilde filtratlara ilave yapilmig ve filtratlar
37 °C’de 4 saat siireyle bekletilmistir.

5- Alfa amilaz; 0,05M sodyum—fosfat tamponu (pH 7,5) igerisinde ¢oziilen alfa
amilaz 1 mg/ml olacak sekilde filtratlara ilave yapilmis ve filtratlar 37 °C’de
4 saat siireyle bekletilmistir.

6- lizozim; 0,01M sodyum Kkloriir igerisinde hazirlanan lizozim stok
soliisyonundan 1 mg/ml olacak sekilde filtratlara ilave yapilmis ve filtratlar
37 °C’de 4 saat siireyle bekletilmistir.

Daha sonra patojen test mikroorganizmasi igeren tiiplerden (10°® kob/ml
bulaniklikta) 0,1 ml alinip 10ml Beyin kalp infusion yumusak agara aktarilip iyice
calkalanmis ve Mueller hinton agar igceren petrilere steril kosullar altinda
dokiilmiistiir. Petri yilizeyinin kurumasindan sonra yukarida anlatildig1 gibi modifiye
edilen filtratlardan 10’ar ul damlatilmistir.

Petriler igerdikleri test mikroorganizmasimin optimum gelisme sicakligi olan
sicaklikta 24 saat siireyle inkiibasyona birakildiktan sonra sonuglar, filtratlarin
etrafinda zon olusup olugsmamasina goére + veya - biciminde degerlendirilmistir

(Bhunia ve ark., 1988; Ryan ve ark., 1996; Choi ve ark., 1999; Zhu ve ark., 2000).
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2.2.4. Probiyotik bakteri izolatlarinin tanimlanmasi

2.2.4.1. Gram boyama

Christian Gram tarafindan 1884 yilinda gelistirilmis diferansiyel bir
boyama teknigi olan Gram boyama ile bakterilerin Gram reaksiyonu
incelenmistir. Saflig1 saglanan izolatlarin aktif kiiltiirleri, optimum olarak
gelistikleri steril 10 ml (MRS, M17, Nutrient) agar igeren petrilere ¢izgi ekimi
yapilarak, aerobik/anaerobik kosullarda 24 saat siire ile aktive edilmistir. Gram
boyama iglemi, bu aktif kiiltlirler ile yapilmustir.

Kat1 besiyerindeki kiiltiirden 6ze ile yaklasik bir toplu igne basi
biiyiikliiglinde bir kisim alinarak, lam {izerine konulmus bir damla su igerisinde
emiilsifiye edilip ylizeye 6ze ile yayilmistir. Lam ilk olarak havada kurutulmus,
sonra bek alevinden 3 kez gecirilerek fiksasyon yapilmis ve sogutulmustur.
Preparat ilk once kristal violet ile boyanarak 1 dakika beklenmis ve fazla boya
akitilmistir. Sonra 1iyot-liigol ¢o6zeltisi ile boyanarak 1 dakika beklemeye
birakilmigtir. Fazla boya akitilarak, alkol ile 6 saniye muamele edilmistir. Distile su
ile alkol yikanarak uzaklagtirilmig ve son olarak preparat safranin ile boyanarak 30 sn
bekletilmistir. Fazla boya distile su ile yikanarak havada kendi halinde kurumaya
birakilmistir. Preparata immersiyon yagi damlatildiktan sonra 100'lik objektifte
incelenmistir. Mor renkli olan bakteriler Gram (+), pembe renkli olan bakteriler ise

Gram (-) olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989; Akgelik ve ark., 1999).

2.2.4.2. Katalaz testi

Saflig1 saglanan izolatlarin aktif kiiltiirleri, steril 10 ml optimum gelisim
gosterdikleri (MRS, M17, Nutrient) broth iceren tiiplere inokule edilerek, aerobik/
anaerobik kosullarda 24 saat stire ile aktive edilmistir. Bu aktif kiiltiirler tizerine % 3
hidrojen peroksit damlatilarak gaz kabarciklarinin ¢ikip ¢ikmadigi gozlenmistir.
Gaz kabarcigr goriilen kiiltiirler i¢in test pozitif, gaz kabarcigi goriilmeyen

kiiltiirler i¢in ise test negatif olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989).



48

2.2.4.3. % 6.0, % 7.5 ve % 10.0 NaCl'de gelisme

MRS agar, M17 agar ve Nutrient agara % 6.0, % 7.5 ve % 10.0
oranlarinda NaCl ayr1 ayr1 olmak iizere ilave edilmis, 121 °C de 15 dakika
otoklavlandiktan sonra 24 saatlik aktif kiiltiirler optimum gelisim gosterdikleri
besiyerlerine ekilmistir. Ardindan aerobik/anaerobik kosullarda optimum
gelisim sicakliginda 2-7 giin siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda gelisim  gosterenler  pozitif, gostermeyenler negatif olarak

degerlendirilmistir (Holt ve ark., 2000).

2.2.4.4. Farkh sicakhiklarda gelisme

Saflig1 saglanan izolatlarin aktif kiiltiirleri steril 10 ml optimum gelisim
gosterdikleri (MRS, M17, Nutrient) broth igeren tiiplere inokule edilerek 4, 15,
45 °C'deki sicakliklarda aerobik veya anaerobik (optimum gelisimine gore)
kosullarda 24-48 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda bulaniklik
goriilen tiiplerde tiremenin oldugu kabul edilmis ve test pozitif, iliremenin
goriilmedigi tiiplerde ise test negatif olarak degerlendirilmistir (Lewus ve ark.,

1991).

2.2.4.5. pH 3.9'da gelisme

MRS, M17, Nutrient brothlar hazirlanarak pH'st IN HCIl ile 3.9a
ayarlanmigtir. Besiyeri 10 ml 'lik hacimlerde tiiplere paylastirilmis ve 121 °C'de 15
dakika otoklavlandiktan sonra 24 saat'lik aktif kiiltlirler besiyerlerine ekilmistir.
Sonrasinda aerobik ve anaerobik kosullarda optimum geligsme sicakliklarinda 24-48
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda bulamkhgin goriildiigii
tiplerde test pozitif, bulaniklik olmayan tiiplerde ise test negatif olarak

degerlendirilmistir (Lewus ve ark., 1991).
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2.2.4.6. H,S iiretimi

Optimum olarak gelistikleri (MRS, M17, Nutrient) brothlara ekilerek 24 saat
siire ile aktive edilmis olan kiiltiirler, transfer ignesi ile TSI besiyerine dikine
daldirma seklinde ekilmistir. Biitiin tiipler aerobik/anaerobik kosullarda optimum
gelisme sicakliklarinda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda besiyerinde bir siyahlagma goriilen tiiplerde o organizma igin test pozitif

kabul edilmistir (Tamer ve ark., 1989).

2.2.4.7. Arjininden NH; olusumu

Izolatlarm arjininden amonyak olusturup olusturmadiklarmi tespit etmek
icin kapakli tiiplere arjinin dihidrolaz broth hazirlanmig ve 24-48 saat siiresince
MRS broth ortaminda gelistirilmis taze kiiltiirlerden tiiplere inokiilasyon
yapilmistir. Tiplerin agzi siki bir sekilde kapatildiktan sonra kiiltlirler optimum
gelisme kosullarinda 7-9 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir. Arjinin dihidrolaz
broth ortamu igerisinde bulunan indikator ortamda alkali madde bulundugu zaman
saridan kirmizimsiya dogru bir renk degisimi gostermektedir. Bu nedenle
inkiibasyon siireci sonunda kirmizi- pembe renkte olan tiipler pozitif, degismeden
sart renkte kalan tiipler negatif olarak degerlendirilmistir (Tamer ve ark., 1989;

Papamanoli ve ark., 2003).

2.2.4.8. Voges-Proskauer testi

Optimum olarak gelistikleri brotha ekilerek 24 saat siire ile aktive edilmis
olan kiiltlirler, MR-VP broth igeren tiiplere ekilerek, optimum gelisim (aerobik,
anaerobik) kosullarinda, optimum gelisim sicakliklarinda 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda tiipler {izerinde 0,5 ml o-naftol
¢ozeltisinden ve daha sonra 0,5 ml % 40’lik KOH ¢o6zeltisinden ilave edilerek
calkalanmis, 15-20 dakika sonra kirmizi renge dogru bir pembelesme goriilen tiipler

pozitif sonug olarak kaydedilmistir (Tamer ve ark., 1989).
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2.2.4.9. izolatlarin API CHLS50 ve API 20 Strep sistemiyle

biyokimyasal testlerinin yapilmasi

API CHL50 ve API 20 Strep (bioMerieiix) sistemi karbonhidrat
fermentasyon testleri gz Oniine alinarak laktik asit bakterilerinin tiir diizeyinde
tanimlanmasinda kullanilan bir sistemdir. Test hazir olarak bulunan kitler
aracilifiyla  yonetici  talimatlar1  dogrultusunda  gerceklestirilmekte  ve
mikroorganizmalar kullandiklar1 karbonhidrat kaynaklarina gore
siniflandirilmaktadir.

Tanimlanmas: yapilacak olan izolatlar tiredikleri agar ortaminda 24-48
saat siireyle tek koloni diisecek sekilde aktiflestirilmistir. Kati besi ortaminda
gelistirilmis olan kiiltlirler steril kiirdan yardimiyla 2 ml’lik API siispansiyon
ortamina aktarilmistir. 2 ml’lik API siispansiyon ortaminda maksimum yogunluk
elde edildikten sonra ortam sivisindan 5 ml’lik API siispansiyon ortamina aktarim
yapilmis ve bu ortamda BioMerielix Mc. Farland 2 yogunlugunu saglayan sivi
miktar1 tespit edilmistir. Daha sonra 2 ml’lik API silispansiyon ortamindan
BioMerieiix Mc.Farland 2 yogunlugunu saglayan sivi miktarinin iki kat1 alinmis
ve 10 ml API CHLS50 ortamina aktarilarak ortama homojen bir sekilde dagilmasi
saglanmistir (API 20 Strep sisteminde ise Mc.Farland 4 yogunluguna gore
ayarlama yapilmistir). Elde edilen siispansiyon, her bir kuyucugu farkli karbon
kaynagr iceren kitlere aktarilmistir. Kuyucuklarin doldurulmasi islemi
gergeklestirildikten sonra, yiizeyleri mineral yag ile kaplanmis ve kapaklari
kapatilan kitler optimum gelisme sicakliklarinda inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siirecinde 24 ve 48. saatler sonunda kuyucuklarda meydana gelen
renk degisimleri géz oniinde bulundurularak sonuglar degerlendirilmistir. API 20
Strep testlerinde ise iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerekli reaktifler
damlatildiktan sonra gelisen renk degisimine goére degerlendirilmistir.
Tanimlanmaya c¢alisilan izolat kuyucuklarda bulunan karbon kaynagini kullandig1
zaman mevcut indikatdor nedeniyle renk degisimi meydana gelmektedir.
Baslangicta koyu mavi renkte olan kuyucuklardan sariya donenler pozitif,

degismeden kalanlar negatif olarak degerlendirilmistir. Pozitif ve negatif olarak
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degerlendirilen sonuglar yonetici firma tarafindan optimize edilmis olan veri
tabanina girilerek tiir tayinleri gergeklestirilmistir.

API CHL 50 testinde bulunanlar sunlardir: gliserol, eritritol, D—arabinoz,
L-arabinoz, riboz, D-ksiloz, L-ksiloz, adonitol, inositol, galaktoz, glukoz, fruktoz,
mannoz, sorboz, rhamnoz, dulsitol , salisin, sellobioz, maltoz, laktoz, melibioz,
sukroz, trehaloz, inulin, melezitose, rafinoz, nigasta, glikojen, ksilitol, gentiobiose,
D-turanoz, D- lyxose, D-tagatoz, eskulin, a-metil-D-mannosid, o-metil-D-
glukozid, N-asetil-glukozamin, amigidalin, arbutin, D-arabitol, L-arabitol,
glukonat, 2-keto-glukonat, 5-keto glukonat, mannitol, sorbitol, D- fukoz, L-fukoz,
b-metil- D-ksilosid.

API 20 Strep testinde bulunanlar sunlardir: sodyum priivat, hipplirik asit,
esculin, piroglutamikasitbetanastilamid, o-galaktosidaz, a-galaktosidaz, alkalin
fosfataz, 16sin amino peptidaz, arjinin dihidrolaz, D-riboz, L-arabinoz, D-
mannitol, D-sorbitol, D-laktoz, L-arabinoz, D-mannitol, D-sorbitol, D-laktoz, D-

trehaloz, iniilin, D-rafinoz, nisasta, glikojen.

2.2.4.10. izolatlarin riboprinter sistem ile tamimlanmasi

Riboprinter sistemi 16 S rRNA’y1 temel alarak mikroorganizmalarin tiir
tayinlerini  gerceklestiren molekiiler karakterizasyon sistemidir. Sistemin
temelinde 16 S rRNA’nin EcoRI enzimi ile kesilmesi ve jelde yiiriitiilmesi
sonucunda olusan bant biiyiikliiklerinin kullanilan marker ile kiyaslanarak sonuca
varilmas1 yatmaktadir. Tanimlama islemleri kitler araciligiyla, yonetici talimatlar
dogrultusunda gerceklestirilmistir. Sistemde tek bir kit kullanimi ile bir seferde 8
farkli 6rnegin karakterizasyonu gergeklestirilebilmektedir. Riboprinter sistemi ile
tiir tayini icin ilk etapta izolatlar optimum olarak gelistikleri agar (MRS, M17,
Nutrient) ortaminda tek koloni diisecek sekilde aktiflestirilmistir. Kat1 ortamda
gerceklestirilen aktif kiiltiirlerden steril ¢ubuk yardimiyla 2-3 koloni olacak
sekilde steril sartlar altinda alinmis ve igerisinde 40 ul tampon ¢ozelti bulunan
ependorf tiipiine aktarim yapilmistir. Aktarim yapilan tiipler 5 saniye vorteks
yardimi ile karistirildiktan sonra koloni alimi ve karistirma islemi bir kez daha

tekrar edilmistir. Vorteksleme islemi tamamlandiktan sonra ependorflar igerisinde
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bulunan Ornekler sistemin bir parcasi olan ependorf setine her tiipe bir drnek
koymak kaydiyla 30 pl miktarinda aktarilmistir. Aktarim islemi tamamlandiktan
ve tliplerin kapaklar1 kapatildiktan sonra set 25 dakika siiresince 1s1 ile muamele
edilmistir. 25 dakikanin sonunda ependorf seti cihazdan ¢ikarilarak her tiipiin
icerisinde 5 pl lysing A ve 5 ul lysing B ajan1 eklenmistir. Tiiplerin kapaklar
kapatildiktan sonra ependorf seti cihaz igerisinde uygun konuma yerlestirilmistir.
Ardindan c¢alismada kullanilan enzim olan EcoRI’yi igeren tiip ¢ikartilmis ve
tizerine 18ul lactic agent ilave edilmistir. Enzim igeren tiip de cihaz igerisine
uygun konumda yerlestirildikten sonra sistemin ¢alismasi i¢in gerekli olan diger
parcalar (MP konjugat, MP prob ve MP substrattan olusan MP ortami; jel kaseti,
jel membranm1 ve ultra saf su) yerlestirilmis ve cihaz c¢alistirilmistir. Cihazin
calistirilmasindan yaklagik 12 saat sonra olusan bantlar ve belirlenen tiirler sistem

icerisinde bulunan veri tabani ile karsilastirilarak bakteriler tanimlanmigtir.

2.2.5. Antibiyotik duyarhhk testi

Siit ve siit {iirtinlerinden izole edilen ve antimikrobiyal Ozellige sahip
oldugu diisiiniilen probiyotik bakterilerinin ¢esitli antibiyotiklere karsi olan direng
ve duyarlilik durumlarini belirlemek i¢in Kirby—Bauer Disk—Diflizyon Metodu
kullanilmistir. Calisma esnasinda kullanilan antibiyotiklerin se¢iminde daha dnce
bu konuda yapilmis olan ¢aligmalar temel alinmistir. Calisma ¢ift paralel olarak
yapilmustir.

Antibiyotik direnglilik degerlendirmesi yapilacak olan izolatlarin uygun
besiyeri iceren petrilerde gelistirilmis olan 2448 saatlik aktif kiiltiirlerinden
alimarak 1 ml fizyolojik tuzlu su igerisinde diliisyonlar1 hazirlanmistir. 1 ml
fizyolojik tuzlu su ile Mc Farland No: 0,5 (10° kob/ml) bulanikligina
ayarlanmistir. Hazirlanan diliisyonlarin her birinden 0,5 ml alinarak daha dnceden
hazirlanmis ve petrilere aktarilmis olan Miiller Hinton agar ortamina, steril
kosullarda, kapaklar1 acik bicimde 10-15 dakika siireyle bekletilerek yiizeylerinin
kurumasi saglanmistir. Ardindan ticari olarak satilan antibiyotik diskleri petrilere
steril kosullarda, aralarinda en az 1,5 cm bosluk olacak sekilde yerlestirilmistir

(her petride 5 farkli antibiyotik diski olacak sekilde). Disklerin yerlestirilmesi
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isleminden sonra petriler 15-20 dakika siireyle bekletilmis ve sonrasinda test
organizmasinin optimum gelisme kosullarinda 2448 saat siireyle inkiibasyona
birakilmistir. inkiibasyon sonucu petrilerde olusan inhibisyon zon caplar1 dl¢iiliip

degerlendirme yapilmistir (Rollins ve Joseph, 2000; Halami ve ark., 2000).

2.2.6. Ekstraseliiler polisakkarit iiretimi (EPS)

Probiyotik bakterilerinin EPS {iiretim yetenekleri, ortamda var olan seker
kaynagina gore degisiklik gosterebilmektedir. Mevcut izolatlarin ekstraseliiler
polisakkarit iiretim yeteneklerinin belirlenmesi icin aktiflestirilmis taze
kiiltiirlerden optimum olarak gelistigi besi ortam1 M 17 agar ise glikoz ilaveli M17
agar, laktoz ilaveli M17 agar, fruktoz ilaveli M17 agar ve siikroz ilaveli M17
agara; MRS agar ise glikoz ilaveli MRS agar, laktoz ilaveli MRS agar, fruktoz
ilaveli MRS agar ve siikroz ilaveli MRS agara; Nutrient agar ise glikoz ilaveli
Nutrient agar, laktoz ilaveli Nutrient agar, fruktoz ilaveli Nutrient agar ve siikroz
ilaveli Nutrient agara (bolim 2.1.3.5., 2.1.3.12., 2.1.3.22.’de belirtildigi gibi
hazirlanarak) inokiilasyon yapilmis ve kiiltiirler optimum gelisme kosullarinda
24-48 saat siireyle inkiibasyona tabi tutulmustur. inkiibasyon siiresi sonunda
geligen kiiltiirlerin morfolojik goriiniimleri incelenmis, mat veya seffaf renkte ve
akiskan kivamda (viskoz o6zellik gosteren kiiltiirler) bulunan izolatlar (kiirdan
yardimiyla da incelenerek) EPS iiretme yeteneginde olan koloniler olarak

belirlenmistir (Bouzar ve ark., 1996; Tallon ve ark., 2003).

2.2.7. Metabolik iiriinlerin belirlenmesi

Stit ve siit iriinlerinden izole edilerek, sahip olduklar1 antimikrobiyal
aktiviteden dolayr tanimlanmis izolatlarin metabolik iiriinlerinden laktik asit,
proteolitik aktivite ve hidrojen peroksit iiretimi tayinleri yapilmistir.

Calisma esnasinda her Ornek i¢in 3 okuma yapilmis ve bulunan OD

degerlerinin standart sapmasi asagidaki formiil ile hesaplanmistir.
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2.2.7.1. Laktik asit iiretiminin tayini

Laktik asit liretimi tayin edilecek olan izolatlar 5 mI’lik optimum gelisim
gosterdigi brothta gelistirilmis ve bu aktif kiiltiirden tiiplere hazirlanmis olan 5
ml’lik optimum gelisim gdsterdigi brothta % 1 oraninda inokiilasyon yapilmistir.
Kiiltiirler 48 saat boyunca optimum gelisme kosullarinda inkiibasyona tabi
tutulmus ve laktik asit miktar tayininde bu kiiltiirler kullanilmigtir. Caligma ¢ift
paralel olarak gerceklestirilmistir.

Inkiibasyondan sonra kiiltiirlerin iizerine sirasiyla énce 2 ml A ¢ozeltisi,
sonra 2 ml B ¢6zeltisi, son olarak da 2 ml C ¢ozeltisi ilave edilmistir. Her ¢ozelti
ilavesi sonrasi1 Ornekler vorteks yardimiyla iyice karistirilmistir. Daha sonra
ornekler Whatman 42 nolu filtre kagidindan siiziilmiistiir. Elde edilen siizlintiiden
1,5 ml alimp ayr1 bir erlen igerisine aktarilmis ve distile suyla 100 ml’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti iyice karistirildiktan sonra bu ¢ozeltiden 10 ml
alinarak ayr1 bir tiip igerisine alinmistir ve alinan ¢6zelti iizerine 1 ml renk ayiraci
eklenmistir. Ayira¢ ilavesinden sonra oOrnekler tekrar vorteks yardimiyla
kanigtinlmis ve 5 dakika siireyle oda sicakliginda bekletilmistir. Bu siirecin
sonunda berrak sar1 renk alan Ornekler spektrofotometre (Shimadzu, UV-2101
PC) yardimiyla 400 nm dalga boyunda okunmustur. Elde edilen optik yogunluk
(OD) degerleri daha onceden hazirlanan standart egriye gére mg/ml cinsinde
laktik asit miktarina ¢evrilmistir.

Standart egrinin hazirlanmasi i¢in laktik asit soliisyonu kullanilmistir. Saf
laktik asit sollisyonunda; 5 ml’lik MRS broth ortami igeren tiiplere sirasiyla 1, 3,
8, 10, 12, 16 mg/ml olacak sekilde ayr1 ayr laktik asit ilavesi yapilmis ve laktik
asit miktar1 gittikge artan bir soliisyon serisi elde edilmistir. Elde edilen serideki
her tlip birer izolat gibi diisiiniiliip izolatlar i¢in uygulanan islemler bire bir
standart c¢ozeltilere de uygulanmis ve yine 400 nm dalga boyunda

spektrofotometrik oOlgiimler gerceklestirilmistir. Daha sonra elde edilen OD
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degerleri ve bu degerleri saglayan laktik asit konsantrasyonlar1 grafik tizerinde

yerlestirilerek standart egri olusturulmustur (Mumcu, 1997).

2.2.7.2. Proteolitik aktivitenin tayini

Proteolitik aktivite tayininde, olusan aminoasitlere es deger trosin
aminoasidi temel alinmistir. Proteolitik aktiviteleri belirlenecek olan izolatlar 5 ml
optimum gelisim gosterdigi broth ortaminda gelistirilmis ve bu aktif kiiltiirden
tiiplere hazirlanmis olan 5 ml optimum gelisim gosterdigi broth ortamina % 1
oraninda inokiilasyon yapilmistir. Kiiltiirler 48 saat boyunca optimum gelisme
kosullarinda inkiibasyona tabi tutulmus ve proteolitilik aktivite tayininde bu
kiltiirler kullanilmistir. Calisma ¢ift paralel olarak gerceklestirilmistir.

48 saat slireyle gelistirilmis kiiltiirler tizerine dnce 1 ml distile su, sonra da
10 ml 0,72 N trikloro asetik asit (TCA) ilave edilmis ve Ornekler iyice
calkalanmistir. Karistirilan 6rnekler oda sicakliginda 10 dakika siireyle
bekletilmis ve bu siire¢ sonunda ornekler Whatman 1 nolu filtre kdgidindan
gegirilerek siizlilmistiir. Elde edilen siiziintiiden 2,5 ml ayr1 bir tiip icerisine
alinmig ve iizerine 5 ml Na,CO;.NasP,07 ¢ozeltisinden koyulup karigtirilmistir.
Daha sonra orneklerin iizerine 1,5 ml Fenol ayiract eklenmis ve ornekler koyu
mavi renk olusuncaya kadar karistirilmistir. Renk olusumu gerceklestikten sonra
ornekler 8000 rpm’de 15 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi iistte
olusan berrak mavi sivi alinarak 650 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Shimadzu, UV-2101PC) optik yogunluklar1 belirlenmistir. Elde edilen degerler
daha oOnceden, proteolitik aktivite i¢in ¢ikarilan standart egriye gore, mg/ml
cinsinden degerlendirilmistir (Aslim, 1994).

Proteolitik aktivite tayininde standart egri olusturmak ig¢in tirosin
aminoasidi kullanilmistir. 5 m1’lik MRS broth ortamu1 igeren tiiplere sirasiyla 0,02,
0,2, 04, 0,6, 0,8 ve 1 mg/ml olacak sekilde trosin ilave yapilarak standart ¢ozelti
serisi elde edilmistir. Elde edilen serideki her tiip birer izolat gibi diisiiniiliip
izolatlar i¢in uygulanan islemler bire bir standart ¢ozeltilere de uygulanmis ve

yine 650 nm dalga boyunda spektrofotometrik dl¢limler gergeklestirilmistir. Daha
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sonra elde edilen OD degerleri ve bu degerleri saglayan tirosin konsantrasyonlari

grafik tizerinde yerlestirilerek standart egri olusturulmustur (Aslim, 1994).

2.2.7.3. Hidrojen peroksit iiretiminin tayini

Hidrojen peroksit iiretimi tayin edilecek olan izolatlar 5 ml optimum
olarak gelistigi broth ortaminda gelistirilmis ve bu aktif kiiltiirden tiiplere
hazirlanmis olan 5 ml optimum olarak gelistigi broth ortamimna % 2 oraninda
inokiilasyon yapilmistir. Kiiltiirler 48 saat boyunca optimum gelisme kosullarinda
inkiibasyona tabi tutulmus ve hidrojen peroksit miktar tayini bu kiiltiirler
tizerinden yapilmistir. Calisma ¢ift paralel olarak gerceklestirilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirlerin iizerine 5 ml distile su eklenmis ve
kiiltiirler 5000 rpm’de 15 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasi tistte
olusan berrak sivi alinmig ve Whatman 42 nolu filtre kagidindan siiziilmiistiir.
Stizme isleminden elde edilen filtratin 4 ml’si ayr1 bir tiipe alinmistir. Alinan bu
filtratin lizerine sirasiyla 0,5 ml siilfirik asit, 0,5 ml amonyum molibden ve 0,5 ml
potasyum iyodiir ¢ozeltisi ilave edilmis, her kimyasal ilavesinden sonra ornekler
manyetik karistirict  yardimiyla iyice karigtirilmigtir.  Tim  bu  islemler
gerceklestirildikten sonra elde edilen sivinin 350 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Shimadzu, UV-2101PC) optik yogunluklar1 belirlenmistir.
Elde edilen optik yogunluk (OD) degerleri; daha dnceden hazirlanan, standart
egriye gore pg/ml cinsinde hesaplanmistir (Mumcu, 1997).

Hidrojen peroksit tayininde kullanilan standart egrinin olusturulabilmesi
icin; 0,1 ml saf (% 35) hidrojen peroksit alinip distile su ilavesiyle 30 ml’ye
tamamlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiden 1 ml baska bir erlene alinmis ve tekrar
distile suyla 30 ml’ye tamamlanarak standart ¢ozelti hazirlanmistir. Elde edilen
cozelti bir izolat gibi diisliniillip izolatlar i¢cin uygulanan islemler bire bir standart
¢Ozeltiye de uygulanmis, bu sayede hidrojen peroksit standart egrisi ¢ikarilmistir.
Standart egriden 1 ug/ml hidrojen peroksite karsilik gelen hidrojen peroksit degeri
hesaplanmis ve bu sayede izolatlarin okunan degerleri standart ile kiyaslanarak

pg/ml cinsine ¢evrilmistir (Mumcu,1997).
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3. BULGULAR

3.1. Siit ve Siit Uriinlerinden Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Eskisehir ve Bursa’daki siithane ve marketlerden temin edilmis 9 peynir, 1
kefir, 1 ¢ig siit, 1 pastorize siit ve 1 anne siitii 6rneginden laktik asit bakteri
izolasyonu gerceklestirilmigtir. MRS agar, M17 agar ve Nutrient agar {lizerinde
kiiciik, mat, krem rengi ya da beyaz renkteki laktik asit bakterisi olasi olan
koloniler rasgele segilerek saflagtirma yapilmistir. Gram boyama ve katalaz
aktivitesi sonucuna bakilarak, probiyotik bakterisi olma ihtimali yliksek bulunan
izolatlar ileriki ¢aligmalarda kullanilmak {izere ependorf tiip igerisinde % 20’lik
gliserolde -85 °C’de stoklanmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda toplamda 209 adet
laktik asit bakterisi izole edilmistir. Elde edilen izolatlardan 100 tanesi peynir
orneklerine, 24 tanesi kefir Ornegine, 37 tanesi ¢ig siit Ornegine, 28 tanesi

pastorize siit 6rnegine ve 20 tanesi anne siitli 6rnegine aittir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Elde edilen izolatlarin kaynaklari, sayilar1 ve gelisim gosterdikleri besiyerleri
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5 < | < S = | £ < | < | < |2
Kaynagi Sayisi S S ) o g 5 ) O O &
o o g s < g N o > 5
N N &0 o < < e I3 s
s 8|5 |52 | E 5| 5|58 | <
= ) ) ) -
<< <132 (1598 << |<|5¢
g2 |g|g|d|d8|c|c|c|g2
= | =2 =2 222222 2<
Peynir 100 1 22 17 | 20 19 7 - 8 4 2
Cig Siit 37 - - - 9 10 - 14 - - 4
Pastorize Siit 28 - - - 23 - - - - - 5
Anne Suti 20 - - - - - - 18 - - 2
Kefir 24 - - - 19 - - 2 - - 3
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3.2. Izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Stit ve siit trlinlerinden elde edilen 209 laktik asit bakteri izolatinin
tamami1 antimikrobiyal aktivitenin ortaya konmasi i¢in boliim 2.2.2°de anlatildigi
yontemle Cizelge 2.1.°de verilen 18 test bakterisine karsi test edilmistir. Test
edilen izolatlarin hepsinin bir veya daha fazla sayida test bakterisine kars1 etkili
oldugu saptanmustir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.2.’de gosterilmistir.

Elde ettigimiz izolatlarin hiicresiz filtratlar1 en az 1 veya daha fazla test
bakterisine kars1 antimikrobiyal etki gostermistir. Seksen sekiz izolata ait hiicresiz
filtrat Listeria monocytogenes’e karsi etkili olmugtur. Bunlardan 50°si peynir, 8’1
kefir, 12’si ¢ig siit, 11’1 pastorize siit, 7°si anne siitii orneklerine aittir. 102 izolat
ise L. monocytogenes lere karsi etki etmis ancak bunlara karsi direngli strainlerin
oldugu goriilmistiir. On dokuz izolatin hiicresiz filtratlar1 Pseudomonas
aeroginosa’ya karsi etkili olmustur. Bunlardan 17’si peynir, 1’1 kefir, 1’1 ¢ig siit
orneklerine aittir. 31 peynir, 14 kefir, 12 ¢ig siit, 7 pastdrize siit, 7 anne siitii
orneklerine ait toplam 71 izolatin hiicresiz filtratlar1 Enterococcus faecalis’e karsi
etkili olmustur. 17 peynir, 5 kefir, 7 ¢ig siit, 5 pastorize siit, 7 anne siitl
orneklerine ait toplam 41 izolatin hiicresiz filtratlar1 Proteus vulgaris’e kars etkili
olmustur. Yirmi izolatin hiicresiz filtratlar1 Bacillus cereus’a karsi etkili
olmustur. Bunlardan 6’s1 peynir, 14’i ¢ig siit orneklerine aittir. 11 peynir, 1
pastorize siit Orneklerine ait toplam 12 izolatin hiicresiz filtratlar1 Escherchia
coli’ye kars1 etkili olmustur. 6’s1 peynir, 8’1 kefir, 11’1 ¢ig siit 6rneklerine ait
toplam 25 izolatin hiicresiz filtratlar1 Bacillus subtilis’e kars1 etkili olmustur. Cig
siit orneklerindeki bazi izolatlarin hiicresiz filtratlarinin Bacillus subtilis’e karst
etkisi Sekil 3.1.de verilmistir. On sekiz izolatin hiicresiz filtratlar1 Klebsiella
pneumoniae’ye karsi etkili olmustur. Bunlardan 13’4 peynir, 5’1 ¢ig siit
orneklerine aittir. Otuz bir izolatin hiicresiz filtratlart Salmonella typhimurium’a
kars1 etkili olmustur. Bunlardan 5’1 peynir, 8’1 kefir, 12’si ¢ig siit, 5’1 pastorize
siit, 1’1 anne siitii 6rneklerine aittir. 17 peynir, 1 ¢ig siit, 1 anne siitli 6rneklerine
ait toplam 19 izolatin hiicresiz filtratlar1 Yersinia enterocolitica’ya kars1 etkili
olmustur. Kirk dort izolatin hiicresiz filtratlar1 Staphylococcus aureus’a kars

etkili olmustur. Bunlardan 21’1 peynir, 15’1 ¢ig siit, 2’si kefir, 6’s1 anne siitii
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orneklerine aittir. Cig siit orneklerindeki bazi izolatlarin hiicresiz filtratlarinin
Staphylococcus aureus’a karst etkisi Sekil 3.2.°de verilmistir. Peynir
orneklerinden izole edilen 22 izolatin hiicresiz filtratlar1 S. lactis’e karsi etkili
bulunmustur. Buna karsilik siit ve kefir 6rneklerinden elde edilen izolatlara ait
hiicresiz filtratlarin antimikrobiyal aktivite gdstermedigi goriilmiistiir. 20 peynir, 6
kefir, 1 ¢ig siit, 8 pastdrize siit orneklerine ait toplam 35 izolat L. plantarum’a
karst antimikrobiyal aktivite gosterirken 23 izolatin hiicresiz filtratlar1 (15’1
peynir, 3’1 kefir, 4’1 ¢ig siit, 1’1 pastOrize siit) Leu. paramesenteroides ilizerine
etkili olmustur. On dokuz izolatin hiicresiz filtratlar1 Lactobacillus bulgaricus’a
kars1 etkili olmustur. Bunlarin 15’1 peynir, 4’1 pastorize siit 6rneklerine aittir. On
sekiz izolatin hiicresiz filtratlar1 Lactobacillus buchneri’ye kars etkili olmustur.
Bunlarin 5’1 peynir, 3’1 ¢ig siit, 2’si kefir, 4’i pastorize siit, 4’i anne siitii

Orneklerine aittir.
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Laktik asit bakteri izolatlarina ait saf filtratlarin test mikroorganizmalari iizerine etkisi (sonuglar mm cinsindendir. A: Direngli strain var )

Cizelge 3.2.
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Cizelge 3.2. (Devam)

Laktik asit bakteri izolatlarina ait saf filtratlarin test mikroorganizmalari iizerine etkisi (sonuglar mm cinsindendir. A: Direngli strain var )
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Laktik asit bakteri izolatlarina ait saf filtratlarin test mikroorganizmalari iizerine etkisi (sonuglar mm cinsindendir. A: Direngli strain var )

Cizelge 3.2. (Devam)
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Laktik asit bakteri izolatlarina ait saf filtratlarin test mikroorganizmalari iizerine etkisi (sonuglar mm cinsindendir. A: Direngli strain var )

Cizelge 3.2. (Devam)
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Cizelge 3.2. (Devam)

Laktik asit bakteri izolatlarina ait saf filtratlarin test mikroorganizmalari iizerine etkisi (sonuglar mm cinsindendir. A: Direngli strain var )
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Cizelge 3.2. (Devam)

Laktik asit bakteri izolatlarina ait saf filtratlarin test mikroorganizmalar iizerine etkisi (sonuglar mm cinsindendir. A:

Direngli strain var )
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Cizelge 3.2. (Devam)

Laktik asit bakteri izolatlarina ait saf filtratlarin test mikroorganizmalari iizerine etkisi (sonuglar mm cinsindendir. A: Direngli strain var )
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Laktik asit bakteri izolatlarina ait saf filtratlarin test mikroorganizmalari iizerine etkisi (sonuglar mm cinsindendir. A: Direngli strain var )

Cizelge 3.2. (Devam)
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Laktik asit bakteri izolatlarina ait saf filtratlarin test mikroorganizmalari iizerine etkisi (sonuglar mm cinsindendir. A: Direngli strain var )

Cizelge 3.2. (Devam)
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Laktik asit bakteri izolatlarina ait saf filtratlarin test mikroorganizmalari iizerine etkisi (sonuglar mm cinsindendir. A: Direngli strain var )

Cizelge 3.2. (Devam)

112UYoNnq
SNJJ19DqOIIDT

9A

9A

snoLw3ng
snJj190qoIvT

8A
8A
8A

8A
8A
8A

8A
8A
8A

10

MME.NO\\MNQM,ANE%&%Q
20]S0U0INI|

8A
8A
8A

8A
8A
8A

8A
8A
8A

wnavjuvyd
snjj1ODqOIIDT

9
10A

s110D]
§1220001d2.41§

psou130.1on
SpuUouwopnasq

10A

10A

11A
10A

11A
11A

Z saua3ojfoouout
D1L2)SIT

8A
8A
8A

8A
8A
8A

8A
8A
8A

[ saua3ojdoouous
(VEING |

soua3ojfoouout
(VEING |

sna.ny
§n22000]Aydpig

DI1J1]020.42]U
DIUISLD ]

11A

11A
11A
11A

syvoanf
§122000.423U7]

9A

9A

wnzanuydAy
vjjaUOUDS

8A
8A
8A

8A
8A
8A

8A
8A
8A

avruownaud
Dj218qary

10A

s1uqns snjjovg

9A

1702 DIYIL2Y OIS

10A

SNa420 SNJJIovg

%.:NQMN\\S snaojodd

LIB[eIRWNN] 1B[0Z]

M79

M380

P2
P3
P4

P5
P6
P7

P8
P9
P10
P11

P12
P13

P15
P16
P17




70

Laktik asit bakteri izolatlarina ait saf filtratlarin test mikroorganizmalari iizerine etkisi (sonuglar mm cinsindendir. A: Direngli strain var )

Cizelge 3.2. (Devam)
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Cizelge 3.2. (Devam)

Laktik asit bakteri izolatlarina ait saf filtratlarin test mikroorganizmalar iizerine etkisi (sonuglar mm cinsindendir. A:

Direngli strain var )
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Laktik asit bakteri izolatlarina ait saf filtratlarin test mikroorganizmalari iizerine etkisi (sonuglar mm cinsindendir. A: Direngli strain var )

Cizelge 3.2. (Devam)
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Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Saf filtratlarin Bacillus subtilis iizerine olan antimikrobiyal aktivitesi

Sekil iizerindekiler: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 110

Staphylococcus aureus

Saf filtratlarin Staphylococcus aureus iizerine olan antimikrobiyal aktivitesi

Sekil iizerindekiler: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 110
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3.3. Izolatlarin Hiicresiz Filtratlarindaki Antimikrobiyal Madde Uzerine

Bazi1 Enzimlerin Etkisi

Calismamizda yiiksek antimikrobiyal aktivite gosteren 42 izolata ait
hiicresiz filtratlardaki antimikrobiyal aktivite gosteren madde iizerine katalaz,
proteinaz K, tripsin, o-kimotripsin, lizozim, o-amilaz enzimlerinin etkisi
arastirilmistir. Baz1 izolatlarin (A96, 122, K15, KM5, M75) pH 5,5’e ayarlanmis
saf filtratlarinin antimikrobiyal etkisini kaybettigi gdzlenmistir. Segilen 42 izolatin
hiicresiz filtratlarindaki etkili madde {izerine baz1 enzimlerin etkilerine
bakildiginda E50, TM4, PN2, M1, M8, IN2, 122, IM13 ve 12’ye ait hiicresiz
filtratlardaki antimikrobiyal maddenin test edilen biitiin enzimler ile inaktive
oldugu goriilmiistiir (Bunlar Cizelge 3.3.’te gosterilmemistir). D11, D24, TM17,
TM18, S82, M72, M75, M46, M2, IN4 izolatlarina ait hiicresiz filtrattaki
antimikrobiyal madde ise proteolitik enzimlere direncli olarak bulunmustur. E34,
D11, D24, TM17, TM18, S82, M72, M75, M46, E68, M2, IN4 izolatlarina ait
hiicresiz filtratlarin lizozim ve a-amilaz enzimlerine karst hassas oldugu
goriilmiistiir. D12 izolatina ait hiicresiz filtrata katalaz enzimi uygulandiginda
antimikrobiyal aktivite kaybolmustur. 121 izolatina ait hiicresiz filtratlardaki
antimikrobiyal maddenin katalaz ve diger enzimlerin uygulanmasi ile etkisini
kaybetmistir. E66 izolatina ait hiicresiz filtrattaki antimikrobiyal maddenin o-
amilaz hari¢ diger enzimlere kars1 hassas oldugu goriilmiistiir. E68, E34, M2, IN4
izolatlarina ait hiicresiz filtratlarin lizozim ve o-amilaz enzimlerine karsi hassas
oldugu bulunmustur. D23, TM15, TM13, M77, M47, M21, KN3 izolatlarina ait
inhibitér maddeler proteolitik enzimler ile muamele edildiginde aktivitelerini

kaybetmislerdir (Cizelge 3.3.).



Cizelge 3. 3. Bazi enzimlerin antimikrobiyal aktivite gdsteren madde tizerine etkisi

3 s
o — - >
Z E = S :
5] = S g B
= N Q S )
S 3 i = 3
8 = X S
S A
Saf filtrat - - -
Katalaz - - -
A96 Tr1psn.1 _ N N .
Alfa kimotripsin - - +
Lizozim - _ -
Alfa amilaz - N T
Proteinaz K - - I
@ @
S S
=} = ] 3 S
(] ~
= £ -
E s S § - § ~
= m i Q S
S S
g g
~ ~
Saf filtrat - + T
Katalaz + + T
D11 Tr1psn.1 _ - + T
Alfa kimotripsin - + T
Lizozim - + T
Alfa amilaz - + T
Proteinaz K - + I
@ @
S S
S 8 8 S )
Z E S g g
< S| Q = - =,
= S o
N 5 =, 3 8
. - S S
] S 3
g g
~ ~
Saf filtrat + - +
Katalaz - - -
D12 Tr1psn.1 _ R T .
Alfa kimotripsin - + T
Lizozim + - +
Alfa amilaz + - +
Proteinaz K - - I




Cizelge 3. 3. (Devam)

Bazi enzimlerin antimikrobiyal aktivite gdsteren madde iizerine

etkisi

izolat No

Enzimler

E. feacalis

L. monocytogenes

L. monocytogenes

D23

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

++|+] +

Lizozim
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Proteinaz K

izolat No

Enzimler
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||+ +] +
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+ |+
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Cizelge 3. 3. (Devam)

Bazi enzimlerin antimikrobiyal aktivite gdsteren madde iizerine

etkisi

izolat No

Enzimler

P. vulgaris

L. monocytogenes

L. monocytogenes

E66

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin
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Proteinaz K

izolat No

Enzimler
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L. monocytogenes
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Saf filtrat
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Tripsin
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Cizelge 3. 3. (Devam)

Bazi enzimlerin antimikrobiyal aktivite gdsteren madde {izerine

etkisi

izolat No

Enzimler

E. coli

P. aeroginosa

L.monocytogenes

118

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

Proteinaz K

izolat No

Enzimler

E. faecalis

L.monocytogenes

L.monocytogenes

21

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

Proteinaz K

izolat No

Enzimler

B. subtilis

B. cereus

K. pneumoniae

22

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

Proteinaz K
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Cizelge 3. 3. (Devam)

Bazi enzimlerin antimikrobiyal aktivite gdsteren madde iizerine

etkisi

izolat No

Enzimler

E. faecalis

L. monocytogenes
1

L. monocytogenes

IN4

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

++|+] +

Lizozim

Alfa amilaz

+

Proteinaz K

Izolat No

Enzimler

B.subtilis

K. pneumoniae

Y. enterocolitica

Ké6

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

|+ +

Alfa kimotripsin
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Proteinaz K

izolat No

Enzimler

P. aeroginosa

L. monocytogenes

Y. enterocolitica

K15

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

Proteinaz K
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Cizelge 3. 3. (Devam)

Bazi enzimlerin antimikrobiyal aktivite gdsteren madde {izerine

etkisi

izolat No

Enzimler

E. faecalis

P. vulgaris

L. monocytogenes

KM5

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

Proteinaz K

izolat No

Enzimler

E. faecalis

L. monocytogenes
I

L. monocytogenes

KN3

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

Proteinaz K

izolat No

Enzimler

E. faecalis

P. aeroginosa

S.aureus

M1

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

+ |+

Lizozim

Alfa amilaz

+

Proteinaz K

80



Cizelge 3. 3. (Devam)

Bazi enzimlerin antimikrobiyal aktivite gdsteren madde iizerine

etkisi

Izolat No

Enzimler

E. coli

L. monocytogenes

L. monocytogenes

M2

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin
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Proteinaz K

izolat No

Enzimler
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L. monocytogenes

L. monocytogenes
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izolat No

Enzimler

B. cereus

K. pneumoniae

L. monocytogenes

M41

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

Proteinaz K

++|+ ]+
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Cizelge 3. 3. (Devam)

Bazi enzimlerin antimikrobiyal aktivite gdsteren madde iizerine

etkisi

izolat No

Enzimler

P. vulgaris

L. monocytogenes

L. monocytogenes

M46

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

Proteinaz K

||+ ] +

izolat No

Enzimler

P. vulgaris

L. monocytogenes

L. monocytogenes

M47

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

|||+ +

Proteinaz K

izolat No

Enzimler

L. monocytogenes

L. monocytogenes

L. monocytogenes

M72

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

++] +

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

[+ [+ +] +

Proteinaz K

+ |+
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Cizelge 3. 3. (Devam) Bazi enzimlerin antimikrobiyal aktivite gdsteren madde {izerine

etkisi
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Cizelge 3. 3. (Devam)

Bazi enzimlerin antimikrobiyal aktivite gdsteren madde iizerine

etkisi

izolat No

Enzimler

E. faecalis

L. monocytogenes

L. monocytogenes

I

PN2

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

Proteinaz K

zolat No

Enzimler

E. faecalis

L. monocytogenes
1

L. monocytogenes

S82

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

|||+ +

Proteinaz K

||| +

izolat No

Enzimler

E. faecalis

P. vulgaris

L.monocytogenes

T™M13

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

|||+ +

Proteinaz K
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Cizelge 3. 3. (Devam)

Bazi enzimlerin antimikrobiyal aktivite gdsteren madde iizerine

etkisi

izolat No

Enzimler

E. faecalis

P.vulgaris

L.monocytogenes

TM15

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz
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Proteinaz K

izolat No

Enzimler

E. faecalis

P. vulgaris

L.monocytogenes

™17

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

Proteinaz K

e o Ea S S Y

izolat No

Enzimler

E. faecalis

P. vulgaris

L.monocytogenes

TM18

Saf filtrat

Katalaz

Tripsin

Alfa kimotripsin

Lizozim

Alfa amilaz

Proteinaz K
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Cizelge 3. 3. (Devam)  Bazi enzimlerin antimikrobiyal aktivite gdsteren madde {izerine etkisi
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3.4. Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen Bakterilerinin Bazi Morfolojik,

Fizyolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Izole edilen 209 izolatin Gram boyama ve katalaz aktivitesi sonucuna
bakildiginda, hepsinin gram (+) katalaz (-) oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.4.).

Peynir Orneklerine ait 100 izolattan 3’iliniin (% 3) basil, 2’sinin (% 2)
kokobasil, 95’inin (% 95) kok, kefirde 24 izolatin tamaminin (% 100) kok, ¢ig
stitte 37 izolattan 2’sinin (% 5) basil, 35’inin (% 95) kok, pastdrize siit ve anne
siitline ait izolatlarin tamaminin (% 100) kok oldugu goriilmiistiir (Cizelge 3.4.).
Sekil 3.5.te D25 izolatinin, Sekil 3.6.’da M47 izolatinin, Sekil 3.7.°de M41
izolatinin, Sekil 3.8.’de S82 izolatinin mikroskobik goriintiisii verilmistir.

Peynir 6rneklerine ait 100 izolattan 47°si (% 47) 4 °C, 15 °C ve 45 °C’de;
20’si (% 20) sadece 15 °C ve 45 °C’de; 7’si (% 7) sadece 45 °C’de gelismistir.
Geri kalan 26’s1 (% 26) ise 4 °C, 15 °C ve 45 °C’lerden bir veya birkaginda zayif
gelisim gostermistir. 24 kefir izolatinin 11’1 (% 46) 4 °C, 15 °C ve 45°C’de; 5’1
(% 21) sadece 15 °C ve 45 °C’de; 4’1 (% 17) sadece 45 °C’de gelismistir. Geri
kalan 4’1 (% 17) ise 4 °C, 15 °C ve 45 °C’lerden bir veya birkacinda zayif
gelisim gostermistir. Cig siitte 37 izolatin 19’u (% 51) 4 °C, 15 °C ve 45 °C’de;
2’s1 (% 5) sadece 15 °C ve 45 °C’de; 2’s1 (% 5) sadece 45 °C’de gelismistir.
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Geriye kalan 14’1 (% 38) 4 °C, 15 °C ve 45 °C’lerden bir veya birkaginda zayif
gelisim gostermistir. Pastorize siitte 28 izolattan 13’1 (% 46) 4 °C, 15 °C ve 45
°C’de; 1’1 (% 3) sadece 15 °C ve 45 °C’de; 1’1 (% 3) sadece 45 °C’de geligmistir.
Geriye kalan 13’1 (% 46) 4 °C, 15 °C ve 45 °C’lerden bir veya birka¢inda zayif
gelisim gostermistir. Anne siitlinde 20 izolatin tamami (% 100) 4°C, 15 °C ve
45°C’de gelisim gostermistir (Cizelge 3.4.).

Peynir Orneklerine ait 100 izolattan 36’s1 (% 36 ) % 6, % 7,5, % 10
NaCl’de; 28’1 (% 28) sadece % 6, % 7,5 NaCl’de; 6’s1 (% 6) sadece % 6 NaCl’de
gelismistir. Geri kalan 30°u (% 30 ) ise % 6, % 7,5, % 10 NaCl’lerden bir veya
birkaginda zayif gelisim gostermistir. Kefirde 24 izolatin 1’1 (% 4) % 6, % 7,5, %
10 NaCl’de; 4’0 (% 17) sadece % 6, % 7,5 NaCl’de; 2’si (% 8) sadece % 6
NaCl’de gelismistir. Geri kalan 17’s1 (% 71) ise bir veya birkacinda zayif gelisim
gostermistir. Cig siitte 37 izolatin 8’1 (% 22) % 6, % 7,5, % 10 NaCl’de, 4’1 (%
17) sadece % 6, % 7,5 NaCl’de; 2’si (% 8) sadece % 6 NaCl’de gelismistir. 18’1
(%75) % 6, % 7,5, % 10 NaCl’lerin hi¢birinde gelismemistir. Geri kalan 3’11 (% 8)
ise % 6, % 7,5, % 10 NaCl’lerden bir veya birkacinda zayif gelisim gostermistir.
Pastorize siitte 28 izolattan 7’si (% 25) % 6, % 7,5, % 10 NaCl’de, 3’4 (% 11)
sadece % 6, % 7,5 NaCl’de; 3’1 (% 11) sadece % 6 NaCl’de gelismistir. Geri
kalan 15’1 (% 53) ise % 6, % 7,5, % 10 NaCl’lerden bir veya birkaginda zayif
gelisim gostermistir. Anne siitiinde 20 izolattan 1’1 (% 3) % 6, % 7,5, % 10
NaCl’de, 1’1 (% 3) sadece % 6, % 7,5 NaCl’de; 3’1 (% 11) sadece % 6 NaCl’de
gelismistir. Geri kalan 15’1 (% 53) ise % 6, % 7,5, % 10 NaCl’lerden bir veya
birkaginda zayif gelisim gdstermistir (Cizelge 3.4.).

Peynir 6rneklerine ait 100 izolattan 58°1 (% 58) pH 3,9°da gelismis; 5’1 (%
5) zayif gelisim gostermis, 37°si (% 37) hi¢ gelisim gdstermemistir. 24 kefir
izolatindan 8’1 (%33) pH 3,9°da gelismis; 2’si (% 8) zayif gelisim gostermis, 14’1
(% 14) hi¢ gelisim gostermemistir. Cig siitte 37 izolattan 23’1 (% 62) pH 3,9°da
gelismis; 1470 (% 38) hic gelisim gdstermemistir. Pastorize siitte 28 izolattan
12°s1 (% 43) pH 3,9’da gelismis; 16’s1 (% 57) hi¢ gelisim gdstermemistir. Anne
siittinde 20 izolattan tamami (% 100) pH 3,9’da gelisim gostermistir (Cizelge
3.4).
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Peynir orneklerine ait 100 izolattan 21’1 (% 21) ii¢c sekerli demir agarda
siyahlagsma olusturup hidrojen siilfiir olusturmustur. 1’1 (% 1) zayif gelisim
gostermis, 77°1 (% 77) hi¢ hidrojen siilfiir olusturmamistir. Kefirde, ¢ig siitte,
pastorize siitte ve anne siitlindeki izolatlar hi¢ hidrojen siilfiir olusturmamistir
(Cizelge 3.4.).

Arjininden amonyak olusumu testinde tanimlanan 73 izolattan 72’si pozitif
sonu¢ vermistir. Sadece anne siitiinden izole edilen TM17 izolat1 gelisim
gostermemistir.

Voges-Proskauer testinde tanimlamasi yapilan 73 izolattan 63’l pozitif
sonu¢ vermistir. Peynir Orneklerinden 52 izolattan 49’u (% 94) gelisim
gostermistir. ES50, M46, M47 izolatlarinda gelisim goriilmemistir. Kefir
orneklerinden 4 izolattan 3’1 (% 75), gelisim gostermistir. KMS5 izolatinda gelisim
goriilmemistir. Cig siitte 7 izolattan 6’s1 (% 86) gelisim gdstermistir. IM13
izolatinda gelisim goriilmemistir. Pastorize siitte 4 izolatin hepsi (% 100) gelisim
gostermistir. Anne siitlinde 6 izolattan 1’1 (% 17) gelisim gdstermistir. TM4,

TMI13, TM15, TM17, TM18 izolatlarinda gelisim goriilmemistir.

3.5. Secilen Izolatlarin API CHL50 ve API 20 Strep Sistemi ile Tanimlanmasi

Yiiksek antimikrobiyal aktivite gosteren 73 izolat secilerek bunlarin
tanimlamas1 yapilmistir. API CHL50 ve API 20 Strep sistemi ile yapilan
tanimlamaya gore 73 izolattan 47 tanesi E. faecium (A4, A96, A105, D11, D12,
D13, D14, D15, D16, D17, D18, D22, D23, D24, D25, D26, D28, D29, D30,
E114.1, E114.2, E121.k 1, E121.k.2, E122.b.1, E122.b.2, IN2, IN4, K6, KMS5,
KN3, M2, M7, M8, M17, M21, M53, M75, M77, P2, P23, PN2, PN6, S16, S79,
S88, S92, TN3), 1 tanesi L. fermentum (S82), 7 tanesi (A102, E34, E68, M14,
M46, M47, M72) P. acidilactici; 2 tanesi (122, K15) Pediococcus spp.; 12 tanesi
(M1, M6, iIM13, TM4, TM13, TM15, TM17, TM18, E131.k.1, E131.k.2, i2, 118)
L. lactis ssp. lactis; 4 tanesi (E50, E66, M41, 121) L. curvatus olarak tespit

edilmistir.
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Siit ve siit iiriinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal &zellikleri

Cizelge 3. 4.
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Cizelge 3. 4. (Devam)

Siit ve siit tirtinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

5 5 s | Z z £ : 0 0 £

2 £" - S| | 2| 2|58 |28 |28 | 5| 4

2 g 5 O © SRS < o s =

] = S 2 ) % O 2 2 =

— an < — < )
D21 Peynir + kok - + + + T - 3 I n
D22 Peynir + kok - + - + + + - + -
D23 Peynir + kok - + + + + + + + -
D24 Peynir + kok - + + T ¥ T + I n
D25 Peynir + kok - + + + + + - + +
D26 Peynir + kok - + + T i T + T n
D28 Peynir + kok - I + T i T + T n
D29 Peynir + kok - - + + + + - + -
D30 Peynir + kok - - + + + + + + -
D32 Peynir + kok - ¥ + T T T ; ;
D34 Peynir + kok - ¥ + T T T ; T :
D36 Peynir + kok - ¥ + T T T ; ; :
E122 Peynir + kok - - - T N N ; : :
El5 Peynir + kok - - + + + + + - +
E34 Peynir + kok - - + + + + + + -
E50 Peynir + kokobasil - - + + + + + + I
E66 Peynir + kokobasil - + + + + + + + _
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Cizelge 3. 4. (Devam)

Siit ve siit iirtinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

E 35D 5 Z g g £ 9 o E
z = 2 s 2| 2| 2|2 |5z |52 | 5| E
g 3 g gl 5 E S S S |82 |32 |22 | ¢ E
z £” = | 2| 2 | 2| 2| 28 |28 28] 2| 2
E = S 3 s : o | = < < e e
— T < 2 A %
E68 Peynir + kok - - + + + + + + +
El14.1 Peynir + kok - - + + + + - + -
E114.2 Peynir + kok - - + + + + - + -
E120.b Peynir + kok - + + + T T _ N ;
E121k.1 Peynir + kok - - + + + + - + -
E121k.2 Peynir + kok - - + + + + + + +
E122.b.1 Peynir + kok - - + + T _ N T ;
E122.b.2 | Peynir + kok - - + + T T T T .
E123 Peynir + kok - + + + I T T N ;
E124.b Peynir + kok - + + + T T _ N ;
E130.1 Peynir + kok - + + + T T N N ;
E130.2 Peynir + kok - + + + T ¥ - N ;
El131.k.1 Peynir + kok - + + - - - + +
E131.k.2 Peynir + kok - - + + N _ N T I
E134.b Peynir + kok - + + + - N - N ;
G20 Peynir + kok - + + + T T T N ;
G21 Peynir + kok - + + T T T T N ;
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Cizelge 3. 4. (Devam)

Siit ve siit iirtinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

E ) 3 2 g £ £ 3 o E

g E : B “ 5 5 5 | g2C |20 | =0 & «

E = &) 2 ¢ o o = N = © e

— T < 2 A %
G22 Peynir + kok - + + T T T T N ;
G24 Peynir + kok - + + + + + + + -
G26 Peynir + kok - + + + T T T , N
G30 Peynir + kok - + + + T T N N ;
G32 Peynir + kok - + + + T T N N ;
G33 Peynir + kok - + + + T T T , N
G34 Peynir + kok - + + T T T T N ;
G35 Peynir + kok - + + + T T N N ;
G36 Peynir + kok - + + + T T N N ;
G37 Peynir + kok - + + + T T N N ;
G38 Peynir + kok - + + + T T N N ;
G39 Peynir + kok - + + + T T N N ;
G40 Peynir + kok - + + + T T N N ;
G41 Peynir + kok - + + T T T T N ;
i1 Cig siit + kok - - I + B _ N N N
2 Cig siit + kok - _ T I N N a n .
i3 Cig siit + kok - - I - B _ N N N
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Cizelge 3. 4. (Devam)  Siit ve siit {irlinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal dzellikleri
g - ‘5 g
E 5 E |z . & £ - ] g . |2, Z | E
3 > £ S © 5 © o .8 £ Q £ 5
5 E g > > = 5 S |eo | 2o |29 Y 2
© o = 3] ©) by by =X © S e s
| = o E: ° vl " ° T
< — < =
4 Cig siit + kok - - + + - - - - _
is Cig siit + kok - - + - - - - - _
i6 Cig siit + kok - - + - - - - - _
7 Cig siit + kok - - + - - - - T R
I8 Cig siit + kok - - + - - - - - -
9 Cig siit + kok - - + - - - - - -
i10 Cig siit + kok - - + - - - - - -
112 Cig siit + kok - - + + + + - + -
13 Cig siit + kok - - - + - - - - -
i14 Cig siit + kok - + + + + + + - -
i1s Cig siit + kok - - + - - - - - -
i16 Cig siit + kok - - + + - - - - _
17 Cig siit + basil - + + - + - - - -
18 Cig siit + kok - - + - - - - + -
21 Cig siit + basil - + + - + + + + -
22 Cig siit + kok - - - + - - - + -
M1 Cig siit + kok - + + + + -
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Siit ve siit iirtinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Cizelge 3. 4. (Devam)
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Cizelge 3. 4. (Devam)

Siit ve siit iirtinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

z = 2| 2 3 3 s T |5E |ZE |QE | & | %
3 E % o M = 8 8 © O 20 =R ey 2
B e &) ,g OQ ° 5 X © N3 e T
| 7 " T
— s < — < S,
K2 Kefir + kok - - + + - - - - -
K3 Kefir + kok - - + + - - - - -
K4 Kefir + kok - - + + - - - - -
K5 Kefir + kok - + + - - - - - -
K6 Kefir + kok - + + + + + - + -
K7 Kefir + kok - + - + - - - + -
K8 Kefir + kok - - + + - - - - -
K9 Kefir + kok - - - + + + - + R
K10 Kefir + kok - + + + + + + - -
K12 Kefir + kok - - + + - - - - -
K13 Kefir + kok - - + + - - - - -
K14 Kefir + kok - + + + + + + - -
K15 Kefir + kok - + + + - - + + -
K16 Kefir + kok - - - + + + - + R
K17 Kefir + kok - + + + - - - + -
K18 Kefir + kok - - - + - - - - -
K19 Kefir + kok - - - + - - - - -
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Siit ve siit iirtinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Cizelge 3. 4. (Devam)
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Cizelge 3. 4. (Devam)

Siit ve siit iirtinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

E 35D s Z g = g 9 o E

£ £ T - R - O O B - B S B
N = © 3 s o o | = S < o T
— T < 2 A %
M31 Peynir + kok - + + + - + + - -
M32 Peynir + kok - + + + - - + + -
M38 Peynir + kok - + I + - - - N :
M39 Peynir + kok - + + + - - + - -
M41 Peynir + basil - - + + + + + + -
M43 Peynir + kok - - + + + - _ N _
M46 Peynir + kok - - - + + + _ T _
M47 Peynir + kok - - - + + + + + -
M48 Peynir + kok - + + T T T T N ;
M49 Peynir + kok - + + + T T T ;
M53 Peynir + kok - - - + + + T R -
M64 Peynir + kok - + + T T T T N ;
M66 Peynir + kok - + + T T T T T ;
M72 Peynir + kok - - - + + + + + +
M75 Peynir + kok - - + + + + + + +
M77 Peynir + kok - - N T T T N T :
M78 Peynir + kok - + + T T T T T :
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Cizelge 3. 4. (Devam)

Siit ve siit iirtinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

5 = S | 2 y 3 5 S |58 |28 |DE S E

8 e &) 3 o o g | - - o
M79 Peynir + kok - + + T T T T N I
MS80 Peynir + kok - + + + + + + - -
P2 Pastor. Sut + kok - - + + + + + + -
P3 Pastor. Sut + kok - + + + + + + + -
P4 Pastor. Siit + kok - - + + + + + - -
P5 Pastor. Siit + kok - - + + + + + - -
P6 Pastor. Siit + kok - - + + + + + - -
P7 Pastor. Siit + kok - + + + + + + - -
P8 Pastor. Siit + kok - + + + + - - - -
P9 Pastor. Siit + kok - - + - - - - - -
P10 Pastor. Siit + kok - - + - - - - - -
P11 Pastor. Siit + kok - - - + - - - + -
P12 Pastor. Siit + kok - + + + + + + - -
P13 Pastor. Siit + kok - - - + + + + - -
P15 Pastor. Sut + kok - + + + + + + + -
P16 Pastor. Sut + kok - + + + + + + + -
P17 Pastor. Siit + kok - + + + - - - + -
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Cizelge 3. 4. (Devam)

Siit ve siit iirtinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

z 2 2| 2 el B Els |2 |3 |

f £” =l 2 | ¢ g | B 2% |28 |28 2| 3

g e @) = OQ o o X © ° E s
P18 Pastor. Siit + kok - - - + + + + + -
P19 Pastor. Siit + kok - - + + + + + - -
P20 Pastor. Siit + kok - + + + + + + + -
P21 Pastor. Siit + kok - - + + + - - - -
P22 Pastor. Siit + kok - - + + + + + - -
P23 Pastor. Siit + kok - + + + + + + + -
P24 Pastor. Siit + kok - - + + - - - - -
P25 Pastor. Siit + kok - - - + + - - - -
PN2 Pastor. Siit + kok - + + + + + - -
PN3 Pastor. Siit + kok - + + + + + + - -
PN5 Pastor. Siit + kok - + + + + + + -
PN6 Pastor. Stt + kok - + + + + + + + -
PN7 Pastor. Siit + kok - + + + + + - + -
S14 Peynir + kok - + + + + + + - +
S16 Peynir + kok - - + + + + + + +
S79 Peynir + kok - + + + + + + + -
S82 Peynir + basil - + + + + + + + -
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Cizelge 3. 4. (Devam)

Siit ve siit iirtinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

5 = RZ) () © £ —

R 22 | | B B Bz, |E. 8. 2| =

Z rs) s < o 3 3 Z 5 PN © o

5 =) % ) M I O O © O -0 20 >N 9%
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— T < s A %
S88 Peynir + kok - + + + + + + + -
S92 Peynir + kok - + + + + - - + -
™1 Anne siitii + kok - + + + + - - + -
T™2 Anne siitii + kok - + + + + - - + -
T™3 Anne suti + kok - + + + + + + + -
T™M4 Anne siitii + kok - + + + + + - + -
TMS5 Anne siitii + kok - + + + - - - + -
T™M6 Anne siitii + kok - + + + - - - + -
™7 Anne siitii + kok - + + + - - - + -
TM8 Anne siitii + kok - + + + - - - + -
T™9 Anne siitii + kok - + + + - - - + -
T™™I10 Anne siti + kok - + + + - - - + -
™11 Anne siti + kok - + + + - - - + -
™12 Anne siti + kok - + + + - - - + -
™13 Anne siti + kok - + + + - - - + -
T™M14 Anne siitii + kok - + + + - - - + -
™15 Anne siti + kok - + + + - - - + -
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Siit ve siit iirtinlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin bazi morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Cizelge 3. 4. (Devam)
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3.6. Izolatlarin Riboprinter Sistem ile Tiir Diizeyinde Tanimlanmasi

Otomatik riboprinter siteminde, EcoRI kullanilarak yapilan tanimlamada
21 farkli ribotip bulunmustur. DUP-ID gruplarina goére ise 12 grup olarak
belirlenmistir. Bu gruplar arasindaki benzerlikler genellikle 0.86-1.00 arasinda
degismistir (Cizelge 3.5). Ancak M46, M41, M47, M14, A96, S16, S79, S82,
E50, M6, E66, E68, E34, M72, S88 izolatlarina ait benzerlik oranlar1 0.85’den
distiktiir.

16 S rRNA’y1 temel alan riboprinter sistem ile tanimlamada 73 izolattan
58 tanesi E. faecium (A4, A96, A105, D11, D12, D13, D14, D15, D16, D17, D18,
D22, D23, D24, D25, D26, D28, D29, D30, E114.1, E114.2, E121.k.1, E121.k.2,
E122.b.1, E122.b.2, E131 k.1, E131.k.2, 12, 118, IM13, IN2, IN4, K6, K15, KMS5,
KN3, M1, M2, M7, M17, M21, M53, M75, M77, P2, P23, PN2, PN6, S16, S79,
S88, S92, TM4, TM13, TM15, TM17, TM18, TN3), 1 tanesi E. faecalis (M8), 1
tanesi E. durans (122), 1 tanesi L. fermentum (S82), 4 tanesi L. reuteri (E50, E66,
M6, M41), 1 tanesi L. paracasei spp. paracasei (121), 7 tanesi P. acidilactici
(A102, E34, E68, M14, M46, M47, M72) olarak tespit edilmistir. Sekil 3.3. ve
Sekil 3.4.’de izolatlara ait bant profilleri verilmistir.

Riboprinter sistem yapilan tanimlama ile morfolojik ve fizyolojik
Ozellikler ile biyokimyasal testlerinin sonucuna gore yapilan tanimlamalarda
farkliliklar bulunmaktadir (Cizelge 3.6.). Riboprinter sistem ile E50, E66, M41 L.
reuteri olarak tanimlanirken morfolojik ve fizyolojik 6zellikler ile biyokimyasal
testlerinin sonucunda L. curvatus, M6 izolat1 L. reuteri olarak tanimlanirken L.
lactis spp. lactis; M8 izolati E. faecalis olarak tanimlanirken E. faecium,; 121
izolat1 L. paracasei spp. paracasei olarak tamimlanirken L. curvatus; 122 izolati
E. durans olarak tamimlanirken Pediococcus spp.;, K15 izolat1 E. faecium olarak
tanimlanirken Pediococcus spp.; E68 izolat1 P. acidilactici olarak tanimlanirken

E. faecium olarak tanimlanmustir.
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RiboPrint™ Fattern
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Eutercroccus faecivm Slandat (DUP-16416)
Entercroccus faecalis Slandat (DUP-15215)
Buterococcus durans Standart (DUP-6209)

Pediococcus acrdilacticd Standan (DUP-13216)

Lacfobacillus fermentum Standart (DUP-14412

L paracaseispp. paracasel Slandat (DUP-1E1E]

Lactobacillus reutert Standat (DUP-16577)

Enterococcus fagciien (DUP-6225, EcoRl 425-64.31)

Enterococcus fasciin (DUP-G225, EcoRI 425-95.36)

Enferococcus fazcium (DUP-6225, EcoRl 425-95.37)

I Enferococcus fazcium (DUP-6227, EcoRI 425-98.34)

I Enterceoccus fascium (DUP-6225, EcoRD 425-92-56)

Enterococcus durans (DUP-18037, EcoRI 425-96-33)

I I L paracaseispp. paracasei (DUF-12177, EcoRl 425-57-35)

Sekil 3.3. Siit ve kefir 6rneklerine ait riboprinter sisteminden elde edilen bant profilleri
ile yedi tiire ait standart bant profilleri
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larker

Enrerococeus faecium Standart (DUP- L4416)
Bwferococess fagcalis Slandart (DUP- 5215
Pediococcus acidilaction Standart (DUP-13216)

Lactobacillus fermenfion Standart (DITP-14412)
Lactobaciilus reuter? Standart (DUP-16577)
Brreracoceus faseium (DUP-9511, EeaRl 425-16.57)
Bnkerococeus faecium (DUP-15180, EcoRI 425-3453)
Enferococens faecium (DUP-6225, EcoRI 4256431

Enferococcus fascium (DIUP-12134, EcoRI 4256433
Enterocorcus fascim (DIIP.9511, EeaBl 425.64-54)
Enterococeus faecium (DUP-9511, EcoRI 425.6457)
Enferococers faecium (DITP-9511, EcoRI 425-63.31)

Enferococens faecium (DIP-15180, EcoRI 425.85.51)
Enterococcus faecalis (DUP-6212, EcoRl 425.66.534)

Fedioroccus acidilacher (DUP-3600, EcoRl 423.44-55)
Fediccoceus acidilacties (DUP-3600, EcaRl 425.65.34)

Fediccocews acidilacticr (DUP-5600, EcoRI 423-06-35)
Fediccocews acidilactier (DUP-951d, EcoRl 425.96.35

Lactobaciilus rewtery (DUP. 13475, EeoR[ 425.64-534)
Lacfobacillus fermenfum (DUP-5025, EeoRl 4239252

Peynir 6rneklerine ait riboprinter sisteminden elde edilen bant profilleri ile
dort tiire ait standart bant profilleri
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Cizelge 3.5. Segilen izolatlarin EcoRI kullanilarak yapilan ribo gruplari ve benzerlik
oranlart

izolat No | Dupond ID Tanimlama Benzerlik Ribo Grup
S88 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,84 EcoRI 425-16-S3
E122.b.1 | DUP-15180 | Enterococcus faecium 0,97 EcoRI 425-54-S3
E122.b.2 | DUP-15180 | Enterococcus faecium 0,95 EcoRI 425-54-S3
M7 DUP-15180 | Enterococcus faecium 0,96 EcoRI 425-54-S3
A105 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,96 EcoRI 425-64-S1
MS53 DUP-6224 Enterococcus faecium 0,98 EcoRI 425-64-S1
M75 DUP-6225 Enterococcus faecium, 0,93 EcoRI 425-64-S1
M77 DUP-18134 | Enterococcus faecium 0,94 EcoRI 425-64-S3
E50 DUP-13475 | Lactobacillus reuteri 0,74 EcoRI 425-64-S3
M6 DUP-13475 | Lactobacillus reuteri 0,77 EcoRI 425-64-S3
E66 DUP-13475 | Lactobacillus reuteri 0,74 EcoRI 425-64-S3
E68 DUP-5600 Pediococcus acidilactici 0,71 EcoRI 425-64-S3
E34 DUP-5600 Pediococcus acidilactici 0,73 EcoRI 425-64-S3
M72 DUP-5600 Pediococcus acidilactici 0,74 EcoRI 425-64-S3
M17 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,93 EcoRI 425-64-S4
D14 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,97 EcoRI 425-64-S4
M46 DUP-5600 Pediococcus acidilacti 0,72 EcoRI 425-64-S5
M41 DUP-13475 | Lactobacillus reuteri 0,63 EcoRI 425-64-S6
D11 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,97 EcoRI 425-64-S7
D12 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,98 EcoRI 425-64-S7
D13 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,97 EcoRI 425-64-S7
D15 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,95 EcoRI 425-64-S7
D16 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,98 EcoRI 425-64-S7
D17 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,96 EcoRI 425-64-S7
D18 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,99 EcoRI 425-64-S7
D22 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,96 EcoRI 425-64-S7
D23 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,97 EcoRI 425-64-S7
D24 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,97 EcoRI 425-64-S7
D25 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,96 EcoRI 425-64-S7
D26 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,98 EcoRI 425-64-S7
D28 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,91 EcoRI 425-64-S4
D29 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,98 EcoRI 425-64-S7
D30 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,98 EcoRI 425-64-S7
M1 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,97 EcoRI 425-64-S7
M2 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,97 EcoRI 425-64-S7
M21 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,97 EcoRI 425-64-S7
A4 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,88 EcoRI 425-65-S1
El114.1 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,89 EcoRI 425-65-S1
E114.2 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,89 EcoRI 425-65-S1
E121.k.1 | DUP-9511 Enterococcus faecium 0,87 EcoRI 425-65-S1
E121.k.2 | DUP-9511 Enterococcus faecium 0,87 EcoRI 425-65-S1
E131.k.1 | DUP-9511 Enterococcus faecium 0,89 EcoRI 425-65-S1
E131.k.2 | DUP-9511 Enterococcus faecium 0,87 EcoRI 425-65-S1
S92 DUP-9511 Enterococcus faecium 0,89 EcoRI 425-65-S1
M47 DUP-5600 Pediococcus acidilactici 0,69 EcoRI 425-65-S4
MS DUP-6212 Enterococcus faecalis 0,94 EcoRI 425-66-S4




Cizelge 3.5. (Devam)
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Segilen izolatlarin EcoRI kullanilarak yapilan ribo gruplar1 ve
benzerlik oranlari

izolat No Dupond ID Tanimlama Benzerlik Ribo Grup

M14 DUP-5600 Pediococcus acidilactici 0,70 EcoRI 425-66-S5
A96 DUP-15180 Enterococcus faecium 0,70 EcoRI 425-95-S1
S16 DUP-15180 Enterococcus faecium 0,71 EcoRI 425-95-S1
S79 DUP-15180 Enterococcus faecium 0,78 EcoRI 425-95-S1
A102 DUP-9514 Pediococcus acidilactici 0,89 EcoRI 425-96-S5
S82 DUP-5025 Lactobacillus fermentum 0,62 EcoRI 425-98-S2
2 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,95 EcoRI 425-64-S1
118 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,95 EcoRI 425-64-S1
iM13 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,95 EcoRI 425-64-S1
IN2 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,95 EcoRI 425-64-S1
K6 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,96 EcoRI 425-64-S1
K15 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,96 EcoRI 425-64-S1
KMS5 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,94 EcoRI 425-64-S1
P2 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,97 EcoRI 425-64-S1
P23 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,98 EcoRI 425-64-S1
PN2 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,96 EcoRI 425-64-S1
PN6 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,95 EcoRI 425-64-S1
TM4 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,97 EcoRI 425-64-S1
TM17 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,96 EcoRI 425-64-S1
TM18 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,91 EcoRI 425-64-S1
TN3 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,89 EcoRI 425-95-S6
IN4 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,91 EcoRI 425-95-S7
KN3 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,93 EcoRI 425-95-S7
22 DUP-18037 Enterococcus durans 0,89 EcoRI 425-96-S3
21 DUP-18177 Lb. paracasei spp. paracasei 0,91 EcoRI 425-97-S8
TMI15 DUP-6227 Enterococcus faecium 0,96 EcoRI 425-98-S4
TM13 DUP-6225 Enterococcus faecium 0,89 EcoRI 425-98-S6

Secilen izolatlarin tanimlanmasinda kullanilan riboprinter sistem ile

biyokimyasal test sonuglar1 53 izolatta birebir ortiisiirken, 20 izolatta (IM13,
TM4, TM13, TM15, TM17, TM18, E131.k.1, E131.k.2, 12, 18, M1, E50, E66,
M6, M8, M41, 121, 122, K15, E68) sonuglar farkli ¢ikmustir (Cizelge 3.6.).




Cizelge 3.6. Secilen izolatlarin riboprinter sistem ve biyokimyasal testlere gore yapilan
tanimlanmasi
izolat Tanmimlanan Tiir
Numarast Riboprinter Sisteme Gore Biyokimyasal testlere gore
A4 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
A96 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
A102 Pediococcus acidilactici Pediococcus sp.
A105 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D11 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D12 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D13 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D14 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D15 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D16 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D17 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D18 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D22 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D23 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D24 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D25 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D26 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D28 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D29 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
D30 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
E34 Pediococcus acidilactici Pediococcus sp.
E50 Lactobacillus reuteri Lactobacillus curvatus
E66 Lactobacillus reuteri Lactobacillus curvatus
E68 Pediococcus acidilactici Enterococcus faecium
El14.1 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
E114.2 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
E121.k.1 | Enterococcus faecium Enterococcus faecium
E121.k.2 | Enterococcus faecium Enterococcus faecium
E122.b.1 | Enterococcus faecium Enterococcus faecium
E122.b.2 | Enterococcus faecium Enterococcus faecium
E131.k.1 | Enterococcus faecium Lactococcus lactis spp. lactis
E131.k.2 | Enterococcus faecium Lactococcus lactis spp. lactis
2 Enterococcus faecium Lactococcus lactis spp. lactis
118 Enterococcus faecium Lactococcus lactis spp. lactis
21 Lactobacillus paracasei spp. paracasei | Lactobacillus curvatus
122 Enterococcus durans Pediococcus sp.
IM13 Enterococcus faecium Lactococcus lactis spp. lactis
IN2 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
IN4 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
K6 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
K15 Enterococcus faecium Pediococcus sp.
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Cizelge 3.6. (Devam)

yapilan tanimlanmasi

Segilen izolatlarin riboprinter sistem ve biyokimyasal testlere gore

izolat Tanimlanan Tiir
Numarasi Riboprinter Sisteme Gore Biyokimyasal testlere gore
KM5 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
KN3 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
M1 Enterococcus faecium Lactococcus lactis spp. lactis
M2 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
M6 Lactobacillus reuteri Lactococcus lactis spp. lactis
M7 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
MS Enterococcus faecalis Enterococcus faecium
Ml14 Pediococcus acidilactici Pediococcus sp.
M17 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
M21 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
M41 Lactobacillus reuteri Lactobacillus curvatus
M46 Pediococcus acidilactici Pediococcus sp.
M47 Pediococcus acidilactici Pediococcus sp.
MS53 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
M72 Pediococcus acidilactici Pediococcus sp.
M75 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
M77 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
P2 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
P23 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
PN2 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
PN6 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
S16 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
S79 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
S82 Lactobacillus fermentum Lactobacillus fermentum
S&8 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
S92 Enterococcus faecium Enterococcus faecium
TM4 Enterococcus faecium Lactococcus lactis spp. lactis
TMI13 Enterococcus faecium Lactococcus lactis spp. lactis
TMI15 Enterococcus faecium Lactococcus lactis spp. lactis
TM17 Enterococcus faecium Lactococcus lactis spp. lactis
TMI18 Enterococcus faecium Lactococcus lactis spp. lactis
TN3 Enterococcus faecium Enterococcus faecium

108



109

Sekil 3. 5. D25 (Enterococcus faecium), izolatinin 151k mikroskobunda goriintiisii

Biiyiitme; 100X, Boyama yontemi; gram boyama

Sekil 3. 6. M47 (Pediococcus acidilactici), izolatinin 151k mikroskobunda goriintiisii

Biiyiitme; 100X, Boyama yontemi; gram boyama
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Sekil 3. 7. M41 (Lactobacillus reuteri), izolatinin 151k mikroskobunda gorintiisti

Biiyiitme; 100X, Boyama yontemi; gram boyama

Sekil 3. 8. S82 (Lactobacillus fermentum), izolatinin 151k mikroskobunda goriintiisii

Biiyiitme; 100X, Boyama yontemi; gram boyama
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3.7. izolatlarin Bazi Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Probiyotik 6zellik gosteren bakterilerin se¢imindeki kriterlerden biri asidik
ortamda gelisebilmeleridir.

pH 3’te 73 izolattan 68’inin gelisme gosterdigi goriilmiistiir. 4 izolatta
(A105, M14, TM4 VE TM17) zayif bir gelisme goriiliirken 5 izolatta ise (D16,
121, M53, S79, S88) hi¢ gelisme goriilememistir.

pH 2’de 73 izolattan 60’inda (A4, A96, A102, D11, D12, D13, D14, D15,
D17, D18, D22, D23, D24, D25, D26, D28, E34, E50, E66, E68, E114.1, E114.2,
El121k.1, E121.k2, E122.b.1, E122.b.2, E131.k.1, E131.k.2, 12, 118, 122, IM13,
IN2, IN4, K6, K15, KMS5, KN3, M2, M6, M7, M17, M21, M41, M46, M47, M72,
M75, M77, P2, P23, PN2, PN6, S16, S82, S92, TM13, TM15, TM18, TN3)
gelisme gorilmistiir. 4 izolatta (A105, M14, TM4 ve TM17) zayif bir gelisim
bulunmustur.

pH 1°de 73 izolattan 39’unda (A4, D12, D22, D23, D24, D25, D26, D28,
E34, E50, E66, E68, E114.1, E114.2, E121.k.1, E121.k.2, E122.b.1, E122.b.2,
E131.k.1, E131.k.2 IM13, K15, KM5, KN3, M6, M7, M21, M46, M47, M72,
M75, M77, P2, PN2, PN6, S82, S92, TM13, TM18) gelisme gorilmistiir. A102,
A105, M14, TM4 ve TM15, TM17 izolatlarinda ise zayif bir gelisim goriilmiistir.

pH 2’de gelisim gosteren izolatlar kat1 besiyerine aktarilip 24 saat sonra
gelisimine bakildiginda, 13’iinde (D13, D14, D15, D18, D22, D23, D24, D25,
D26, D28, E114.2, E121.k.1, S16) iireme gozlenmistir (Cizelge 3.7.).

Tanimlanan izolatlarin % 0,4 fenolde gelisimleri incelenmistir. Buna gore
73 izolattan 22 tanesinin (A4, A96, A102, D13, D14, D15, D16, D17, D18, D22,
D29, D30, E122.b.2, 18, 121, 122, K15, M77, S16, S79, S82, S92) 24 saat i¢inde
broth igeren tiipte gelistigi gozlenmistir. Buradan kati besiyerine yapilan

ekimlerde 48 saat sonra hicbir gelisme olmadig1 goézlenmistir (Cizelge 3.7.).



Cizelge. 3. 7.

Secilen izolatlarin pH 1, 2, 3 ve % 0,4’liik fenolde gelisme durumu

izolat
Numarasi
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Cizelge. 3. 7. (Devam)

Secilen izolatlarin pH 1, 2, 3 ve % 0,4’liik fenolde gelisme durumu

[zolat
Numarasi

pH1
Tiipte

pH 2
Tiipte

pH3
Tiipte

pH2
Petride

Fenol
Tiipte

Fenol
Petride
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3.8. Antibiyotik Duyarhlik Testi Sonuc¢lar

Siit ve siit Uriinlerinden izole edilerek secilmis olan izolatlarin atibiyotik
duyarhilik testi sonuglar1t Cizelge 3.8.°de gosterilmistir. Calisma i¢in
Siprofloksasin, Penisilin-G, Gentamisin, Netilmisin Siilfat, Sefaklor olmak {izere
5 farkli antibiyotik kullanilmigtir. Yapilan c¢alisma sonucunda izolatlarin
direnglilik ve duyarlilik durumlar kiiltiirden kiiltiire degismekte olup 31 izolatin
Siprofloksasin’e, 26 izolatin Penisilin-G’ye, 24 izolatin Gentamisin’e, 19 izolatin
Netilmisin Siilfat’a, 17 izolatin ise Sefaklor’a karst direngli oldugu tespit
edilmistir. izolatlardan A4, D12, D24, E66, iIM13, KMS, TM4, TM13, TM15,
TM17, TM18 kullanilan tiim antibiyotiklere kars1 diren¢li bulunurken; A102,
PN2, M21, IN4, 12, 118, E50 numarali izolatlarm ise antibiyotiklerin tiimiine
duyarli oldugu saptanmaistir.

Cizelge 3. 8. Secilen izolatlarin antibiyotik duyarlilik testi (Sonuglar mm cinsinde verilmistir.

R: direngli demektir).

Izolatlar | Siprofloksasin | Penisilin-G Gentamisin | Netilmisin Sefaklor
Siilfat
A4 R R R R R
A96 R 13 15 16 11
A102 13 10 8 14 8
DI11 R 15 R R 12
D12 R R R R 9
D23 R 9 R 9 9
D24 R R R R R
E34 R R R R 9
E50 8 8 8 8 8
E66 R R R R R
E68 R R R 10 R
El114.1 R R R 9 9
2 8 10 9 9 9
118 8 10 9 9 8
21 R 10 9 9 9
122 R R 10 10 R
iM13 R R R R R
IN4 20 21 21 20 16
K6 R R 9 9 R
K15 R R R R 10
KM5 R R R R R
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Cizelge 3. 8. (Devam)  Segilen izolatlarin antibiyotik duyarlilik testi (Sonuglar mm cinsinde

verilmistir. R: direngli demektir).

Izolatlar | Siprofloksasin | Penisilin-G Gentamisin | Netilmisin Sefaklor
Siilfat
KN3 R R R 10 R
M1 R R 10 10 9
M2 R 10 R R 13
M6 21 R 16 19 10
M8 R 1 10 R 15
M21 14 9 9 10
M41 R 8 10 R 10
M46 R 8 R 10 R
M47 8 11 R R 9
M72 9 R R 9 9
M75 R 11 R 9 R
M77 8 R 11 R R
P23 R R 11 13 14
PN2 20 20 20 14 14
PN6 13 R 18 18 13
S82 R R R 9 9
TM4 R R R R R
TM13 R R R R R
TM15 R R R R R
T™M17 R R R R R
TM18 R R R R R
TN3 R R 18 14 14
3.9. EPS Uretimi

Siit ve siit iiriinlerinden izole edilerek secilmis olan izolatlarin farkli seker
iceren ortamalardaki EPS Uretme Durumlarn Cizelge 3.9.°da gosterilmistir.
Izolatlarin glikoz, fruktoz, laktoz ve siikroz iceren ortamlardaki EPS iiretebilme
durumlar incelenmistir. Bu calismalarin sonucunda, izolatlarin EPS {iretiminin
zayif oldugu goriilmiistiir. Izolatlarin higbirinin laktoz ve siikroz sekeri bulunan
ortamda EPS {iretmedigi, fruktoz iceren ortamda sadece E68 izolatinin, glikoz
iceren ortamda da E68 ve S82 izolatlarinin EPS {iretme ihtimalinin oldugu

gozlenmistir.



Cizelge 3. 9.

Farkli seker i¢eren ortamlarda se¢ilen izolatlarin EPS {iretme durumu

[zolat Numarasi

Glikoz

Fruktoz

Laktoz

Siikroz

Ad

A96

A102

DI11

D12

D23

D24

E34

E50

E66

E68

El14.1

12

118

121

22

iM13

IN4

K6

K15

KM5

KN3

M1

M2

M8

M21

M41

M46

M47

M72

MT75

M77

P23

PN2

S82

TM4

TM13

TM15

™17

TMI8

TN3

116
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3. 10. Siit ve Siit Uriinlerinden izole Edilen Probiyotik Bakteri Izolatlarinin

Metabolik Uriinlerinin Tespiti

Yapilan testler sonucunda 41 izolatin laktik asit miktarlar1 0,18-18,41
mg/ml arasinda; proteolitik aktivite miktarlar1 0,23-2,04 mg/ml arasinda; hidrojen
peroksit miktarlart 0,29-2,50 pg/ml arasinda bulunmustur (Cizelge 3.10.). Sekil
3.9., Sekil 3.10., Sekil 3.11.°deki standart egrilerden yararlanilarak degerler
belirlenmistir.

Secilen 41 izolattan laktik asit iiretim miktar1 en yiiksek olan izolat KN3,
en diisiik olan1 ise E50 olarak bulunmustur. izolatlarm oldukga yiiksek laktik asit
degerlerine sahip oldugu gériilmiistiir. A96, , IM13, TM13, TM15, TM17, TM18,
M2, M75, S16, TN3, IN4, PN2, PN6, M75, E34, A105, D12 olan izolatlarin da
olduk¢a yiiksek laktik asit degerlerine (10mg/ml ve iizeri) sahip oldugu

bulunmustur.

¢ Laktik asit
miktar1 (MRS)

Absorbans

0,8 -
y=0,0424x + 0,0105

0.7 1 )
R*=0,9964

0,6 1
0,5
0,4 1
0,3
0,2 1
0,14

0

01 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
mg/ml

Sekil 3. 9. Laktik asit miktar tayininde kullanilan standart egri (MRS 400 nm)

Secilen 41 izolattan proteolitik aktivitesi en yliksek olan izolat E50, en
diisiik olan1 ise TM15 olarak bulunmustur. D12, E122b 2, M6, M8, M41, M46,
M75, S92 izolatlarinin da olduk¢a yiiksek proteolitik aktivite degerlerine

(Img/ml ve tizeri) sahip oldugu goriilmiistiir.
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Proteolitik Aktivite Standart Egrisi
650 nm
1,1 7 Absorbans
19 y = 0,9255x - 0,0063 o
0.9 R’ =0,993
0,8
0,7 *
0,6
0,5
0,4
0,3 -
0,2
0,1
O T T T T T T T T T T 1
016 01 02 03 04 05 06 07 08 09 1 1,1
mg/ml
Sekil 3. 10. Proteolitik aktivite standart egrisi (650 nm)

Secilen 41 izolattan hidrojen peroksit miktar1 en yiiksek olan izolatlar 122
ile P23, en diisiik olan1 ise PN6 olarak bulunmustur. PN6 izolat1 disinda diger
izolatlarin oldukca yiiksek hidrojen peroksit iiretim degerlerine (1pg/ml ve lizeri)

sahip oldugu goriilmiistiir.

Absorbans .
H,0,; Uretimi Standart Egrisi

0,9 1 350 nm
0.8 1 y=0,7508x

L 2

0.7 1 R2 =0,9302
0,6 -
0,5 -
0,4
0,3 1
0,2 -

0,1 - L 4

0 T T T T T 1

0 00 02 03 04 05 06 07 08 09 1 1,1
mg/ml

Sekil 3.11. Hidrojen peroksit {iretimi standart egrisi (350nm)
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Cizelge 3. 10.  Siit ve siit iiriinlerinden izole edilen probiyotik bakteri izolatlarinin metabolik

driinlerinin miktar:

izolat Laktik Asit Miktar1 Proteolitik Aktivite Miktar1 Hidrojen peroksit
Numarasi mg/ml Trosin mg/ml Miktar1 pg/ml
A96 12,49 £ 0,087 0,67 £0,018 1,29 + 0,037
A105 12,92 +£ 0,051 0,81 £ 0,022 1,90 + 0,006
D11 10,84 £ 0,052 0,51 £ 0,003 1,83+ 0,019
D12 14,36 £ 0,103 1,66 £ 0,005 1,97 +£ 0,060
E34 12,39 £ 0,012 0,64 £ 0,007 1,37 £ 0,002
E50 0,18 £ 0,003 2,04 £0,036 1,83 £0,019
E66 8,22 £ 0,052 0,36 £ 0,002 1,79 £ 0,026
El14.1 8,19 £ 0,002 0,27+ 0,002 1,21 £ 0,005
E121.k.2 7,88 £ 0,013 0,58+ 0,001 1,26 £ 0,017
E122.b.2 0,63 + 0,056 1,35 £0,015 1,83 + 0,002
E131.k.1 1,86 + 0,020 0,81+ 0,007 1,83 £ 0,009
i2 5,61 £0,088 0,81 £ 0,001 1,94 +£ 0,024
22 8,63 £ 0,088 0,92 £ 0,001 2,50 £ 0,020
iM13 14,81 +£ 0,024 0,65 £ 0,002 1,17 £ 0,001
N4 14,05 £ 0,001 0,66 £ 0,021 1,02 + 0,002
K6 7,32 £ 0,002 0,56 £ 0,003 1,86 + 0,007
K15 7,93 £ 0,035 0,78 £ 0,017 2,36 £ 0,106
KN3 18,41+ 0,027 0,77 £ 0,019 2,47+ 0,100
M2 10,85 £ 0,017 0,24 £ 0,005 1,62+ 0,011
M6 0,56 £ 0,012 1,22 + 0,037 1,83 £ 0,022
M7 5,25+£0,032 0,93 £ 0,003 1,80 £ 0,009
M8 1,47+ 0,014 1,13 £ 0,004 2,01 £0,030
M21 1,16 £ 0,001 0,78 £ 0,001 1,71 £ 0,002
M41 2,64 £ 0,041 1,24 £ 0,021 1,79 £ 0,021
M46 0,26 £ 0,002 1,06 £ 0,006 1,86 + 0,002
M47 2,59 £0,003 0,74 £ 0,004 1,75 + 0,045
M72 9,58 £0,028 0,91 £ 0,010 1,86 £ 0,015
M75 11,52 £ 0,099 1,84 £ 0,008 1,30+ 0,003
P2 8,12 £ 0,005 0,66 £ 0,006 1,47 £ 0,022
P15 5,57 £ 0,001 0,81 £ 0,002 1,83 £ 0,019
P23 7,06 £ 0,017 0,68 £ 0,006 2,50£0,013
PN2 13,85 +£0,018 0,27 £ 0,001 1,18 + 0,002
PN6 15,38 +£ 0,004 0,65 £ 0,001 0,29 + 0,002
S16 15,94 £ 0,027 0,75 £ 0,001 1,22 + 0,029
S82 15,59 £ 0,029 0,40 £ 0,001 1,86 £ 0,017
S92 7,08 £0,012 1,04 + 0,023 2,30 £ 0,200
T™M13 14,33 £ 0,035 0,35+ 0,031 1,24 + 0,022
TMI15 16,59 £ 0,037 0,23 £ 0,001 1,31 £ 0,041
™17 13,33 £ 0,002 0,67 £ 0,006 1,09 £ 0,022
TM18 12,49 £ 0,007 0,96 £ 0,158 1,30 £ 0,001
TN3 13,88 £ 0,012 0,77 £ 0,026 2,17+0,108
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4. TARTISMA VE SONUC

Probiyotik sozciigii, genellikle fermente siit {irtinleri ya da diyet katkisi
olarak almabilen biyolojik aktiviteleri olan ve intestinal sistemde canliliklarini
sirdirme kabiliyeti olan Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp. ve
Enterococcus spp. gibi secilmis bakterileri ifade etmek i¢in kullanilmaktadir.
Laktobasiller, Bifidobakteriler ve Enterokoklar insanlarin sindirim sisteminde
dogal olarak bulunmaktadirlar (Gibson, 2002; Guslandi, 2003). Probiyotikler esas
olarak laktik asit bakterileridir. Gram pozitif, basil ve koklardan olusan laktik asit
bakterileri Firmicutes filumuna ait ¢esitli bakteri cinslerinden olusmaktadir. Spor
olusturmayan ve katalaz negatif olan gruptur. Aerotolerant anaerob
organizmalardir. Cogu mezofilik mikroorganizmalardir. Ancak bazilar1 5 °C’nin
altinda, termofilik tiirleri ise optimum 45 °C gibi yiiksek sicakliklarda
gelisebilirler.  Bu  mikroorganizmalarin  ¢ogu  optimum 4-4,5 pH’da
gelisebilmelerine ragmen 3,2 gibi diisik ve 9,6 gibi yiiksek pH’larda
gelisebilmektedirler (Holt ve ark., 2000).

Eskisehir ve Bursa’daki siithane ve marketlerden temin edilmis 9 peynir, 1
kefir, 1 ¢ig siit, 1 pastorize slit ve 1 anne siiti orneginden laktik asit bakteri
izolasyonu gergeklestirilmistir. izolasyon icin MRS, MRS-NNLP agar, MRS-LP
agar, Nutrient-salicin agar, M17 agar ortamlarina ekim yapilmistir. Bu besi
ortamlar1 lizerinde kiiciik, mat, krem rengi ya da beyaz renkteki laktik asit
bakterisi olas1 olan koloniler rasgele secilerek saflastirma yapilmistir. izolasyon
sonucunda toplam 209 izolat elde edilmistir. Elde edilen izolatlardan 100 tanesi
peynir orneklerine, 24 tanesi kefir 6rnegine, 37 tanesi ¢ig siit ornegine, 28 tanesi
pastorize siit ornegine ve 20 tanesi anne siitii 6rnegine aittir.

Izolatlarn Gram boyama ve katalaz aktivitesi sonucuna bakildiginda,
hepsinin gram (+) katalaz (-) oldugu tespit edilmistir. Izolatlardan peynir
orneklerine ait 100 izolattan 3’{iniin (% 3) basil, 2’sinin (% 2) kokobasil, 95’inin
(% 95) kok oldugu; kefirde 24 izolatin tamaminin (% 100) kok; ¢ig siitte 37
izolattan 2’sinin (% 5) basil, 35’inin (% 95) kok; pastdrize siit ve anne siitline ait

izolatlarin tamaminin (% 100) kok seklinde oldugu goriilmiistiir.
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Saflastirilan 209 izolat Oncelikle antimikrobiyal aktivitesi belirlenmek
lizere test edilmistir. izole edilen laktik asit bakterilerine ait hiicresiz filtratlar bir
veya daha fazla Gram (+) veya Gram (-) bakteriye karsi inhibitor aktivite
gostermistir. Barefoot ve Klaenhammer (1983) ile Holo (1991) laktik asit
bakterilerinin antimikrobiyal aktivitelerinin dar spektrumlu oldugunu bildirirken,
Ogunbanwo ve ark. (2003) izole edilen L. plantarum F 1’e ait hiicresiz filtratin
genis spektrumlu bir inhibisyon gosterdigini bildirmislerdir. Daeschel ve ark.
(1985), Sanni ve ark. (1999) Gram (+) bakteriler tarafindan iiretilen
bakteriyosinlerin genis spektrumlu oldugunu gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda
izolatlarimizin bazilar1 dar spektrumlu, bazilar1 da genis spektrumlu aktivite
gostermistir. M1, M14, M17, M72, M77 izolatlarina ait hiicresiz filtratlarin genis
spektrumlu antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmistiir. Carrasco ve ark.
(2002) Arjantin siit liriinlerinden izole ettikleri laktik asit bakterilerinin Gram (+)
ve Gram (-) bakterilere etkili oldugunu bildirmislerdir. Bozulmus siyah
zeytinlerden izole edilen L. plantarum, Leu. mesenteroides ve E. faecium tiirlerine
ait bakteriyosin iireten suslarinin hepsinin Gram (+) bakterilerden E. faecalis, L.
casei, S. pneumoniae ile Gram (-) bakterilerden E. coli ve P. aeroginosa’nin
gelisimini durdurduklar gozlemlenmistir. Laktik asit bakterilerinin iirettigi ¢ok az
bakteriyosinin Gram (-) bakterilere etki gosterdigi bildirilmistir (Todorov ve
Dicks, 2005). Calismamizda da izolatlar ¢cogunlukla Gram (+) bakterilere karsi
antimikrobiyal etki gostermekle beraber, Gram (-) bakterilere karsi da etkili
olmustur. M1, M17, M41, M46, M53, M72, M77 izolatlarina ait hiicresiz filtratlar
P. aeroginosa tlizerine antimikrobiyal aktivite gosterirken M2, M8, M41, M72,
M75, P15 izolatlarina ait hiicresiz filtratlar E. coli lizerine etkili olmustur. M7,
MS, M14, M41, M75 izolatlarina ait hiicresiz filtratlar K. pneumoniae, M41,
M75, P15 izolatlarina ait filtratlar S. typhimurium, M1, M17, M41, M46, M47,
M53, S79, S88 izolatlarina ait hiicresiz filtratlar ise Y. enterocolitica tizerine etkili
olmustur. E34, E50, E114.1, E121.k.1, E121.k.2, E131.k.1, M46, M47, TM4
izolatlarina ait hiicresiz filtratlar ise P. vulgaris e kars1 etkili olmustur.

M2, M8 izolatlarina ait hiicresiz filtratlar B. cereus ve B. subtilis lizerine
etkili iken A4, A105, D11, D12, E34, E114.1, KM5, M1, M6, M14, M41, M46,
M47, M53, M72, M77 izolatlarina ait hiicresiz filtratlar E. faecalis tizerine etkili
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olmustur. E114.2, E122.b.2, E131.k.2, 12, M1, M6, M14, M41, M46, M47, M72,
M77, TM18 izolatlarina ait hiicresiz filtratlar S. aureus’a kars1 etkili olmustur.

M6, M14, M41, M46, M47, M72, S82 izolatlarina ait hiicresiz filtratlar ise
test edilen biitiin laktik asit bakterilerini inhibe etmistir.

Etki derecesi izolattan izolata farklilik gdstermekle beraber elde edilen
sonuclara bakildiginda 35 izolatin (A105, D11, D12, D23, D24, D25, D26, D28,
D29, D30, E34, ES0, E66, E68, E114.1, E121.k.1, E121.k.2, E122.b.1, E122.b.2,
IM13, KM5, M6, M7, M14, M17, M21, M41, M46, M47, M72, M75, M77, P17,
S79, S88) saf filtratlarinin L. monocytogenes, L. monocytogenes 1 ve L.
monocytogenes 2’ye karst etkili oldugu tespit edilmistir. Benzer olarak yapilan
calismalarda da laktik asit bakterilerinin anti-listerial madde iirettikleri
bildirilmistir. Giraffa (1995), Giraffa ve ark. (1995a, b) siitte Listeria gelisimini
Oonlemek i¢in peynir lretiminde bakteriyosin iireten E. faecium strainlerinin
kullanilmasin1 6nermislerdir. Callewaert ve ark. (2000) fermente et {iriinlerinden
izole ettikleri Enterococcus spp. tiirlerinin kuvvetli antilisterial aktiviteye sahip
olduklarin1 saptamiglardir. Peynirden izole edilen E. faecium’un bizim
bulgularimizdaki benzer olarak, E. faecalis, Listeria spp., L. monocytogenes, B.
cereus ve S. aureus  gibi baz1 gida patojenlerine ve gidalari bozan bakterilere
kars1 etkili madde sentezledigi bildirilmistir (Ghrairi ve ark., 2008). Franciosi ve
ark. (2009) 43 siitten izole edilen 63 laktik asit bakterisinin Listeria innocua ve
Lactobacillus sakei lizerine inhibitor etki gosterdiklerini gozlemislerdir. Izquierdo
ve ark. (2009) E. faecium WHE 81’in peynirde L. monocytogenes lizerine etkili
oldugunu ve bu bakterinin peynirde dogal olarak bulundugu i¢in ilave edilmesine
gerek olmadigini bildirmislerdir.

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkisinin laktik asit, hidrojen
peroksit, asetik asit, hidrojen siilfiir, bakteriyosin ya da bakteriyosin benzeri
maddelerden meydana geldigi bildirilmistir (Gilliand, 1990; Lewus ve ark., 1991).
[zolatlara ait hiicresiz filtratlarm pH’lar1 5,5’e ayarlandig1 igin izolatlarimizin
gostermis oldugu antimikrobiyal aktivite asit olusumundan kaynaklanmamaktadir.

Izolatlardan peynir &rneklerine ait 100 izolattan 21°i (% 21) ii¢ sekerli
demir agarda siyahlagma olusturup hidrojen siilflir olustururken 1’1 (% 1) zayif

gelisim gostermis, 77°s1 (% 77) hi¢ hidrojen siilfiir olusturmamstir. Kefirde, ¢ig
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siitte, pastorize siitte ve anne siitlindeki izolatlar hi¢ hidrojen siilfiir
olusturmamustir.

Bu c¢alismada kullanilan izolatlarin saf filtratlarinin 121 °C’ye maruz
birakildigi halde antimikrobiyal etki gostermis olmalari onlarin yiiksek 1siya
dayanikli antimikrobiyal maddeler igerdigini diisiindiirmektedir. Antimikrobiyal
aktivite goOsteren maddenin 1s1 stabilitesi, Ozellikle gida koruyucusu olarak
kullanildiginda biiyiik 6nem tagimaktadir.

Calismamizda yliksek antimikrobiyal aktivite gdsteren 42 izolata ait
hiicresiz filtrattaki etkili madde {izerine katalaz, proteinaz K, tripsin, o-
kimotripsin, lizozim ve a-amilaz enzimlerinin etkisi arastirilmistir. ES0, TM4,
PN2, M1, M8, IN2, 122, IM13 ve I2 izolatlarina ait hiicresiz filtratlardaki
antimikrobiyal maddenin test edilen biitlin enzimler ile inaktive oldugu
goriilmiistir. D11, D24, TM17, TMI18, S82, M72, M75, M46, M2, IN4
izolatlarina ait hiicresiz filtrattaki antimikrobiyal madde ise proteolitik enzimlere
direngli olarak bulunurken E66, 121 ve M21 izolatlarina ait hiicresiz filtratlardaki
etken madde proteolitik enzimler ile inaktive olmustur. Losteinkit ve ark. (2001)
E. faecium N15’in proteinaz K, a-kimotripsin, lizozim, pepsin ve tripsin enzimleri
ile inhibe edildigini bildirmislerdir. Ponce ve ark. (2008) sebzelerden izole edilen
E. faecium’a ait etken maddenin proteinaz K, a-kimotripsin ve tripsin enzimleri
ile inhibe oldugunu, L. lactis’e ait etken maddenin ise tripsin enziminden
etkilenmedigini bildirmislerdir. Calismamizda ise E. faecium’a ait D12, M47,
TM13, TM15 ve TN3 izolatlarinin hiicresiz filtratlarindaki etken madde proteinaz
K enzimi ile inaktive olurken E114.1, 118, K6, P23 izolatlarina ait hiicresiz
filtratlardaki etken madde hem proteinaz K hem de oa-kimotripsin ile inaktive
olmustur. Bu nedenle s6z konusu izolatlarina ait inhibitér maddenin protein
tabiatinda oldugu disiintilmektedir. Cilinkii bunlar proteolitik enzimler ile
muamele edildiginde aktivitelerini kaybetmislerdir. Bakteriyosinlerin proteinaz K
ve pankreas orijinli tripsin, o-kimotripsin gibi metabolik proteolitik enzimlerden
etkilenebildigi bilinmektedir. Bakteriyosinler protein yapisinda molekiiller
olduklarindan enzimlere benzer sekilde sicaklik ve ortamin pH degerlerinden
etkilenmektedirler. Ancak siniflandirmada dikkate aliman bu 0Ozellikler

bakteriyosinin cinsine gore degisebilmektedir (Piard ve Desmazeaud, 1992).
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Yapilan bir ¢alismada fermente sosisten izole edilen P. acidilactici F’ nin
pediocin F olarak adlandirilan, proteolitik enzimlere kars1 hassas, 1s1ya ve organik
coOziiciilere karsi dayanikli bir antimikrobiyal peptit iirettigi rapor edilmistir
(Osmanagaoglu ve ark., 1998).

D23, 118, 121, K6, KN3 izolatlarmna ait hiicresiz filtratlardaki etken madde
proteolitik enzimlerin yaninda a-amilaz enziminden de etkilenmistir. Bu durum
ise bize antimikrobiyal aktivite gosteren maddenin sadece protein yapisinda
olmadigint ayn1 zamanda bu maddenin aktivite gosterebilmesi i¢in karbonhidrat
bir parganin da bulunmasi gerektigini gostermektedir. Benzer bulgular Leuw.
mesenteroides, P. acidilactici ve E. faecium N15 icin de verilmistir (Lewus ve
ark., 1992; Schved ve ark., 1993; Losteinkit ve ark., 2001).

E34, D11, D24, TM17, TM18, S82, M72, M75, M46, E68, M2, IN4
izolatlarina ait hiicresiz filtratlarin lizozim ve a-amilaz enzimlerine karsi hassas
oldugu bulunmustur. Bunlarin kii¢iik bir kisminin protein tabiatinda kompanent
olup diger kisminin glikoprotein yapisinda oldugu diisiiniilmektedir. Benzer
olarak etten izole edilen laktik asit bakterilerine ait inhibitér maddenin protein
yapisinda oldugu, ancak bazilarinin proteolitik enzimlerden etkilenmedigi icin
glikoprotein yapisinda oldugu bildirmistir (Lewus ve ark., 1991). Liu ve Hansen
(1990) nisin peptidinin kirilmas1 sonucu 2 fragmentin meydana geldigini
aktivitede 10 kez azalma meydana gelirken tamamen inaktive olmadigini
bildirmislerdir. Ogunbanwo ve ark. (2003) Ilaktik asit bakterilerine ait
antimikrobiyal aktivite gosteren maddelerin proteolitik enzimler ile muamelesi
durumunda aktivite kaybi goriilmesine karsin katalaz, lizozim, a-amilaz
muamelesinin aktivite kaybma yol ag¢madigini bildirmislerdir. Calismamizda
proteolitik enzimlerin yaninda lizozim, katalaz enzimlerinin uygulanmasi
sonucunda segilen izolatlara ait filtratlarda aktivite kayb1 gdzlenmistir.

Bazi izolatlarin pH 5,5’e ayarlanmis saf filtratlarinin antimikrobiyal etki
gostermedigi gdzlenmistir. Izolatin saf filtratinin baslangicta antimikrobiyal
aktivite gosterirken (pH 5,5’e¢ ayarlanmis ve 121 °C’de), sonradan aktivite
gosterememesinin sicaklia bagli olabilecegini; izolatin hiicresiz filtratinin yiiksek
sicakligin etkisiyle yapisinda meydana gelebilecek bir degisikligin sonucunda

antimikrobiyal etki gosterebilecegini diislindiirmektedir. Bazi arastiricilar 121
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°C’de 15 dakika 1s1 ile muamelenin antimikrobiyal aktivitede kayba neden
oldugunu bildirmislerdir (Andersson, 1986). Ancak Dinger (2007) et ve et
tirtinlerindeki laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkisini incelerken
izolatlarin saf filtratlarinda sicakligin etkisini arastirmis ve sicakligin yiikseldikge
antimikrobiyal etkinin de arttigini tespit etmistir.

D12 izolatina ait hiicresiz filtratlarina katalaz enzimi uygulandiginda
antimikrobiyal aktivite kayboldugu i¢in bu izolatlara ait hiicresiz filtratlarin
hidrojen peroksit nedeniyle etkili oldugu disiiniilmektedir. Laktik asit
bakterilerinin antimikrobiyal aktivitesinin onlarin hidrojen peroksit {iretim
yetenekleri ile yakindan iligkili oldugu bildirilmistir (Escehenbach ve ark., 1989).
Arastirmacilar peynirden izole ettikleri laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal
aktivitelerini arastirirken antimikrobiyal aktivite sergileyen izolatlarin etkilerinin
hidrojen peroksit kokenli olup olmadigini belirlemek amaciyla filtratlara katalaz
ilavesi yapmislardir (Gonzalez ve ark., 2007). Baska arastirmacilar da bozadan
izole ettikleri P. pentosaceus ST18 susunun {rettigi bakteriyosinin
karakterizasyon ¢aligmalarinda hidrojen peroksit {retiminin antimikrobiyal
aktivitesini belirlemek amaciyla katalaz kullandiklarini bildirmislerdir (Todorov
ve Dicks, 2005). Bir calismada izole elden Lactobacillus ve Pediococcus
cinslerinin belirli tiirlerinin biyomolekiillerin oksidasyonunu baslatacak kadar
invitro hidrojen peroksit iirettigi tespit edilmistir. Hidrojen peroksidin S. aureus ve
Pseudomonas spp. gibi zararli mikroorganizmalara karsi inhibitor etki ig¢in
kullanildig1 bildirilmektedir (Adams ve Nicolaides, 1997).

Antimikrobiyal aktivitesi yiiksek olan izolatlardan segilen 73’{inlin
tanimlamas1 yapilmistir. Peynir 6rneklerine ait 52 izolattan 2’sinin basil, 2’sinin
kokobasil, 48’inin ise kok oldugu; kefirde 4 izolatin tamaminin kok oldugu; siit
izolatlarinda 1 izolatin basil, 16 izolatin kok seklinde oldugu goriilmiistiir. Peynir
ve kefir 6rneklerine ait secilen izolatlarin hepsi 45°C’de gelisirken siit 6rneklerine
ait iki izolat (I118 ve 122) hari¢ digerleri 45°C’de gelisme gostermislerdir.
Peynirden izole edilen 5 izolat (A4, D22, M46, M47, M53), siitten izole edilen 122
izolati ile kefirden izole edilen K15 ve KN3 izolatlar1 hari¢ diger izolatlar 15°C’de
gelismislerdir. E131.k.1 ve E131.k.2, 2, 118, 122, IM13 ve K15 izolatlar1 hari¢

secilen biitiin izolatlar %6 tuzda gelisirken, peynir izolatlarinin 22’si, siit
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izolatlarmin 4’ii (121, P2, P23, PN6) ve kefir izolatlarinin 2’si (KMS5, K15) %10
tuzda az veya c¢ok gelismislerdir. A4, D16 ve M53 izolatlar1 hari¢ secilen biitiin
izolatlar pH 3.9°da gelismislerdir. Secilen izolatlarin morfolojik ve fizyolojik
ozellikleri ile API CHL 50 ve API 20 Strep ile yapilan biyokimyasal 6zelliklerine
gore Holt ve ark. (2000) tarafindan diizenlenmis olan “Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology” ve Balows ve ark. (1992) tarafindan diizenlenmis
olan “The Prokaryotes” yararlanilarak yapilan tanimlamada biiyiik cogunlugunun
E. faecium’a ait oldugu goriilmiistiir. Bunun disinda Pediococcus sp., L. curvatus,
L. lactis spp. lactis, L. fermentum tiirlerine ise daha diislik oranda rastlanilmastir.

Otomatik riboprinter siteminde, riboprinter sisteminin data bankasinda
bulunan izolatlara 0.85’ten yliksek benzerlik gosteren izolatlar tanimlanmistir.
EcoRI kullanilarak yapilan tanimlamada 21 farkli ribotip bulunmustur. Bu gruplar
arasindaki benzerlikler 0.86-1.00 arasinda degismistir. Bu ayirim degerinin uygun
oldugunu diistinmekteyiz. Ancak 15 izolata ait benzerlikler ise 85°ten daha
diistiktiir.

16 S rRNA’y1 temel alan riboprinter sistem ile tanimlamada 73 izolattan
58 tanesi E. faecium (A4, A96, A105, D11, D12, D13, D14, D15, D16, D17, D18,
D22, D23, D24, D25, D26, D28, D29, D30, E114.1, E114.2, E121.k.1, E121.k.2,
E122.b.1, E122.b.2, E131.k.1, E131.k.2, 12, 118, IM13, IN2, IN4, K6, K15, KMS5,
KN3, M1, M2, M7, M17, M21, M53, M75, M77, P2, P23, PN2, PN6, S16, S79,
S88, S92, TM4, TM13, TM15, TM17, TM18, TN3), 1 tanesi E. faecalis (M8), 1
tanesi E. durans (122), 1 tanesi L. fermentum (S82), 4 tanesi L. reuteri (E50, E66,
M6, M41), 1 tanesi L. paracasei spp. paracasei (121), 7 tanesi P. acidilactici
(A102, E34, E68, M14, M46, M47, M72) olarak tespit edilmistir.

Casteele ve ark.(2006) Bifidobacterium sp., izolasyonu igin MRS-NNLP
agar ve MRS-LP agari, Lankaphutra ve Shah (1996) L. acidophilus izolasyonu
icin Nutrient-salicin agar1 kullanmiglardir. Calismamizda bu besiyerleri
kullanilarak Bifidobacterium sp., L. acidophilus izolasyonu amag¢lanmistir. Ancak
bu bakterilerin izolasyonu yapilamamistir. Casteele ve ark.(2006) Nutrient-salicin
agar da L. acidophilus ticari strainlerini geri kazanamadiklarini bildirmiglerdir.
Aragtiricilar MRS-NNLP ve MRS-LP agarin Bifidobacterium sp.’nin peynirden

izolasyonu i¢in 1iyi birer ortam oldugunu bildirmislerdir. Caligmamizda izole
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edilememesi 6rneklerdeki Bifidobacterium spp.’nin sayica ¢ok diisiik olmasindan
kaynaklanmis olabilecegini diislindiirmektedir.

Morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal 6zellikleri ile yapilan tanimlamayi
riboprinter sistem ile yapilan tanimlama ile karsilastirdigimizda sonuglarin biiyiik
cogunlugunun Ortiistiigii goriilmiistiir. Ancak IM13, TM4, TM13, TM15, TM17,
TM18, E131.k.1, E131.k.2, 12, [18, M1 izolatlar1 riboprinter sistemle E. faecium
olarak tanimlanirken, morfolojik ve fizyolojik o6zellikler ile biyokimyasal
testlerinin sonucunda L. lactis spp. lactis olarak tanimlanmistir. Bu izolatlara ait
benzerlik oranlar riboprinter ile yapilan tanimlamada 0.86 dan yiiksektir. Bununla
birlikte 45°C gelisme ve 6.5 tuzda gelisme durumlarina bakildiginda L. lactis
spp. lactis’e daha yakin goriilmektedir. Lactococcus spp. ile Enterococcus
spp.’nin klasik yontemlerle ayrilmasinin olduk¢a zor oldugu bunlarin benzer
ozellikler gosterdigi bildirilmistir (Elliott ve Facklam, 1996). Bu konuda diger
molekiiler teknikler de uygulanilarak sonuca varilmasi daha uygun olacaktir.
Riboprinter sistem ile E50, E66, M41 L. reuteri olarak tanimlanirken morfolojik
ve fizyolojik ozellikler ile biyokimyasal testlerinin sonucunda L. curvatus;, M6
izolat1 L. reuteri olarak tanimlanirken L. lactis spp. lactis; M8 izolat1 E. faecalis
olarak tanimlanirken E. faecium; 121 izolat1 L. paracasei spp. paracasei olarak
tanimlanirken L. curvatus; 122 izolati E. durans olarak tanimlanirken
Pediococcus spp.; K15 izolat1 E. faecium olarak tanimlanirken Pediococcus spp.;
E68 izolat1 P. acidilactici olarak tanimlanirken E. faecium olarak tanimlanmistir.
S6z konusu izolatlara baktigimizda riboprinter sistemi ile tanimlamada benzerlik
oranlarinin 0.75 den diisiik oldugunu goriiyoruz. Bu benzerlik orani ise diisiiktiir.
Benzer olarak yapilan bir ¢alismada Nigatu (2000) fenotipik 6zelliklerine gore L.
plantarum olarak tanimlanan izolatin genetik olarak L. gallinarum olarak
tanimlandigin1  bildirmistir. Sing ve ark. (2009) Lactobacillus genusundaki
tiyelerin fenotipik ozelliklerinin birbirine ¢ok benzedigini bu nedenlede
taksonomisinde karisikliklarin ortaya ¢iktigini bildirmistir. Van Reenen ve Dicks
(1998) L. plantarum ve L. pentosus’ un benzer API 50 CH profili verdiklerini bu
nedenle bunlarin fenotipik 6zellikler ile ayrilamayacagimi bildirmislerdir.
Arastiricilar  Lactobacillus  taksonomisinde fenotipik  ozelliklerin  yeterli

olmadigimmi genetik metotlarin kullanilmasi gerektigini ortaya koymuslardir



128

(Vandamme ve ark., 1996; Van Reenen ve Dicks, 1998; Nigatu, 2000).
Gidalardan izole edilen Lactobacillus tiirlerinin tanimlanmasinda API 50 CH ile
yapilan tanimlamanin yetersiz oldugu bunlarin Lactobacillus  cinsinin
fermantasyon durumunu ortaya koymada yararli oldugu bildirilmistir (Nigatu,
2000). Benzer yapilan ¢aligmalarda da Lactobacillus spp. ayriminda riboprinterin
basartyla kullanilabilecegi gosterilmistir (Ryu ve ark., 2001; Yansanjav ve ark.,
2003).

Calismamizda etkili izolatlara bakildiginda bunlarin biiyiik bir kisminin E.
faecium’a ait olmasi siit ve siit iiriinlerinde biiyiik énem tasimaktadir. Ozellikle
anti-listerial aktivite gosteren E. faecium strainlerinin siitte Listeria gelisimini
Oonlemek i¢in peynir iiretiminde kullanilmasi 6nerilmektedir (Giraffa ve ark., 1995
a, b).

Enterokoklar, klinik ve ¢evresel mikrobiyolojide 6nemli roller {istlenen bir
mikroorganizma grubunu olusturmaktadir. E. faecium ve E. faecalis insanlarda ve
Ozellikle siit iirtinlerinde en ¢ok rastlanan tiirler olarak goriilmektedir (Foulquie ve
ark., 2006; Valenzuella ve ark., 2009). Izolatlarrmizin 53’iinde tanimlanan E.
faecium tiirii biitiin 6rneklerimizde bulunmustur. 122 izolat1 olan E. durans ¢ig
stitte, M8 izolat1 olan E. faecalis ise peynirde bulunmustur. Enterococcus cinsi sit
ve siit Urilinlerinde yaygin olarak bulunmaktadir (Foulquie ve ark., 2006;
Makhzami ve ark., 2008). Bu cins fermente siit iirlinlerinde starter olarak 6nem
tasimaktadir. Diger taraftan ise fekal kontaminasyonun da bir gostergesidir
(Giraffa, 2003). Koluman ve ark. (2009) Tirkiye’de beyaz peynirlerde
Enterococcus spp. bulunma oranin1 %70, krem peynirlerde %60 olarak
vermiglerdir. Bu bakteriler cesitli peynirlerde, pastorize siitlerde, inek siitlerinde
bulunmakta ve peynirin kalitesinde 6nemli rol {iistlenmektedir. Nitekim
orneklerimizde de tanimladigimiz izolatlarin biiylik ¢ogunlugu E. faecium olarak
bulunmustur.  Genellikle enterokoklardan E. faecium suslarinin  gida
uygulamalarinda probiyotik amagli olarak en ¢ok kullanilan tiir oldugu
bildirilmistir (Vael ve Goossens, 2002; Domann ve ark.2007).

E. faecium’un Fargo 688% susunun tasinmasinda Cheddar peynirinin
uygun bir tasiyict olarak kullanilip kullanilmayacagini aragtirmislardir. Fargo

688" susunun Cheddar peynirinde 8 °C’de yapilan 15 aylik depolamadan sonra
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4x10® seviyesinde canlibigmi siirdiirdiigii tespit edilmistir. Arastirmacilarca
enterokoklarin ilavesinin Cheddar peyniri aromasini gelistirmesi ve son iirliniin
probiyotik 6zellik gostermesi nedeniyle hem saglik acgisindan hem de ekonomik
acidan daha avantajli oldugu belirtilmistir (Gardiener, 1999; Stanton ve Ross,
2000).

E. faecium SF68 susunun diisiik pH’ya dayanikli, safra asitlerine duyarsiz
ve dis etkileri oldukca yiiksek seviyede tolere edebildigi bildirilmistir (Franz ve
ark., 1999). Yapilan calismalarda italyan kegi siitiinde bulunan 2 farkli E. faecium
straini izole edilmis ve bunlarin bakteriyosin iiretim yeteneginde oldugu
bildirilmistir (Cocolin ve ark., 2007). Enterokoklarin gida sistemleriyle iligkili
bircok susu ve ozellikle de E. faecium ve E. faecalis’in enterosinler olarak
adlandirilan bakteriyosinleri {iretme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir.
Enterokoklarin en bilinen enterosinleri, enterosin A, enterosin B, Enterosin P,
Enterosin 50, Bakteriosin 31 ve AS-48 Sitolisinler’dir (Franz ve ark., 2003; Kavas
ve Kinik, 2003). Bu enterosinler L. monocytogenes, Clostridium spp. ve Vibrio
cholerae’ya kars1 aktivite gostermektedir (Garde ve ark., 1997; Sarantinopoulus
ve ark, 2002; Giraffa, 2003). Enterosinler, genellikle Sinif 2 bakteriyosinler
grubunun bir iyesidirler ve genelde giiclii anti-Listeriyal etkili, 1siya stabil
antimikrobiyal maddelerdir. Bir gida antimikrobiyali olmak i¢in gerekli sartlar
saglayan bu 0Ozelliklerin, enterosinlerin yaygin kullanimlarina imkan sagladigi
saptanmistir (Giraffa, 2003). Enterosinlerin siit teknolojisinde kullanimi i¢in; siitte
30-37 °C’lerde enterokoklar tarafindan iiretilebilme ve stabilite, rennet ve 1siya
kars1 dayanim, starter laktik asit bakterileriyle uyum ve genis bir pH araliginda
stabilite gibi 6zelliklere sahip olmalar1 gerektigi siklikla bildirilmektedir (Giraffa,
1995, 2003). Calismamizda E. faecium olarak tanimladigimiz suslarin da 1siya
dayanikli, antimikrobiyal etkiye sahip ve genellikle diisik pH’da gelisim
gosterebilen 6zellikte oldugu goriilmiistiir.

Biyokimyasal karekterizasyonla tanimlamasi yapilmis 400 enterokoktan
olusan bir koleksiyonda gida, insan ve hayvan kaynakli izolatlarin genellikle E.
faecalis ve E. faecium tirlerini icerdigi goriilmiistiir. Giivenlik ve fonksiyonalite

ile ilgili 6zelliklerin susa spesifik oldugu, gida ya da probiyotik preparasyonlarin
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hazirlanmasinda kullanilacak enterokoklarin sus bazinda dikkatli bir sekilde
degerlendirilmesi gerektigi sonucuna varilmistir (Vancanneyt ve ark., 2002).

Yapilan ¢alismalarda E. durans, E. faecalis , E. faecium bakterilerinin
cesitli suslarimin destek kiiltiir olarak cheddar peynirinde kullaniminda olumlu
sonuclar verdigi goriilmiistiir (Giirsoy ve Kinik, 2006).

Calismamizda E50, E66, M6, M4 1izolatlar1 riboprinter sistemde L. reuteri
olarak tanimlanmistir. Antimikrobiyal etkisi bulunan reuterin, L. reuteri
tarafindan sentezlenen diisiik molekiiler agirlikli bir bilesiktir. Ganzle ve Vogel
(2003) hamur mayasindan L. reuteri LTH2584 strainini izole etmisler ve bu
izolatin reuterisilin adinda bir antibiyotik iirettigini bildirmislerdir. Bakteriyosin
iireticisi olan L. reuteri aym zamanda insan ve hayvanlarin gastrointestinal
sisteminde de bulunmakta ve probiyotik karakterler tasimasi nedeniyle 6nem arz
etmektedir. Calismamizda L. reuteri olarak tanimlanan 4 izolat da peynirden elde
edilmistir.

12, 118, iIM13, M1, TM4, TM13, TM15, TM17, TM18 izolatlar1 fizyolojik,
morfolojik, biyokimyasal testlere gore L. lactis subsp. lactis olarak
tanimlanmistir. L. lactis subsp. lactis fermente iirlinlerde bulunan laktik asit
bakterilerinden biri olup siklikla siit ve siit {iriinlerinden izole edilmektedir. Bu
tiriin sebzelerde de bulundugu bildirilmistir (Haris ve ark., 1992). Kore’de
geleneksel fermente sebzelerden elde ettikleri L. lactis subsp. lactis Al164
izolatinin 1s1ya ve diisiik pH derecelerine dayanikli nisin benzeri bir bakteriyosin
tirettigini bildirmislerdir (Choi ve ark., 2000).

S82 izolati hem riboprinter sistemle hem de klasik yontemlerle
tanimlamada L. fermentum olarak tanmimlanmistir. L. fermentum zorunlu
heterofermentatif laktobasillerdendir. Yani hegsozlar1 laktik asit, asetik asit,
etanol ve CO;’ye pentozlar laktik asit ve asetik aside fermente etmektedir
(Kandler ve Weiss, 1986; Schleifer, 1987). L. reuteri ve L. fermentum insan
gastrointestinal sisteminde bulunan en Onemli heterofermentatif laktobasiller
olarak tanimlanmistir (Holzapfel ve Schilinger, 2002). L. fermentum siit
tiriinlerinde bulunan tiirlerden birisidir (Yaygin ve Kilig, 1993).

Cig siitten izole edilen 121 izolat1 riboprinter sistem ile yapilan L.

paracasei spp. paracasei olarak tamimlanmistir. L. paracasei spp. paracasei,
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bir¢ok peynir tiiriiniin dogal laktik florasinda baslica laktik asit bakterisi olarak
bulunabilmektedir. L. paracasei spp. paracasei suslari esas olarak probiyotik
mikroorganizmalardir (Giirsoy ve Kinik, 2006). Gardiner ve ark. (1999)
probiyotik etkili bir cheddar peyniri gelistirmede L. paracasei’nin karisik
suslariin starter kullanim i¢in uygun olacagina karar vermistir.

Calismamizda A102, E34, E68, MIl14, M46, M47, M72 izolatlar
riboprinter sistem ile P. acidilactici olarak tanimlanmustir. P. acidilactici fermente
siit irilinlerinden Gzellikle tereyagi, peynir ve yogurtta bulunmaktadir.
Calismamizda P. acidilactici olarak tanimlanan 7 izolat da peynirden elde
edilmistir. P. acidilactici probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalardandir ve
bazi strainlerinin antimikrobiyal bilesikler {rettigi hakkinda calismalar
bulunmaktadir. Pediocin PA1 ve pediocin AcH bilinen bakteriyosinlerindendir
(Kilig, 2001).

Probiyotik olma agisindan bir tiir yada susta en basta aranilan
Ozelliklerden biri diisiik pH’da gelisebilme 6zelligidir. Caligmamizda tanimlanan
73 izolatin pH 1, pH 2, pH 3’te gelisme durumlar1 incelenmistir

pH 3’te ¢ogu izolatin gelisim gosterdigi goriilmiistiir. Sadece D16, 121,
M53, S79, S88 izolatlarinda gelisim goriilmemistir. A105, M14, TM4 VE TM17
izolatlarinda ise gelisim zayiftir. Bu da bize, D16, 121, M53, S79, S88, A105,
M14, TM4 ve TM17 izolatlar1 disinda diger izolatlarin probiyotik 6zelliginin
yiiksek oldugunu diisiindiirmektedir.

pH 2’de A4, A96, A102, D11, D12, D13, D14, D15, D17, D18, D22, D23,
D24, D25, D26, D28, E34, E50, E66, E68, E114.1, E114.2, E121.k.1, E121.k.2,
E122.b.1, E122.b.2, E131.k.1, E131.k.2, 12, 118, 122, IM13, IN2, IN4, K6, K15,
KMS5, KN3, M2, M6, M7, M17, M21, M41, M46, M47, M72, M75, M77, P2,
P23, PN2, PN6, S16, S82, S92, TM13, TM15, TM18, TN3 izolatlarinin gelisim
gosterdigi goriilmiistiir. A105, M14, TM4 ve TMI17 izolatlarinda ise gelisim
zayiftir.

pH 1°de A4, D12, D22, D23, D24, D25, D26, D28, E34, E50, E66, E68,
E114.1, E114.2, E121.k.1, E121.k.2, E122.b.1, E122.b.2, E131.k.1, E131.k.2
IM13, K15, KMS5, KN3, M6, M7, M21, M46, M47, M72, M75, M77, P2, PN2,
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PN6, S82, S92, TM13, TM18 izolatlarinin gelisim gosterdigi goriilmiistiir. A102,
A105, M14, TM4 ve TM15, TM17 izolatlarinda ise gelisim zay1ftir.

pH 2’de gelisim gosteren izolatlarin 24 saat sonra canliliginin devam edip
etmedigine bakildiginda, D13, D14, D15,D18, D22, D23, D24, D25, D26, D28,
E114.2, E121.k.1, S16 izolatlarinda canliligin devam ettigi gozlenmistir.

Fernandez ve ark. (2003) laktik asit bakterilerinden L. acidophilus’un ve
L. gasserinin mide pH’sinda (2-2,5) en az 90 dakika canli kalabildiklerini, bu
siirecin bagirsagin aktif bolgelerine ulagsmak icin yeterli oldugunu bildirmislerdir.
Chang ve ark. (2001) laktik asit bakterilerinin bagirsaga ulasmasi i¢in gecen 90
dakikalik siirede canli kalmasinin o susun probiyotik olarak secilmesi agisindan
yeterli oldugunu belirtmislerdir.

Arjininden amonyak olusumu, arjinin deaminaz yolu diisiik pH degerlerine
sahip asidik ortamlarda mikroorganizmalari korudugu i¢in 6nem tasimaktadir
(Rolan ve ark., 2003). Bu testte tanimlanan 73 izolattan 72’sinin pozitif sonug
vermesi, aranilan diger Ozellikler de oldugu silirece probiyotik starter olarak
kullanimlari i¢in olumlu bir 6zelliktir.

Secilen izolatlarin viicuttaki zararli maddeler, toksinler ve benzeri
maddelere karsi direncini belirlemek amaciyla tanimlanan izolatlarin % 0,4
fenolde gelisimleri incelenmistir. % 0,4 fenolde gelismesi ve canliligini devam
ettirme Ozelliklerine bakildiginda, 73 izolattan 22 tanesinin (A4, A96, A102, D13,
D14, D15, D16, D17, D18, D22, D29, D30, E122.b.2, 118, i21, 122, K15, M77,
S16, S79, S82, S92) fenol iceren besiyerinde gelistigi ancak canliliklarini devam
ettiremedikleri gozlenmistir. Benzer olarak Xanthopoulus ve ark. (2000) L.
plantarum suslarmin % 0,4’liikk fenolde gelisimlerini incelemislerdir.

Yapilan c¢alismada 43 izolatin antibiyotik duyarlilik testi  yapilmustir.
Sefaklor, Siprofloksasin, Penislin- G, Gentamisin ve Netilmisin Siilfat olmak
tizere 5 farkli antibiyotik kullanilmistir. Antibiyotik direnclilik ve duyarlilik
durumlar1 kiiltiirden kiiltiire degismekle beraber Ozellikle izolatlarin biiyiik
cogunlugunun antibiyotiklerin en az bir kagina kars1 direngli, izolatlardan A4,
D12, D24, E66, IM13, KM5, TM4, TM13, TM15, TM17, TM18 kullanilan tiim
antibiyotiklere kars1 diren¢li bulunurken; A102, PN2, M21, IN4, 12, 118, E50

numarali izolatlarin ise antibiyotiklerin tlimiine kars1 duyarli oldugu saptanmistir.
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Genel olarak izolatlarin  antibiyotiklerden Siprofloksasin’e kars1 direngli,
Netilmisin Siilfat ve Sefaklor’a kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir.

Laktik asit bakterilerinin ¢ogunun antibiyotiklere direncli oldugu, bu
direngliligin yapisal oldugu ve transfer edilemedigi kabul edilmistir. Bununla
beraber L. fermentum, L. plantarum, L. reuteri gibi baz1 laktik asit bakterilerinin
plazmitler tarafindan kodlanan antibiyotik direnglilik genleri tasidigi, antibiyotik
direngliliginin patojen ve patojen olmayan bakterilere transferinin saglik acisindan
ve probiyotiklerin glivenilirligi a¢isindan biiyilk 6nem tasidigi belirtilmistir.
Ciinkii plazmitlerle taginan antibiyotik direnglilik 6zelligi gosteren suslarin insan
ve hayvanlarda probiyotik olarak kullanilmasinin uygun olmadigi, transfer
edilemeyen direncliligin uygulamalarda yararli olabildigi bildirilmistir (Ishiwa ve
Iwata, 1980; Adams ve Marteau, 1995; Fons ve ark., 1997; Charteris ve ark.,
1998; Salminen ve ark., 1998).

Cesitli laktik asit bakterilerinin EPS iirettikleri bilinmektedir. EPS’ler
Ozellikle yogurt, ayran, peynir, kaymak ve siitli tatlilar gibi fermente siit
tirtinlerinin iiretiminde 6nemli rol oynamaktadir. Lactobacillus, Lactococcus ve
Leuconostoc tirlerinin suglarindan EPS iiretiminin gergeklestirildigi ve bu
tiretimin  gelistirilmesi yolunda da c¢aligmalarin siirdiirildiigii literatiirlere
gecmistir  (Kilig, 2001). Ozellikle S. thermophilus iiretiminin arttirilmasi igin
cesitli caligmalar yapilmistir. (Levander ve ark., 2002).

Bu ¢aligmada test edilen izolatlarin EPS iiretiminin zayif oldugu, laktoz ve
siikroz sekeri bulunan ortamda hig¢birinin EPS iiretmedigi, fruktoz igeren ortamda
sadece E68 izolatinin, glikoz iceren ortamda da E68 ve S82 izolatlarinin EPS
tiretme ihtimalinin oldugu gozlenmistir. Buna gore EPS iiretimini en ¢ok
destekleyen seker kaynaginin glikoz i¢eren ortam oldugu bulunmustur.

Yapilan testler sonucunda 41 izolatin laktik asit miktarlar1 0,18-18,41
mg/ml arasinda bulunmustur. izolatlarin laktik asit miktarlari, genel olarak benzer
caligmalardaki degerlere gore oldukca yliksek bulunmustur. Segilen 41 izolattan
laktik asit miktar1 en yiiksek olan izolat KN3, en diisiik olan1 ise E50 olarak
bulunmustur. A96, , IM13, TM13, TM15, TM17, TM18, M2, M75, S16, TN3,
IN4, PN2, PN6, M75, E34, A105, D12 olan izolatlarin da oldukea yiiksek laktik

asit degerlerine (10 mg/ml ve iizeri) sahip oldugu goriilmektedir.
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Yapilan bu caligmada proteolitik aktivite miktarlart 0,23-2,04 mg/ml
arasinda bulunmustur. Yapilan bir ¢alismada siitte bulunan S. thermophilus
strainlerinin proteolitik aktivitesinin 0,21-1,0 mg/ml arasinda oldugu tespit
edilmistir (Beyatli ve Tunail, 1984). izolatlarin proteolitik aktivite miktarlari,
genel olarak benzer ¢aligmalardaki degerlere gore oldukca yiiksek bulunmustur.
Segilen 41 izolattan proteolitik aktivite miktar1 en yliksek olan izolat E50, en
diisiik olanm1 ise TM15 olarak bulunmustur. D12, E122.b.2, M6, M8, M41, M46,
M75, S92 izolatlarinin da oldukg¢a yiiksek proteolitik aktivite degerlerine (1
mg/ml ve tizeri) sahip oldugu goriilmiistiir.

Yapilan bir c¢alismada izole edilen Lactobacillus ve Pediococcus
cinslerinin belirli tiirlerinin biyomolekiillerinin oksidasyonunu baglatacak kadar
hidrojen peroksit iirettigi tespit edilmistir. Laktik asit bakterileri tarafindan
iiretilen ve besiyerinde biriken hidrojen peroksitin S. aureus ve Pseudomonas spp.
gibi zararli mikroorganizmalara kars1 inhibitor etki i¢in kullanildig1 bildirilmistir
(Adams ve Nicholaides, 1997).

Calismamizda hidrojen peroksit miktarlar1 0,29-2,50 pg/ml arasinda
bulunmustur. Secgilen 41 izolattan hidrojen peroksit miktar1 en yiiksek olan
izolatlar 122 ile P23, en diisiik olan1 ise PN6 olarak bulunmustur. PN6 izolat:
disinda diger izolatlarin oldukga yiiksek hidrojen peroksit liretim degerlerine (1
ng/ml ve iizeri) sahip oldugu goriilmiistiir. Mumcu (1997) kefirden izole ettigi
Lactobacillus suslarinin hidrojen peroksit iiretim miktarin1 0,04-0,019 pg/ml
arasinda bulmustur. Yogurttan izole edilen L. bulgaricus ve S. thermophilus
izolatlarinin hidrojen peroksit miktarlarinin tespit edildigi bir c¢alismada ise
degerlerin 0,26-0,51 pg/ml arasinda oldugu bulunmustur (Aslim ve ark., 2000).
Goriildiigi gibi calismamizdaki izolatlarin  hidrojen peroksit miktarlari, genel
olarak benzer caligsmalardaki degerlere gore oldukea yiiksek bulunmustur.

Bu calismadan elde edilen sonuglar izole edilen ve yiiksek antimikrobiyal
aktiviteye sahip olan izolatlarin probiyotik olarak kullanilabilme potansiyeli
oldugunu diistindiirmektedir. Tanimlanan izolatlarin biiyiik ¢ogunlugunun, birden
fazla test mikroorganizmasina karsi etkili olmasi, yiiksek 1sida da filtratlarinin
antimikrobiyal etkinliklerini siirdiirebilmesi, diisiik pH’da gelisebilmesi, %0,4

fenolde gelisebilmesi, arjininden amonyak olusturabilmeleri, antibiyotiklere karsi
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olan direngleri, hidrojen peroksit, laktik asit ve proteolitik miktar tayinlerinin
yiiksek seviyelerde bulunusu probiyotik olma a¢isindan kayda deger 6zelliklerdir.
Ayni zamanda gidalarin islenmesi sirasinda genellikle yiiksek 1sinin uygulaniyor
olmasi, izolatlarin {rettikleri antimikrobiyal bilesiklerin yiliksek sicaklik
uygulamalarina dayanikli olmalar1 biiyiik bir 6nem arz etmektedir. S82, S16, S92,
A96, A102, A4, D13, D14, D15, D17 ozellikle diisik pH ve fenole direng
acisindan; D11, D12, D18, D22, D23, D24, E34, E50, E66, E68, E114.1, E114.2,
El121k.1, E121.k.2, E 121.k2, E131k.1, E131.k.2, 118, 122, K15, M7, M17,
M41, M46, M47, M72, M75, M77 ozellikle patojen bakterilere kars1 genis etki
spekturumuna sahip olma acisindan; TM13, TMI8 o6zellikle antibiyotik
direngliligi agisindan o©ne ¢ikan izolatlardir. S82 biitiin bunlarin yaninda,
pankreatik enzimler olan tripsin, o-kimotripsin ile lizozim enzimlerine karsi
direngli olmasi ve EPS iiretim potansiyeline sahip olmasi nedeniyle daha da 6ne
cikan bir izolattir. Ancak az sayida test mikroorganizmasina etki etmesi ve
antimikrobiyal etkisinin az olmas1 nedeniyle ilgi Ozellikle daha yiiksek
antimikrobiyal etkiye sahip daha c¢ok sayida mikroorganizmaya etkili olan
izolatlara kaymaktadir.

Bununla birlikte iiretimde kullanilabilecek 6zellikte suslarin se¢imi igin
mevcut ¢aligmanin daha ileriki safhaya tasinmasi gerekmektedir. izolatlarin safra
tuzlarma olan direnglerine ve Ca Co-2 hiicrelerindeki adsorblanma durumlarina
bakilmasi gerekmektedir. DNA sekans analizlerinin gergeklestirilmesi ve susun
probiyotik olarak kullanilmasimin uygun oldugunun kesin olarak ispatlanmasi
gerekmektedir. Probiyotik tliretimde tek suslu preparattan ziyade farkli 6zellikleri
birbirinden iyi olan suslarin birlikte kullanilmasi probiyotiklerden beklenen
fayday1 daha iyi karsilayacaktir. Ancak karigik kiiltiirlerde kullanilan suslarin
birbirlerine karsi inhibisyon etkisi gostermemesi gerekmektedir. Giinlimiizde
hayvan besinlerinde de probiyotiklerin kullanimi olduk¢a yaygindir ve bu
calismada tanimlanan tiirlerin cogu probiyotik olarak satilmaktadir. Insanlarda da
kullanilmast i¢in oncelikle hayvan denemeleriyle probiyotik etkinin goriilmesi,
daha sonrasinda da goniillii bireyler kullanilarak yapilan denemelerle bu etkinin

kanitlanmas1 gerekmektedir. Bu da disiplinler arasi bir caligmay1 gerektirmektedir.
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