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OZET

Bu caliymada, Tiirkiye’nin ev yapim geleneksel peynirlerinden 29 adet
propiyonibakteri izolasyonu yapilmistir. izole edilen propiyonibakterilerin
tammmlamasinda klasik biyokimyasal testler, API 50 CHL, 20E ve 20 Kkitleri
kullanilmistir. Tanimmlama sonu¢lart niimerik taksonomi programinda
degerlendirilmis olup, sonuglar Propionibacterium freudenreichii subsp.
freudenreichii (15 sus)’nin predominant oldugunu gostermistir. Suslarin Skim
Milk besiortaminda iirettikleri asit miktarlarnn %0,07-%0,99, YEL sivi
besiortam1 %.0,08-0,21 ile Kkarsilastirildiginda genel olarak daha yiiksek
bulunmustur. Antimikrobiyal aktivite sonuc¢larmna gore, propiyonibakteri
suslarinin %91°i Escherichia coli ATCC 11229, %56’s1 E. coli ATCC 35218,
%756’s1 E. coli O157:H7, %50’si Staphylococcus aureus ATCC 25923, %29’u
Listeria monocytogenes ATCC 7644 , %59’u Salmonella enteritidis ATCC 13076,
%753’ Bacillus cereus RSKK 863, %91°i Shigella sonnei Mu:57, %35’i
Micrococcus luteus NRLL B-4375 ve %76’s1 Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 inhibisyon etkisi gostermistir. Suslarin antibiyotiklere kars1 direncliligi
ise en diisiik streptomisin (%29), gentamisin (%24), kanamisin (%20),
rifampisin (%26), polimiksin (%24) antibiyotiklerine en yiiksek ise nalidiksik
asite (%100) antibiyotigine kars1 tespit edilmistir. Propiyonibakterilerin EPS

iretimi ile asit direnci (p<0,05), safra tolerans1 (p<0,05), otoagregasyon ve



koagregasyonlar1 (p<0,05) arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DO7, P. jensenii BDP11 ve P. thoenii AKP1
suslarinin otoagregasyon (%39-98) ve koagregasyon (%33-61) degerlerinin
yiiksek oldugu, hem yiiksek asit iiretimi hemde yiiksek antimikrobiyal aktivite
gosterdikleri belirlenmistir. Suslarin tiimii etil asetat ile hidrofobisite
gostermistir (%25-61). P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO7, P. jensenii
BDP11 ve P. thoenii AKP1 suslarinin tasidigi biitiin bu ozelliklerinden dolay:
sindirim sisteminde canh kalarak konukc¢u icin yararh olabilecegi

diisiiniildiigiinden, probiyotik bakteri olarak kullanimlar1 6nerilmektedir.
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Anahtar Kelimeler : Propionibacterium spp., Probiyotik, Asit, Antibiyotik,
Antimikrobial, EPS iiretimi, Otoagregasyon,
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ABSTRACT

In this study, twenty-nine (29) strains of Propionibacteria were isolated from
home-made traditional Turkish cheeses. Classical Biochemical tests, API 50
CHL, 20E and 20 Kkits were used in identification of propionibacteria strains.
Identification results were assessed with numeric taxonomy program and
showed that Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii was the
predominant species (15 strains). When compared with acid production in YEL
medium %0,08-0,21, acid production of strains in skim milk medium %70,07-
%0,99 was determined to be high. Propionibacteria strains showed an
inhibitory effect of %91 on Escherichia coli ATCC 11229, %56 on E. coli ATCC
35218, %56 on E. coli O157:H7, %50 on Staphylococcus aureus ATCC 25923,
%29 on Listeria monocytogenes ATCC 7644, %59 on Salmonella enteritidis
ATCC 13076, %S3 on Bacillus cereus RSKK 863, %91 on Shigella sonnei
Mu:57, %35 on Micrococcus luteus NRLL B-4375 and %76 on Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853. Antibiotic susceptibility of strains were determined to
be lowly resistant to streptomycin (29%), getamicin (24%), kanamycin (20%),
rifampicin (26%), polymyxin (24%) and highest resistance to nalidixic acid
(100%). Positive correlations have been obtained between production of
exopolysaccharide and tolerance to bile salts (p<0.05) or resistance to low pH

(p<0.05) or autoaggregation and coaggregation (p<0.05). P. freudenreichii
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subsp. freudenreichii DO7, P. jensenii BDP11 and P. thoenii AKP1 strains
showed high autoaggregation (39-98%) and coaggregation (33-61 %) activities
and also high acid production and antimicrobial activities. All strains showed
hydrophobicity with ethyl acetate (25-61%). Because of having all of these
properties, P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO7, P. jensenii BDP11 and
P. thoenii AKP1 strains can survive in the gastrointestinal system and also could
show beneficial effects on the host. Hence, this study can suggest the use of P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DO7, P. jensenii BDP11 and P. thoenii

AKP1 strains as probiotic bacteri.

Science Code : 203.1.023

Key Words : Propionibacterium spp., Probiotic, Acid production,
Antibiotic, Antimicrobial, EPS production, Autoaggregation,
Coaggregation, Hydrophobicity
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1. GIRIS

Ulkemizde diinya peynirleri ile rekabet edecek damak zevki ve cesitliligine sahip
40’a yakin yoresel peynir ¢esidi bulunmaktadir. Bu peynir c¢esitlerini yapildiklar
yoreler ile birlikte, biiylik sehirlerde bircok siiper markette bulmak miimkiin
olmaktadir. Mandiralarda peynir yapiminda ticari olarak hazirlanan starter laktik asit
bakteri kiiltiirleri kullanilmaktadir. Ancak, geleneksel yontemlerle yapilan
peynirlerde kullanilan starter kiiltiirler bilinmemekle birlikte, bu peynirlerin
mayalanmasini saglayan bakterilerin siitten ve cevreden kontaminasyonla gelen

dogal bakteriler oldugu diistiniilmektedir.

Isvigre tipi peynirlerin delikli yapisi ve karakteristik tadindan sorumlu olan klasik
propiyonik asit bakterileri biiyiik teknolojik 6éneme sahiptir [1]. Klasik propiyonik
asit bakterileri uzun yillar boyunca Isvigre tipi peynirlerin (Emmental, Gouda vb.)
yapiminda kullanilmistir. Propiyonik asit bakterileri bu peynirlerde fermentasyon
sonucu trettikleri iirlinler ile findiks1 tadin olusumundan ve yine iirettikleri
karbondioksit ile bu peynirler i¢in karakteristik olan delikli yapinin olusumundan
sorumludurlar. Ulkemize ozgii olan 40’a yakin ydresel peynir iginde Isvigre
peynirlerinde oldugu gibi delikli yapiya sahip Mihali¢ Peyniri, Sepet Peyniri, Dil
Peyniri, Izmir Tulum Peyniri, Kars Gravyeri, Afyon Peyniri gibi bircok peynir ¢esidi
bulunmaktadir. Bu peynirlerde yapilan mikrobiyolojik c¢alismalar starter olarak
kullanilan laktik asit bakterileri ve peynirlerde bulunan patojen bakterilerle sinirlt
kalmustir [2, 3,4]. Yapilan ¢calismalar degerlendirildiginde geleneksel peynirlerimizde
bulunan propiyonik asit bakterine yeterli ilginin gosterilmedigi ve mikrofloradaki
durumunun belirlenmedigi ortaya ¢ikmaktadir. Propiyonik asit bakterileri ile yapilan
calismalar Isvicre peynirlerinde ve ¢ig siitte yapilan calismalarla literatiirlerde yerini
almis, segilen starter kiiltiirlerle iiretilen Isvicre peynirleri bircok iilkede satisa
sunulmus ve sergiledikleri probiyotik Ozelliklerle de bu bakterilere duyulan ilgi
artmugtir. Ulkemizdeki peynir cesitliligi dikkate alindiginda yéresel peynirlerimiz
yalnizca iilkemiz sinirlar igerisinde bir pazar payr bulmus, diinya pazarinda adini
duyuramamistir.  Geleneksel Tiirk peynirlerinde bulunan propiyonik  asit

bakterilerinin peynir mikroflorasindaki durumunun belirlenmesi ile goriintii



bozuklarina neden olan ve ¢ig siitten gelen kontaminant ve patojen bakterilerin
kontrol altina alinarak, ekonomik kayiplarin 6nlenmesinde yardimei olacaktir. Bu
sonuclar dogrultusunda peynir iireticilerinin istenilen Ozelliklerdeki kiiltiirlerin

secimi ve buna bagl iistiin kalitede peynirlerin iiretimi miimkiin olacaktir.

Propionibacterium cinsine ait bazi klasik tiirlerin insanlar ve hayvanlar ig¢in
probiyotik olarak kullanilabilecegi bildirilmistir [5]. Klasik propiyonik asit
bakterilerine duyulan ilgi bu bakterilerin probiyotik olarak kullanilabileceginin
belirlenmesi ile artmistir. Son yillarda probiyotik iirlinlerin elde edilmesine yonelik
calismalarm ciddi artisgina ragmen, Ulkemizde yapilacak bu ¢alisma ile ydresel
peynirlerdeki propiyonik asit bakterilerinin belirlenerek probiyotik &zelliklerinin
incelenmesi onemli kazanimlar1 olacaktir. Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak
kullanilabilmesi i¢in; konak¢inin mide-bagirsak sistemindeki olumsuz kosullarinda
(asit, safra tuzlar1) yliksek seviyede canliligini koruyabilmeli ve bagirsak sisteminin
peristaltik hareketlerinden korunmak i¢in dominant olarak kolonize olabilmelidir
veya epitel yiizeye tutunabilme kabiliyeti yiliksek olmalidir. Probiyotik kiiltiirlerin
Ozellikle bagirsak sistemi i¢in risk olusturan patojen bakteriler iizerine inhibisyon ve
koagregasyon oOzelligine sahip olmasi, probiyotik kiiltlirlerin kolonizasyonuna ve
ortamdaki olumsuz sartlara kars1 direng saglamasi, antikolestrol ve antitiimor etkileri
bakimindan 6nemli olan ekzopolisakkaritleri (EPS) yiiksek oranda iiretiyor olmasi

tercih edilmektedir.

Arastirmanin amact; arastirmada Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden temin edilen
delikli yapiya sahip geleneksel peynirlerimizden farkli 6rnekler alinarak peynirlerde
bulunan propiyonik asit, starter ve toplam bakteri sayimlarinin yapilarak
propiyonibakterilerin izole edilmesi, izole edilen propiyonibakterilerin klasik
yontemlerle (biyokimyasal ve fizyolojik testlerle tanimlama) ve API kitleri ile
tanimlanarak elde edilen sonuglarin  niimerik  taksonomi  programinda
degerlendirilmesi, tanimlanan suglarin nicel ve nitel asit liretimlerinin belirlenerek
yuksek asit iiretimi gosteren suslarin iirettikleri asitin HPLC ile arastirilmasi,
probiyotik olarak kullanimi arastirilan propiyonibakterilerin gida veya bagirsak

kaynakli bazi patojen mikroorganizmalart inhibe etme 6zelliklerinin belirlenmesi,



starter ve probiyotikbakteri kiiltiirlerinin gelisimini olumsuz etkiledigi diisiiniilen
klinikte kullanimi yaygin olan bazi antibiyotiklere karsi direngliliklerinin test
edilmesi, eksopolisakkarit tiretimlerinin belirlenerek, propiyonik asit bakterilerinin
asit ve safra kosullarindaki direnglilikleri ve bu direngliligin EPS ile olan iligkisi
arastirilmasi amaglanmigstir. Ayrica EPS {iretiminin, otoagregasyon, koagregasyon ve
hidrofobisite ile olan iligkisi ortaya konacaktir. Propiyonibakterilerin EPS {iretimleri

bu yoniiyle bugiine kadar incelenmemistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Ulkemize Ozgii Peynirler ve Propiyonik Asit Bakterilerin Peynirlerdeki

Onemi

Ulkemizin kendine 6zgii 40’a yakin bilinen peynir ¢esidi (Cevizli, zeytinli-biberli
cesitleriyle Adapazari’nin isli Cerkez ve Abaza, Antakya’nmn Kare Kesme, Siirk ve
Stinme, Trabzon’un Koloti ve Tel, Erzurum’un Civil ve Tel, Bursa’nin Mihalig,
Kazdagi’nin Keg¢i, Edremit’in Sepet, Diyarbakir’in Lavas, Kars’in Kasar ve Gravyeri
(Resim 2.1), Corum’un Kargi Tulumu, Baliksesir Sepet Mihali¢ Peyniri (Resim 2.2)
gibi) bulunmaktadir [6]. Ulkemizdeki peynir gesitliligi dikkate alindiginda bunlarin
bir kismu halen ¢esitli yorelerimizde geleneksel yontemlerle sinirli miktarda
yapilarak ait oldugu ydrede satisa sunulurken bir kismu ticari olarak tiretilerek bugiin

biiylik marketlerde satisa sunulmaktadir.

Isvigre tipi peynirlerin delikli yapis1 ve karakteristik tadindan sorumlu “mandira” ya
da diger adi ile “klasik propiyonik asit bakterileri” biiyiik ekonomik 6neme sahiptir
[7]. Bu bakteriler fermentasyon endiistrisinde B, vitamini ve propiyonik asit iretimi
icin kullanilmaktadir [8]. Isvicre tipi peynirlerin yapiminda iki adet fermentasyon
olay1r gergeklesir. Peynir yapimi sirasinda laktik asit bakterileri (LAB) ozellikle
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus helveticus ve L. delbrueckii subsp. lactis
tiirleri laktozu laktata ¢evirir. Peynirin olgunlagsmasi sirasinda ise propiyonik asit
bakterileri (PAB) laktat1 propiyonik asit, asetik asit ve karbondioksite (CO»)
dontstiirir.  Olgunlagsma siirecinde olusan CO, delikli yapinin olusumundan,
propiyonik asit ise Isvicre tipi peynirleri icin karakteristik olan findiks1 tadin
olusumundan sorumludur. Propiyonik asit bakterileri ile laktik asit bakterilerinin
arasindaki bu iligkiyi gosteren bilgiler tam olarak tanimlanmamistir. Bu nedenle
peynir yapimi ve sert peynirlerin kalitesini gelistirmek i¢in dogru PAB’lerinin

belirlenmesi gerekmektedir [9].

Propionibacterium cinsine ait 4 tilir, Propionibacterium freudenreichii subsp.

freudenreichii, P. freudenreichii subsp. shermanii, P. jensenii, P. thoenii, P.



acidipropionici ¢evresel kontaminasyon sonucu ¢ig siitte 10-10.000 cfu/ml arasinda
bulundugu tespit edilmistir. PAB peynirlerde genis ¢atlaklarin olusumu ve pigmentli
tirlerin (P. thoenii ve P. jensenii) ‘brown spot’ olarak adlandirilan kahve renkli
lekelere  neden  olabilecegi  bildirilmistir  [7].  Peynirlerde = bulunan
propiyonibakterilerin dogru tanimlanmasi, son {iriiniin kalitesini gelistirmek i¢in
onemlidir [10]. Ulkemizin kendine 6zgii birgok peynir cesidi bulunmakla birlikte,
geleneksel yontemlerle yapilan bu peynirlerde bulunan, propiyonibakterilerin tiirleri

bilinmemektedir.

Resim 2.2. Balikesir yoresine ait Sepet Mihali¢ Peyniri [6]



2.2. Propiyonik Asit Bakterileri

Propionibacterineae, Actinobacteria smifinin 10 alt takimindan  birisidir.
Propionibacterineae alt takimi Propionibacteriaceae familyas1 ile birlikte
Propionibacterium, Luteococcus, Microlunatus ve Propioniferax cinslerini igerir.
Propionibacteriaceae familyasina son zamanlarda Friedmanniella, Tessaracoccus,

Micropruina ve Propionimicrobium cinsleri de eklenmistir [11].

2.2.1. Genel ozellikleri

Propiyonik asit bakterileri, gram pozitif, sporsuz ve hareketsizdirler. Cubuk seklinde
olabildikleri gibi pleomorfik sekilli hiicreleri de vardir. Tekli uglart yuvarlanmisg
difteroid veya sopa seklinde, digerleri ucu sivri veya nokta seklindedir. Bazi
kiiltiirlerde hiicrelerin kokoid, elongad, bifid veya dalli goriiniisii vardir. Bilinen
hiicreler tekli, ikili V veya Y seklinde zincir veya Cin alfabesi harflerini andirirlar.
Kemoorganotrofturlar. Metabolize karbonhidrat, pepton, piriivat veya laktati
kullanirlar. Fermentasyon {iriinleri propiyonik, asetik asit ve siklikla az miktarda
izovalerik, formik, siiksinik asit, laktik asit ve CO;’tir. Tiim tiirler glukozdan asit
olusturur. Anaerob olduklar1 gibi aerob ortamda da yasayabilirler. Bu cinse ait bircok
sus anaerob kosulda ¢ok hizli lireme gdsterir. Birgok susun gelismesini Tween 80
stimiile eder. 30-37 °C’de ¢ok hizh gelisirler, bazilar1 25° ten 45 °C’ye kadar gelisme
gosterir. pH istegi 7,0 civarindadir. Bir¢ok sus % 20 safra tuzlu veya % 6,5 NaCl’li
besiyerinde iirerler. Proteinli maddelerden NH; fretirler. Hippurat’t hidrolize
edemez, neutral kirmizisini indirgeyemezler. Gelismis koloniler beyaz, gri, pembe,
kirmizi, sar1 veya portakal rengindedir. DNA’daki %G+C oran1 59-66 mol’diir. Insan
ve hayvanlarin sindirim sisteminden, insan derisinden veya siit iirlinlerinden izole

edilebilirler [12].

Propionibacterium cinsinin lyeleri yasadiklar1 habitata gore, ‘Deri’ ve ‘Klasik’
Propionibacterium olmak iizere iki temel gruptan olusur. Ilk grubun iiyeleri ‘Deri’
Propionibacterium’lar olarak adlandirilir ve insan derisinin mikrobiyal florasinin

baskin tyeleridir. Bu gruptaki Propionibacterium’lar ¢ogunlukla firsat¢t olarak



dikkate alinmasina ragmen, son yillarda yapilan ¢alismalarda bunlarin aslinda primer
patojen olabilecekleri gosterilmistir. Deri florasinda rastlanan propiyonik asit
bakterileri; P. acnes, P. avidum, P. granulosum, P. lymphophilum, P. propionicus
olarak  bildirilmistir. Buna karsilik ikinci grubun {yesi olan ‘klasik’
Propionibacterium’lar Isvigre tipi peynirlerin yapiminda kullanilirlar ve bu
peynirlerde tadin olusumundan sorumlu strater kiiltiirler olarak mandira
endistrisinde genis Olclide kullanilmaktadirlar. Bu peynirlerin karakteristik tads;
propiyonik asit, asetik asit, diasetil ve ¢esitli amino asitlerin, 6zellikle de 16sin ve
prolin amino asitlerinin iiretilmesi sonucu olusmaktadir. Uretilen organik asitler aym
zamanda dogal antibakteriyel ve antifungal maddeler olarak bilinmekte ve dayaniksiz
gida iriinlerinde kullanilabilmektedir. ‘Klasik® Propionibacterium’larin peynir
yapimindaki rollerine ilaveten, dogal olarak fermente edilmis gidalarda hatta
anaerobik sindirim yollarinda rastlanilmaktadir. Fermente siit {iriinlerinde bulunan
klasik propiyonik asit bakterileri ise, Propionibacterium freudenreichii subsp.
freudenreichii, P. freudenreichii subsp. shermanii, P. jensenii, P. thoenii, P.

acidipropionici’dir (Cizelge 2.1) [13, 14].

Son yapilan c¢aligmalarda bozulmus portakal suyu, zeytin yapimi sonucunda olusan
kara su ve granumlardan olusan sigir lezyonlar1 gibi yeni habitatlardan P.
cyclohexanicum, P. microaerophilum ve P. australiense olarak tanimlanan
propiyonibakterilerin ii¢ farkli tiirii izole edilmistir. 16S rRNA sekanslar1 P.
cyclohexanicum ve P. australiense’in filogenetik olarak P. freudenreichii’ye, P.
microaerophilum’un ise P. acidopropionici’ye benzer oldugunu gostermistir
(Cizelge 2.1). Ancak bu ii¢ yeni tiiriin hicbirine siit iirlinlerinde rastlanilmamistir

[15].



Cizelge 2.1. Propionibacterium tiirlerinin iki grubunun tiyeleri

Klasik Tiirler Deri Tiirler

P. acidipropionici P. acnes

P. australiense P. avidum

P. cyclohexanicum P. granulosum
Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii | P. lymphophilum
P. freudenreichii subsp. shermanii P. propionicus
P. jensenii

P. thoenii

P. microaerophilum

Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii

Ilk olarak 1928 yilinda Isvicreli bakteriyolog Edouard Von Freudenreich izole
etmistir ve van Niel tarafindan isimlendirilmistir. At kan1 kati besiyerinde gelisen
kolonileri (2 giinliik), 0,2-0,5 pm, yuvarlak, tam, konveks, yar1 opak, kaygan, griden
beyaza kadar degisen renktedir. Koloniler kat1 besiyerinin dip kisminda, mercimek
tanesi seklinde, 4 mm’ye kadar beyaz kahverengi veya pembe renktedir. Glukoz
buyyonunda kiiltiirleri piiriizsiiz veya graniil sedimentler icerir veya graniil sedimenti
berraktir. Son gelisme pH’s1 4,5-4,9°dur. Anaerobdan oksijenli ortama kadar degisik
ortamlarda gelisme gosterir. Seyrek olarak kati besiyerinin yiizeyinde aerob gelisir.
Gelisme, buyyonun dibinde, aerobik inkiibasyonla olur fakat anaerob ortaminkinden
cok daha yavastir. Hiicre duvarinda, meso-diaminopimelik asit, dnemli miktarda
galaktoz ve orta seviyede mannoz ve ramnoz bulunurken glukoz igermez.
DNA’sindaki %G+C 64-67 mol’diir. Cig siitten, Isvigre tipi peynirden ve diger siit
tirlinlerinden izole edilebilir. Propionibacterium freudenreichii subsp. freudenreichii
ve Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii suslarinin ayriminda en
onemli parametre NOs indirgeme, laktozdan asit liretme ve siitii pihtilagtirma

giicudiir [12, 16].

P. freudenreichii Isvicre tipi peynirlerin olgunlasmasinda starter olarak kullanilan
temel tlirdiir. Bu tiir yliz yillar 6ncesinde Emmental peynirinden izole edilmis ve bu
peynirdeki delikli yapinin ve karakteristik tadinin olusmasinda laktik asiti propiyonik

asit, asetik asit ve CO;’ec donistlirerek anahtar roli almistir. Yapilan son



calismalarda; 16sin ve isoldsin katabolizmasindan tiirevlenen dallanmis zincirlerin,
lipolizden tiirevlenen serbest yag asitlerinin olusumunda P. freudenreichii’in

predominant olarak gorev aldigi gosterilmistir [15].

Propionibacterium jensenii

At kani kati1 besiyerinde, ylizeyde 2 giinliik kiiltlirlerde nokta formunda, daire
seklinde, yuvarlak, tam, konveks, yastik seklinde, kaygan, yar1 opak ve beyaz veya
pembe koloniler olusturur. 13 susdan bir tanesi beta hemolitiktir. Koloniler dipte 4
mm’ye varan bilyiikliikte, mercimek tanesi seklinde, beyaz, pembe veya kirmizi-
kahverengindedir. Glukoz buyyonunda gelisen kiiltiirleri, bulanik veya hafif bulanik
graniiler veya ipliksi sedimentlidir. Son gelisme pH’st 4,4-4,9°dur. Baz1 suslar
anaerob ve aerob kosulda da gelisir. Gelisme icin pantotenik asit, biotin veya para-
aminobenzoik asite gereksinim duyar. Major uzun zincirli yag asitlerini tioglikolath
kat1 besiyerinde 13-metil tetradekanoik asit ve 12-metil tetradekanoik asite (%17)
doniistiirtir. Hiicre duvart L-diaminopimelik asit ve bir miktar glukoz ile iz miktarda

mannoz ve galaktoz icerir. DNA’sindaki %G+C oran1 65-68 moldiir [12, 16].

Propionibacterium thoenii

[lk olarak 1928 yilinda isvecli bakteriyolog J. Théni tarafindan izole edilmis ve van
Niel tarafindan isimlendirilmistir. Yiizeyde 4 giinliik kiiltiirlerde daire seklinde, tam,
diizgiin, portakal ya da kirmizi-kahverenginde koloniler olusturular. Insan, sigir,
koyun, tavsan ve domuz kani iceren kati besiyerinde beta hemolitiktir. Sivi
kiiltiirlerde kahverengi-kirmizi ya da turuncu-kirmzi renkte bulaniklik olusturur.
Glukoz iceren s1vi kiiltiirlerinde son kiiltiir pH’s1 4,7-4,9°dur. Tip tiirlerine gore daha
az zorunlu anaerobtur. Gelisme i¢in pantotenik asit ve biotine gereksinim duyar. Bazi
tiirlerin geligsmesi icin para-aminobenzoik asit ya da tiamin gereklidir. Hiicre duvari
L-diaminopimelik asit, glukoz ve galaktoz icerir. DNA’sindaki %G+C oran1 66-67
mol’diir. Isvicre’ye 6zgii Emmental peynirlerde bulunan kirmizi noktalardan izole
edilmistir. Diger peynir ve siit iirlinlerinde de bulunabilir. P. thoenii ve tiirlerinin

koyu kirmizi ya da kirmizi kahverengi pigment iiretmek disinda bircok ortak
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0zelliginin oldugu belirlenmistir. P. rubrum ratfinoz ve mannitolii fermente edebilir
ancak sorbitolii fermente edemez. P. thoenii ise sorbitolii fermente eder fakat raffinoz
ve mannitolii fermente edemez. P. thoenii ve P. rubrum un yiilksek DNA homolojisi
gostermesi nedeniyle bu iki tiiriin tek bir tiir olarak tanimlanmasi tavsiye edilmistir
[12, 16]. Carvalho ve ark.’larmnin 1995 yilindaki yaptiklar1 ¢alismada P. rubrum
ATCC 4871 tip tiiriniin 16S rRNA sekansimin P. jensenii’nin tip tiirii ile ayni
oldugunu bulmuslardir. DNA hibridizasyon verileri P. rubrum’un P. thoenii tiiriine
degil P. jensenii tliriine ait olmasi gerektigini gostermistir. Bu ¢alisma ile P. rubrum,

P. jensenii nin betahemolitik biyovaryetesi olarak yeniden tanimlanmustir [17].

Propionibacterium acidopropionici

Ilk olarak 1909 yilinda Orla-Jensen tarafindan isimlendirilmistir. At kanmi kati
besiyerinde gelisen kolonileri (2 giinliik anaerobik inkiibasyon) 1 mm’lik nokta
seklinde, yuvarlak, konveks, tam, yar1 opak, griden beyaza kadar degisen renktedir.
Genellikle non-hemolitiktir. Koloniler kat1 besiyerinin dip kisminda beyaz, devam
eden inkiibasyonlarda ise pembe renge doniismektedir. Glukozlu sivi kiiltiirlerinde,
beyaz renkli sedimentlerle bulanik ve son kiiltiir pH’s1 ise 4,1-4,9°dur. Geligme
kosullar1 anaerobtan aerotoleranta kadar degismektedir. Aerob kosullarda
anaerobtaki kadar iyi gelisim gosteren suslarida vardir. Gelisme igin pantotenik asit
ve biotine gereksinim duyar. Tiamin gelisimleri i¢in temel degildir. Hiicre duvari L-
diaminopimelik asit, glukoz ile galaktoz ya da glukoz-mannoz igerir. DNA’sindaki

%G+C oran1 66-68 moldiir. Siit iiriinlerinden izole edilebilmektedir [12].

2.2.2. Propiyonik asit bakterilerinin habitatlar

PAB’larin 4 tipik klasik tlrli P. freudenreichii, P. jensenii, P. thoenii ve P.
acidipropionici siit ve peynirlerden izole edilebilmistir. Isvigre ova siitlerinden 453
klasik PAB’lerin dort tipik tiirii izole edilmistir. izole edilen bu 453 tiiriin; %71 nin
P. freudenreichii’ye, %19’nun P. jemnsenii’ye, %8’nin P. acidopropionici’ye ve
%?2’sinin ise P. thoenii’ye ait oldugu bildirilmistir [18]. Benzer sonuglara Italya’nin

¢ig siitleri ile yapilan ¢alismada da rastlanilmistir. Carcano ver ark., (1995) yaptiklari
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bu calismada ise izole ettikleri 60 PAB tiirliniin P. freudenreichii (%65), P. jensenii
(%25), P. acidopropionici (%5) ve P. thoenii (%5) olarak dagilim gosterdigini tespit
etmislerdir [19]. P. jensenii Leerdammer peynir numunlerinden en sik izole edilen
Propionibacterium tiirii olarak belirlenmistir [13]. Appenzell peynirlerinde bulunan
‘kahverengi noktalar’dan P. freudenreichii’'ye 1ilaveten yavas gelisen P.

acidopropionici ve P. jensenii tlirleri de izole edilebilmistir [20].

P. jensenii, P. thoenii ve P. acidopropionici fermente edilmis ve pismemis taze
gidalardan da izole edilmistir [21]. P. freudenreichii ve P. jensenii ¢ig siit, asit peynir
altt suyu, peynir ve besleyici un numuneleri gibi ¢esitli kaynaklardan en ¢ok izole

edilen PAB’lardir [22].

P. pentosaceum ve P. peterssonii’nin topraktan, P. zea’nin ise yemden izole edildigi
bildirilmis ancak referans literartiirler verilmemistir. Fermente edilmis zeytin ve
piring topragindan da propiyonibakterilerin izolasyonlar1 bildirilmistir. P.
cyclohexanicum Japonya’da pastorize edilmis ve bozulmus portakal suyundan, P.
microaerophilum ise Giiney Fransa’da zeytinyagi fabrikasi atik sularindan izole

edilmistir [11].

2.2.3. Propiyonibakterilerin metabolizma ve besin gereksinimleri

PAB’lar temel enerjilerini fermentasyonla CO,, propiyonik asit ve asetik asit

tiretimleri sirasinda olusan enerjiden saglamaktadirlar [23].

3 glukoz— 4 propiyonat + 2 asetat + 2 CO,

Yukarida verilen reaksiyonla glukoz molekiilii basina 4 ATP’lik enerji elde edilir. Bu
sekilde elde edilen enerji laktik asit ya da asetik asit fermentasyonu ile elde edilen
enerjiden daha fazladir. PAB’lar yalniz subsrat diizeyinde fosforilasyonla degil
oksidatif fosforilasyonla da ATP enerjisi iiretebilmektedirler. PAB’leri anaerobik
kosullarda laktatlh ortamlarda gelisme gostermesi bu bakterilerin  selektif

kiltiirlerinin olusturulmasinda kullanilan bir 6zelliktir [23].
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Klasik metabolik yol:

3 laktat — 2 propiyonat + asetat + 2 CO, + H,O + ATP

CO; fiksasyonu ile siiksinat olugumu:

3 laktat— (2-x) propiyonat + asetat + (1-x) CO, + x siiksinat + 3 ATP
Elektron alicis1 olarak aspartat:

3 laktat + 6 aspartat— 3 asetat + 3 CO, + 6 siiksinat+ 6 NH3 + 3 ATP

Propiyonik asit fermentasyonu i¢in gerekli olan biotin ve vitamin B12 vitaminleri

PAB’lar tarfindan sentezlenebilmektedir [23].

Yiiksek miktarlarda propiyonik asit liretimi propiyonibakteriler i¢in karakteristiktir.
Heksozlar, Embden-Meyerhof metabolik yolu ile piruvata doniistiiriilmektedir [11].
Asetat ve propiyonat olusum reaksiyonlar: Sekil 2.1°de gosterilmistir. Uretilen
propiyonik asit ve asetik asit orani1 2:1 olup, bu oran 5:1 ve daha fazla da
olabilmektedir. P. cyclohexanicum ve P. propionicum tiirleri tarafindan asetik asit ve
propiyonik asite ilaveten laktik asit de liretebilmektedirler. P. australiense tiirii bu

asitlerin yani sira siiksinik asit de iiretebilmektedir [11].

PAB’larin her iki grubu i¢inde (klasik ve deri) besin gereksinimleri temel olarak
benzerlik gostermektedir. Tim tiirler pantotenik asit ve biotin vitaminlerine
gereksinim duyarken, bazilar1 ayrica tiamin ve para-aminobenzoik asite de
gereksinim duymaktadirlar. Yeast ekstratin iginde bulunan bilinmeyen faktorlerin
bircogu da gelisme icin gereklidir. Propiyonibakterilerin bir ¢ok tiirliniin, amino asit
eklenmeden temel besiyerinde gelisim gosterdikleri bildirilmistir. Ancak, gelisme
propiyonibakterilerin tiim amino asit gereksinimlerini karsilayan sindirilmis kasein

eklenmesiyle artmistir [11].
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Sekil 2.1. Propiyonik asit fermentasyon dongiisii [24]

2.2.4. Propiyonibakterilerin tammlanmasi

Propiyonibakterilerin tanimlanmasinda temel olarak biyokimyasal testlerden

yararlanilmaktadir [12]. Biyokimyasal testlerde inkiibasyon siiresi 7 giin olup, farkl
siirelerde yapilan seker testlerinin sonuglar1 farkli olabilmekte ve sonuglarin
degerlendirilmesinde sorunlar yaratmaktadir. Britz ve Riedel (1991) 22 adedi

referans olmak {iizere toplam 73 propiyonik asit bakterisinin tanimlamasinda
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biyokimyasal testleri ile analitik profil indeks (API) 50 CH, API 20 A ve API 20 E
kitleri ~ kullanmislar ~ ve  sonuglart  niimerik  taksonomi  programinda
degerlendirmislerdir. Bu aragtiricilar plemorfik yapida ve degisken karakterli olan
propiyonibakterilerin biyokimyasal testlerde degisken sonu¢ vermelerinden dolay1
testlerin en az li¢ kez tekrarlanarak elde edilen sonuglarin ¢ogunluguna gore
degerlendirilesi gerektigini bildirmislerdir. API sisteminin veritabaninda Propiyonik
asit bakterileri olmamakla birlikte, API kitlerinin propiyonibakterilerin karbonhidrat

profillerinin ¢ikarilmasinda etkili ve yeterli bir sistem oldugu bildirilmistir [13, 25].

Propiyonibakterilerin geleneksel metotlar ile tanimlamasi kolay olmamakla birlikte;
uzun siire gerekmektedir. Alinan degisken sonuglarda, tiir seviyesindeki
tanimlamalarda sikinti yaratmaktadir. Yapilan son calismalarda bu bakterilerin
tanimlanmasi i¢in restriksiyon enzim analizi ve genel jel elektroforezi, rastgele
olarak amplifiye edilen polimorfik DNA (RAPD) [26], pulsed field jel elektroforezi
[27] ve ribotipleme [28] gibi metotlar gelistirilmistir. P. freudenreichii tiirinlin
freudenreichii ve shermanii alt tiirleri laktoz fermentasyonu ile bir birinden ayirt
edilmektedir. Bu alt tiirlerden yalmzca shermanii alt tiirii laktozu fermente
edebilmektedir. Bu metot ¢ogu kez hizli tanimlama saglamsi nedeniyle tercih
edilmektedir. Ciinkii protein profili, 23S rRNA gen restriksiyon analizi ya da RAPD
molekiiler teknikleri ile bu iki alt tiirlin ayrimi saglanamamaktadir [20]. Ancak
freudenreichii alt tiriiniin shermanii alt tiirlinden ribotipleme ile ayirt edilebilecegi
bildirilmistir [29]. Bu nedenle Tilsala-Timisjarvi ve ark. (2001) klasik
Propiyonibakterilerin baz tiirlerinin 16S-23S rRNA ve 23S-5S rRNA intergenik ara
bolgelerini tespit etmislerdir. 16S-23S rRNA ve 23S-5S rRNA boélgelerine gore
tasarladiklar1 primerlerin giivenirliligini 14 farkli klasik propiyonibakterinin 27 susu
ile PCR’da test ederek, tanimladiklar1 bu primerler ile endiistriyel fermentasyon
proseslerinde, klasik PAB’larin hizli PCR tanimlanmasinin yapilabilecegini rapor

etmislerdir [30].
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2.2.5. Propiyonibakterilerin starter o6zellikleri

Klasik propiyonibakteriler olan P. acidopropionici, P. freudenreichii, P. jensenii, ve
P. thoenii mandira endiistrisi i¢in dnemli tlirlerdir. P. freudenreichii suslar1 genellikle
homofermentatif laktobasiller ve streptokoklar ile birlikte Isvigre tipi peynitlerin
tiretiminde starter olarak kullanilmaktadir. Klasik PAB’lar peynir kosullarinda
otolitiktir ve peynirde bulunan amin ve peptitleri degrede ederler. Bu proteolitik
aktivite ile peynirde bulunan serbest prolin miktari artar ve PAB igeren peynirlerin
karekterisitik tadinin olusumuna katki saglar. Peynir yapimi sirasinda peynirde
bulunan starter bakterilerinin irettikleri laktat, PAB’lar tarafindan kullanilarak
Isvigre peynirlerinin tadi1 olusturan maddelerden biri olan propiyonik aside
dondstiirtiliir. Bu peynirlere tadin1 veren dallanmis zincirli yag asitleri ise PAB’larin
amino asit katabolizmasi ile olusturulur. PAB’lar aym1 zamanda siitte
eksopolisakkarit iiretmektedirler. Uretilen bu eksopolisakkaritler PAB’lar1 igeren
fermente  Uriinlerin  reheolojik  tatlarmin  olusumunda  pratik  olarak

uygulanabilmektedir [31].

Propiyonik asit bakterileri ayn1 zamanda ¢ig siittede bulunmaktadir ve bazi tiirleri
peynirde aroma ve doku noksanliklarina neden olmaktadir. Peynir yapiminda
kullanilan propiyonik asit bakterilerinin siitte bulunmasi1 ve peynir yapimindaki rolii
icin; farkli kaynaklardan elde edilen siit 6rneklerinde propiyonik asit bakterilerinin
sayr ve bulunma sikligi, gelismeleri i¢cin gerekli olan pH araligi, besiortaminda
bulunan sodyum kloriir miktar1 ve inkiibasyon sirasinda gerekli olan sicaklik
derecelerinin belirlenmesi gerekmektedir. Biitlin bu faktorler standart peynir

yapiminda, propiyonik asit bakteri florasinin kontrolii i¢in modifiye edilebilir [19].

Siit yagi, yag asitlerinin trigliseritlerinden olusmaktadir. Siitteki yag asitlerinin
konsantrasyonunu etkileyen c¢ok sayida faktor (6zellikle, siit salgilama asamast,
hayvan tiirleri ya da hayvanlarin besinleri) belirlenmistir. Mevsimlere gore siit
yaginin bilesimindeki degisiklikler peynir yapiminda da etkili olmaktadir. Siitte

bulunan yag miktar1 reheolojik oOzellikleri, tadi ve peynire gecen mikrobiyal
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populasyonu etkilemektedir. Serbest yag asitleri gelismeyi artiric1 veya durdurcu etki

gosterebilmektedir [32].

2.3. Probiyotikler

Probiyotik kelimesi Yunanca kokenli olup “yasam i¢in” anlamina gelen ve uzun
yillardan beri ¢esitli sekillerde kullanilan bir kelimedir [33]. ‘Probiyotik’ terimi ilk
olarak 1954 yilinda Ferdinand Vergin tarafindan antibiyotik ve flora {lizerinde etkili
diger antimikrobiyal maddelerin, patojen olmayan bakterilerin yararl (‘Probiotika’)
etkileriyle iligkisinin anlatildig1 ‘Anti-und Probiotika’ isimli makalede kullanilmistir
[34]. Lilly ve Stillwell (1965) tarafindan ise, diger mikroorganizmalarin gelisimini
destekleyen maddeleri tanimlamak i¢in kullanilmistir [35]. Yine ilk olarak hayvan
biiyiimesini destekleyici yem katkis1 olarak 1970’li yillarda kullanilmis ve
‘hayvanlarin bagirsak mikrobiyal dengesini gelistirerek, onlara yararli olan canli
mikrobiyal yem katkilar1 olarak tanimlanmislardir [36]. Probiyotiklerin en ¢ok kabul
gbren tanimlart Roy Fuller (1989) tarafindan ‘tiiketici sagligina, bireylerin bagirsak
mikrobiyal dengesini koruyarak veya gelistirerek yararli olan canli mikrobiyal gida
katkilaridir’ seklinde yapilmistir [37]. Bu tanim Salminen ve ark., (1998) tarafindan
‘insan ve hayvanlarin saglhigini1 gelistirmek i¢in tasarlanan gida, yem ya da besinsel

katkilardaki canlt mikrobiyal preparatlar’ olarak degistirilmistir [38].

2.3.1. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Fermente gidalarin metabolizma iizerindeki faydali etkileri ile saglikli yasam
arasindaki iligski Elie Metchnikoff’un ilk incelemelerine bagl olarak giintimiizde hala
dogrulugunu korumaktadir. Ancak, son yillarda probiyotikler iizerine yapilan
arastirmalar, fermente siit Urlinlerinden izole edilen bakteriler diginda bagirsak

kokenli bakterilerin de bu 6zelliklere sahip oldugunu géstermistir [39].

Farkli cinslere ait bir¢ok mikroorganizma probiyotik olarak kullanilmaktadir. En
yaygin olarak kullanilan suslar ise laktik asit bakterilerinin, enterokoklar,

laktobasiller ve bifidobakterileri kapsayan heterojen bir grubundan olusmaktadir.
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Ozellikle laktobasiller probiyotik olarak kullamlan bakterilerin basinda gelmektedir.
Ancak, giiniimiizde diger mikroorganizmalar da probiyotikler arasina girmistir [40].
Laktik asit bakterileri disinda probiyotik olarak kullanilan diger organizmalar
arasinda Bacillus spp., mayalar (Saccharomyces cerevisiae ve S. boulardii) ve
filamentdz fungiler (Aspergillus oryzae) yer almaktadir [41]. Probiyotik olarak
kullanilan mikroorganizmalarin; Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus,
Enterococcus, Bacteroides, Bacillus ve Propionibacterium cinslerine ait olan bazi
tirler olarak bildirilmistir [43]. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar

Cizelge 2.2’de verilmistir [40-42].

Cizelge 2.2. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar [40-42]

Laktik Asit Bakterileri Digerleri
Lactobacillus spp. | Bifidobacterium spp. | Enterococcus spp. | Streptococcus spp. | Bacillus spp.
L. acidophilus B. bifidum E. faecalis S. cremoris S .cerevisiae
L. casei B. adolescentis E. faecium S. salivarus S. boulardii
L. delbrueckii | B. animalis S. diacetylactis E. coli

subsp.bulgaricu

L. cellobiosus B. infantis S. intermedius P. freudenreichii
L. curvatus B. thermophilum A. oryzae

L. fermentum B. longum

L. lactis

L. plantarum

L. reuteri

L. brevis

2.3.2. Probiyotik mikroorganizmalarin insan saghgx iizerine etkisi ve etki
mekanizmalari

Probiyotiklerin bagirsak fizyolojisi iizerine dolayli veya dogrudan etkide bulunarak
immiin sistemi uyardigi, bu ¢ercevede konak¢inin agiz ve sindirim sistemi dabhil, tist
solunum yolu ve iirogenital sistem mukozal yiizeyini etkileyerek iyi hal ve saglig

gelistirici, hastalik riskini azaltict potansiyel etkiye sahip oldugu bilinmektedir [44].
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Probiyotiklerin etki mekanizmasina yonelik c¢alismalar, bagirsak florasinin
diizensizligiyle ortaya cikan mide-bagirsak sistemindeki bozukluklara dayanarak
yapilmaya baslanmistir [45]. Patojen mikroorganizmalar {izerine direkt antagonistik
etki yaparlar: Probiyotik bakteriler, patojen bakterilerin iiremesini engelleyen
inhibitér antimikrobiyal peptid (mikrosin, bakteriyosin) {iretirler. Yapilan
calismalarda, Saccharomyces boulardiinin, Candida albicans, Salmonella typhi,
Shigella ve E. coli’nin liremesini baskiladig1 gosterilmistir. Patojenlerin adezyonunu
Onlerler; sayr ve hacim avantajlart ile bagirsak ve {iirogenital sistem epitel
hiicrelerinde, patojenlerin girmesini zorlastirirlar. Epitelyal bariyeri giiglendirerek,
patojenlerin translokasyonunu Onlerler. Patojenlerin {iremek icin gereksinim
duyduklar1 besin maddelerini tiiketerek, liremelerini inhibe ederler; S. boulardii,
Clostridium difficile’nin gereksinim duydugu monosakkaridleri tiiketerek bu tiiriin

tiremesini onler [45, 46].

Bagirsak enzim aktivitesine etki ederler: Probiyotik bakteriler, laktaz, maltaz, siikraz
aktivitesini arttirirlar. S. boulardii poliaminleri, aminopeptidazlarin olgunlagsmasini

saglar [46].

Toksin ve toksin reseptorlerine etki ederler: S. boulardii 54 kDa proteini proteaz
aktivitesinde olup, C. difficile toksin A iizerine direkt olarak veya toksinin reseptore
baglanmasini onleyerek etki eder. Hayvan modellerinde, 120 kDa proteinin etkisi ile
cAMP, adenilat siklaz aktivitesi azalarak, su-sodyum hiper sekresyonunun azaldigi

gosterilmistir [47].

Immiin sistem iizerine etki ederler: Antibiyotik verilen Lactobacillus casei ve
Lactobacillus  bulgaricus ile beslenen farelerde lamina propriada lenfosit
proliferasyonu saptanmis, plazma hiicrelerinin sayis1 artmistir. Bifidobacterium breve
ile yapilan hayvan deneyinde, peyer plaklarinda antikor {iretiminin arttig1
saptanmustir. L. casei shirota susu verildiginde, T-helper sayisinda artma, IgE
diizeyinde azalma goriilmiistiir. Probiyotikler, proinflamatuvar ve antiinflamatuvar

sitokinlerin salinimini aktive ederek immiin sisteme diizenleyici etki gosterirler [47].
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Probiyotiklerin, hayvan modellerinde, digkida karsinojenleri aktive eden bakteriyel
enzimleri inhibe ederek; karsinojenlerin yapisini bozarak anti-karsinojen etkilerinin
oldugu gosterilmistir [47]. Bu mikroorganizmalarin, diyarelerin dnlenmesi, laktozun
sindirimine katki, ince bagirsakta arzu edilmeyen bakteri gelisiminin engellenmesi,
enterik patojenlere etkileri, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi, kandaki kolesterol
seviyesinin diisliriilmesi ve Helicobacter pylori enfeksiyonlarinin onlenmesi gibi
saglik lizerinde bircok 6nemli etkisinin oldugu bildirilmistir [48-52]. Probiyotiklerin

potansiyel klinik amaglar1 ve etkileri Cizelge 2.3’de verilmistir.

Cizelge 2.3. Probiyotiklerin potansiyel klinik amaclar1 ve etkileri [53]

Probiyotiklerin Etkisi Probiyotiklerin Mekanizmasi
Akut  diyarenin  besinsel  olarak | Bagirsak mikrobiyal florasinin
diizenlenebilmesi diizenlenmesi, rotaviriis yayilim

suresinin kisaltilmasi

Alerjik  ve inflamatuar  bagirsak | Musin sentezinde artis, lokal ve sistemik
hastaliklarinin besinsel diizenlenmesi inflamatuar  cevabin, gut bariyer
fonksiyonun ve mikrobiyal floranin
ozelliklerinin iyilestirilmesi

Enfeksiyon hastaliklari riskini azaltma | Rotaviriise kars1 IgA salgisinin ve musin
sentezinin artisi

Alerjik ve inflamatuar hastaliklar1 | Bagirsak bariyer fonksiyonu,
riskini azaltma antinflamatuar etki, inflamatuar
molekiillerinin  diizenlenmesi  immiin
sistemin geligiminin tegvik edilmesi

2.3.3. Probiyotik mikroorganizmalarda bulunmasi gereken ozellikler

Probiyotik preparatlarinda bulunan mikroorganizmalar, biiyiik bir grup olan bagirsak
sistemi florasi ile rekabet etmek zorundadir. Bu sistemde bulunan mikrobiyal flora
tizerine bir etki yapabilmesi icin de herhangi bir probiyotik preparatinda bulunan
mikroorganizmalarin bazi karakteristik 6zelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir
(Sekil 2.2) [38]. Birgok arastirmaci tarafindan yapilan calismalarda probiyotik

mikroorganizmalarin tagimalar1 gereken 6zellikler belirlenmistir. Bunlar:

e Givenilir olmalhdir. Kullanim sonucu insan veya hayvanlarda yan etkisi

olmamalidir.
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Insanlar igin kullanilacak olan suslarin tercihen insan kaynakli olmasi gereklidir.
Saglikli insanin mide-bagirsak sisteminden izole edilmelidir.

Stabil olmalidir.

Diisiik pH ve safra tuzlarima karsi dayanikli olmalidir. Mide ve bagirsak
kanalindan gegisleri sirasinda canli kalabilmelidirler.

Epitel yiizeylere tutunmayi saglayan maddeler (Ekzopolisakkarit, lektin vb.)
bulundurmalidir.

Bakteri yiizeyi hidrofobik yapida olmalidir.

Agregasyon ve koagregasyon yetenegine sahip olmalidir.

Bagirsak hiicrelerine tutunabilmeli, kolonize ve metabolize olabilmelidir.

Patojen bakterilere karsi antagonistik etkileri olmalidir. Bakteriyosin, hidrojen
peroksit, laktik asit ve propiyonik asit gibi organik asitler sentezleyebilmelidir.
Kisa yag asitlerini sentezlemesi ve bagirsak hastaliklarini engelleyebilmelidir.
Helicobacter pylori’nin gelisimini engelleyebilmelidir.

Antikarsinojenik aktivite gosterebilmelidir.

Kan basinc1 ve serumda kolesterol konsantrasyonunu diisiirebilmelidir.

Insan ve hayvan saghginda cesitli nedenlerden dolayr kullanilan antibiyotiklere
kars1 direncli olmalidir.

Konakei hiicrelerde fazla sayida bulunabilmelidir.

Bakterilerin iiretim ve depolama asamalarinda canliligim1i ve aktivitelerini
koruyabilmelidir.

Patojenik olmamali ve toksik madde iiretmemelidir [54-61].



21

Sindirim kanalinda| Asit ve Safra
canll kalabilme tolerensi

Klinik olarak

kanitlanmis
. "'Tiygﬁ:illerine Toksik ve Patojen
gahip olma Probiyotik olmama
SuS
Patojen bakterilerin ozellikleri Antimikrobiyal
tutunma ve madde
kolonizasyonunu tretebilme

engelleme

Gidada Epitel

ve klinik hiicrelere
kullanimda | yap15ma

giivenilirlik

Sekil 2.2. Probiyotik mikroorganizmalarin se¢im dlgiitleri [62]

2.4. Propiyonibakterilerin Probiyotik Onemi

Insan viicudu dinamik bir ekosistem olup, trilyonlarca mikroorganizmanin konakgisi
durumundadir. Bu ekosistemde bulunan mikroorganizmalar, temelde faydali ve
zararli olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Saglikli bir konakg¢ida bu iki grup
dinamik bir denge halinde olup, yararli mikroorganizmalar baskin mikrofloray1
olusturmaktadir. Bagirsak ekosisteminin fizyolojik dengesi hastalik, yashlik,
antibiyotik veya ila¢ kullanimi, diyet aliskanliklarinin degistirilmesi, iklim
kosullarinda meydana gelen degismeler ve ¢evresel toksik maddeler gibi faktorlerden

dogrudan veya dolayli olarak etkilenebilmektedir. Bagirsak sisteminin dengesinde
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meydana gelen bu diizensizlikler sonucu bagirsak mikroflorasinin dengesi bozulur ve
faydali mikroorganizma sayisinda azalmalar baslar [48]. Son yillarda yapilan
caligmalara gore, bu mikroflora dengesizliginin disaridan yapilacak mikroorganizma
destegi ile asilabilecegi belirtilmistir. Probiyotik adi verilen bu mikroorganizmalar
uirettikleri maddeler yardimiyla gidalarin sindirimine, vitamin iiretimine ve zararl
mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin 6nlenmesine yardimci olarak dogal
flora dengesinin korunmasinda etkili oldugu bildirilmistir. Bu 6zelliklerinden dolay1
son yillarda faydali bakteriler, yogurt ve peynir gibi fermente siit {iriinlerine ilave

edilerek, probiyotik iiriin olarak piyasaya sunulmaktadir [55].

Son yillarda geleneksel yontemler kullanilarak elde edilen gidalarda bulunan
mikroorganizmalarin probiyotik potansiyellerine ilgi artmistir. Tiiketilen bakterinin
insan saglig1 lizerine yararl etkisi i¢in yapilan ¢aligmalar daha cok ilgi ¢ekmektedir.
Ciinkii canli bakteriler icin fermente edilmis siit ve peynir baslica kaynagi olusturur
ve asil ilgi c¢ekici olan da bu bakterilerin mandira orijinli olmasidir.
Propiyonibakteriler Isvigre tipi peynirlerde canli formda yiiksek sayilarda bulunur ve
aymi zamanda diger fermente edilmis iirlinlerin iiretiminde kullanilmaktadir. Bu
bakteriler ilging probiyotik potansiyeli sergilemekte ve insanlardaki probiyotik
formulasyonlarda kullanilmaktadir. Propiyonik asit bakterilerinin iddia edilen

probiyotik 6zellikleri;

e BI12 vitamini tiretimi,

e Bagirsak mikroflorasini diizenlemesi,

e [-galaktosidaz enzim aktivitesine sahip olmasi ve bu 6zelligi ile bagirsakta safra
tuzlariin emilimini kolaylastirmasi,

e Bifidobakterilerin gelisimini sitiimiile ederek kolon hareketini diizenlemesi,

e Laktoz sindirimini kolaylastirmasi,

e Urettikleri bakteriosin ile Listeria monocytogenes ve Yersinia enterocolitica gibi
fermente siitte rastlanila bilen patojenlere kars1 antimikrobial aktivite gostermesidir.

Ayn1 zamanda bu bakterilerin, gerekli mekanizmalari tam olarak tanimlanmamasina
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ragmen, bagisiklik sistemini uyardigi ve kanser gelisimini sinirlandirdigi

diistiniilmektedir.

2.4.1. Propiyonibakterilerle yapilan bazi probiyotik ¢calismalar

PAB’larin normal bagirsak florasinin bir iiyesi olup olmadigi heniiz tam
belirlenememistir. Yapilan baz1 ¢aligmalar deri PAB’larin bagirsakta bulundugunu
gosterirken [64], bagka ¢aligmalar ise PAB’larin bagirsakta bulunmadigini ya da ¢ok
az bulundugunu gostermistir  [65, 66]. Probiyotik olarak  kullanilan
mikroorganizmalarin genellikle bagirsak orijinli olmasi nedeniyle, bagirsakta
bulunan deri PAB’larin probiyotik olarak kullanilmasi tavsiye edilmemektedir. Deri
PAB’larin probiyotik olarak kullanilmamalarinin nedeni ise hastalik etmeni
olmalaridir. Klasik PAB’larin ise probiyotik olarak kullanilmaya aday gosteren ¢ok

sayida yararh 6zellige sahip olduklari bildirilmistir [66].

Laktobasiller ve bifidobakterlerle karsilastirildiginda PAB’larin  potansiyel
probiyotik ozellikleri {izerine yapilan ¢alismalar siirl kalmistir. Ancak son yillarda

PAB’larin yararli saglik etkileri {izerine yapilan ¢calismalar artis gostermistir.

Mide-bagirsak sisteminden gegiste canli kalmak probiyotik se¢iminde en Gnemli
kriterdir. Baz1 PAB tiirlerinin diigiik pH’lara maruz birakildiklarinda canli kaldiklar
tespit edilmistir [67]. Disiik pH’ nin PAB’larin canliligimi ve enzim aktivitelerini
degisik oOlciide etkiledigi belirlenmis, bu etkinin matriks olarak siit ya da peynir
kullanildiginda azaldigi ve bu matrislerde PAB’larin daha fazla canli kaldigi
bulunmustur [68]. Oncelikle &ldiiriicii olmayan pH’lara (pH 5) kisa siireli
inkiibasyona maruz birakildiktan sonra, diisiik pH’a maruz birakilan PAB’larin
canlilik oranlarmin arttig1 gdzlenmistir. Oldiiriicii olmayan stres kosullarina maruz
birakilmak diisik pH’lara karst koruyucu olabilmektedir [69]. PAB’larin ayni
zamanda safra tuzlarinda direngli olduklar1 goézlenmistir [67]. Safraya maruz
birakilmanin [B-galaktozidaz iiretimini uyardigi ve enziminin aktivitesini artirdigi

belirlenmigtir. PAB’larin mide bagirsak sisteminden gegiste yliksek miktarda canl
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kaldiklar1 gbzlenmis ancak PAB’larla beslenme durduktan sonra insan bagirsak

sisteminde bu bakterilerin siirekli bulunmadiklar tespit edilmistir [70].

Probiyotik se¢iminde bir diger 6nemli kriter ise probiyotiklerin bagirsak mukozasina
adezyonudur. Bagirsak mukozasina tutunma probiyotiklere, mide-bagirsak
sisteminde daha uzun silire kalmasi, rekabetle patojenlerin bagirsak ortamindan
elimine edilmesi ve immun sistemi uyarmasi gibi avantajlar saglamaktadir [71]. Baz1
PAB tiirlerinin  bagirsak  mukazast  modellerine  tutunma  yetenekleri
degerlendirilmistir. P. freudenreichii subsp. shermanii JS susunun, bagirsak
mukozasina ve bagirsak mukoza modellerine iyi tutundugu bilinen Lactobacillus
rhamnosus GG probiyotik tlirii kadar caco-2 bagirsak enterosit doku kiiltiirlerine
tutunduklar1 gdzlenmistir [72]. Insan bagirsak mukusuna PAB’larmin adezyonun
mukus ile olan nonspesifik etkilesimlerden dolay1 diisiik oldugu belirlenmistir [70].
Lactobacillus rhamnosus GG ya da Bifidobacterium lactis Bb 12 gibi probiyotik
tiirlerin mukusa 6n adezyonlar1 saglandiktan sonra aynt mukusa PAB’larn iki ya da

tic kat adezyonlarinin arttig1 gdzlenmistir [73].

Newcastle Universitesi’nin Avustralya’li aragtirmacilar1 P. jensenii 702 susunun
probiyotik Ozelliklerini aragtirmislardir. Bu arastirmacilar erkek fare modelinde P.
jensenii 702 susunun mide-bagirsak sisteminde canliligini ve gilivenirligini
degerlendirmiglerdir [74]. Bir fare modeli kullanildiginda P. jensenii 702 susunun
tuberklosise kars1 canli as1 rolii oynadigi bildirilmistir [75]. P. acidopropionici CRL
1198 susunun hayvan modelleri kullanildiginda bagirsak enfeksiyonlarina kars
koruyucu ve bagisikligi uyarici, bagirsak florasinin bilesimi ve enzim aktiviteleri

tizerine pozitif etkiler gosterdikleri tespit edilmistir [76, 77].

2.4.2. Propiyonibakterilerin insan probiyotigi olarak kullanimi

Probiyotik gidalarda propiyonibakteriler Oncelikle laktik asit bakterileri ya da
bifidobakteriler ile kombine edilmektedir. Calismalarin ¢ogu c¢ocuklarin bagirsak
sistemi ile ilgili bozukluklarin giderimi ile ilgilidir. Oncelikle Lactobacillus

acidophilus propiyonibakterilerle karisik kiiltiirlerde kullanilmistir.
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Propiyonibakteriler ve laktik asit bakterilerinin kombinasyonun da bu bakteriler
arasinda etkilesim ve olasi antagonistik etkiler hakkinda bir sorun farkli bakis
acilariyla artmigtir. Parker ve Moon (1982)’a gore bircok nedene bagli olarak
kiiltiirde laktobasillerin baskin oldugu goriilmekte ve hatta propiyonibakterilerin
gelisimini engellemektedir [78]. Karisik kiiltiirlerde her iki cinsin gelisme orani ve
asit ile CO, idretimleri saf kiiltire gore daha diisiiktiir. Ancak baz
Lactobacillus/Propionibacterium ¢iftlerinin her biri gelismede digerleri iizerinde
yararli etkiye sahiptir. Iki cinsin tiirleri arasinda biiyiik fakliliklar bulunmaktadir.
Karasevich ve ark., (1978) propiyonibakterilerin metabolitlerinin L. acidophilus
tizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir [79]. Kaneko ve ark.
(1994)’lar1 P. freudenreichii tarafindan firetilen bir maddenin, bu bakterilerin
probiyotik olarak kullanildiklar1 zaman etkili oldugunu ve bu maddenin
Bifidobacterium adolescentis tiriiniin gelisimini uyardigin1  bildirmislerdir. B.
adolescentis’in tek basma kiiltivasyonu yapildiginda canlilik oram 3,7 x 10° kob/ml
olarak tespit edilmistir. P. freudenreichii ile karisik kiiltiirlerinde B. adolescentis 2,2
x 10° kob/ml canlilik gosterirken, P. freudenreichii’in canhhgmm 8,7 x 10’

kob/mI’den 4,7 x 10® kob/m!’ye yiikseldigi bildirilmistir [80].

Mantere-Alhonen (1995) %3’den %1’e kadar degisen oranda P. freudenreichii
subsp. shermanii ve L. acidophilus i¢eren eksi siit iiriinii gelistirmeyi denemislerdir.
Bu 1iriin iyi duyusal 6zellikler, hafif tat, iyi kivam ve koruma kalitesi gostermistir. Bu
irlinlin probiyotik etkisi oldukca yash hastalar ile yapilan kiiclik denemelerin
sonuclar1 ile test edilmistir. Bu calismanin negatif yonii ise laktobasillerle
birlestirilmeden once propiyonibakterilerin uzun inkiibasyon siiresine (4-5 giin)

ihtiya¢ duymasi olarak belirlenmistir [21].
2.5. Propiyonibakterilerin Giivenirligi

Tim Propionibacterium izolatlarinin klinik bulgular1 aknes grubu denen ‘deri
PAB’lara aittir. Buna karsilik klasik propiyonibakterilerin gidalarda kullanimi ile
iligkili ¢ok sayida literatiir bulunmaktadir. Peynir yapiminda kullanilan P.

freudenreichii tiirleri i¢in genel olarak gilivenli (GRAS, Generally Recognized As
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Safe) tanimlamasi1 yapilmistir. P. thoenii suslari ve bazi P. jensenii suslarmin -
hemolitik aktivite gostermesine ragmen klasik propiyonibakterilerin bilinen virulens
faktorleri bulunmamaktadir [12]. Baz1 Propionibacterium suslart tiamin ya da
histamin olusturabilmektedirler. isvicre peynirlerinde (Emmental) bulunan biyojen
aminlerin miktarinin, bu peynirlerde bulunan ve ¢ig siitten gelen laktobasil,
enterokok, enetrobakterilerin aktivitesi sonucu olusan aminlerinden dolayr arttig
bildirilmistir. [81, 82]. Rat modellerinde P. jensenii'nin bir probiyotik tiiriinii
giivenirliligini test etmek i¢in ratlar 81 giin boyunca giinde 10'° kob/rat oraninda bu
bakterilerle yiliksek dozda beslenmistir. Ratlarin kan ve diger dokularina
propiyonibakteri hiicrelerinin translokasyonla tasinmasi ve doz toksitesi
degerlendirilmistir. Yapilan bu ¢alisma P. jensenii probiyotik tiiriiniin, ratlarin genel
saglik durumu, viicut agirligi ya da i¢ organlara her hangi bir yan etkisinin

olmadigini gostermistir [74].

Klasik PAB’larin aksine deri propiyonibakterilerin ¢esitli hastaliklarin nedeni oldugu
bildirilmistir. Ozellikle P. acnes tiiriiniin akne ve safra tasi olusumuna neden oldugu
tespit edilmistir. Deri PAB’larin 6zelikle P. acnes’in ameliyat sonrasi hastalarda
olusan enfeksiyonlarda firsat¢1 patojen olduklari tespit edilmistir. Deri PAB’lar
diabet, bagisiklik sisteminde yetersizlik, habis tiimér ve travmaya da neden

olabilmektedirler [83].

Yapilan bu c¢alismalar deri PAB’larin c¢esitli hastaliklarin nedeni olabildiklerini
gosterirken, klasik PAB’larin herhangi bir hastalik nedeni olmadiklarini ve bu

bakterilerin probiyotik kullanima aday olduklarin1 gostermektedir.

2.6. Propiyonibakterilerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Antimikrobiyal maddeler, mikroorganizma gelisimini engelleyen, biyolojik kokenli,
ikincil metabolitlerdir. Bunlar, mikroorganizmanin c¢ogalmasini engelleyici
“bakteriostatik” veya “fungustatik™ olabildikleri gibi; mikroorganizmanin 6liimiine
sebep olan “bakterisit” ve “fungisit” gibi maddeler de olabilirler. Mikroorganizmalar

tarafindan {retilen, diisiik molekiiler agirlikli, organik dogal firiinlerdir [84, 85].
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Propiyonibakteriler tarafindan inhibitor etkiye sahip metabolitlerin iiretildigi
bilinmektedir. Bu bakteriler fermentasyon prosesleri sirasinda, glukoz ve laktati
propiyonat, asetat ve karbondioksite doniistiiriir. Propiyonat ve asetatin inhibitoriik
etkisi gram negatif bakteriler {izerinedir ve Isvigre-tipi peynirlerde ve diger fermente
tirtinlerde bu etki pH’nin diismesiyle artmaktadir. Mandira orjinli propiyonibakteriler
tarafindan iiretilen propiyonik asit 6nemli bir organik asittir ve ¢ok ¢esitli endiistriyel
proseslerde Ozellikle gidalarda bulunan kiif ve baz1 bakterilerin gelisimini inhibe
ederek gidalarin raf Omriinii uzatmak amaciyla gida koruyucusu olarak kullanildigi
bildirilmistir [86, 87]. Glukoz ve laktoz fermentasyonu sirasinda olusan
polisakkaritler asetat ve karbondioksit olusumlarinin artmasiyla asit oranini
degistirir. Propiyonik asitin, gidalarda bozulmaya neden olan asit-toleransli mayalari

ve Salmonella’y1 laktik asite gore daha fazla inhibe ettigi bildirilmistir [88].

Klasik PAB’larin gesitli organik asit ve bakteriyosinler iirettikleri ve antimikrobiyal
aktivite gosterdikleri bilinmektedir [89]. P. thoenii [90-93], P. jensenii [94-96], P.
freudenreichii [97] ve P. acidopropionici [98] klasik tiirleri organik asit ve

bakteriyosin {iretimleri i¢in aragtirilmistir.

2.6.1. Propiyonik asit

Diger organik asitler gibi propiyonik asit de diisiik pH’larda belirli bakteri ve kiifleri
inhibe etmektedir. PAB’lar koruyucu olarak gidalara eklenmektedir. Propiyonik asit,
mikroorganizmalarin, hiicre i¢inde birikerek veya enzim aktivitelerini engelleyerek
inhibe etmektedir. PAB tiirleri tarafindan sekerlerin fermentasyonu ile ticari olarak
propiyonik asit tiretimi yillardir yapilmaktadir. Kesilmis siit suyu P. acidopropionici
ya da P. freudenreichii tarafindan propiyonik asit iiretiminde ucuz besiyeri olarak
Onerilmistir. Propiyonik asit fermentasyonu homofermentatif Lactobacillus tiirleri
gibi laktat {ireten organizmalar tarafindan kombine edildiginde artis
gosterebilmektedir. Ancak sivi besiyerinde diisiik asit konsantrasyonu ve uzun
inkiibasyon siiresi asit lretimini ve geri kazanimin maliyetini artirmaktadir.
Kimyasal c¢oziiciilerle asitin siirekli fermentasyon ortamindan ekstraksiyonu

denenmis ancak c¢oziiciilerlerin PAB hiicrelerine toksik etki gosterdigi tespit
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edilmistir. Coziicii fazinin gelisme ortamindan bir membran ile ayrilmasi bu

problemi ¢6zebilmektedir [23].

2.6.2. Bakteriyosin

Bakteriyosinler protein yapida, dar inhibitdrik spektrumlu maddeler olarak
tanimlanmistir. Ancak bakteriyosinlerin ¢ogu genis inhibisyon spektrumu
gosterebilmektedir. Bakteriyosinlerin bu 06zelligi gidalarda koruyucu olarak
kullanilmasimi1 ve bakteriyosin iireten probiyotiklerle birlikte normal bagirsak

florasinda bariyer islevi gostermesini saglamaktadir [84, 85].

Leversee ve Glatz (2001) test ettikleri 52 PAB tiiriinden yalnizca 4’{iniin bakteriyosin
drettigini tespit etmislerdir [99]. Ancak Holo ve ark., (2002) c¢ogunlukla P.
acidopropionici, P. jensenii ve P. thoenii tiirlerinin bakteriyosin lrettiklerini, test
edilen 52 P. freudenreichii tlirlinden ise sadece 6’sinin bakteriyosin {irettigini

belirlemistir [100].

PAB’lar tarafindan bakteriyosinlerin olusturulmasi c¢ok yavas gerceklesmektedir.
Propionicin T1’in olugmasi i¢in 3 giin, jenseniin G ve propionicin PLG-1"in olugmasi
icinde 7 ya da daha fazla inkiibasyon siiresi gerekmektedir. Uzun inkiibasyon
stiresinden sonra elde edilen bakteriyosininin miktar1 ¢ok az olmakta, antimikrobiyal
aktivitesinin belirlenmesi icinde konsantre edilmesine ihtiyac duyulmaktadir.
Karsilagilan bu giicliikkler PAB’lar tarafindan {iretilen bakteriyosinlerin uygulamasini

sinirlamaktadir [23].

2.7. Antibiyotik Direngliliginin Probiyotik Onemi

Probiyotik bakteriler, bircok fermente gida iirlinlerinin liretiminde kullanilmaktadir.
Caligsmalar, {istlin nitelikte bu bakteri grubunun tiretimde kullanimini énermektedir.
Selekte edilen kiiltiirler ile iiretilen iirlinlerde kalite yiiksekligi ile birlikte bu bakteri
grubunun patojenler iizerinde antagonistik etkileri 6nem kazanmistir. Probiyotiklerin

bagirsak sisteminde bulunabilen patojen bakteriler iizerinde antagonistik etkileri de
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onemli bir yer tutmaktadir. Probiyotik bakterilerin bagirsak sisteminde yasam ve
bulunabilmeleri 6nemlidir. Bu bakterilerin pH, safra tuzlarina karsi tolerans ve
dayanikliliklar1 ile birlikte c¢esitli antibiyotiklere karsi direnclilikleri de se¢imde

onemli goriilmektedir [45].

Probiyotikler 6zellikle organizmada, gerek saglikli bir gelisme gerekse hastaliklarin
tedavisinde antibiyotiklerin yerine, dogal biyolojik iiriinleri destekleyici alternatif
riinler olarak kullanilabilir. Bu sayede mikroflorada stabilite saglandigi gibi
disaridan alinan diger maddelerin (ilag, antibiyotik vb.) olumsuz etkilerinin de 6niine
gecilmis olunur. Son yillarda biyolojik sistemlerden tip, eczacilik, endiistri, tarim ve
hayvancilikta faydalanilmaktadir. Giintimiizde hem daha giivenilir, hem de daha
ekonomik olmasi nedeniyle her dalda biyoteknolojik ¢alismalara agirlik verilmistir.
Probiyotik bakterilerinin dogal insan florasindaki olumlu etkileri diisiiniilerek
probiyotik teknolojisinde, {istiin Ozelliklere sahip bazi suslarin  kullanilarak,
hastaliklarin  tedavisinde antibiyotiklere alternatif olmas1 diisliniilmektedir.
Probiyotiklerin yalnizca tedavi amacgli olmayip, tipta koruyucu amagh da
kullanilabilecegini, ancak bunun i¢in segilecek suslarin antibiyotiklere ve antifungal

ilaglara direngli olmasinin énemli bir kriter oldugunu bildirilmistir [48].

2.8. Bakteriyel Eksopolisakkaritlerin (EPS) Starter ve Probiyotik Onemi

Bakteriyel polisakkaritlerin varligir ve rolleri ilk olarak tibbi incelemelerde ortaya
konmustur. Ancak EPS’lerin varligi virulent karakterli bakterilere 6zgiil degildir.
Fiziksel ve kimyasal yoldan ortadan kaldirilan polisakkaritlerin bakteri ¢ogalmasini
etkilemeksizin tekrar olustugu bildirilmistir. Polisakkaritler iiretici suslar tarafindan
karakterize edilemediklerinden enerji kaynagi olarak kullanilamazlar. Bu polimerlere
kapsiil veya mikrokapsiil sekline polisakkarit adi verilir. ‘Slime’ terimi fermente
stitlerdeki termofil ve mezofil laktik asit bakterileri tarafindan olusturulan polimerleri
ifade eder [101]. Hiicresel lokasyonlari, kimyasal ve fiziksel yap1 ozellikleri ile
fonksiyonlar1 esas alinarak mikrobiyal ekozopolisakkaritleri ii¢ ana grup altinda
toplamak miimkiindiir. Bunlar; hiicre ylizeyine kovalent baglarla bagli olan kapsiiler

polisakkaritler (CPS), hiicre duvarinin bir bileseni olan polisakkaritler (LPS) ve dig
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cevreye salman ya da hiicre yiizeyi ile kovalent olmayan, gevsek baglarla
iligkilenmis polisakkaritlerdir (LAM) [102]. Kapsiiller ve lipo polisakkaritler
genellikle iiretici bakterilerin patojenitesini belirleyen yapilar oldugundan, tibbi
acidan biiylik 6nem tagimaktadir. LAM nin ise gida endiistrisinde genis bir kullanim
alan1 bulunmaktadir. Bakteri hiicresinin yapisal 6zelligi dikkate alindiginda bu
polimerlerin tiimii yapiskan (slime) kapsiiller ya da mikrokapsiiller polisakkaritler
olarak adlandirilmistir. Bakteri hiicre duvarinin {izerinde bulunan bakteriyel
polisakkaritlerin tiimiinii ifade eden ekzopolisakkarit (EPS) genel bir isim olarak

Onerilmistir [103].

Leukonostok ve oral streptokoklar tek bir seker iceren (dekstran, a-glukanlar,
fruktanlar) homopolisakkaritler iiretirken, mandira laktik asit bakterileri ve
propiyonik asit bakterileri disakkaritten heptasakkarite kadar degisen ve farkli
biiyiikliiklerdeki tekrarlayan birimleri igeren heteropolisakkaritler iiretirler. Uretilen
EPS’nin yiizlerce polimerizasyondan sonra molekiiler agirhigmm 1-2x10° oldugu
bildirilmistir [103]. Laktik asit bakterileri tarafindan iretilen EPS’ler diisiik yag
oranli, kaymakli ve diisiik siit oranli yogun yogurtlar gibi yeni ve degeri artan
tiriinlerin gelisimi i¢in teknolojik bakimdan 6nemli polimerlerdir. Fermentasyon
kosullar1 (inkiibasyon siiresi ve sicakligl), besiyerinin bilesimi, iiretilen polimeri ve
seker bilesimini etkilemektedir. Propiyonik asit bakterileri tarafindan iiretilen
polisakkaritlerin bilesiminde bulunan monosakkaritlerin glukoz, galaktoz, mannoz

oldugu ramnoz ve fukozun az miktarda bulundugu bildirilmistir [103].

Ekzopolisakkaritlerin, fermente siit iriinlerinin yapisal 0Ozellikleri tizerinde
oynadiklar1 rol yaninda antitimor, antililser, immiin sistemi uyarict ve kolestrol
diisiiriicii  aktivitelerinden dolay1 insan sagligin1 koruyucu etkileri bildirilirken
propiyonik asit bakterileri tarafindan iiretilen EPS caligmalarina gereken onem
gosterilmemigstir. Ayrica laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen EPS, mikrobiyal
hiicreyi fagositoza, faja, antibiyotik ve toksik maddelere kars1 korurmaktadir [103,
104]. EPS’nin laktik asit bakterilerin saglamis oldugu bu 6zellik ve avantajlar
dikkate alinacak olursa, EPS tiretimi yliksek bir susun hem starter hem de probiyotik

olarak kullaniminin ¢ok 6nemli avantaji olacaktir. Propiyonik asit bakterilerinin de
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EPS iiretimi, mide bagirsak sisteminde maruz kaldiklar1 asit ve safraya yiiksek direng
gosterdikleri bilinmekle birlikte bu ortamlara direnci tetikleyen unsurun 6zel bir

protein olabilecegi bildirilmistir [42].

Eksopolisakkaritler (EPS) c¢ok sayida bakterinin (Lactobacillus, Bifidobacterium)
yilizeyinde bulunan ekzoseliiler polimerlerdir [104]. Mikroorganizmalarin ¢evrelerine
salgiladiklar1 EPS molekiillerinin, hiicreleri kurumadan, fagositozdan ve faj
etkisinden korudugu, yiliksek oksijen gerilimi sagladigi, antibiyotiklere ve toksik
maddelere (toksik metal iyonlari, siilfiir dioksit, etanol gibi) kars1 hiicreleri koruma
ve ylizey tutunmasinda yapistirict iglevine sahip oldugu bilinmektedir [105]. Bu
polimerlerin bir diger dikkate deger Ozelligi gida sanayinde kivam arttiric
olmalaridir [106, 107]. EPS’lerin immun sistemi tesvik ettigi, antitiimoral ve

kolesterol diisiirticii aktiviteye sahip oldugu da saptanmistir [108].

Genellikle giivenilir olarak (GRAS) tanimlanan laktik asit bakterilerinin EPS
tirettikleri bilinmekle birlikte, propiyonik asit bakterilerinin ve bifidobakterilerin de
EPS drettikleri bildirilmistir [31]. EPS {ireten LAB suslar1 yogurt, peynir, tereyag,
kefir ve geleneksel fermente siit tirlinlerinin iiretiminde starter kiiltlir suslar1 olarak
kullanilmaktadirlar [109]. Starter kiiltlirlerin EPS olusturma yetenekleri, iiretimde
kullanildiklar1 fermente siit iirlinlerinin yapisal, aromatik ve reholojik 6zellikleri

tizerinde belirgin bir sekilde etki etmektedir [110].

Propiyonibakteriler tarafindan iretilen EPS’lerin propiyonik asit bakterisi igeren
fermente iiriinde reholojik 6zellikleri olumlu yonde modifiye ettigi bildirilmistir [23].
Propioynibakterilerin EPS {iretimine ait yayinlanmis ¢aligmalar [31, 103, 111] simnirh
olmakla birlikte, EPS’nin bu bakterilerdeki islevi tam olarak bilinmemektedir. Gorret
ve ark., (2001) yaptiklar1 ¢alismada P. acidipropionici tiiriiniin siit mikrofiltratinda
EPS ve asit liretimi ile gelismesi iizerine sicakligin, pH’nin ve yeast ekstratin etkisini
arastirarak, ii¢ faktoriinde gelisme, asit ve EPS iiretimini etkiledigini bildirmislerdir
[31]. Crow (1988) ise peyniralti suyunda bulunan laktozun propiyonibakteriler
tarafindan karbon kaynagi olarak kullanarak polisakkarit, propiyonat ve asetat

tiretme yeteneklerini arastirmustir [111]. Propiyonik asit ve laktik asit bakterileri



32

tarafindan eksopolisakkarit Ttretildigi bildirilmis ancak EPS iiretiminin stabil

olmadig tespit edilmistir [103].

2.9. Mide-Bagirsak Sistemi Kosullar: ve Bu Kosullarin Propiyonik Asit
Bakteriler Uzerideki Etkisi

Midenin diisiik pH’s1t ve pepsinin antimikrobiyal etkisi bakterilerin bagirsak
sistemine girisinde etkili bir bariyer olusturur. Mide pH’s1 1,5 kadar diigiik olmakla
birlikte, tiiketilen gidaya gore pH 6 ve iizeri olabilir. Midenin pH’s1 genellikle 5,5 ile
3,5 arasindadir. Midedeki gidanin icerigi mideden gecis sirasinda midenin pH’sim
etkiler. Normalde gidalar midede 2 ile 4 saat arasinda kalir. Ancak sivi gidalar,
katilara gére mideden daha hizli geger ve mide bos ise midede yalnizca 20 dk kalir.
Probiyotik Kkiiltiirlerin asit toleransinin belirlenmesinde kesinlesmis bir kural
bulunmamaktir. Klasik propiyonibakterilerin, Lactobacillus ve Bifidobacterium
kiiltiirlerin in vitro asit toleransinin belirlenmesinde 1 ile 5 arasindaki pH degerleri

ile caligilmistir [112].

Probiyotik bakterilerin karsisindaki bir diger engelde, ince bagirsak sisteminde
hayatta kalabilmeleridir. Ince bagirsak sistemindeki probiyotik bakteriler icin uygun
olmayan kosullar, safra tuzlar1 ve pankreatin icermesidir. Gidalarin ince bagirsaktan
gecis siiresi 1 ile 4 saat arasindadir. Ince bagirsak sisteminin pH’s1 ise yaklasik
olarak 8’dir. Laktik asit bakterilerinin safra tuzlarma direnci, farkh
konsantrasyonlardaki bu maddenin segici besiyerinde, bakterilerin canli kalabilmesi
ile belirlenmektedir. %0,15 ile 0,3 arasindaki safra tuzu konsantrasyonu insanlarin

kullanimina uygun probiyotiklerin se¢iminde 6nerilmektedir [112].

Peynir yapimi sirasinda peynirde bulunan mikroorganizmalar sert fiziksel strese,
yiiksek tuz ve sicaklik gibi kimyasal streslere maruz kalmaktadirlar. Bu olumsuz
kosullarin yani sira probiyotik olarak insanda yararl etkiler olusturabilmesi i¢cin mide
ve bagirsak sisteminde bulunan olumsuz kosularda canli kalmasi gerekmektedir.
Mide-bagirsak  sisteminden geg¢is sirasinda canli  kalabilmek probiyotik

mikroorganizmalarin se¢iminde Onemli bir kriterdir. Bazi propiyonibakterilerin
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maruz birakildiklar1 distik pH degerinde canli kalabildikleri belirlenmistir.
Propiyonibakterilerin diisiik pH degerlerindeki inkiibasyonu, canlilifi ve enzim
aktivitesini degisik Ol¢iilerde etkileyebilmesine ragmen, bu etki matriks olarak siit ya
da peynir kullanilmasinda azalabilmektedir. Cilinkii gida matrikslerinde
propiyonibakteriler ~daha fazla canli kalabilmektedirler. Aym1 zamanda
propiyonibakterilerin safra tuzlarina direncgli olduklar1 bildirilmigtir. Safraya maruz
birakilma B-galaktosidaz iiretimini artirarak tesvik etmektedir. Bu etki ile laktoz

sindirimine katki saglayabildikleri bildirilmistir [23].

Safraya tolerans, probiyotik mikroorganizmaya, incebagirsaktan gecerek kalin
bagirsakta epitele ulasma firsati tanidigindan probiyotik acidan 6nemli bir 6zellik
oldugu bildirilmistir [113]. Rehberger ve Glatz (1998) klasik propiyonibakterilerden
P. jensenii ve P. thoenii tiirlerinin diisiik pH degerlerinde P. acidopropionici tiirline
gore daha fazla canli kaldiklarini gostermislerdir [88]. Ayni arastiricilar yiiksek asit
tretimi ile disiik pH degerlerinde yasama arasinda bir iligki olmadigini
gostermiglerdir.  Propiyonibakterilerin  asit ve safraya karst gosterdikleri
direngliliklerin nedeni tam anlamiyla ac¢iklanmamustir. Jan ve ark., (2002),
Propiofidus S141 probiyotik iiriiniinde bulunan P. freudenreichii tiri ile yaptiklar
asit ve safra stresi ¢aligmalarinda, bu kosullara adaptasyon sirasinda hiicredeki
normal protein sentezinin yavasladigini ve bazi 6zel proteinlerin daha fazla ifade
edildigini iki boyutlu jel elektroforezi ile gostermisler ve bu tiir icin asit ve safra

stresine adaptasyonun proteomik yapiya bagli olabilecegini bildirmislerdir [42].

2.10. Agregasyon ve Hidrofobisite

Agregasyonun, kelime anlami, toplanma, bir araya gelme, kiimelesmedir [114].
Laktik asit bakterilerinin bu 6zellikleri nedeniyle bulundugu yiizeye ve birbirlerine
yapisarak biyolojik bir bariyer olusturdugu bilinmektedir. Bakterilerin agregasyon
Ozelligine sahip olmasi bulundugu hiicrelere tutunma ve dominant olarak kolonize
olmasimi saglayacagindan oOzellikle probiyotik acgidan onemli bir kriterdir [115].
Agregasyon, otoagregasyon ve koagregasyon olmak {izere iki sekilde gergeklesir.

Otogregasyon, ayni tlire ait mikroorganizmalarin birbirlerine tutunarak olusturduklari
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hiicre kolonileri seklinde tanimlanmaktadir. Koagregasyon, farkli tiire ait iki
mikroorganizmanin birbirine tutunmasi seklinde tanimlanabilir. Koagregasyonun,
patojenlerin doku reseptdrlerine girigini engelleyen ve laktik asit bakterilerinin
bulunmasinda patojenlerin epitel hiicrelere tutunmasini 6nlemede alternatif bir yol
oldugu 6nerilmektedir. Probiyotik tiirler otoagregasyon yetenekleri ile bagirsak epitel
hiicrelerine tutunur ve koagregasyon yetenekleri ile patojen mikroorganizmalarin

kolonizasyonunu 6nleyen bir bariyer teskil ederler [50, 116, 117].

Epitel ylizeye tutunmada agregasyon ile birlikte hidrofobisitenin de gerekli oldugu,
ancak agregasyon ile hidrofobisite arasinda dogrudan bir iliski olmadig
belirtilmistir. Adezyon (tutunma) olayinda konak hiicre yiizeyinin hidrofob olusu,
ylizey yiikleri ile baglantihidir. Bakteri ve konak hiicre yiizeyleri negatif (-) yiike
sahip olduklar1 i¢in bu itici gii¢ 6zel etkilesimlerle asilir [118].

Laktobasillerde gozlenen her iki tip agregasyondan otoagregasyonun epitele kolonize
olmada, bagirsak patojenlerin uzaklagtirllmasinda 6nemli oldugu tespit edilmistir
[119, 120]. Laktik asit bakterileri bu 6zellikleri ile bulunduklar1 epitel iizerinde
biyolojik bir bariyer olustururlar. Bdylece patojenlerin epitele yerlesmesi ve burada
tiremesi engellenmis olur. Bu yonii ile otoagregasyon probiyotik acidan
mikroorganizmalarda aranan bir Ozelliktir. Reid ve ark., (1988) Lactobasillus
tiirlerinin tiropatojenler ile koagregasyonunu gostermis ve bu fenomenin saglikli
tirogenital floranin devamlilifi ve tespitinde énemli oldugunu onermislerdir [117].
Drago ve ark.,, (1997) da bagirsaktan izole ettikleri Lactobasillus tiirlerinin
tiropatojenik E. coli ATCC 25922 ve bagirsak patojeni E. coli ATCC 35401
tirlerinin ikisi ile de farkli derecelerde koagrege olduklarini bulmuslardir. Bu
caligmalara gore bu fenomen su sekilde acgiklanmustir; laktobasiller ile patojenler
genis bir etkilesim alam gelistirdikleri ve laktobasillerin {iretmis oldugu
metabolitlerin bu alana dagildig1 (mikrogevrelerin inhibe edilmesi) seklinde
aciklanmistir. Ayrica bakterilerin hiicre ylizeyleri arasindaki bu etkilesim hiicre igi
metabolitlerin transfer edilmesini saglayan iki bakteri sitoplazmasi arasinda siirekli
bir bolgeyi olusturabilmektedir. Ayni zaman da bodyle bir mekanizma ile

gastrointestinal sisteminde diizenlenebilecegi diisliniilmiistiir [121]. Probiyotiklerin
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mukuzoya tutunarak kogregasyon yetenekleri ile patojenlere bariyer teskil ettikleri
bildirilmistir [122]. Bifidobacterium bifidum ve B. suis ile yapilan ¢aligmada epitele
tutunma ve otoagregasyon arasinda iliski oldugu, bazi laktobasillerde ise

hidrofobisite ve tutunma arasinda korelasyon oldugu tespit edilmigtir [113, 123].

Bakterilerin farkli maddelere tutunmasinda oncelikle hiicre yiizeyinin fizikokimyasal
Ozellikleri, hiicre tutunmasi ile pozitif iligkisi olan hidrofobisite, otoagregasyon,
hemagliitinasyon gibi kesin karakterlerle belirlenmektedir.  Streptokoklar,
laktobasiller ve bifidobakterilerin hiicre tutunmasi ile hiicre yiizey hidrofobisitesi
arasinda pozitif bir iliski gozlenmistir. Bifidobacterium tiirlerinde enterosit benzeri
hiicrelere tutunmanin en 1iyi gostergesinin bakteriye ait otoagregasyon ve
hemagliitinasyon yeteneklerinin oldugu bildirilmistir [124]. Del Re ve ark. (1998),
insan bifidobakterilerinin otoagregayonun tutunma ile iligkisinin gii¢lii oldugunu ve
hiicre ylizey hidrofobisitesi ile otoagregasyonun bifidobakterilerin tutunma
potansiyellerini belirlemede kullanilabilecegini gostermiglerdir [123]. Zarate ve ark.
(2002) klasik propiyonibakterilerin otoagregasyon, hidrofobisite, hemagliititasyon
hiicre yiizey 6zellikleri ve epitel ylizeye tutunmalarini gosteren ¢alisma yapmuislar.
Bu arastiricilar; hidrofobisite, otoagregasyon, hemagliitinasyon ile tutunma yetenegi
arasinda higbir iligki bulunamadigin1 ve tiim fenotiplerin iyi derecede tutunma
gostermesi, tutunma isleminde kompleks bir mekanizmanin etkili oldugunu
bildirmislerdir [73]. Bifidobakteriler ve laktobasillerle kiyaslandigi zaman
propiyonibakterilerin agregasyon ve hidrofobisiteleri iizerine yapilan caligsmalar
sinirlt kalmistir. Ayrica propiyonibakterilerin koagregasyonunu gosteren ve EPS
tiretimi ile otoagregasyon, koagregasyon ve hidrofobisite arasindaki iligkiyi ortaya

koyan herhangi bir ¢alismaya rastlanilmamustir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyaller

3.1.1. Peynir ornekleri

Ulkemizin gesitli yorelerinden [Afyon Dinar Yéresi K&y Peyniri, Balikesir Mihalig
Peyniri, Balikesir Sepet Peyniri, Balikesir Manyas Dil Peyniri, Canakkale Ezine
Koyun Peyniri, Erzurum Siinme Peyniri, Izmir Tulum Peyniri, Kars Gravyeri, Kars
Kasari, Kayseri Tomarza Yoresi K&y Peyniri, Mihali¢ Kelle Peyniri ve Van Otlu
Peyniri] delikli yapidaki 12 ¢esit geleneksel yontemlerle iiretilmis 50 adet peynir

Ornegi propiyonibakterilerin izolasyonunda kullanilmistir.

3.1.2. Besiyerleri

Geleneksel peynirlerden propiyonibakterilerin izolasyon ve genel sayimlarini
belirlemek amaciyla Yeast Ekstrat Sodyum Laktat (YEL) besi ortamina naladiksik
asit ilave edilmesi ile hazirlanan YELN (Yeast Ekstrat Sodyum Laktat Naladiksik

Asit) kat1 besiyeri kullanilmistir [13].

Cizelge 3.1. YELN kat1 ve s1v1 besiyeri

Maddeler g/l
Yeast Ekstrakt 5,0
Sodyum Laktat 20 ml
Pepton (Pankreatik Enzimlerle Pargalanmis) 2,0
Dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO,) 10,0
Hemin 10,0 ml
Tween 80 1,0 ml
Agar 15
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Olacak sekilde tartilip bir miktar distile su da eritilip 1000 ml’ye tamamlanmustir.
Deneyin amacina gore besiyerine %1,5 oraninda agar ilave edilerek kati besiyeri
hazirlanmistir. Besiyerinin pH’1 0,01 N HCI ve/veya 0,01 N NaOH ile 7,2 = 0,2’ye
ayarlanarak, 121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir. Sterilize edilmis YEL
kat1 besiyerine 0,45 um por ¢apl filtre ile %0,02 oraninda naladiksik asit (Sigma)

antibiyotiginin ilave edilmesi ile hazirlanmistir.

Propiyonibakterilerin aktivasyon, metabolizma ve metabolit iiretiminde YEL besiyeri

kullanilmustir.

Cizelge 3.2. YEL kat1 ve s1v1 besiyeri

Maddeler g/l
Yeast Ekstrakt 10,0
Sodyum Laktat 10,0 ml
Pepton (Pankreatik Enzimlerle Par¢alanmis) 10,0
Potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,) 0,25
Manganez siilfat (MnSO4.4H,0) 0,005

Olacak sekilde tartilip bir miktar distile su da eritilip 1000 ml’ye tamamlanmistir.
Deneyin amacina gore besiyerine %1,5 oraninda agar ilave edilerek kati besiyeri
hazirlanmistir. 0,01 N HCI ve/veya 0,01 N NaOH ile pH 7,0 = 0,2’ye ayarlanarak,
121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir. [125].

Peynirlerde bulunan propiyonibakteriler disindaki diger starter bakterilerin sayisini
belirlemek i¢in ise Man Rogosa ve Sharp (MRS) sivi besiyeri igeriginde

kullanilmistir.



Cizelge 3.3. MRS besiyeri

Maddeler g/l
Pepton 10,0
Beef Ekstrakt 10,0
Yeast Ekstrakt 5,0
Dekstroz 20,0
K,HPO4 2,0
Na-Asetat. 3H,O 5,0
Tri Amonyum Sitrat 2,0
MgSOs. 7TH,O 0,2
MnSO,. 4H,0 0,05
Tween 80 1 ml
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Olacak sekilde tartilip bir miktar distile su da eritilip 1000 ml’ye tamamlanmustir.

Deneyin amacina gore besiyerine %1,5 oraninda agar ilave edilerek kati besiyeri
hazirlanmistir. 0,01 N HCI ve/veya 0,01 N NaOH ile pH 7,0 + 0,2’ye ayarlanarak,
121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir. [126].

Aragtirmada peynirlerde bulunan toplam bakteri sayisini belirlemek i¢in de Plate

Count Agar (PCA) besi ortami kullanilmistir.

Cizelge 3.4. Plate Count Agar

Maddeler g/l
Pepton (Kazeinden elde edilmis) 5,0
Yeast Ekstrakt 2,5
D(+)-Glukoz 1,0

Besi ortamimin pH’st 0,01 N HCl ve/veya 0,01 N NaOH’le 7,0 + 0,2’ye

ayarlanmigtir. Deneyin amacina gore besiyerine %1,5 oraninda agar ilave edilerek

kat1 besiyeri hazirlanmistir. Besiortami 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir

[127].



39

Aragtirmada kullanilan test bakterilerinin gelistirilmesi i¢in Nutrient sivi

besiyerinden faydalanilmistir.

Cizelge 3.5. Nutrient s1v1 besiyeri

Maddeler g/l
Beef Ekstrakt 1,0
Yeast Ekstrakt 2,0
Pepton 5,0
Sodyum Klorit 5,0

Olacak sekilde tartilip bir miktar distile su da eritilip 1000 ml’ye tamamlanmistir.
Deneyin amacina gore besiyerine %1,5 oraninda agar ilave edilerek kati besiyeri
hazirlanmistir. 0,01 N HCI ve/veya 0,01 N NaOH ile pH 7,0 = 0,2’ye ayarlanarak,
121 °C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir. [127].

Aragtirmada diliisyon icin kullanilan serum fizyolojik ¢ozeltisi, 0,875 g sodyum
kloritin tartilarak 100 ml’ye distile su ile tamamlanmasiyla hazirlanmistir. Diliisyon

coOzeltisi 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir.

3.1.3. Bakterilerin aktiflestirilmesi ve gelisme ortamlari

Propiyonibakterilerin  gelistirilmesi ve aktiflestilmesinde YEL sivi  besiyeri
kullanilmigtir. Ayrica tiim deneysel calismalar karbondioksitli inkiibatérde (SANYO,
MCO-18AIC) 30 + 1°C’de 48-96 saat, ortama % 5 CO, salinimi ile olugan anaerobik
kosullarda gelistirilmis ve tiim calismalarda iki kez aktiflestirilmis kiiltiirler
kullanilmigtir. Propiyonibakterilerin YEL kat1 besiyerinde gelistirilen kiiltiirleri ise
pigment olusumu igin anaerobik jar igerisinde 30 + 1°C’de 7-10 giin, ortama %10
CO; salmimini saglayan anaerobik kit kullanilarak (Oxoid, Anaerobik gas generating

kit) gelistirilmigtir [13, 128, 129].
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3.1.4. Test bakterileri

Escherichia coli ATCC 11229, E. coli ATCC 35218, E. coli O157:H7,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Salmonella enteritidis ATCC 13076, Bacillus cereus RSKK 863, Shigella sonnei
Mu:57, Micrococcus luteus NRLL B-4375 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 test bakterisi olarak kullanilmistir.

Test bakterileri nutrient sivi besiortaminda 24 saat inkiibe edilerek 37 °C’de
aktiflestirilmistir. Test bakterilerin temin edildikleri kaynaklar Cizelge 3.1°de

verilmigtir.

Cizelge 3.6. Test bakterilerinin temin edildigi kaynak

. Temin Edildigi
Bakteri Suslan Kaynak
Escherichia coli ATCC 11229 R.S.K.K.
Escherichia coli ATCC 35218 R.S.K.K
Staphylococcus aureus ATCC 25923 H.U.
Listeria monocytogenes ATCC 7644 AU.GM
Escherichia coli O157:H7 AU.GM
Micrococcus luteus NRLL-B 4375 R.S.K.K.
Salmonella enteritidis ATCC 13076 AU.GM
Bacillus cereus RSKK 863 R.S.K.K
Shigella sonnei Mu:57 M.U
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 R.S.K.K

R.S.K.K. : Refik Saydam Hifzisthha Merkez Baskanligi Kiiltiir Koleksiyonu

H.U. : Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari

E.U. : Ege Universitesi Mikrobiyoloji Laboratuvari

0.D.T.U. : Ortadogu Teknik Universitesi Biyoloji Boliimii

A.U.G.M : Ankara Universitesi Gida Miihendisligi Béliimii

M.U : Mugla Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Dog. Dr. Aysel UGUR’dan temin
edilmistir.

Arastirmada katalaz testi icin test olarak Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus
ATCC 11842 (American Type Culture Collection, USA) susu kullamlmistir. izole
edilen suslarin tanimlanmasinda ve diger tiim ¢aligmalarda standart DSMZ (Deutsche

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) kiiltiir koleksiyonundan temin
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edilen Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii DSMZ 20270, P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DSMZ 20271 (tip tir ATCC 6207), P.
acidopropionici DSMZ 20272 (tip tiir ATCC 4875), P. thoenii DSMZ 20276 (ATCC
4874), P. jensenii DSMZ 20535 (tip tiir ATCC 4868) referans suslar1 kullanilmistir.

3.2. Metotlar

3.2.1. Propiyonibakterilerin izolasyonu

Peynir 6rneklerinden 25 g tartilarak 225 ml steril serum fizyolojik (%0,875) de
homojenize edilerek 10*e kadar seyreltimler hazirlanmistir. Her bir seyreltiden
propiyonibakteriler i¢in se¢ici olan YELN kati besiyeri igeren plaklara 3 paralelli
ekimleri yapilarak, %10 CO;’li ortamda anaerobik jar da 30°C’de 7-10 giin
inkiibasyona birakilmistir. Sonra YELN besi ortaminin {izerindeki kirmizi, krem,
sar, turuncu ve kahve renkli koloniler secilerek Gram boyamalar
gergeklestirilmistir. Segilen kolonilerden YEL sivi ve kat1 besi ortami igeren tiiplere
ve plaklara ekimleri gergeklestirilmistir. Siv1 ortamdaki kiiltiirler 48-96 saat %10
CO’li ortamda anaerobik inkiibatérde (SANYO, MCO-18AIC) 30°C’de, plakta
bulunan kiiltiirler ise pigment olusumu icin anaerobik jarda 10 giin %10 CO’li
ortamda 30°C’de inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda kiiltiirlerin morfolojileri
mikroskopta incelenerek Gr (+) ve X, V, Y seklinde morfolojiye sahip olanlar
propiyonibakteriler olarak degerlendirilmistir. YEL siv1 besi ortaminda aktiflestirilen
izolatlarin tanimlamalarinin yapilmasinda ve calismalarda kullanilmak {izere stoklar

hazirlanmistir. Calismalarin tiimii tiger paralelli olarak yapilmigtir [12, 13, 129, 130].

3.2.2. Bakterilerin muhafazasi

Izole edilen suslar, YEL siv1 besiyerinde ard arda iki kez aktiflestirilmistir. 0,3 ml
gliserol kapakli cryo tiiplerine ilave edilerek, 121 “C’de 15 dk otoklavda sterilize
edilmistir. Aktiflestirilen kiiltiirlerden 0,6 ml alinarak steril gilserol igeren ortama

ilave edilip, -80 °C’de muhafazaya alinmig ve stoklar alt1 ayda bir yenilenmistir [10].
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3.2.3. Peynirlerde propiyonibakterilerin sayimi

Peynirlerin diliisyon ekimleri sonucu propiyonibakteriler icin segici besiyeri olan
YELN kat1 besiyeri lizerinde gelisen kirmizi, krem, sari, turuncu ve kahve renkli
koloniler belirlenerek sayimlar1 yapilmis, bakteri sayilar1 kob/g (koloni olusturan
birim) (cfu/g) olarak hesaplanmistir. Ayrica, peynirlerdeki toplam bakteri ve diger
starter bakteri sayimlari i¢in ayni1 dilisyonlardan Plate Count Agar (PCA) ve De Man
Rogosa Sharpe (MRS) kati besiyerlerine ekimler yapilarak geleneksel
peynirlerimizde bulunan propiyonibakterilerin % dagilimlar1 tespit edilmistir [13,

129, 131].

Kob/g (cfu/g) = [Koloni sayisixSeyreltme faktorii/Dillisyon tiipiinden petri kabina

aktarilan 6rnek hacimi (ml)].

Seyreltme faktorii = [1/Seyreltme orani] 3.1

3.2.4. Propiyonibakterilerin klasik tanimlanmasi

Peynirlerden izole edilen suslarin tanimlanmasi amaciyla cesitli fizyolojik ve
biyokimyasal testlerden yararlanilmistir. Bakterilerin morfolojileri, pigment
olusturmalari, hareket durumlari ve gram reaksiyonlari1 incelenmistir. Bunlara ilave
olarak bakterilerin sivi besiyerindeki iireme durumu, kati besiyerindeki koloni
morfolojileri ve yapilar1 da belirlenmistir. Izolatlarin oksidaz, katalaz reaksiyonu,
eskiilin, arjinin, sitrat ve jelatin hidroliz reaksiyonlari, %20 mg safra iceren ortamda
gelisme, lizinin dekarboksilasyonu, indol, asetoin, hidrojen siilfiir ve nitrat indirgeme
testleri yapilmistir. Ayrica izolatlarin glukozdan gaz olusturma durumlari ile 24 adet
farkli karbohidratlar1 (amigdalin, arabinoz, sellobiyoz, eskiilin, fruktoz, galaktoz,
glukoz, gliserol, inulin, laktoz, maltoz, mannitol, melezitoz, melibiyoz, rafinoz,
ramnoz, D-riboz, salisin, sorbitol, sorboz, siikroz, trehaloz, ksiloz, nisasta) fermente

etme Ozellikleri incelenmistir [12, 13, 25].
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Karbohidrat testleri

Izolatlarin monosakkaritlerden (polihidroksilik aldehitler ve ketonlar) D-riboz,
ksiloz, ramnoz, arabinoz, fruktoz, galaktoz, glukoz ve sorboz, disakkaritlerden
sukroz, laktoz, maltoz, sellobiyoz, trehaloz, melibiyoz; trisakkaritlerden melizitoz ve
rafinoz; polisakkaritlerden inulin ve nisasta; polihidrikalkollerden mannitol, gliserol
ve sorbitol; glukozitlerden amigdalin, eskiilin, salisin gsekerlerini igeren

besiortamlarindaki kullanimlari test edilmistir.

Seker testleri icin YEL sivi1 besiortamindan sodyum laktat, hemin ve tween 80
cikarilmistir [88]. 1000 ml’lik besiortamina %0,02 g brom krosol purple ilave
edilmistir. Besiortami 2’ser ml olarak tiiplere dagitilmig, 0,5 atm basingta 15 dk
sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra tiiplere sekerlerin %10’luk ana stogundan
%]1 oraninda ilave edilmistir. Aktif kiiltiirler 15 000 x g’de 10 dk santrifiij edilmis,
elde edilen pelet %0,875’lik serum fizyolojik c¢ozeltisi ile 2 defa yikanarak
resiispanse edilmistir. Aktif kiiltiirler %1 oraninda besiortamlarina inokiile edilerek,
30°C’de 7 giin %10 CO,’li ortamda inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasi
bakterilerin besiortamlarindaki tireme durumlar1 besiortaminin renk degisimine gore

degerlendirilmistir [13, 25].

Degisken karakterli olan propiyonibakterilerin biyokimyasal testlerde de farkli sonug
vermelerinden dolay1 testler en az iic kez tekrarlanarak elde edilen sonuglarin
cogunluguna gore degerlendirilmistir. izole edilen suslarin tanimlanmasinda standart
DSMZ kiiltiir koleksiyonundan temin edilen Propionibacterium freudenreichii
subsp. shermanii DSMZ 20270, P. freudenreichii subsp. freudenreichii DSMZ
20271 (tip tiir ATCC 6207), P. acidopropionici DSMZ 20272 (tip tiir ATCC 4875),
P. thoenii DSMZ 20276 (ATCC 4874), P. jensenii DSMZ 20535 (tip tiir ATCC
4868) referans suslart kullamlmustir. izolatlarin tamimlama sonuglar1 referans
bakterilerinin sonuglari ile karsilastirilmistir. Ayrica yapilan testlerin dogrulugunu
test etmek amaciyla SNEATH’ 1n benzerlik formiiliinden yararlanilmistir (Es. 3.2).

Tanimlama testlerinde hata olasiligin1 belirleyebilmek amaciyla rastgele 5 sus
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secilmis farkli bir isimle kodlanarak dublike sus olarak adlandirilmis ve tiim testler

dublike suslarada uygulanmistir [25].

Benzerlik indeksi (%S)=[Nsp/Nsp+Nd]x100 (3.2)
Nsp: Her iki susta benzer olan karakterler.

Nd: Birinde pozitif, digerinde negatif olan karakterler [132].

Pigmentasyon

Propiyonibakterilerin aktif kiiltlirlerinden YEL kat1 besiyeri lizerinde ¢izgi ekimleri
yapilarak, pigment olusumu i¢in 30°C’de 10 giin %10 CO,’li ortamda inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda bakterilerin kirmizi, krem, turuncu ve kahverengi

pigment olusturmalari1 degerlendirilmistir [25].

Besiyerinde hareket testi

Yar1 katt MRS besiyeri iceren tliplere igne uclu 6ze ile aktif kiiltiirlerden ekimler
yapilarak, 30°C’de %10 CO;’li ortamda 10 giin inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda bakterilerin gelismeleri tiim besiyeri boyunca ve ekim hattinin
etrafinda catlaklar olusturdugunda hareket pozitif, sadece ekim hatt1 boyunca tlireme

oldugunda ise hareket negatif olarak degerlendirilmistir [133].

Oksidaz testi

Propiyonibakterilerin YEL kat1 besiortaminda ¢izgi ekimleri yapilarak, 30°C’de %10
CO>’li ortamda 10 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon bitiminde ortamdan
bir koloni alinmis, oksidaz (BioMérieux) test soliisyonundan 1 damla damlatilarak
nemlendirilen Whatman no: 42 filtre kagidi lizerine konulmustur. Koloninin filtre
kagid1 iizerinde 6ze ile homojen bir sekilde yayilimi saglanmigtir. Whatman kagidi
tizerinde mavi-mor renk olusumu pozitif, rengin olugsmamasi ise negatif olarak

degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ve
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negatif kontrol olarak da Escherichia coli ATCC 35218 bakterileri kullanilmistir
[134].

Katalaz testi

Katalaz enzimi ortamdaki hidrojen peroksiti su ve oksijene ayristirir. Bu amacla
izolatlar YEL kat1 besiyerinde ¢izgi ekim ile gelistirilmistir. Inkiibasyon bitiminden
sonra lireyen kolonilerden bir koloni lam {izerine alinarak iizerine katalaz (ID-ASE)
(BioM¢érieux) test soliisyonundan 1 damla damlatilmistir. Sivi ve koloni 6ze ile
homojen bir sekilde karistirilmistir. Test sonuglar1 6rneklerde gaz olusumuna gore
degerlendirilmistir. Pozitif kontrol olarak olarak Lactobacillus delbruckii spp.

bulgaricus ATCC 11842 susu kullanilmistir [134].

Eskiilin hidrolizi

Eskiilin hidrolizi testinde asagidaki besiortamindan yararlanilmistir.

Peptonlu su; 10 g pepton ve 5 g NaCl olacak sekilde tartilarak 1000 ml’de ¢oziilerek

hazirlanmustir.

Eskiilin besiyeri; 1 g eskiilin ve 0,5 g ferik sitrat olacak sekilde tartilarak 1000 ml
peptonlu suda c¢oziilerek hazirlanmistir. Besiortami1 121 “C’de 15 dk otoklavda
sterilize edilmistir. Aktif propiyonibakteriler %1 oraninda ortama inokiile edilerek,
30°C’de %10 COy’li ortamda 7 giin inkiibe edilmistir. Eskiilinin hidrolizi ile sivi

ortamdaki siyahlagma durumu kontrol edilmistir [134].
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Arjinin hidrolizi

Cizelge 3.7. Arjinin hidrolizi besiyeri

Maddeler g/l
Pepton 1,0
NaCl 5,0
K,HPO4 0,3
Fenol Red 0,01
Arjinin 10
Agar 0,06

Olacak sekilde tartilip bir miktar distile su da eritilip 1000 ml’ye tamamlanmuistir.
Besiortamu tiiplere 2’ser ml olarak dagitilmis 121 “C’de 15 dk otoklavda sterilize
edilmistir. 1ki kez aktiflestirilen kiiltiirlerden besiyerine ekim yapilmustir. Kiiltiir
30°C’de %10 COy’li ortamda 7 giin inkiibe edilmis, inkiibasyon sonunda
besiyerindeki renk degisimi degerlendirilmistir [135].

Sitrat testi

Tiipterdeki steril yatik Simmons Sitrat Agar besiyerine (4-5 ml, pH 6,9 ve yesil
renkte) propiyonibakterilerin aktif kiiltiirlerinden yiizeysel ekimler yapilmistir.
Kiiltiirler 30°C’de %10 CO,’li ortamda 7 giin inkiibe edilmistir. Iinkiibasyon sonunda
besiyeri renginin koyu maviye doniisii pozitif, yesil renkte kalmasi ise negatif sonug
olarak degerlendirilmistir. Sitrat testinde pozitif kiiltiir olarak Enterobacter

aerogenes ve negatif bakteri olarak da E. coli ATCC 35218 kullanilmistir [136].

Jelatin hidrolizi

Jelatin hidrolizini saptamak i¢in % 10 jelatin (pH: 7,2) YEL siv1 besiyerine ilave
edilmis, otoklavda 115 °C’de 20 dk sterilize edilerek hazirlanmustir. Sterilizasyon

sonunda dik konumda dondurulan besiyerine propiyonibakterilerin  aktif
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kiiltiirlerinden inokiilasyon yapilmis, 30°C’de %10 CO’li ortamda 15 giin inkiibe
edilmistir. Ekim yapilmayan besiyeri kontrol olarak kullanilmistir. Inkiibasyon
sonunda Ornekler buzdolabi sicakliinda 1-2 saat bekletilmistir. Buzdolabindan

alindiktan sonra sivi durumundaki 6rnekler pozitif olarak degerlendirilmistir [135].

%20 mg Safra iceren ortamda gelisme

Ana stok: 50 mg safra (Sigma) 100 ml distile suda ¢oziilerek 0,45 pm’lik filtre ile

sterilize edilmistir.

Tiiplerde 1,2 ml YEL igeren besiyeri sterilize edilerek, tizerine %50°lik safra ana
stogundan 800 pl ilave edilmistir. Bu sekilde %20 mg safra igeren 2 ml’lik YEL s1vi
besiyerleri hazirlanmistir. Propiyonibakterilerin aktif kiiltiirlerinden %1 oraninda
safrali ve kontrol (safra igermeyen) besiyerlerine inokiile edilmis, 30°C’de %10
COy’li ortamda 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kontrol ile
karsilagtirilarak safraya direngli bakteriler pozitif (+), olmayanlar ise negatif (-)

olarak degerlendirilmistir [137].

Lizin dekarboksilaz testi

Oxoid marka tablet seklindeki lizin dekarboksilaz besiyeri kullanilmistir. Tabletler 5
ml saf su icinde c¢ozilerek, 121°C’de 15 dk otoklavda sterilize edilmistir.
Propiyonibakterilerin aktif kiiltiirlerinden %1 oraninda besiortamina inokiile
edilerek, 30°C’de %10 CO-’li ortamda 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda

besiyeri renginin mordan sartya doniisiimii pozitif olarak degerlendirilmistir [134].

Indol testi

Indol besiyeri (g/l); Tripton 10 g, Sodyum kloriir 5 g, DL-triptofan 1 g, 1000 ml’ye
distile suya tamamlanarak, pH’s1 6,9+0,2’ye ayarlanmistir. Besiyeri tiiplere 5 ml
dagitilarak, 121 °C’de 15 dk sterilize edilmistir. Propiyonibakterilerin aktif
kiiltiirlerinden %1 oraninda besiyerine inokiile edilerek, 30 °C’de %10 CO;’li
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ortamda 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kiiltiirlerin iizerine kovacs
ayracindan 0,5 ml ilave edilerek, iyice karigtirllmigtir. Tiiplerin iist kisminda bir iki
dk stirede kirmizi bir halkanin olusmasi pozitif (indol olusumu), sarimst halka ise
negatif olarak degerlendirilmistir. Calismada indol pozitif bakteri kontrolii olarak .

coli ATCC 35218 kullanilmastir [127].

Asetoin testi (Voges - Proskauer (VP) testi)

O’mera reaktifi: 40 g potasyum hidroksit (KOH) 100 ml distile suda ¢oziilerek

hazirlanmustir.

Barrit (a-naftol) reaktifi: 0,5 g a-naftol 10 ml etanolde ¢oziilerek hazirlanmistir.

MR-VP s1v1 besiyeri (Metil Red-Voges Proskauer) hazirlanarak, tiiplere 5 ml olacak
sekilde dagitilmig ve 121 °C’de 15 dk sterilize edilmistir. Propiyonibakterilerin aktif
kiiltiirlerinden %1 oraninda MR-VP besiyerine inokiile edilmis, 30 °C’de %10 CO;’li
ortamda 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda MR-VP besiyerinden 1 ml
almarak kiiciik test tiiplerine aktarilmistir. Uzerine 0,6 ml Barrit (a-naftol) reaktifi
ilave edilerek karistirildiktan sonra iizerine 0,2 ml %40 KOH c¢ozeltisinden ilave
edilmistir. Tipler dort saat bekletildikten sonra visnegiiriigii rengin olusumu pozitif
reaksiyon olarak degerlendirilmistir. VP testinde negatif kontrol olarak E. coli ATCC
35218, pozitif kontrol olarak da E. aerogenes bakterileri kullanilmistir [127].

Hidrojen sulfiir testi

Bu test, mikroorganizmalarin, siilfiir igeren bazi aminoasitleri (sistin, sistein,
metionin, glutation) veya bilesikler (siilfatlar1) ayristirarak hidrojen siilfiir (H,S)

olusturmalarini belirlemek i¢in yapilmaktadir.

Bu amagla Merck’ten ticari olarak temin edilen Triple Sugar Iron Agar besiyeri (TSI)
kullanilmistir. Propiyonibakterilerin aktif kiiltiirlerinden yatik TSI agar besiyerine

yilizeysel ekim yapilarak, 30°C’de %10 CO;’li ortamda 7 giin inkiibe edilmistir.
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Inkiibasyon sonunda bakterinin olusturdugu H,S, besiyerinin bilesimindeki demir ile
birleserek siyah renkli demir siilfiire doniislir. Buna gore besiyeri renginin siyaha
doniismesi H,S olustugunu gosterir. H,S testinde pozitif kontrol olarak Salmonella

spp., ve negatif kontrol ise E. coli ATCC 35218 bakterileri kullanilmistir [127].

Nitrat testi

Baz1 bakteriler nitratlar1 (NOs) rediikte ederek nitritlere (NO,) (nitrifikasyon) ve
hatta daha ileri basamaklara [amonyak (NH3) ve nitrojen gazi (N;) bilesimlerine]
kadar ayristirabilirler (denitrifikasyon). Bu olay bakterilerde genellikle anaerobik

kosullarda ve rediiktaz enzimlerinin katalitik etkisiyle gerceklesir.

Griess-1Illosvay ayiraci: A+B

A ayiraci: 0,5 g alfa naftilamin 100 ml %30 asetik asit i¢cinde ¢oziilerek

hazirlanmastir.

B ayraci: 0,8 g siilfanilik asit 100 ml %30 asetik asit icinde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Icinde Durham tiipleri bulunan ve % 0,1 oraninda potasyum nitrat (KNO;) igeren
YEL sivit besiyeri (pH 7,0; 5 ml) hazirlanmistir. Propiyonibakterilerin aktif
kiiltiirlerinden %1 oraninda nitrath sivi besiyerine inokiile edilmis, 30 °C’de %10
COy’li ortamda 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda Durham tiipleri iginde
gazin olusumuna dikkat edilmistir. Tiiplere Griess-Illosvay ayiraclarindan (A+B)

5’er damla ilave edilmistir.
Degerlendirme:
1) Tiplerde gaz olusumu (N,) denitrifikasyonu gostermekte, pozitif olarak kabul

edilmektedir. Bu tiiplere Griess-Illosvay ayiracinin A ve B soliisyonlarindan 5’er

damla aktarildiktan sonra hafif¢e calkalanmigtir. Bir iki dakika i¢inde kirmizi rengin
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meydana gelmesi ile nitratlarin nitritlere kadar rediikte oldugunu gostermektedir

(pozitif reaksiyon).

2) Tiiplerde gaz gozlenmedigi durumlarda da ayirag damlatilmistir. Bir iki dakika

icinde kirmizi rengin meydana gelmesi pozitif olarak degerlendirilmistir.

3) Herhangi bir reaksiyonun olusmadigi durumlarda (sonug¢ negatif) ise ya nitratlar
hi¢ ayrigmamistir veya nitratlarin ayrigmasi nitrit sathasindan da daha ileri (amonyak
veya nitrojen gazina) asamalara kadar ayristigini gostermistir. Bu durumda, ayirag
ilave edilen tiiplere ¢inko tozu (15-20 mg) ilave edilmesinden sonra kirmizi rengin
meydana gelmesi (nitrat nitrite rediikte oldugunu) sonu¢ negatif olarak
degerlendirilmistir. Kirmiz1 renk olugsmamasi durumunda ise, nitratlarin nitritden de

daha ileri sathalara rediikte oldugunu gostermektedir (pozitif reaksiyon) [138, 139].

Glukozdan gaz olusumu

Icinde durham tiipii bulunan 10 mI’lik YEL siv1 besiyeri hazirlanmis, 121 °C’de 15
dk otoklavda sterilize edilmistir. Daha oOnceden aktiflestirilen kiltiirlerden %1
oraninda besiortamina inokiile edilmis, 30 °C’de %10 CO;’li ortamda 7 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda durham tiiplerinde meydana gelen gazlar (H, ve

CO,) gozlenmistir [135].

3.2.5. API (50 CHL, 20 E ve 20 A) kitlerinin tanéimlamada uygulamalan

API (Analitik Profil Indeks) sisteminin veritabaninda Propiyonik asit bakterileri
olmamasima ragmen, API Kkitlerinin bu bakterilerin karbonhidrat profillerinin
cikarilmasinda etkili ve yeterli bir sistem oldugu bildirilmistir. API testlerinden elde
edilen sonuglar referans kiiltiirlerle karsilagtirilarak benzerlik oranlart tespit
edilmistir. Bu ¢alismada peynirlerden izole edilen propiyonibakterileri kiiltiirlerinin
biyokimyasal testlerinin yapilmasinda minyatiirize edilmis (API 50 CHL, API 20E
ve API 20 A, bioMERIEUX) biyokimyasal test kitleri kullanilmistir. API 50 CHL
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sistemi 49 adet, API 20 E sistemi 20 adet ve API 20 A ise 20 adet minyatiirize
edilmis biyokimyasal test igeren mikrotiiplerden olusmaktadir [13, 25].

YEL sivi besi ortaminda 4 giin 30 °C de anaerobik kosullarda gelistirilen
propiyonibakteriler 5000 rpm de 15 dk santrifiij edilerek, elde edilen peletleri steril
serum fizyolojik ¢ozeltide (%0,875) 2 defa yikanmustir. Peletler 2 ml siispansiyon
iceren besiortamlarinda ¢ozlilmustiir. Bu silispansiyonlardan diger 5 ml’lik
slispansiyon i¢eren ortamlara damlatilarak, 3 Mc Farland bulanikliginda homojen
bakteri siispansiyonlar1 hazirlanmistir. Damlatilan miktarin 2 kat1 kadar1 da API 50
CHL besiortamina ilave edilmistir. Steril pipet kullanilarak aktif kiiltlirler API test
mikrotiiplerine hava kalmayacak sekilde ekimleri ger¢eklestirilmistir. API 20E ve 20
A kitlerinde bulunan tiiplere 3 Mac Farland bulanikligina ayarlanan bakteri
siispansiyonundan direk olarak asilanmistir. Ekimi yapilan tiipler {izerine mineral oil
damlatilarak hava ile temasi engellenmistir. Mikrotiiplerden olusan striplerin
kapaklar1 kapatilmistir. Suslar 30 “C’de 7 giin anaerobik kosullarda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon bitiminde mikro tiiplerdeki besiortaminda bulunan bromkresol purple
mor renginin sartya doniisiimii pozitif, renk doniistimiiniin olusmamasi negatif ve az
renk doniisiimiiniin de zay1f pozitif veya zayif negatif olarak degerlendirilmistir [13,

25].

3.2.6. Klasik ve API tammimlama sonu¢larinin niimerik taksonomi programinda

degerlendirilmesi

Klasik tanimlama yontemi ve API test kitleri ile yapilan karbohidrat ve fizyolojik test
sonuglart NTSYSpc, Numerical Taxonomy System, version 2.10q niimerik
taksonomi programina uygulanmis ve elde edilen dendrogramlar degerlendirilmistir.
Niimerik taksonomi programinin (NTSYSpc) Principal Coordinates Analysis (PCA)
ozelligi kullanilarak tanimlama testlerinden elde edilen sonuglarin ii¢ boyutlu

grafikleri ¢izilmistir.
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3.2.7. Propiyonibakterilerin asit iiretimleri

Nicel asit iretimi

Propiyonibakterilerin aktif suslarindan 10 ml’lik YEL, %10’luk skim milk ve YEL
stvi besi ortaminin bilesiminde bulunan laktat ¢ikarilarak otoklavda steril edilmis,
sterilazasyon sonrast filtre (0,45 um por capl) ile steril edilen glukoz ve laktozdan
aynt oranda ilave edilmesiyle hazirlanan besiortamlarina %?2 oraninda inokiile
edilerek, 30 °C’de 8 giin inkiibasyona brrakilmustir. inkiibasyon sonunda 10 ml’lik
kiiltiir meziirlere aktarilarak, distile su ile 100 ml’ye tamamlanmistir. Titrasyon i¢in
250 ml’lik cam erlene aktarilan 6rnekler iizerine 2-3 damla fenolfitaleyn indikatorii
damlatilarak, 0,1 N NaOH c¢ozeltisi ile titre edilmistir. Bakterilerin iirettigi asit titre

edilebilir yiizde asitlik olarak hesaplanmstir [ 140].

% Asitlik= Harcanan 0,1 N NaOH (ml) x 0,9/ 6rnek (ml) (3.3)

Fenolfitaleyn

0,1 gram fenolfitaleyn %60’lik etil alkolde ¢oziilerek hazirlanmistir.

Skim Milk

Skim milk (Oxoid) hazir besiortamindan %10 oraninda hazirlanarak, otoklavda

121°C’de 5 dk steril edilerek kullanilmustir.

Nitel asit tayini

Izole edilen Propiyonibakterileri suslarmin nitel asit {iretimlerinin tespitinde YEL
kat1 besiyerinde bulunan %1 oranindaki sodyum laktat cikarilarak, ayr1 ayr1 %1
oraninda laktoz ve %1 oraninda glukoz ile bromkresolpurple indikatorii ilave
edilerek besiyerleri hazirlanmistir. Hazirlanan glukozlu, laktozlu ve sodyum laktatl

YEL kat1 ortamlarina suglarin spot ekimler yapilarak, petriler anaerobik kosullarda
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30 °C’de 8 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon bitiminde ortamin pH
degisimine bagli olarak spot ekimlerin etrafinda olusan sar1 renkli zonlarin ¢aplar

kumpas ile dlgiilerek suslarin asit {iretimleri nitel olarak belirlenmistir [88].

Propiyonibakterilerin HPLC analizi ile propivonik, asetik ve laktik asit tayini

Yiizde titre edilebilir asit iiretimleri yiiksek olarak belirlenen DO1, DO3, DO4, DOG6,
SP2, SP9, BDP5, BDP7, AKP1 izolatlar1 ile referans kiiltiir olarak kullanilan P.
freudenreichii  subsp. shermanii DSMZ 20270, P. freudenreichii subsp.
freudenreichii DSMZ 20271, P. acidopropionici DSMZ 20272, P. thoenii DSMZ
20276, P. jensenii DSMZ 20535 Kkiiltiirlerinin YEL s1v1 besiyeri ve skim milk besi
yerinde {rettikleri propiyonik asit, asetik asit ve laktik asit miktarlart HPLC
analizinde Lind ve ark. (2005)’e gére ODTU Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji
Ar-Ge Merkezinde yaptirilmistir. Analizler Varian ProStar model HPLC’de
yapilmistir. MetaCarb 87H (300 x 7,8 mm) (VARIAN, Part No: A5210, Serial No:
05511338) tipinde kolon kullanilmistir. Mobil faz, 0,008 N H,SO,’den olusmustur.
35 °C sicaklikta, 0,5 ml/dk’lik akim hizinda ve 210 nm absorbansda okunmustur.
Ornekler PDA Dedektor (VARIAN ProStar, Model 330) tipinde detektér ve
VARIAN ProStar 410 tipi otomatik ornekleyici kullanilarak analiz edilmistir.
Enjeksiyon hacmi 25 pl’dir. Analiz i¢in gerekli olan asit standartlarin HPLC’ye belli
miktarlarda saf konsantrasyon serileri verilerek, standart konsantrasyon dogrulari
elde edilmistir. (Standartlar: 5-2,5-1-0,5-0,25 - 0,1 — 0,05 — 0,025 mg/ml’lik

laktik, asetik, propiyonik asitler distile suda ¢oziilerek hazirlanmistir) [89].

3.2.8. Propiyonibakterilerin antimikrobiyal aktiviteleri

Propiyonibakterilerin gida veya bagirsakta patojen olan bazi mikroorganizmalar
tizerindeki inhibitoriik etkisi Warminska-Radyko ve ark. 2002°ye gore belirlenmistir
[67]. Propionibacterium spp. suslarinin antimikrobiyal etkisini belirlemek i¢in, %1
yeast extract ve %0,5 glukoz igeren %10’luk modifiye edilmis skim milk besiyeri
kullanilmigtir. Propiyonibakteri izolatlarinin aktif kiiltiirlerin OD degerleri 600 nm de

0,6+0,2’ye ayarlanarak modifiye skim milk besi ortamina %2 oraninda ekilmis ve
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anaerobik kosullarda 30 °C’de 8 giin inkiibe edilmistir. Aktif kiiltiirler 5000 rpm’de
15 dk santrifiij edilmistir. Santriflij sonunda olusan berrak kisim (siipernatant) steril
sartlar altinda 0,45 pm’lik tek kullanimlik steril filtre ile mikrofiltrasyon yolu ile

sterilize edilmistir.

Inhibisyon zonunun tespiti igin, test bakterileri olarak Escherichia coli ATCC 11229,
Escherichia coli ATCC 35218, E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Bacillus cereus RSKK 863, Shigella sonnei Mu:57, Micrococcus luteus NRLL B-
4375 ve Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 kullanilmigtir.

Test bakterileri Nutrient sivi besiortaminda aktiflestirilmis ve 37°C +1’de
gelistirilmis 24 saat’lik aktif kiiltiirler %0,875’°lik serum fizyolojik ¢ozeltisi ile 2 kez
yikanarak hiicre yogunluklar1 0,5 nolu Mc Farland standartina gére ayarlanmistir. 0,5
Mc Farland yogunluguna ayarlan bakteri siispansiyonundan steril plaklara 100 pl
aktarilmistir. Bu islemden sonra daha 6nceden hazirlanip, 121 °C’de 15 dk otoklavda
steril edilmis olan ve yaklasik olarak 50 °C’ye kadar sogutulmus olan Nutrient kati
besiyerinden 20 ml ilave edilip, besiortami ve test bakterilerinin homojen bir sekilde
karismas1 saglanmistir. Homojenlik saglandiktan sonra petri kabi igerisindeki
Nutrient kat1 besiyerinin donmasi i¢in buzdolabinda 2 saat siire bekletilmistir. Donan
kat1 besiyeri lizerinde 0,6 cm ¢apindaki steril gubukla kuyular agilmistir. Kuyularin
tabanlar steril agarla tekrar sivanmis ve bu kuyulara propiyonibakteri izolatlarinin
mikrofiltrasyona tabi tutulmus siipernatantindan 100 pl ilave edilmis ve 37 °C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda kuyu cevresinde olusan zonlarin

cap1 kumpas ile dl¢tilmiistiir [67].

3.2.9. Propiyonibakterilerin antibiyotik duyarhliginin belirlenmesi

Calismada starter ve probiyotik bakteri kiiltiirlerinin gelisimini olumsuz etkiledigi
diisiiniilen ve klinikte kullanim1 yaygin olan antibiyotikler kullanilmistir. izole edilen
suslarin  antibiyotik duyarliklarinin  belirlenmesinde disk difiizyon yontemi

kullanilmustir [67]. Izole edilen propiyonibakterilerin hiicre duvar sentezini inhibe
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eden penisilin (10 unit) ve ampisilin (10 pg); protein sentezini inhibe eden
streptomisin (10 pg), gentamisin (10 pg), kloramfenikol (30 pg) ve kanamisin (30
ng); niikleik asit sentezini inhibe eden nalidiksik asit (30 pg), ofloksasin (5 pg) ve
rifampisin (5 pg), sitoplazmik zar sentezini inhibe eden polimiksin (300 U)
antibiyotikleri ile furan tiirevlerinden nitrofurantoin (300 pg) antibiyotiklerine

duyarliliklar test edilmistir.

Izole edilen propiyonibakterilerin 30 °C’de anaerobik kosullarda iki kez ard arda
aktiflestirilmistir. 121 °C’de 15 dk otoklavda steril edilmis olan Mueller-Hinton kati
besiyerinden steril petri kaplarina konulmustur ve donmast i¢in oda sicakliginda
bekletilmistir. Donan besiortamu iizerine 10° kob/ml’lik aktif kiiltiirlerden (600 nm de
0,6+0,2 optikal yogunlugunda) 100 pl aktarilmistir ve steril drigalski spatiilii ile
besiortami tizerine homojen bir sekilde yayilmistir. Besiyeri ve bakteri i¢eren petri
lizerine denenecek olan antibiyotik diskleri steril kosullarda yerlestirilmistir ve 30
°C’de anaerobik kosullarda 4-7 giin inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda
antibiyotik disk cevresinde olusan zonlarin g¢apt kumpas ile milimetrik olarak
Olctilmiistiir. Sonuglar CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) kriterlerine
gore degerlendirilmistir [141].

3.2.10. Propiyonibakterilerin eksopolisakkarit (EPS) iiretimlerinin belirlenmesi

Propiyonibakterilerin eksopolisakkarit iiretimleri peynirde kivam olusturmasi ve
probiyotik agidan énemi nedeni ile arastirilmustir. izole edilen propiyonibakteriler 30
°C’de iki kez ard arda YEL sivi besi ortaminda aktiflestirilmigtir. Aktif kiiltiirlerin
optikal yogunluklar1 spektrofotometrede 600 nm de 0,6 £0,2’ye ayarlanmistir. OD
degerleri ayarlanan propiyonibakteri izolatlarindan 5 ml’lik YEL ve skim milk sivi
besi ortamlarina ikiser paralelli olarak %2 oraninda inokiile edilerek, 30 °C’de
anaerobik kosullarda 8 giin inkiibe edilmistir. Kiiltlirlerin EPS iiretimleri Marshall ve
Rawson (1999)’e gore yapilmistir [142]. Sonuglar standart glukoza gore

belirlenmigtir (mg/l). Standart 1 ml steril saf suda c¢oziilerek hazirlanan farkl
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konsantrasyonlardaki glukoz esas alinarak, fenol siilfiirik asit metodu ile ¢ikarilmistir

[143].

Fenol- silfiirik asit metodu;

Orneklerin iizerine 0,5 ml fenol (Sigma) ve 5 ml saf siilfiirik asit eklenerek, 10 dk.
oda sicakliginda bekletildikten sonra iyice karistirilmistir. Karistirilan ornekler
30°C’de 15-20 dk. bekletildikten sonra, optik yogunluklari 490 nm’de
spektrofotometrik (Digilab Hitachi U-1800) olarak ol¢iilmiistiir.

EPS diretim miktarlarii belirlemek i¢in 5-100 mg/l arasinda degisen oranlarda
glukoz kullanilarak standart bir egri ¢ikarilmistir. Bu standarda gore 6rneklerin EPS

miktarlar1 mg/l olarak belirlenmistir [143].

3.2.11. Propiyonibakterilerin farklhh pH degerlerine toleransinin belirlenmesi

Izole edilen propiyonibakteriler 30 °C’de iki kez ard arda YEL siv1 besi ortaminda
aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirlerin optikal yogunluklar1 spektrofotometrede 600 nm
de 0,6 +£0,2’ye ayarlanmistir. OD degerleri ayarlanan propiyonibakteri izolatlarindan
%2 oraninda, pH’s1 4N HCl ile 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 ve 7,0 (kontrol)’a ayarlanan YEL
sivi besiyerlerine inokiile edilerek 30 °C’de anaerobik kosullarda 96 saat inkiibe
edilmistir. Hiicre gelisimi 96 saat sonrasinda spektrofotometrede 600 nm de
Ol¢iilmiistiir. Elde edilen OD degerleri kontrol grubu (pH’s1 7,0 olan YEL sivi
besiyerinde gelisen kiiltiiriin yogunlugu) ile karsilastirilarak farkli pH degerlerinin
Propionibacterium spp. suslari tizerindeki yiizde inhibisyon degeri hesaplanmistir

[137].

% Inhibisyon: OD;-OD»/OD;x100 (3.4)

OD;: Kontrol

OD;: Suslarin farkli pH ortamlarinda gelisme orani
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3.2.12. Propiyonibakterilerin farkh safra konsantrasyonlarina toleransinin

belirlenmesi

Izole edilen propiyonibakteriler 30 °C’de iki kez ard arda YEL siv1 besi ortaminda
aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirlerin optikal yogunluklar1 spektrofotometrede 600 nm
de 0,6£0,2’ye ayarlanmistir. OD degerleri ayarlanan propiyonibakterileri
izolatlarindan %2 oraninda, %0,0 (kontrol), %0,06; %0,15 ve %0,30 oranlarinda
safra (sigir safrasi, Sigma) iceren YEL siv1 besiyerlerine inokiile edilerek 30 °C’de
anaerobik kosullarda 96 saat inkiibe edilmistir. Hiicre gelisimi 96 saat sonrasinda
spektrofotometrede 600 nm de Slciilmiistiir. Elde edilen OD degerleri kontrol grubu
(%0,0 safra iceren YEL sivi besiyerinde gelisen Kkiiltlirin yogunlugu) ile
karsilagtirilarak farkli safra konsantrasyonlariin propiyonibakteri. suslari izerindeki

yiizde inhibisyon degeri hesaplanmustir [137].

% Inhibisyon: OD;-OD»/OD;x100 (3.5)

OD;: Kontrol

OD;: Suslarin farkl safra ortamlarinda gelisme orani

3.2.13. Propiyonibakterilerin agregasyon ozelliklerinin tespiti

Propiyonibakterilerin YEL sivi besiyerinde anaerobik olarak 30°C’de 48 saat
araliklarla ard arda iki kez aktiflestirilmis kiiltiirleri 5000 X g’de 15 dk. santrifiyj
edilmistir. Elde edilen pelet 0,01 M KH,;PO4-Na,HPO, fosfat tamponu (fosfat
tamponu; %0,8 NaCl, %0,2 KCI, pH:7,2) ile 2 kez yikanarak ayni1 tamponda yeniden
siispanse edilerek OD’si spektrofotometrede 600 nm de 0,6+0,02’ye ayarlanmustir.
Test bakterisi olarak kullanilan ve Nutrient sivi besiortaminda 37°C’de 24 saat
inkiibasyonla gelistirilen E. coli ATCC 11229 iginde ayni islemler uygulanmistir
[118].

Otoagregasyon

Optikal yogunlugu (OD) 600 nm de 0,6+0,02’ye ayarlanan suslardan 2 ml ve {iger

paraleli olarak temiz tiiplere alinmis anaerobik, aerobik calkalamasiz ve aerobik
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calkalamal1 kosullarda 37 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde
isteki fazdan 0,1 ml alinmis ve optikal yogunlugu spektrofotometrede 600 nm de
Olciilmiistiir. Es. 3.6’da verilen formiil kullanilarak otoagregasyon yiizdeleri

hesaplanmistir.

% Otoagregasyon = [(OD;- OD,/ OD;)x 100] (3.6)
OD;: Ik optikal dansite
OD,: 4 saat sonraki optikal dansite.

Dort saatlik otoagregasyon siiresi sonunda tiiplerin alt kisimlarindan 20 pl’lik
ornekler alinarak preperatlar hazirlanmistir. Tespit edilen preperatlar gram boyama

yontemi ile boyanarak 11k mikroskobunda incelenmistir [123].

Koagregasyon

OD’si 600 nm de 0,6+0,02’ye ayarlanan suslardan 2 ml ve 2 ml E. coli ATCC 11229
test bakterisinden alinarak ayri bir tiip iginde 10-15 sn vortekslendikten sonra 37
°C’de 3’er paralelli olarak anaerobik, aerobik ¢alkalamasiz ve aerobik ¢alkalamali
kosullarda 4 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi bitiminde iisteki fazdan 0,1 ml
alinmis ve optikal yogunlugu spektrofotometrede 600 nm’ de 6l¢iilmiistiir. Es. 3.7°de

verilen formiil kullanilarak koagregasyon yiizdeleri hesaplanmuistir.

% Koagregasyon = [(OD;+0OD; ) - 2(OD3)/ (OD;+ OD,)x100] 3.7
OD,: Propionibacterium spp. suslarinin optikal dansitesi
OD;: E. coli ATCC 11229’un optikal dansitesi

ODs: Karigimin 4 saat sonundaki optikal dansitesi

Dort saatlik koagregasyon siiresi sonunda tiiplerin alt kisimlarindan 20 pl’lik
ornekler alinarak preperatlar hazirlanmistir. Tespit edilen preperatlar gram boyama

yontemi ile boyanarak 151k mikroskobunda incelenmistir [144].
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3.2.14. Propiyonibakterilerin hiicre yiizeyinin hidrofobik yapisinin belirlenmesi

Propionibacterium spp. suslarinin hidrokarbonlara mikrobial tutunmasi Zarate ve
ark. (2002)’a gore belirlenmistir [73]. izole edilen propiyonibakteri suslar1 YEL s1v1
besiyerlerinde, 30 °C’de 48 saat araliklarla ard arda iki kez aktiflestirilmis kiiltiirleri
kullanilmistir. Aktif kiiltiirler, 10 000 rpm’de 15 dk santriifiij edilmistir. Elde edilen
pelet, iki kez fosfat tamponu (pH 7,2) ile yikanmis ve 0,1 M KNOs (pH 6,2) tamponu
icinde tekrar c¢oziilerek spektrofotometrede OD’si 600 nm de 0,6+0,02’ye
ayarlanmistir (OD,). Bakteri siispansiyonundan 2 ml alinarak, 0,5 ml p-ksilen (polar
olmayan nétral ¢oziicli), kloroform (monopolar asidik ¢oziicii), etil asetat (monopolar
bazik c¢oziicli) hidrokarbonlarinin iizerine konulmus ve oda sicakliginda 10 dk
bekletilmistir. Oda sicakliginda 10 dk’lik 6n inkiibasyondan sonra ayrilan iki faz 2 dk
vorteks ile karistirilir ve tekrar oda sicakliginda 4 saat inkiibe edilir. Inkiibasyondan
sonra sulu fazin OD’si spektrofotometrede (600 nm) Olclilmiistir (OD,).
Propiyonibakteri suglarmin hidrokarbonlara mikrobial tutunma yiizdesi Es. 3.8’de

verilen formiil kullanilarak hesaplanmustir.

%Hidrofobisite= [OD;-OD,/OD; X 100] (3.8)

3.2.15. istatistiksel analizler

Tiim ¢alismalarda ii¢ farkli paralelin ortalamasi verilmistir. Istatistiksel analizlerde
SPSS 11.0 Windows™ programi kullanilmistir. One-way ANOVA korelasyonuna
gore, suslarin EPS iiretimi-farkli pH’lara direng, EPS iiretimi- safra toleransi, EPS-

otoagregasyon ve EPS-koagregasyon arasindaki iligki aragtirilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Propiyonik Asit Bakterileri izolatlari

Ulkemizin ¢esitli yorelerinden [Afyon Dinar Yéresi Koy Peyniri, Balikesir Mihalig
Peyniri, Balikesir Sepet Peyniri, Balikesir Manyas Dil Peyniri, Canakkale Ezine
Koyun Peyniri, Erzurum Siinme Peyniri, izmir Tulum Peyniri, Kars Gravyeri, Kars
Kasari, Kayseri Tomarza Yoresi K&y Peyniri, Mihali¢ Kelle Peyniri ve Van Otlu
Peyniri] delikli yapidaki 12 c¢esit geleneksel yontemlerle iiretilmis 50 adet peynir
Ornegi propiyonibakterilerin izolasyonunda kullanilmis ve izolasyon Boliim 3.2.1°de
anlatildigr gibi yapilmistir. Tiirkiye’ nin ¢esitli bolgelerinden temin edilen 12 gesit ve
toplam 50 adet yoresel peynirden ancak 8 cesidinden 29 adet propiyonibakteri
izolasyonu yapilabilmistir. Izole edilen propiyonibakteri suslarmin izolasyon
kaynaklar1, mikroskobik morfolojileri ve koloni morfolojileri ile koloni pigment
olusturma Ozellikleri Cizelge 4.1°de verilmistir. Propiyonibakterilerin izolasyon

besiyeri olan YELN kat1 besiyerinde liremesi Resim 4.1°de gdsterilmistir.



Cizelge 4.1. izolasyon yapilan peynitler ve bu peynitlerden izole edilen

propiyonibakteri suglarinin kodlar1 ve morfolojileri

Koloni
. Mikroskobik Sus
No Izolasyon Yapilan Peynirler Morfolojisi
Morfoloji Kodu
(Pigmenti)
. ) o Gr(+), kisa kalin gubuk X, V, Y
1 Afyon Dinar Yoresi Koy Peyniri Kirmizi AKPI
seklinde
Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X, V,
2 Balikesir Manyas Dil Peyniri Turuncu BDP2
Y seklinde
Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X, V,
3 Balikesir Manyas Dil Peyniri Turuncu BDP4
Y seklinde
) . o Gr(+), pleomorfik gubuk X, V, .
4 Balikesir Manyas Dil Peyniri Kahverengi BDP5
Y seklinde
) . o Gr(+), pleomorfik gubuk X, V, .
5 Balikesir Manyas Dil Peyniri ) Kahverengi BDP6
Y seklinde
) . o Gr(+), pleomorfik gubuk X, V, .
6 Balikesir Manyas Dil Peyniri ) Kahverengi BDP7
Y seklinde
) . o Gr(+), pleomorfik gubuk X, V, .
7 Balikesir Manyas Dil Peyniri ) Kahverengi BDPI1
Y seklinde
. Gr(+), kisa ince ¢cubuk V ve Y
8 Izmir Tulum Peyniri Kahverengi ITP1
formuna doniiyor
. Gr(+), kisa kalin gubuk V ve Y
9 Izmir Tulum Peyniri Kahverengi ITP2
formuna doniiyor
. . Gr(+), kisa kalm ¢ubuk X, V, Y .
10 Izmir Tulum Peyniri ) Kahverengi ITP3
seklinde
Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X, V,
11 Kars Gravyeri Turuncu DO1
Y seklinde
Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X, V,
12 Kars Gravyeri Turuncu DO2
Y seklinde
Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X, V,
13 Kars Gravyeri Turuncu DO3
Y seklinde
Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X, V,
14 Kars Gravyeri . Kahverengi DO4
Y seklinde
15 Kars Gravyeri Gr(+), kisa ince basil Turuncu DOS5
Gr(+), koktan pleomorf V)Y
16 Kars Kagari . Turuncu DO9
donen ¢ubuk seklinde
Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X, V,
17 Balikesir Mihali¢ Peyniri . Kahverengi DO6
Y seklinde
o . Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X, V,
18 Balikesir Mihali¢ Peyniri Turuncu DO7

Y seklinde
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Cizelge 4.1. (Devam) izolasyon yapilan peynirler ve bu peynirlerden
izole edilen propiyonibakteri suglarinin kodlar1 ve morfolojileri
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. Mikroskobik Koloni Morfolojisi Sus
No Izolasyon Yapilan Peynirler
Morfoloji (Pigmenti) Kodu
Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X,
19 Balikesir Mihali¢ Peyniri Kahverengi DO8
V, Y seklinde
Gr(+),kisa kalin gubuk X, V,
20 Mihalig Kelle Peyniri . Kirmiz1 SMP1
Y seklinde
Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X,
21 Balikesir Sepet Peyniri Turuncu SP1
V, Y seklinde
Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X,
22 Balikesir Sepet Peyniri Turuncu Sp2
V, Y seklinde
Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X,
23 Balikesir Sepet Peyniri Turuncu SP3
V, Y seklinde
Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X,
24 Balikesir Sepet Peyniri Turuncu SP4
V, Y seklinde
) o Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X, .
25 Balikesir Sepet Peyniri Kahverengi SP5
V, Y seklinde
) o Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X, .
26 Balikesir Sepet Peyniri Kahverengi SP6
V, Y seklinde
) o Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X,
27 Balikesir Sepet Peyniri Turuncu SP7
V, Y seklinde
) o Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X,
28 Balikesir Sepet Peyniri Turuncu SP8
V, Y seklinde
) . Gr(+), pleomorfik ¢ubuk X,
29 Balikesir Sepet Peyniri Turuncu SP9

V, Y seklinde
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Resim 4.1. Kars Gravyerinden izole edilen propiyonibakterilerin YELN
kat1 besiyerinde koloni morfolojisi

4.2, Peynirlerde Propiyonik Asit Bakterileri Sayimlari

Peynirlerde propiyonik asit bakterilerinin sayimmi1 Boliim 3.2.3°de anlatildig1 gibi
belirlenmistir. Peynirlerde bulunan propiyonibakterilerin sayimi i¢cin YELN kati
besiyeri, toplam bakteri ve diger starter bakteri sayimlari i¢in ise sirastyla PCA ve
MRS kati besiyerleri kullamilmistir. Calismada kullanilan 50 adet peynir
numunesinden propiyonibakterilerin izolasyonu yapilan 12 gesit peynirdeki toplam
bakteri ve starter bakteri sayimlari kob/g olarak Cizelge 4.2 ve Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

Calismada kullanilan peynirlerden en fazla propiyonibakteri kolonisine rastlanan
peynir ¢esidinin Kars Gravyer Peyniri (7,2+0,24 log kob/g), en az rastlanan peynir
¢esidinin ise Afyon Dinar Yoresi Koy Peyniri (2,0+£0,13 log kob/g) oldugu tespit
edilmistir. Canakkale Ezine Koyun Peyniri, Erzurum Siinme Peyniri ve Kayseri

Tomarza Y6resi Koy Peynirlerinde ise propiyonibakteri kolonisine rastlanilmamustir.
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Toplam bakteri sayimi en fazla olan peynir ¢esidinin ise en az propiyonibakteri
izolasyonu yapilan Afyon Dinar Yoresi Koy Peyniri (8,4+0,41 log kob/g) oldugu
belirlenmistir. Starter bakteri bakimindan en zengin peynir ¢esidinin ise Balikesir

Mihali¢ Peyniri (8,7+0,07 log kob/g) oldugu gozlenmistir.

Cizelge 4.2. Peynirlerde Propionibacterium spp., toplam bakteri ve diger starter
bakterilerin sayimlari (kob/g)

Peynirler Propionibacterium spp. Toplam bakteri Starter Bakteri
YELN (PCA) (MRS)
Afyon Dinar Yoresi Koy Peyniri 2,0+0,13 8,4+0,41 5,7+£0,60
Balikesir Manyas Dil Peyniri 4,3+0,14 7,6+0,19 7,1£0,21
Balikesir Mihali¢ Peyniri 5,0+£0,27 7,3+£0,13 8,7+0,07
Balikesir Sepet Peyniri 4,0+0,23 7,6+0,15 7,7+0,14
Canakkale Ezine Koyun Peyniri 0 8,1+£0,14 7,3+0,14
Erzurum Siinme Peyniri 0 7,8+0,17 7,6£0,14
izmir Tulum Peyniri 3,3+0,80 7,0+0,19 6,8+0,23
Kars gravyeri 7,240,24 7,5+0,41 7,4+0,32
Kars kasari 5,1+0,17 7,1£0,32 7,7+£0,41
Kayseri Tomarza Yoresi Koy Peyniri 0 7,7£0,17 7,5+0,14
Mihali¢ Kelle Peyniri 3,6+0,24 8,5+0,12 7,7+0,23
Van Otlu Peyniri 0 7,6+0,14 7,6+0,15
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Sekil 4.1. Peynirlerde Propionibacterium spp., toplam bakteri ve diger starter
bakterileri sayilar1 (kob/g)

4.3. Peynirlerden izole Edilen Propiyonik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi

4.3.1. Klasik tanimlama sonuclarinin degerlendirilmesi

Pleomorfik yapida ve degisken karakterli olan propiyonik asit bakterilerinin
biyokimyasal testlerde degisken sonu¢ vermelerinden dolay1 tanimlama testleri en az
tic kez tekrarlanmistir. Sekiz adet yoresel peynirden izole edilen 29 adet susu
tanimlamak ic¢in 24 adet seker testi ile eskiilin hidrolizi, jelatin hidrolizi, indol
tiretimi, nitrat indirgeme, katalaz testi, oksidaz testi, glukozdan gaz {iretimi,
hareketlilik testi, asetoin iiretimi, %20 safra ortaminda gelisme, pigmentasyon, H,S
liretimi, sitrat testi, lizin dekarboksilaz, arjinin hidrolizi ve hareketlilik olmak iizere
toplam 39 test 29’u izolat, 5’1 referans ve 5’1 dublike olmak iizere 39 susa 3 kez
Boliim 3.2.4’de anlatildign gibi yapilmuistir. Ug kez uygulanan 39 testin ortalama
sonuglart Cizelge 4.3’de verilmistir. Referans tlirlerle karsilagtirilan sonuglar

SNEATH’1in benzerlik formiilii ile izole edilen propiyonibakterilerin yiizde

benzerlikleri tespit edilmis, sonuglar Cizelge 4.4’de verilmistir
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Tanimlama i¢in yapilan 39 testin sonuglar1 referans kiiltiirlerle karsilastirilarak yiizde
benzerlikleri tespit edilmistir. Buna gore; DO2, DOS, DO7, DOS, DO9, SP1, SP2,
SP3, SP4, SP5, SP9, BDP2, BDP4, ITP1 ve ITP3 suslar1 %67-85 oraninda P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DSMZ 20271°e¢ benzerliklerinden dolay1 P.

freudenreichii subsp. freudenreichii olarak tanimlanmustir.

DO1, DO3, DO4, DO6, SP6, SP7, SP8, BDP5, BDP6, BDP7, BDP11 ve ITP2 suslar1
%75-90 oraninda P. jensenii DSMZ 20235 referans kiiltiirline benzerliklerinden

dolay1 P. jensenii olarak belirlenmistir.

SMP1 ve AKP1 suslar1 %65 oraninda P. thoenii DSMZ 20276 ya benzerliklerinden

dolay1 P. thoenii olarak tanimlanmuistir.

SMP 1 ve AKP1’in dublikesi olan DOO1 ve DOO2 %90 oraninda P. thoenii DSMZ
20276’ya, DO4’tin dublikesi DOO3 %95 oraninda P. jensenii DSMZ 20235’e,
BDP7’nin dublikesi DOO4 %100 oraninda P. jensenii DSMZ 20235’ye ve SP1’in
dublikesi DOOS % 92 oraninda P. freudenreichii subsp. freudenreichii DSMZ
20271’e benzerlik gosterdikleri tespit edilmistir. SMP1, AKP1, DO4, SP1 ve

BDP7’nin tanimlanmas1 dublikelerle dogrulanmistir.



Cizelge 4.3. Propiyonibakteri suglarinin biyokimyasal ve fizyolojik test
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sonuglari
Suslar

DO1 | DO2 | DO3 | DO4 | DOS | DO6 | DO7 | DO8 | DO9 | SP1 | SP2 | SP3 | SP4 | SPS

Amigdalin + + + + + + + + + d+ | d+ [ d+ | d+ | d+
Arabinoz d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d+ d-
Sellobiyoz + + + + + + + + + + + + + +
Eskulin + + + + + + + + + + + | 4+ | + +
Fruktoz + + + + + + + + + + + + + +
Galaktoz + + + + + + + + + + + + + +
Glukoz + + + + + + + + + + + + + +
Gliserol + + + + + + + + + + + + + +
Inulin d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Laktoz + - + + - + - - - &+ |+ + + +
Malltoz + + + + + + + + + + + + + +
Mannitol + + + + + + + + + + + + + +
Melezitoz + + + d- d- + d- d- d- d- d- d- d- d-
Melibiyoz + + + d+ d+ d+ d+ d+ d- d+ | d+ + d+ | d+

£ | Rafinoz - ] ar |- T e e e
& [Rammoz & & | & & & | & & & [ 7 & & | & | &
% Riboz + + + + + + + + + + + + + +
g Salisin + + + + + + + + + + + + + +
% Sorbitol + + + d+ | d+ + d+ | dt | d+ | d+ | d+ | d+ | d+ | d+
'S | Sorboz d- + + d [ d [ d [ d | d& | d& | + + |+ + +
% Nisasta - d+ d+ - d- d- - - - - d- - d+ | d+
i Sukroz + + + d+ + + + + + + - + + d+
2 Threhaloz + + + + + + + + d+ | d+ | d+ | + + +
Ksiloz d+ + + d+ | d+ + + d+ | d+ | d+ | &+ | + + | d+
indol d- | d | d- | d | d | d | d- | d | d- | d- | d- | d- | d- | d-
Jelatin d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- | d& | d- | d- | d-
Nitrat indirgeme d- d- d- d- d- d- d- d- d- + d- d- d- d-
Katalaz + + + + + + + + + + + + + +
Gaz d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- | d- | d- | d- | d-
Hareketlilik d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Asetoin + + d- d- d- +
Pigmentasyon T KR T T KR T T T | KR
H,S d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Sitrat d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- | d- | d- | d- | d-
Arjinin hidroliz d- | d- | d- d- | d- | d- d- | d | d- | d- | d- | d- | d- | d-
Eskulin hidroliz + + + + + + + + + + + + + +
oksidaz d- d- d- d- d- d- d- d- d- d- | d- | d- | d- | d-
Lizindekarboksila | + + + + + + + + + d+ | dt | d+ | d+ | d+




Cizelge 4.3. (Devam) Propiyonibakteri suglarinin biyokimyasal ve
fizyolojik test sonuglari

Suslar
SP6 SP7 SP8 SP9 | BDP2 | BDP4 | BDPS | BDP6 | BDP7 | BDP11
Amigdalin d+ d+ d+ d+ + + + + d+ +
Arabinoz d- d- d- d- d+ d+ d+ d+ + d-
Sellobiyoz + + + + + + + + + +
Eskulin + + + + + + + + + +
Fruktoz + + + + + + + + + +
Galaktoz + + + + + + + + + +
Glukoz + + + + + + + + + +
Gliserol + + + + + + + + + +
Inulin d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Laktoz + + + - - - + + + +
Malltoz + + + + + + + + + +
Mannitol + + + + + + + + + +
Melezitoz d- + d- + + + + + + d-
Melibiyoz d+ d+ d+ d- + + d+ d+ d+ d-
. | Rafinoz + - + d+ + + + + + +
% Ramnoz d+ d+ d+ d+ d+ d+ d+ d+ - d+
=
x | Riboz + + + + + + + + + +
% Salisin + + + + + + + + + +
E Sorbitol d+ d+ d+ d+ + + + + + +
= [Sorboz T | F e | & |+ & & | & T
é Nisasta - - - d- - - - - d- d-
Z Sukroz + + + + + + + + + +
,‘:% Threhaloz + d+ d+ d+ + + + + + +
Ksiloz + d+ d+ - + d+ d+ - + d+
indol d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Jelatin d- d- d- d- d- d- d- + d- d-
Nitrat indirgeme d- + d- d- d- d- + + d- d-
Katalaz + + + + + + + + + +
Gaz d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Hareketlilik d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Asetoin + + + + +
Pigmentasyon KR T T T KR KR KR KR
H.S d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Sitrat d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Arjinin hidroliz d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Eskulin hidroliz + + + + + + + + + +
oksidaz d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Lizin
Dekarboksilaz d+ + d+ + + + + + + d+




Cizelge 4.3. (Devam) Propiyonibakteri suglarinin biyokimyasal ve

fizyolojik test sonuglari

Biyokimyasal ve Fizyolojik Testler

Suslar
SMP1 | AKP1 | ITP1 | ITP2 | ITP3 | DOO1* | DOO2* | DOO3* | DOO4* | DOOS*
Amigdalin + + + + + + + + + +
Arabinoz + d+ + d- d+ d+ d- d- d- d-
Sellobiyoz + + + + + + + + + +
Eskulin + + + + + + + + + +
Fruktoz + + + + + + + + + +
Galaktoz + + + + + + + + + +
Glukoz + + + + + + + + + +
Gliserol + + + + + + + + + +
Inulin d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Laktoz + + - + - + + + + d+
Malltoz + + + + + + + + + +
Mannitol + + + + + + + + + +
Melezitoz d- d+ + + + d- + + + +
Melibiyoz + d+ d+ + d+ + d+ + + d+
Rafinoz + + + + d- + _ I d-
Ramnoz d+ d+ + + + d+ d+ d+ d+ d+
Riboz + + + + + + + + + +
Salisin + + + + + d+ + + + +
Sorbitol d+ + + + + + + + + +
Sorboz + + d- + + + d+ d- d- +
Nisasta d+ d+ - - - - d+ d- d- -
Sukroz + + + + + + + + + +
Threhaloz d+ + + + + d+ + + + +
Ksiloz d+ + + + d+ d+ - - - d+
indol d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Jelatin d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Nitrat Indirgeme d- d- d- + d- d- d- d- d- +
Katalaz + + + + + + + + + +
Gaz d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Hareketlilik d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Asetoin + + + + + + d- d- +
Pigmentasyon 2 KR | KR | KR K K KR KR
H.S d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Sitrat d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Arjinin hidroliz d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Eskulin hidroliz + + + + + + + + + +
oksidaz d- d- d- d- d- d- d- d- d- d-
Lizindekarboksilaz + d+ + + + + + + + +

69
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Cizelge 4.3. (Devam) Propiyonibakteri suslarinin biyokimyasal
ve fizyolojik test sonuglari

Referanslar”
20270 | 20271 | 20272 | 20276 | 20235
Amigdalin - d- - d- d-
Arabinoz d- d- d- - d-
Sellobiyoz - - d- d- d+
Eskulin - d- - d- +
Fruktoz + + d+ + +
Galaktoz + + + + +
Glukoz + + + + +
Gliserol + + + + +
Inulin - - d- - d-
Laktoz d+ - - +
Malaltoz d+ d+ d+ + d+
Mannitol d- d- d- + +
Melezitoz d- - - - -
5 Melibiyoz + - + - -
g Rafinoz - - - - -
: Ramnoz - d- d- d+ d+
S | Riboz d- d+ d+ + +
E‘ Salisin - d- d- + +
% Sorbitol d- - - + +
% Sorboz - - d- d- d-
i Nisasta - - - d- d-
E Sukroz + + + + d+
S | Threhaloz - d- d- n +
= Ksiloz d- - - d- d-
indol - - - - -
Jelatin - - - - -
Nitrat indirgeme - - - - -
Katalaz + + + + +
Gaz - - - - -
Hareketlilik - - - - -
Asetoin d+ - d+ + +
Pigmentasyon T T T K KR
H,S - - - - -
Sitrat - - - - -
Arjinin hidroliz _ R R R _
Eskulin hidroliz _ + . + _
oksidaz - - - - -
Lizin Dekarboksilaz + + + + +

K: Kirmizi, KR: Kahverengi, T: Turuncu +: pozitif, d+: zayif pozitif, -: negatif, d-: zayif negatif

*: Dublike suslar: SMP1 Dublikesi DOO1, AKP1 Dublikesi DOO2, DO4 Dublikesi DOO3, BDP7
Dublikesi DOO4, SP1 Dublikesi DOOS5

*%. Refrans kiiltiirler DSMZ: 20270: Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii, 20271: P.
freudenreichii subsp. freudenreichii, 20272: P. acidopropionici, 20276: P. thoenii, 20535: P. jensenii
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4.3.2. API (50 CHL, 20 E ve 20 A) tammlama sonu¢larinin degerlendirilmesi

API 50 CHL, API 20 E ve API 20 A peynirlerden izole edilen 29 sus ile 5’1 referans
ve 2’si dublike kiiltiirler (SP6’nin dublikesi DOO1, SP9’un dublikesi DOO2) olmak
lizere toplam 36 susa B6liim 3.2.5’de anlatildig1 gibi uygulanmistir. API 50 CHL, 20
E ve 20 A kitleri birlikte uygulandiginda propiyonibakteri suslarinin tanimlanmasi
icin toplam 74 testin uygulanmasi gerceklestirilmistir. Ancak bu ii¢ kit birlikte
uygulandiginda gliserol, arabinoz, ksiloz, glukoz, mannoz, ramnoz, inositol,
mannitol, sorbitol, amigdalin, eskulin, salisin, sellobiyoz, maltoz, laktoz, melibiyoz,
sukroz, trehaloz, melezitoz, rafinoz, indol ve jelatin hidroliz testleri bu {i¢ kit i¢inde
de mevcut oldugu i¢in degerlendirmede ortalama sonuglar1 dikkat alinmistir. API 50
CHL, API 20 E ve API 20 A kitleri ortalama sonuglar ile pigment, katalaz ve oksidaz
testleri birlestirildiginde 65 testin 29 sus ile 5’1 referans ve 2’si dublike kiiltiirler
lizerinde uygulanmasindan elde edilen sonuglar degerlendirilerek SNEATH’in
benzerlik formiiliine gbre referans tiirlerle karsilastirilmasindan elde edilen yiizde

benzerlikleri Cizelge 4.4’de verilmistir.

P. freudenreichii subsp. freudenreichii olarak tanimlanan DO2, DOS, DO7, DOS,
DO9, SP1, SP2, SP3, SP4, SP5, SP9, BDP2, BDP4, ITP1 ve ITP3 susalrinin yilizde

benzerlik orant %82-95 olarak belirlenmistir.

P. jensenii olarak tanimlanan DO1, DO3, DO4, DO6, SP6, SP7, SPS, BDP5, BDP6,
BDP7, BDP11 ve ITP2 suslarinin API tanimlamsindan elde edilen yiizde benzerlik

orani ise %71 ile 88 arasinda tespit edilmistir.

P. thoenii olarak tanimlanan SMP1 ve AKP1 suglarinin API tanimlamasindaki yiizde

benzerlik orani ise sirayla %71 ve 80 olarak bulunmustur.

P. jensenii SP6 susunun dublikesi olan DOO1 susu %85 oraninda P. jensenii’ye, P.
freudenreichii subsp. freudenreichii SP9 susunun dublikesi olan DOO2 ise %91

oraninda P. freudenreichii subsp. freudenreichii’ye benzerlik gosterdikleri
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belirlenmistir. API tanimlama sonuglar1 dublikantlarin %85-91 oraninda benzerlik

gostermesiyle dogrulanmistir.

Balikesir Dil Peynirinden izole edilen P. jemsenii BDP6 ve Balikesir Sepet
Peynirinden izole edilen P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP4 suslarinin YEL
kat1 besiyerinde koloni morfolojisi ve pigmentasyonu Resim 4.2 ve 4.3 de
verilmigtir. Calismalarda referans kiiltiir olarak kullanilan P. freudenreichii subsp.
freudenreichii DSMZ 20271 ve P. jensenii DSMZ 20235 tiirlerinin YEL kati

besiyerindeki koloni morfolojisi ve pigmentasyonu ise Resim 4.4’de gosterilmistir.

Afyon Dinar Yoresi KOy Peynirinden izole edilen P. thoenii AKP1, Mihali¢ Kelle
Peynirinden izole edilen P. thoenii SMP1 (Resim 4.5), Kars Gravyerinden izole
edilen P. jensenii DO3 ve DO4 suslar1 (Resim 4.6) ile Balikesir Sepet peynirinden
izole edilen P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP2 ve SP5 suslarina ait

mikroskobik goriintiiler Resim 4.7’de gosterilmistir.

Resim 4.2. P. jensenii BDP6 susunun YEL kat1 besiyerindeki koloni
morfolojisi (solda) ve pigmentasyonu (sagda)
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Resim 4.3. P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP4 susunun YEL kati
besiyerindeki koloni morfolojisi (solda) ve pigmentasyonu (sagda)

Resim 4.4. Referans kiiltiir olarak kullanilan P. freudenreichii subsp. freudenreichii
DSMZ 20271 ve P. jensenii DSMZ 20235 tiirlerinin YEL kat1
besiyerindeki koloni morfolojisi ve pigmentasyonu
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Resim 4.6. P. jensenii DO3 ve DO4 suslarinin mikroskobik morfolojileri

5 ,._..

»«2! %H
%’t SRS

Resim 4.7. P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP2 ve SP5 suglarinin
mikroskobik morfolojileri




Cizelge 4.4. API tanimlanmasi sonucunda izole edilen propiyonibakterilerin

adlandirilmasi ve % benzerlik oranlan

API Yiizde Klasik
No | Suslar Benzerlik Yiizde
Oranlann | Benzerlik
Oranlan
1 P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO2 %88 %85
2 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii DOS %86 %75
3 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO7 %88 %75
4 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO§ %85 %75
5 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO9 %86 %72
6 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP1 %89 %67
7 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP2 %85 %67
8 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP3 %85 %69
9 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP4 %85 %69
10 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP5 %88 %69
11 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP9 %91 %77
12 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii BDP2 %86 %80
13 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii BDP4 %86 %80
14 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii ITP1 %82 %75
15 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii ITP3 %86 %77
16 | P. jensenii DOI %80 %90
17 | P. jensenii DO3 %80 %85
18 | P. jensenii DO4 %70 %82
19 | P. jensenii DO6 %79 %85
20 | P. jensenii SP6 %88 %77
21 | P. jensenii SP7 %82 %75
22 | P. jensenii SP8 %83 %75
23 | P. jensenii BDP5 %80 %87
24 | P. jensenii BDP6 %80 %90
25 | P. jensenii BDP7 %79 %82
26 | P. jensenii BDP11 %77 %82
27 | P. jensenii ITP2 %75 %87
28 | P. thoenii SMP1 %71 %65
29 | P. thoenii AKP1 %80 %65
30 | P. jensenii DOOLI (SP6) %85 %80
31 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii DOO2 %91 %90

(SPY)

75
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4.4. Tammmlama Testlerinin Niimerik Taksonomi Programinda

Degerlendirilmesi

4.4.1. Klasik tanimlama sonug¢larinin degerlendirilmesi

Peynirlerden izole edilen 29 adet propiyonibakteri izolati, 5’1 referans ve 5’1 dublike
kiiltiirler olmak {iizere toplam 39 sus lizerinde klasik tanimlama testleri 3 kez
uygulanmistir. Klasik tanimlama ile yapilan karbohidrat ve fizyolojik test sonuglari
nlimerik taksonomi programinda degerlendirilmis (NTSY Spc, Numerical Taxonomy

System, version 2.10q) ve elde edilen dendrogram Sekil 4.2°de verilmistir.

Klasik tanimlamadan elde edilen dendrogram degerlendirildiginde; SMP1 susunun
dublikanti DOO1 ve AKP1 susunun dublikantt DOO2 dendrogramda birbirlerine
yakin mesafede bulunduklari tespit edilmistir. Dublikantlarin P. thoenii DSMZ
20276 referans kiiltiiriine %90 oraninda benzerlik gosteren SMP1 ve AKP1 suslari
dendrogramda referans kiiltiire benzerlik oranin diisiik oldugu goézlenmistir. DO4
susunun dublikant1 olan DOO3, BDP7 susunun dublikanti DOO4 ve SP1 susunun
dublikantt DOOS5 suslar1 birbirlerine %90’nin {izerinde benzerlik gostermesine
ragmen dendrogramda birbirlerine olan benzerlik oranin diisiik oldugu tespit

edilmistir.

P. freudenreichii subsp. freudenreichii tiiri olarak tanimlanan DO2, DOS5, DO7,
DOS, DO9, BDP2, BDP4, ITP1 ve ITP3 suslarinin dendrogramda P. freudenreichii
subsp. freudenreichii DSMZ 20271 referans kiiltiirline yakin mesafede yer aldigi,
SP1, SP2, SP3, SP4, SP5 ve SP9 suslarinin ise dendrogramda P. freudenreichii
subsp. freudenreichii DSMZ 20271 referans kiiltiirlinden uzak mesafede yer aldigi
tespit edilmistir.

P. jensenii tiirii olarak tanimlanan DO1, DO3, DO4, DO6, BDP5, BDP6, BDP7,
BDPI11 ve ITP2 suslar1 dendrogramda P. jensenii DSMZ 20235 referans kiiltiiriine
yakin mesafede yer alirken, SP6, SP7 ve SP8 suslari dendrogramda P. jensenii
DSMZ 20235 referans kiiltiirlinden uzak mesafede yer almigstir.
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Klasik tanimlama test sonuglarina gore olusturulan dendrogramda P. freudenreichii
subsp. freudenreichii’ye ait olan suslarin %57-90 oranlar1 arasinda benzerlik
gosterdigi ve P. jemsenii’ye ait suslarin ise %76-90 oranlar1 arasinda benzerlik
gosterdigi belirlenmistir. P. thoenii olarak tanimlanan suslarin ise %74-83 oraninda

benzerlik gosterdikleri goriilmiistiir.

Klasik tanimlamadan elde edilen sonuglar nilimerik taksonomi programinin
(NTSYSpc) Principal Coordinates Analysis (PCA) 06zelligi  kullanilarak
degerlendirilmesi sonucu hazirlanan {i¢ boyutlu grafik Sekil 4.3’de verilmistir. Klasik
tanimlamadan elde edilen koordinat analiz grafigi (Sekil 4.3) incelendiginde, izole
edilen suslarin birbirinden ayrildigi ve herhangi bir kiimelesmenin olmadigi
gozlenmistir. P. thoenii DSMZ 20276 referans kiiltiirii koordinat analiz grafiginde P.
thoenii olarak tanimlanan SMP1 ve AKP1 suslarindan uzakta yer almistir. Klasik
tanimlama i¢in yapilan koordinat analizi ile dendrogram analiz sonuglar1 paralellik

gostermistir.

Elde edilen bu sonuglar degerlendirildiginde klasik tanimlama testlerinin
propiyonibakterilerin tanimlanmasina tek basina etkili ve yeterli bir sistem olmadigi

tespit edilmistir.



78

TWEISOIPUIP BUWER[WIUE) J[I[WIUQA NISL[Y UL eqruoArdord uad[Ipd 9[0Z1 UIPIIMIIUA] 7'+ [0S

L]

JAATILEFA0T
an aon
] 1 1 1 | ]

Fo0

SLENT




79

0276

Rz

Sekil 4.3. Klasik tanimlama sonuglarinin PCA ile degerlendirilmesi

4.4.2. API tammmlama sonug¢larinin degerlendirilmesi

API 50 CHL, API 20 E ve API 20 A, peynirlerden izole edilen 29 sus ile 5’1 referans
ve 2’si dublike kiiltiirler (SP6’nin dublikesi DOO1, SP9’un dublikesi DOO2) olmak
lizere toplam 36 susa uygulanmistir. Elde edilen sonuglar niimerik taksonomi

programinda degerlendirilmis ve elde edilen dendrogram Sekil 4.4’de verilmistir.

SP6 ve SP9 suslarmin dublike kiiltiirleri olan DOO1 ve DOO2’ye dendrogramda

%091 oraninda benzerlik gostererek birbirlerine yakin mesafede yer almiglardir.

P. freudenreichii subsp. freudenreichii tiiri olarak tanimlanan DO2, DO7, DOS,
DO9, SP1, SP2, SP3, SP4, SP5, SP9 BDP2, BDP4 ve ITP1 suslar1 dendrogramda P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DSMZ 20271 referans kiiltiirline %79-91
oraninda benzerlikle yakin mesafede yer alirken, DOS5 ve ITP3 suslar1 %84 oraninda
benzerlikle dendrogramda P. freudenreichii subsp. freudenreichii DSMZ 20271

referans kiiltiirden uzak mesafede yer almistir.
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P. jensenii tirti olarak belirlenen DO1, DO3, DO6, SP6, SP7, SPS, BDPS, BDP6,
BDP7, BDP11 ve ITP2 suslar1 dendrogramda P. jensenii DSMZ 20235 referans
kiiltiirtine %74-91 oraninda benzerlikle yakin mesafede yer alirken, DO4 susu %61
oraninda benzerlikle dendrogramda P. jensenii DSMZ 20235 referans kiiltlirinden

ayri bir dalda yer almstir.

P. thoenii tiirli olarak tanimlanan SMP1 ve AKP1 suslar1 dendrogramda P. thoenii
DSMZ 20276 referans kiiltiiriine %75 oraninda benzerlikle yakin mesafede yer aldigi

gozlenmistir.

API tanimlamalarindan elde edilen sonuglar, niimerik taksonomi programinin
(NTSYSpc) Principal Coordinates Analysis (PCA) 06zelligi  kullanilarak
degerlendirmis ve elde edilen iic boyutlu grafik Sekil 4.5°de verilmistir. API
tanimlamasindan elde edilen PCA grafigi incelendiginde; P. freudenreichii subsp.
freudenreichii olarak tanimlanan DO2, DOS5, DO7, DOS, DO9, SP1, SP2, SP3, SP4,
SP5, SP9, BDP2, BDP4, ITP1 ve ITP3 suslariin birbirine yakin bir kiime etrafinda
ve P. freudenreichii subsp. freudenreichii DSMZ 20271 ¢ok yakin yer aldiklari
belirlenmistir. P. jensenii olarak tanimlanan DO1, DO3, DO4, DO6, SP6, SP7, SP8,
BDP5, BDP6, BDP7, BDP11, ITP2 suslarinin PCA grafigi incelendiginde de P.
Jjensenii DSMZ 20235 referans kiiltiiriine yakin bir kiime etrafinda yer aldiklar1 tespit

edilmistir.

API tanimlamalarinda P. thoenii DSMZ 20276 referans kiiltiire benzerlik gdsteren
SMP1 ve AKPI suslar1 koordinat analizinde birbirine ¢cok yakin mesafede olduklari
bulunmustur. Izole edilen 29 sus arasinda rastlamlmayan P. acidopropionici ve P.
freudenreichii subsp. shermanii tiirlerinin referans kiltlirlerinin koordinat analizi
incelendiginde izole edilen suglardan uzakta ve grafigin (Sekil 4.5) disinda yer

aldiklar1 tespit edilmistir.

API tanimlamasindan elde edilen dendrogram (Sekil 4.4) ve koordinat analizinden
elde edilen PCA grafigi (Sekil 4.5) karsilastinlldiginda sonuglarin paralellik

gosterdigi gozlenmistir.
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Sekil 4.5. API 50 CHL, API 20 E ve API 20 A sonuglarinin PCA ile
degerlendirilmesi

Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde API ile yapilan tanimlama testlerinin klasik
tanimlama testlerine gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. Ayrica izole edilen bu
suslarin tanimlamas1 TUBITAK 107T486 kodlu proje kapsaminda 16S ve 23S rRNA

analizleri ile dogrulanmustir.

Sekiz gesit yoresel peynirden izole edilen 29 susun tanimlama testleri sonucundaki
tiir dagilim grafikleri Sekil 4.6°’da verilmistir. Yapilan tanimlama testleri sonucunda
%352 oraninda dagilimla dominant tiir P. freudenreichii subsp. freudenreichii olarak
tespit edilmistir. %41 oraninda dagilimla P. jensenii tliriiniin ikinci yaygin tiir oldugu
gozlenmistir. Her iki tanimlama testleri sonucunda %7 oraninda dagilimla en az
bulunan tiirtin ise P. thoenii oldugu belirlenmistir. P. acidopropionici ve P.
freudenreichii  subsp. shermanii tlrlerine izole edilen 29 sus arasinda

rastlanilmamustir.
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P. thoenii (% 7)

P. freudenreichii subsp.
\ freudenreichii (%52)

P. jensenii (%41)

Sekil 4.6. Peynirlerden izole edilen propiyonibakterilerin % tiir dagilimlar:
4.5 Propiyonibakterilerin Asit Uretimleri

4.5.1. Nicel asit tayini

Peynirlerden izole edilen 29 izolat ve 5 referans kiiltiiriin YEL, skim milk, glukozlu
ve laktozlu YEL sivi besi ortamlarinda iirettikleri % asit miktarlar1 Bolim 3.2.7
(Nicel asit tayini)’de anlatildigr gibi belirlenmis olup sonuglar1 Cizelge 4.5°de

verilmigtir.

Suslarin YEL s1v1 besiortamindaki 8 giinliik kiiltiirlerinin titre edilebilir yiizde asit
miktarlart en diisiik %0,08 (P. jensenii DO3 ve P. jensenii BDP6) ve en yiiksek %
0,21 (P. jensenii 1TP2) olarak belirlenmistir. YEL sivi besiortaminda, P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DOS5 (%0,16), P. jensenii BDP11 (%0,16), P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DO7 (%0,15), P. jensenii SP8 (%0,15), P.
thoenii AKP1 (%0,19) ve SMP1 (%0,18) suslarinin yiiksek asit trettikleri
gozlenmistir. Referans kiiltiirlerin titre edilebilir asit iiretimleri ise P. freudenreichii
subsp. freudenreichii DSMZ 20271 kiiltiiriinde %0,19, P. thoenii DSMZ 20276
kiiltiiriinde %0,18 ve P. jensenii DSMZ 20235 kiiltiiriinde %0, 14 olarak bulunmustur
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(Sekil 4.7). Suslarin 8 giinliik kiiltiirlerin son kiiltiir pH’lar1 da 6,1-6,8 arasinda
oldugu tespit edilmistir. YEL sivi besiortaminin baslangic pH’st 7,0 olup,
inkiibasyon sonunda pH 0,2-0,9 arasinda diisiis gostermistir. pH’nin az disiis

gostermesi ile az iiretilen yiizde asit miktar1 arasinda paralellik gdzlenmistir.

Skim milk besi ortaminda 8 giinliik inkiibasyon sonunda en diisiik titre edilebilir asit
miktar1 %0,07 ile P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP4 susunda belirlenirken,
%0,99 ile en yiiksek asit {iretimi P. jensenii BDPS5 ve BDPI1 suslarinda
bulunmustur. P. thoenii AKP1 (%0,42), P. jensenii BDP7 (%0,50), P. jensenii DO6
(%0,52), P. jensenii BDP6 (%0,54), P. jensenii DO1 (%0,59), P. jensenii DO3
(%0,67), P. thoenii SMP1 (%0,70), P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP9
(%0,71) ve P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP2 (%0,76) suslarinin bu
besiortaminda asit tretimleri yiiksek bulunmustur (Sekil 4.8). Skim milk sivi
besiortaminin baslangic pH’s1 6,8 olup, 8 giinliik inkiibasyon sonunda pH’nin 4,6 ile
6,5 arasinda diislis gosterdigi tespit edilmistir. Referans kiiltiirlerin skim milk besi
ortaminda titre edilebilir asit iiretimleri ise P. freudenreichii subsp. freudenreichii
DSMZ 20271°de %0,19, P. thoenii DSMZ 20276’da %0,62 ve P. jensenii DSMZ
20235°de %0,37 olarak bulunmustur (Cizelge 4.5). Suslarin skim milk besiortaminda
tiretikleri asit miktarlar1 YEL s1v1 besiortamui ile karsilastirildiginda genel olarak daha

yiiksek bulunmustur.

Izole edilen suslarin tamimlama testlerinde laktoz ve glukozdan asit olusturdugu
tespit edilmistir. Buna bagli olarak da suslarin asit iiretiminin laktozdan m1 ya da
bunun pargalanmasi sonucu olusan glukozdan mi arttigini belirlemek i¢in YEL sivi
besiortaminin bilesiminde bulunan laktat elemine edilerek yerine ayni oranda laktoz

ve glukoz ilave edilerek suslarin yiizde asit tiretimleri belirlenmistir (Cizelge 4.5).

Suslarin glukozlu YEL sivi besiortaminda iirettikleri titre edilebilir ylizde asit
miktarlar1 belirlendiginde suglarin genel olarak bu ortamda asit tiretiminin yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Propiyonibakterilerin glukozlu YEL sivi besiortaminda asit
tiretiminin % 0,50-0,75 arasinda oldugu belirlenmistir. Glukozlu YEL sivi besi

ortamimnin pH’simin 8 giinliik inkiibasyon sonunda 4,5’a kadar diisiis gosterdigi
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belirlenmistir (Cizelge 4.5). Suslarin YEL, skim milk, glukoz ve laktozlu YEL

besiyerleride iiretikleri asitin karsilagtirlmali grafigi Sekil 4.9°da verilmistir.

Izole edilen propiyonibakterilerin laktozlu YEL sivi besiortaminda asit iiretiminin ise
% 0,10-0,77 arasinda oldugu belirlenmistir. Laktozlu YEL sivi besi ortaminin
pH’smin 8 giinliik inkiibasyon sonunda 4,6’ya kadar diisiis gosterdigi belirlenmistir.
Laktozlu ortamda firetilen asit miktar1 glukozlu ortamla karsilagtirlldiginda diisiik
oldugu tespit edilmistir. Laktozlu ortamda asit iiretimi diisiik olan suslarin (DO?2,
DOS, DO7, DO8, DO9, SP1, SP2, SP3, SP4, SPP5, SP9, BDP2, BDP4, ITP1, ITP3)
laktoz fermentasyonu yapamayan P. freudenreichii subsp. freudenreichii tiirline ait
olduklart belirlenmistir (Sekil 4.9). Tim suslarin glukozlu YEL ortaminda YEL,
skim milk ve laktozlu YEL ortamlarina goére daha yiiksek asit {rettigi

gozlemlenmistir.
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4.5.2. Nitel asit tiretimi

Tiirkiye’nin geleneksel peynirlerinden izole edilen propiyonibakteri, suslarinin
tirettikleri titre edilebilir asit miktarlart YEL, skim milk, glukozlu ve laktozlu YEL
s1v1 besiortamlarinda Boliim 3.2.7 (Nitel asit tayini)’de anlatildig1 gibi belirlenmistir.

Suslarin nitel asit tiretimleri Cizelge 4.6 ve Sekil 4.10°da verilmistir.

P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP1 susu, glukozlu YEL kat1 besi ortaminda
83,8 mm zon ¢api ile en yiiksek asit liretimi gostermistir. Bu susun YEL (%0,11) ve
glukozlu YEL (%0,71) s1v1 besi ortamlarinda da titre edilebilir asit miktarinin ytiksek
oldugu goriilmiistiir. Skim milk besiyerinde titre edilebilir asit miktart (% 0,99)
yiiksek olan P. jensenii BDP11, laktozlu YEL kat1 besi ortaminda 83,0 mm zon ¢ap1

ile asit liretiminin yiiksek oldugu goriilmiistiir.

YEL, skim milk, glukozlu ve laktozlu YEL s1v1 besiyeri ortamlariin hepsinde titre
edilebilir asit miktar1 yiiksek olan P. jensenii DO1, DO3, DO4, DO6, SP6, BDPS,
BDP7, BDP11 ve P. thoenii SMP1, AKP1 suslarinin glukozlu ve laktozlu YEL kati
ortamlarinda da asit tretimlerinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. P. freudenreichii
subsp. freudenreichii DO8 ve P. thoenii SMP1 suslarinin glukozlu ve laktozlu YEL
kat1 besiortamlarinda asit liretimleri Resim 4.8 ve 4.9°da gosterilmistir. Suslarin
sodyum laktat ve bromkresol purple iceren kontrol YEL kati besiortaminda pH
degisimine bagli olarak sar1 renkli zonlarin higbir susda olusmadigi gozlenmistir
(Resim 4.10). Suslarin bu besiyerinin sivi ortaminda da asit iiretimlerinin diisiik ve

son kiiltiir pH’larinin ytiksek oldugu bulunmustur (Cizelge 4.5).

Suslarin petride nitel asit liretim degerleri degerlendirildiginde P. freudenreichii
subsp. freudenreichii tirii olarak tanimlanan ve laktozu fermente edemeyen DO2
(12,2 mm), DOS (19,9 mm), DO7 (9,2 mm), DOS (26,9), DO9 (15,3 mm), SP1 (16,5
mm), SP4 (19,0 mm), ITP1 (19,7 mm) suslarmin spot ekimlerinin etrafinda
inkiibasyondan sonra sar1 renkli zonlar oldugu gézlenmistir. Ancak bu zon ¢aplarinin
laktozu fermente edebilen P. jemsenii ile P. thoenii tlrlerinin zon c¢aplari ile

kiyaslandiginda diistik oldugu tespit edilmistir. P. freudenreichii subsp.
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freudenreichii DO2, DOS5, DO7, DOS, DO9, SP1, SP4 ve ITP1 suslarinin laktozlu
YEL sivi besi ortaminda az miktarda da olsa (%0,14-0,30) asit iiretebildigi
belirlenmistir. P. freudenreichii subsp. freudenreichii DSMZ 20271 referans kiiltiirii
glukozlu YEL kat1 besiyerinde spot ekimlerin etrafinda 85,6 mm’lik zon gosterirken,
laktozlu YEL kati1 besiyerinde zon gostermemistir. Peynirlerden izole edilen P.
jensenii izolatlarmin glukozlu ve laktozlu YEL kati ortamlarinda spot ekimler

etrafinda gosterdigi sar1 renkli zon ¢aplarmin bu tiiriin referans kiiltiirii olan P.

Jjensenii DSMZ 20235’den yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.6. Propiyonibakteri suglarinin bromcresolpurble agarda nitel asit iiretimleri

(mm)
No | Suslar YEL Glukozlu Laktozlu
Agar YEL YEL Agar
Agar
1 P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO2 - 57,3 12,2
2 P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO5 - 62,4 19,9
3 P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO7 - 36,8 09,2
4 P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO8 - 37,1 26,9
5 P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO9 - 44,8 15,3
6 P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP1 - 83,8 16,5
7 P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP2 - 254 -
8 P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP3 - 58,7 -
9 P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP4 - 53,6 19,0
10 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP5 - 30,7 -
11 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP9 - 60,4 -
12 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii BDP2 - 42,0 -
13 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii BDP4 - 38,4 -
14 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii ITP1 - 70,5 19,7
15 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii ITP3 - 11,5 -
16 | P. jensenii DO1 - 55,2 33,9
17 | P. jensenii DO3 - 36,2 45,6
18 | P. jensenii DO4 - 45,3 31,3
19 | P. jensenii DO6 - 27,0 42.4
20 | P. jensenii SP6 - 29,6 28,1
21 | P. jensenii SP7 - 36,3 15,6
22 | P. jensenii SP8 - 35,9 27,2
23 | P. jensenii BDP5 - 41,7 46,1
24 | P. jensenii BDP6 - 66,4 45,8
25 | P. jensenii BDP7 - 45,1 16,0
26 | P. jensenii BDP11 - 68,0 83,0
27 | P. thoenii SMP1 - 16,1 38,5
28 | P. thoenii AKP1 - 09,2 21,5
29 | P. jensenii ITP2 - 37,8 23,8
30 | P. freudenreichii subsp. shermanii DSMZ - 66,2 21,5
20270*
31 | P. freudenreichii subsp. freudenreichii DSMZ - 85,6 -
20271*

32 | P. acidopropionici DSMZ 20272* - 44,0 59,0
33 | P. thoenii DSMZ 20276* - 42,8 35,5
34 | P. jensenii DSMZ 20235* - 38,0 18,9

* : Referans kiiltiirler. -: asit iiretimi yok
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Resim 4.8. P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO8 susunun glukozlu
(A) ve (B) laktozlu YEL agar ortamlarinda asit tiretimleri.

Resim 4.9. P. thoenii SMP1 susunun glukozlu (A) ve laktozlu (B) YEL agar
ortamlarinda asit tiretimleri
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Resim 4.10. Sodyum laktatli YEL kat1 besiortaminda zon olusturmayan P. jensenii
SP8 susu

4.5.3. Propiyonibakterilerin HPLC analizi ile propiyonik, asetik ve laktik asit

uretimleri

Calismada YEL ve skim milk sivi besi ortamlarinda titre edilebilir asit miktari
yiiksek olan P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO8, SP2, SP9, ITP1, P. jensenii
DO1, DO3, DO4, DO6, BDP5, BDP7, BDP11, P. thoenii AKP1 suslari ile referans
kiiltiir olarak kullanilan P. freudenreichii subsp. shermanii DSMZ 20270, P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DSMZ 20271, P. freudenreichii subsp.
acidopropionici DSMZ 20272, P. thoenii DSMZ 20276 ve P. jensenii DSMZ 20235
kiiltiirlerinin trettikleri asitin tiirii ve miktari HPLC analizi ile Bolim 3.2.7
(Propiyonibakterilerin HPLC analizi ile propiyonik, asetik ve laktik asit tayini)’de
anlatildig1 gibi belirlenmistir (Cizelge 4.7 ve Sekil 4.11).

Skim milk de gelistirilen P. freudenreichii subsp. freudenreichii DSMZ 20271

disinda, YEL ve skim milk sivi besiortamlarinda gelistirilen suslarda laktik asit
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tretimi tespit edilmemistir. YEL sivi besiyerinde, P. freudenreichii subsp.
freudenreichii DOS8 susunda yiiksek miktarda propiyonik ve asetik asit (6,4 ve 9,2
mg/ml) tespit edilirken, P. jensenii DO6 susunda diisiik propiyonik asit (1,2 mg/ml),
P. thoenii AKP1 susunda ise diisiik asetik asit (2,3 mg/ml) belirlenmistir. Laktozu
fermente edemeyen P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO8 susunun skim milk
stv1 besi ortaminda propiyonik ve asetik asit iiretiminin diisiik oldugu (0,9 ve 1,0
mg/ml sirastyla), laktozu fermente eden P. jensenii DO6 susunun ise skim milk besi
ortaminda propiyonik asit (3,8 mg/ml) iiretimin yiiksek oldugu tespit edilmistir. YEL
s1v1 besi ortaminda P. jensenii BDP11 susununda yiiksek propiyonik asit (4,8 mg/ml)

ve asetik asit (6,7 mg/ml) iirettigi gdzlenmistir.

Skim milk besiyerinde ise yiiksek asetik asit miktar1 P. jensenii DO6 susunda (3,3
mg/ml) (Sekil 4.12), yliksek propiyonik asit miktar1 ise P. jensenii DO4 susunda (4,8
mg/ml) tespit edilmistir (Sekil 4.13). Skim milk besi yerinde en diisiik asetik asit
tiretimi P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP2 susunda (0,7 mg/ ml) (Sekil
4.14), propiyonik asit tiretimi ise P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP9 susunda
0,1 mg/ml olarak belirlenmistir. Laktozu fermente edebilen P. jensenii DO4 susunun
skim milk besi ortaminda propiyonik asit iiretiminin yiiksek oldugu gozlemlenirken
bu susun YEL sivi besi ortaminda propiyonik asit iiretiminin diigtigli tespit
edilmistir. Laktoz fermentasyonu yapamayan P. freudenreichii subsp. freudenreichii
SP9 susunun YEL sivi besi ortamindaki propiyonik asit iretiminin ve P.
freudenreichii subsp. freudenreichii SP2 susunun ise asetik asit iiretiminin laktoz

ihtiva eden skim milk besi ortamina gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir.

Laktozu fermente edemeyen P. freudenreichii subsp. freudenreichii DOS, SP2, SP9
ve ITP1 suslarinin, hem asetik asit hem de propiyonik asit tiretim miktarlar1t YEL siv1
besiortaminda skim milk besiortamina goére daha fazla oldugu goézlenmistir.
Peynirlerinden izole edilen P. jensenii DO1, DO3, DO4, DO6, BDPS5, BDP7 ve
BDP11 izolatlarinin propiyonik ve asetik asit iiretimlerinin bu tiirlin referans kiiltiirti
olan P. jensenii DSMZ 20235’den daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. P. thoenii
AKP1 susunun HPLC analizi ile tespit edilen propiyonik ve asetik asit liretimlerinin

bu tiirlin referans kiiltliiri olan P. thoenii DSMZ 20276’dan diisik oldugu
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belirlenmistir. HPLC analizi ile belirlenen bu asit iiretim sonug¢larinin nitel ve nicel

asit analizinden elde edilen sonuglara paralellik gostermistir.

Cizelge 4.7. Propiyonibakterilerin asit tiretimlerinin HPLC analiz sonuglar1

YEL Skim Milk

Sus Laktik | Asetik | Propiyonik | Laktik | Asetik | Propiyonik
Kodu Asit Asit Asit Asit Asit Asit

(mg/ml) | (mg/ml) (mg/ml) | (mg/ml) | (mg/ml) (mg/ml)
DO1 t.e 3,7+0,1 2,2+0,0 t.e 2,7+0,2 4,4+0,3
DO3 t.e 3,6+0,1 2,1+0,0 t.e 1,6+0,1 0,3+0,0
DO4 t.e 2,5+0,2 1,4+0,0 t.e 3,0+0,1 4,8+0,1
DO6 t.e 3,6+0,0 1,2+0,0 t.e 3,3+0,1 3,8+0,2
DO8 t.e 9,2+0,3 6,4+0,1 t.e 1,0+0,0 0,9+0,0
SP2 t.e 4,4+0,4 2,4+0,1 t.e 0,7+0,0 0,6+0,0
SP9 t.e 2,9+0,1 1,7+0,0 t.e 1,1+0,0 0,1+0,0
BDP5 t.e 3,1+0,0 2,1+0,0 t.e 2,3+0,0 4,5+0,0
BDP7 t.e 2,5+0,2 2,0+0,0 t.e 1,5+0,0 2,3+0,0
BDP11 t.e 6,7+0,2 4,8+0,7 t.e 3,0+0,2 3,3+0,2
AKP1 t.e 2,3+0,3 2,3+0,1 t.e 1,5+0,0 1,9+0,1
ITP1 t.e 4,3+0,2 3,1+0,2 t.e 1,3+0,0 0,5+0,0
20270 t.e 2,5+0,3 2,3+0,0 t.e 1,0+0,0 0,3+0,0
20271* t.e 3,5+0,1 2,8+0,1 0,36+0,0 | 1,5+0,0 0,28+0,0
20272* t.e 3,6+0,1 2,0+0,0 t.e 1,1+0,1 0,3+0,0
20276* t.e 3,6+0,0 2,8+0,2 t.e 2,7+0,4 2,9+0,2
20235% t.e 2,6+0,1 2,1+0,0 t.e 0,7+0,0 3,4+0,1

t.e: tespit edilemedi
*: Refrans kiiltiirler.
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4.6. Propiyonibakterilerin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Probiyotik olarak kullanimi arastirilan mikroorganizmalarin sahip olmasi geren en
onemli ozelliklerden biri de patojen mikroorganizmalar1 inhibe etme 6zelligidir. Bu
nedenle caligmada Tiirkiye’nin geleneksel peynirlerinden izole edilen 29 adet
propiyonibakteri suslari ile 5 referans kiiltiiriin gida veya bagirsakta patojen olan bazi
mikroorganizmalar (Escherichia coli ATCC 11229, Escherichia coli ATCC 35218,
Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Salmonella enteritidis ATCC 13076, Bacillus cereus
RSKK 863, Shigella sonnei Mu:57, Micrococcus Iluteus NRLL B-4375 ve
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) lizerine inhibisyon etkileri Bolim 3.2.8°de

anlatildig1 gibi belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.8’de verilmistir.

Propiyonik asit bakterilerinin YEL sivi besi ortaminda gelistirilen kiiltiir
supernatantlar1  antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda kullanildiginda  test
bakterilerine kars1 herhangi bir antimikrobiyal aktivite tespit edilememistir. Modifiye
Skim milk besi ortaminda ise suslarin antimikrobiyal aktivite gdsterdikleri
goriilmiistiir. Skim milk besi ortaminda suglarin son kiiltiir pH’larinin 4,0 ile 5,5

arasinda oldugu belirlenmistir.

Genel olarak sonuglar degerlendirildiginde;

P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP1, SP2 ve SP3 suslar1 disinda izole edilen
tiim suslarin (%91) E. coli ATCC 11229 test bakterisine kars1 antimikrobiyal aktivite
gosterdikleri tespit edilmistir. P. jensenii DO1 susunun E. coli ATCC 11229 susu

lizerine gosterdigi inhibisyon etkisi Resim 4.11 (A) ‘da gdsterilmistir.

Suslarin % 56’smin E. coli ATCC 35218 susuna kars1 inhibisyon etkisi gosterdigi
belirlenirken, bu etki en yiiksek, 8,5 mm inhibisyon zon ¢api ile P. thoenii SMP1

susunda belirlenmistir.
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Propiyonibakteri suslarinin % 56’s1 E. coli O157:H7 susuna kars1 inhibisyon etkisi
gosterirken, en yiiksek inhibisyon etkisi 9,0 mm inhibisyon zon cap1 ile P. jensenii
BDP6 susunda tespit edilmistir. P. thoenii DSMZ 20276 (10,1 mm) referans
kiiltiiride E. coli O157:H7 test bakterisine yliksek inhibisyon gostermistir. P. jensenii
DO6 susunun E. coli O157:H7 susu lizerine gosterdigi inhibisyon etkisi Resim 4.11
(B) ‘de gosterilmistir.

Suslarin % 50’si S. aureus ATCC 25923 iizerine inhibisyon etkisi gosterdigi
belirlenirken, en yiiksek inhibisyon etkisi 8,6 mm zon ¢ap1 olusturan P. jensenii DO4

susunda gozlenmistir.

L. monocytogenes ATCC 7644 susu lizerine, propiyonibakteri suslarinin % 29’nun
inhibisyon etkisi gdsterdigi belirlenmistir. Izolatlardan maksimum inhibisyon etkisini
P. jensenii BDP6 susu (5,6 mm), referans kiiltiirlerden ise P. thoenii DSMZ 20276

(10,1 mm) gostermistir.

Suslarin % 59°u S. enteritidis ATCC 13076 susuna kars1 inhibisyon etkisi
gosterirken, en yiiksek inhibisyon etkisi 10,3 mm inhibisyon zon ¢api ile P. thoenii
AKP1 susunda tespit edilmistir. P. jensenii DO1 susunun S. enteritidis ATCC 13076

susu iizerine gosterdigi inhibisyon etkisi Resim 4.11 (C) ‘de verilmistir.

Izole edilen propiyonibakteri suslarinin % 53°ii B. cereus RSKK 863 susu iizerine
inhibisyon etki gostermislerdir. En yiiksek inhibisyon etkisi gOsteren P. jensenii

BDP11 susunun olusturdugu inhibisyon zonunun ¢ap1 6,3 mm olarak gézlenmistir.

S. sonnei Mu:57 susu lizerine izole edilen propiyonibakterilerin % 91’1 inhibisyon
etkisi gOstermistir. P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP1, SP2 ve P.
freudenreichii subsp. shermanii DSMZ 20270 disinda tiim suglarin S. sonnei Mu:57
test bakterisine inhibisyon gosterdikleri tespit edilmistir. En yiiksek inhibisyon zon

cap1 (11,9 mm) P. jensenii DO3 susunda belirlenmistir.
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Micrococcus luteus NRLL B-4375 test bakterisine propiyonibakteri suslarinin % 35’1
inhibisyon etkisi gosterirken, en yiiksek inhibisyon zon ¢ap1 (16,3 mm) P. jensenii
BDP11 susunda belirlenmistir. Bu susun ayni zamanda denenen tiim test bakterileri
icerisinde en yiiksek inhibisyon zonuna sahip oldugu gozlenmistir. P. freudenreichii
subsp. freudenreichii DO7 susu ise Micrococcus luteus NRLL B-4375 disinda tim

test bakterilerine inhibisyon etkisi gdstermistir.

Propiyonibakteri suslarinin % 76’s1 Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 karsi
inhibisyon etkisi gosterirken, en yiiksek inhibisyon etkisi 10,4 mm inhibisyon zon
capt ile P. jensenii BDP11 susunda tespit edilmistir. P. jensenii DO3 susunun P.
aeruginosa ATCC 27853 susu iizerine gosterdigi inhibisyon etkisi (7,6 mm) Resim

4.11 (D) ‘de gosterilmistir.

Yiiksek asit {ireten suslar olarak belirlenen P. jensenii DO1, DO4, DO6, BDP6
suslar ile yalmiz glikozlu YEL siv1 besi ortaminda yiiksek asit tiretimi gdsteren P.
freudenreichii subsp. freudenreichii ITP1 susu calismada kullanilan tiim test
bakterilerine karsi inhibisyon etkisi gosterdikleri belirlenmistir. Referans
kiiltiirlerden P. thoenii DSMZ 20276’da calismada kullanilan tiim test bakterilerine
inhibisyon g0sterirken, bu tiirlin izolatt olan P. thoenii SMP1 susuda L.
monocytogenes ATCC 7644 disinda tiim test bakterilerine antimikrobiyal aktivite
gostermistir. P. jensenii BDP11 ve SP6 suslarinin L. monocytogenes ATCC 7644

disinda diger test bakterilerine antimikrobiyal etki gosterdikleri tespit edilmistir.
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Resim 4.11. Propiyonibakteri suslarinin antimikrobiyal aktiviteleri

(a): P. jensenii DO1 susunun E. coli ATCC 11229 susu iizerine
gosterdigi inhibisyon zonu

(b): P. jensenii DO6 susunun E. coli O157:H7 susu lizerine gosterdigi
inhibisyon zonu

(c): P. jensenii DO1 susunun S. enteritidis ATCC 13076 susu {izerine
gosterdigi inhibisyon zonu

(d): P. jensenii DO3 susunun P. aeruginosa ATCC 27853 susu lizerine
gosterdigi inhibisyon zonu
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4.7. Propiyonibakterilerin Antibiyotik Duyarhhklar:

Izole edilen propiyonibakteri suslarinin antibiyotik duyarliliklar1 bu bakterilerin
ileride probiyotik olarak kullanilabilmesinde belirleyici oldugu icin arastirilmustir.
Tirkiyenin geleneksel peynirlerinden izole edilen 29 adet propiyonibakteri suslari ile
5 referans kiiltiirlin hiicre duvar sentezini inhibe eden penisilin (10 unit) ve ampisilin
(10 pg); protein sentezini inhibe eden streptomisin (10 pg), gentamisin (10 pg),
kloramfenikol (30 pg) ve kanamisin (30 pg); niikleik asit sentezini inhibe eden
nalidiksik asit (30 pg), ofloksasin (5 pg) ve rifampisin (5 pg), sitoplazmik zar
sentezini inhibe eden polimiksin (300 U) antibiyotikleri ile furan tiirevlerinden
nitrofurantoin (300 pg) antibiyotiklerine duyarliliklar1 disk difiizyon yontemine gore
Boliim 3.2.9°da anlatildigr gibi belirlenmis sonuglar CLSI standardina (Cizelge 4.9)
gore degerlendirilmistir (Cizelge 4.10). Propiyonibakteri suglarinin antibiyotiklere
gostermis olduklar1 yiizde duyarlilik oranlart Cizelge 4.11 ve Sekil 4.15°de

verilmistir.

Propiyonibakteri suslarinin hepsi nalidiksik asit diginda tiim antibiyotiklere %56 ile
%94 oraninda ytiksek duyarlilik gosterdikleri tespit edilmistir. Ampisilin (%91) ve
nitrofurantoin (%94) antibiyotikleri en yiiksek duyarlilik gosterilen antibiyotikler
olarak belirlenmistir (Cizelge 4.11). Protein sentezini inhibe eden kloramfenikol
(%88), hiicre duvar sentezini inhibe eden penisilin (%82) ve niikleik asit sentezini
inhibe eden rifampisin (%74) antibiyotikleri propiyonibakteri suslarmin yiiksek
duyarlilik gosterdikleri antibiyotikler olarak tespit edilmistir.

P. freudenreichii subsp. freudenreichii DOS, DO9 ve P. jensenii DO6, BDP7
suslarinin  kullanilan antibiyotiklere genel olarak direncli oldugu gorilmistiir
(Cizelge 4.10). Antibiyotiklere duyarlilik orani yiliksek olan P. thoenii AKP1 susunun

antibiyotiklere duyarlilik test sonucu Resim 4.12’de verilmistir.

Arastirmalar sonucunda propiyonibakteri suglarinin protein sentezini inhibe eden

streptomisin (%29), gentamisin (%24), kanamisin (%20) ve niikleik asit sentezini
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inhibe eden rifampisin (%26) ile sitoplazmik zar sentezini inhibe eden polimiksin

(%24) antibiyotiklerine diislik seviyede direngli olduklar1 bulunmustur. En yiiksek

direnclilik niikleik asit sentezini inhibe eden nalidiksik asit (%100) antibiyotigine

kars1 tespit edilmistir. En disiik direnglilik %3 oraninda furan tiirevlerinden

nitrofurantoin antibiyotiginde goriiliirken, propiyonibakteri suslarinin hiicre duvar

sentezini inhibe eden penisilin (%6) ve ampisilin (%9) antibiyotiklerine de direnglilik

oranlarinin diisiik oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.9. CLSI kriterlerine gore antibiyotik duyarliliklarinin degerlendirilmesi

No Etki Mekanizmas Antibiyotik Direncli Orta Duyarh

derece

duyarh
1 Hiicre duvari sentezi inhibitorii Penisilin (P) 10U <11 12-21 >22
2 Hiicre duvari sentezi inhibitori Ampisilin (AMP) 10ug <11 12-13 >14
3 Protein sentezi inhibitorii Streptomisin (S) 10ug <11 12-14 >15
4 Protein sentezi inhibitorii Gentamisin (CN) 10pg <12 13-14 >15
5 Niikleik asit sentezi inhibitorii Nalidiksik asit (NA) 30pg <13 14-18 >19
6 Niikleik asit sentezi inhibitorii Rifampisin (RD) Sug <15 - >16
7 Antimikrobiyal Nitrofurantoin (F) 300 pg <14 15-16 >17
8 Niikleik asit sentezi inhibitorii Ofloksasin (OFX) 5 pg <14 15-21 >22
9 Protein sentezi inhibitdrii Kloramfenikol (C) 30pug <12 13-17 >18
10 Sitoplazmik zar sentezi inhibitérii | Polimiksin (PB) 300 U <8 9-11 >12
11 Protein sentezi inhibitorii Kanamisin (K) 30 pg <13 14-17 >18




Cizelge 4.10. Peynirlerden izole edilen propiyonibakteri suslarinin antibiyotiklere

gosterdigi duyarlilik test sonuglari

111

P AMP S CN10 NA RD F OFX C PB K
10U 10pg 10 pg ng 30pg Spg 300¢g 5pg 30 pg 300U 30 pg

DO1 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
DO2 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
DO3 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
DO4 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
DO5 - - - - - - - - - + -
DO6 + ++ - - - - ++ - - - -
DO7 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
DOS + ++ - - - - ++ - ++ - ++
DO9 - - - - - - ++ ++ - - -
SP1 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
SP2 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
SP3 ++ ++ + ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
SP4 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
SP5 ++ ++ ++ ++ - - ++ - ++ ++ ++
SP6 ++ ++ + ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
SP7 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
SP8 + ++ + ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
SP9 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
BDP2 ++ ++ + ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
BDP4 ++ ++ - - - - ++ + ++ - -
BDP5S ++ ++ - ++ - - ++ + ++ ++ +
BDP6 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
BDP7 ++ - - R B N T+ — N " "
BDP11 ++ ++ + - - ++ + - ++ B _
SMP1 + ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ +
AKP1 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ + ++ ++ ++
ITP1 ++ ++ - + - ++ ++ ++ ++ ++ ++
ITP2 ++ ++ - + - - ++ + ++ - +
ITP3 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
20270 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
20271 ++ ++ - - - ++ ++ ++ ++ - -
20272 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
20276 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++
20235 ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++

+ + : Duyarly, + : Orta Derece Duyarly, - : Direngli

*: Referans kiiltiirler
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Cizelge 4.11. Propiyonibakteri suslarinin antibiyotiklere gosterdigi % duyarlilik

oranlari
Antibiyotik Direncli | Orta Derece | Duyarh
-) Duyarh (+) (+)
Penisilin (P) 10U 6 12 82
Ampisilin (AMP) 10pg 9 0 91
Streptomisin (S) 10ug 29 15 56
Gentamisin (CN) 10pg 24 6 71
Nalidiksik asit (NA) 30pg 100 0 0
Rifampisin (RD) Spug 26 0 74
Nitrofurantoin (F) 300 pg 3 3 94
Ofloksasin (OFX) 5 png 15 12 73
Kloramfenikol (C) 30ug 12 0 88
Polimiksin (PB) 300 U 24 3 73
Kanamisin (K) 30 pg 20 9 71

Resim 4.12. P. thoenii AKP1 susunun antibiyotiklere gostermis olduklari disk
difiizyon sonuglar1 1(P): Penisilin, 2(CN): Gentamisin,
3(S): Streptomisin; 4(AMP): Ampisilin, 5(K): Kanamisin,
6(NA): Nalidiksik Asit; 7(OFX): Ofloksasin,
8(F): Nitrofurantoin, 9(RD):Rifampisin
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4.8. Propiyonibakterilerin Eksopolisakkarit (EPS) Uretimleri

Izole edilen 29 adet propiyonibakteri suslarinin ve 5 adet referans kiiltiirlerin YEL ve
skim milk siv1 besi ortamlarinda gelistirilen 8 giinliik kiiltiirlerin eksopolisakkarit
(EPS) iiretimleri Boliim 3.2.10°da anlatildig1 gibi arastirilmis ve sonuglar Cizelge
4.12’de verilmistir.

Suslarin son kiiltiir pH’lar1 YEL besiyerinde 6,1-6,9 arasinda, skim milk besiyerinde
4,6-6,5 arasinda belirlenmistir. Skim milk’te gelistirilen suslarin son kiiltiir
pH’larmin YEL besiyerinde gelistirilenlere gore daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
EPS iiretiminden once belirlenen OD degerlerinin 0,9 ile 2,2 arasinda oldugu,
suglarin ortalama OD degerlerinin ise 1,5 oldugu tespit edilmistir. Yiiksek EPS

tiretimi gosteren suslarin son kiiltiir OD degerlerinin de yliksek oldugu goriilmiistiir.

8 giinliik inkiibasyondan sonra suslarin YEL s1v1 besi ortaminda EPS iiretimleri 25,0-
163,7 mg/l (Sekil 4.16), skim milk ortaminda ise 110,4-393,6 mg/l (Sekil 4.17)
olarak belirlenmistir. YEL s1v1 besi ortaminda gelistirilen suslar arasinda en yiiksek
EPS iiretimi P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO9 (163,7 mg/l) susunda
goriiliirken, en diisiik EPS iiretimi P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP4 (25,0
mg/l) susunda tespit edilmistir. Skim milk besiortaminda gelistirilen P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DO8 susunda yiiksek EPS tiretimi (393,6 mg/l)
belirlenirken, P. jensenii BDP7 susda en diisik EPS iretimi (110,4 mg/l)

gOriilmiistiir.

P. jensenii DOI1 (101,5 mg/l), DO3 (113,5 mg/l), BDP6 (109,4 mg/l) suslan ile P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DOS5, DO7, DO9 ve BDP2 suglar1 YEL siv1 besi
ortaminda yliksek EPS fireten suslar olarak belirlenmistir. P. freudenreichii subsp.
freudenreichii DO8 (393,6 mg/ml), P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP9
(342,5 mg/ml), P. jensenii DO6 (347,2 mg/ml), P. jensenii SP6 (353,8 mg/ml) ve P.
jensenii BDP11 (342 mg/ml) suslarimin skim milk besi ortaminda yiiksek EPS
tirettikleri tespit edilmistir. P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP3 susunun YEL
(25,8 mg/ml) ve skim milk (180,2 mg/ml) besi ortamlarinda diisiik EPS iiretimi
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gostermistir. P. thoenii AKP1 susu ise YEL besi ortaminda yiiksek EPS iiretimi (93,8
mg/ml) gosterirken, skim milk ortaminda EPS {iretiminin orta seviyede (192,5
mg/ml) oldugu belirlenmistir. Referans kiiltiirlerin hepsi her iki besi ortaminda
yiiksek EPS iiretimi gdstermistir. Izole edilen suslarin bazilarinin EPS iiretimlerinin

referans kiiltiirlerden yiiksek oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.12).

P. freudenreichii subsp. freudenreichii tiiriine ait suslarin ortalama EPS iiretimlerinin
hem YEL (87,4 mg/ml) hem de skim milk besi ortaminda (278,3 mg/ml), P. jensenii
tiirline ait suslardan yiiksek oldugu belirlenmistir (sirayla; 83,7 ve 253,8 mg/ml).
Propiyonibakteri suslarinin skim milk besiortaminda tirettikleri EPS miktarlar1 YEL

besiortamu ile kiyaslandiginda daha yiiksek olarak bulunmustur.



Cizelge 4.12. Propiyonibakteri suslarinin EPS tiretimleri

YEL Skim Milk
Sus kodu oD Son pH EPS mg/I" Son pH EPS mg/I"
DO1 1,4+0,0 6,4+0,1 100,5+0,3 4,9+0,0 208,3+2,0
DO2 1,740,0 6,4+0,0 85,1+4,8 6,0+0,3 299,742,0
DO3 1,0£0,0 6,9+0,0 113,5+5,7 5,0+£0,2 311,6+2,4
DO4 1,2+0,0 6,7+0,0 84,6+5,4 5,1£0,0 320,6+2,9
DO5 1,840,0 6,4+0,1 132,3£0,7 6,1+0,1 297,8+1,3
DO6 1,8+0,3 6,3+0,7 85,9+1,4 5,1x0,1 347,2+4.4
DO7 1,6+0,4 6,9+0,0 109,5+1,1 5,9+0,0 193,2+1,7
DO8 1,4+0,0 6,7+0,0 97,7£1,2 6,0+0,0 393,6+2,7
DO9 1,0+0,0 6,7+0,0 163,746,0 6,4+0,1 215,9+1,1
SP1 1,3+0,0 6,9+0,1 91,7+1,2 6,5+0,1 321,9£1,6
SP2 1,3+0,1 6,7+0,1 56,2+5,5 5,9+0,5 243,5+1,3
SP3 1,1+0,1 6,9+0,0 25,8+2,8 6,5+0,0 180,2+2,8
Sp4 1,7+0,1 6,4+0,1 25,0+1,8 6,5+0,1 261,1+1,8
SP5 1,840,3 6,140,0 84,2+0,8 5,8+0,1 314,3£1,7
SP6 1,10,1 6,8+0,1 94,3+1,7 5,8+0,0 353,8+2,1
SP7 1,0+0,0 6,8+0,1 93,3+2,6 5,7+0,0 279,2+2.2
SP8 1,440,1 6,3£0,1 56,8+0,3 5,5+0,2 231,5+1,9
SP9 2,0£0,1 6,4+0,1 60,2+0,6 5,0+0,0 342,5+1,3
BDP2 2,2+0,0 6,1+0,0 128,9+1,6 5,9+0,1 246,8+2,9
BDP4 2,1+0,0 6,8+0,0 58,6+2,1 6,0+0,0 304,8+1,3
BDP5 1,6+0,0 6,7+0,0 41,4+0,4 4,740,1 213,343,7
BDP6 1,2+0,1 6,8+0,0 109,4+3,5 5,5+0,1 256,7+1,8
BDP7 0,8+0,2 6,7+0,2 57,4+4,1 5,1£0,0 110,4+2,6
BDPI11 1,7+0,0 6,3+0,0 74,1+4,5 4,6+0,0 342,0+£2,9
SMP1 2,1+0,3 6,2+0,0 63,7+1,6 5,1+0,3 162,0+1,5
AKP1 1,640,6 6,140,1 93,842,6 5,240,0 192,5+1,7
ITP1 1,6+0,2 6,7+0,1 89,5+3,3 6,0+0,0 336,8+1,9
ITP2 1,6+0,0 6,5+0,2 80,1£1,9 6,0+0,2 275,342,1
ITP3 1,9+0,0 6,6+0,1 81,9+2,1 5,8+0,0 201,7+1,8
20270%* 0,9+0,0 6,9+0,0 94,5423 5,3+0,1 358,5+0,0
20271%* 1,4+0,1 6,5+0,0 108,4+1,1 6,0+0,0 298,7+1,2
20235%* 1,3+0,3 6,4+0,1 93,4+1,9 5,3+0,0 325,3+2,6
20276* 1,440,1 6,6+0,1 86,6+1,3 4,9+0,0 260,1£1,3
20272* 2,1+0,1 6,6+0,1 100,8+1,8 5,9+0,1 288,5+0,4

a: Sonuglar ti¢ farkl paralelin ortalamsidir , *: Refrans kiiltiirler.
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Sekil 4.16. Propiyonibakterilerin YEL besiyerinde EPS {iretimleri
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Sekil 4.17. Propiyonibakterilerin skim milk besiyerinde EPS iiretimleri
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4.9. Propiyonibakterilerin Farkli pH Degerlerine Toleransi

Propiyonibakteri suslarinin farklt pH degerlerine direncliligi 3.2.11. kisminda
anlatildigr gibi yapilmistir. Spektrofotometrik metoda gére 600 nm de hiicre
yogunluklar1 6l¢iilmiis ve kontrol grubunun (pH 7) hiicre yogunluguna gore farkli
pH’larin yiizde inhibisyonlar1 Cizelge 4.13’de verilmistir. Tiim izolatlardan elde
edilen verilere gore propiyonibakterilerin farkli pH degerlerine direnci oldukca zay1f
bulunmustur. Ortamdaki asitlik orani arttik¢a, bakterilerin yogunlugunda diisme

meydana gelmistir.

Susglarin genelinde pH 2’de yogunlugunun diistiigii ve ylizde inhibisyonun ise arttig1
gbzlenmigtir. pH 2’de suslarin asit direngliligi degerlendirildiginde en diisiik bakteri
yogunlugu P. jensenii SP7 (0,022 OD) susunda en yiiksek bakteri yogunlugu ise P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DO7 (0,055 OD)’de tespit edilmistir. pH 2’de P.
freudenreichii subsp. freudenreichii (0,039 OD) suslarinin ortalama hiicre

yogunlugunun P. jensenii (0,036 OD) suslarindan yiiksek oldugu goriilmiistiir.

pH 3’de yiizde inhibisyon %92 ile 98 arasinda tespit edilirken, hiicre yogunlugunda
en diisiik (0,036 OD) P. jensenii SP7 susunda, en yiiksek ise P. freudenreichii subsp.
freudenreichii DO7 (0,066 OD) ve BDP4 (0,069 OD) suslarinda belirlenmistir.

pH 4°de ortalama hiicre yogunlu pH 2 ve 3’e gore biraz daha artis gostermistir. P.
freudenreichii subsp. freudenreichii suslarinin ortalama hiicre yogunlugu 0,084 OD,

P. jensenii suglarinin ise 0,081 OD olarak bulunmustur.

pH 2, pH 3 ve 4 ile karsilagtirdigimizda ortalama en yiiksek hiicre yogunlugunun ve
en diisiik yiizde inhibisyonun pH 5’de oldugu gozlenmistir. pH 5’de P. freudenreichii
subsp. freudenreichii suslarinin ortalama hiicre yogunlugu 0,98 OD, P. jensenii

suslarininki ise 0,53 OD olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.13).

Genel olarak tiim izolatlara baktigimizda P. freudenreichii subsp. freudenreichii’ye

ait olanlarin digerlerine oranla daha direngli oldugu, P. jensenii’ye ait olanlarin ise
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biraz daha duyarli oldugu gorilmektedir. P. thoenii olarak tanimlanan AKP1

susunun hiicre yogunlugunda pH degerinin artisina paralel olarak artis gdstermistir.

Yiiksek EPS iiretimi gosteren P. freudenreichii subsp. freudenreichii DOS5, DO7,
DOS, P. jensenii BDP11 ve P. thoenii AKP1 suslarinin farkli pH degerlerine
direncinin de yliksek oldugu goriilmiistiir. Yapilan analizlerde, suslarin EPS
tiretimleri (YEL ve skim milk) ile farkli pH’lara direnci arasinda anlamli ve pozitif

bir iliski bulunmustur (P<0.05).
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4.10. Propiyonibakterilerin Farkh Safra Konsantrasyonlarina Toleransi

Izole edilen propiyonibakteri suslarmin safra toleransi 3.2.12°de anlatildig1 gibi
belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.14’de verilmistir. Tiim suslardan elde edilen
verilere gére Propionibacterium cinsi bakterilerin bagirsaklarda bulunan safraya olan
toleransi, safra oranina gore degismekte olup, safranin % 0,06; % 0,15 ve % 0,30
artan konsantrasyona bagli olarak tiim suslarin gelisiminde diisme goézlenmistir.
Propiyonibakteri suslar1 ortamda bulunan safray1 belirli bir seviyeye kadar tolere
edebilmektedir. Ancak safra konsantrasyonu yiikseldikce ve oOzellikle % 0,30

oranindaki safranin varliginda tiim suslarin yogunlugunda azalma tespit edilmistir.

% 0,06, % 0,15 ve % 0,30 safra konsantrasyonlarinda en diisiik hiicre yogunlugu P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DOS, SP3 ve SP4 suslarinda belirlenmistir.
Farkli safra konsantrasyonlarindaki ytlizde inhibisyonlar1 degerlendirdigimizde %0,06
safra konsantrasyonunda %2-61, %0,15 safra konsantrasyonunda %15-84 ve %0,30
konsantrasyonunda %31 ile 88 oranlarinda oldugu tespit edilmistir. En yiiksek yiizde

inhibisyon %0,30 safra konsantrasyonunda gézlenmistir.

Tiim safra konsantrasyonlarindaki ortalama hiicre yogunluklarini
degerlendirdigimizde ise P. jensenii'ye ait olan suslarin digerlerine oranla daha
direncli oldugu P. freudenreichii subsp. freudenreichii’ye ait olanlarin ise biraz daha
duyarli oldugu goriilmektedir. Denenen tiim safra konsantrasyonlarina P. jensenii
suslarinin ortalama hiicre yogunluklari sirayla 1,17 OD, 0,93 OD ve 0,74 OD olarak
tespit edilirken, P. freudenreichii subsp. freudenreichii suslarininki 1,04 OD, 0,83
OD ve 0,63 OD olarak tespit edilmistir. P. thoenii olarak tanimlanan SMP1 ve AKP1

suglari ise tiim safra konsantrasyonlarinda yiiksek gelisim gostermistir.

Yiiksek EPS iiretimi gosteren P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO7, DOS, P.
jensenii DO6, BDP6, BDP11 ve P. thoenii AKP1 suslari kontrolle (Safrasiz)
karsilastirildiginda tiim safra konsantrasyonlarinda yiiksek gelisim ve diisiik
inhibisyon gostermistir. Diisiik EPS iretimi gosteren P. freudenreichii subsp.

freudenreichii SP3 susu ise tlim safra konsantrasyonlarinda diisiik hiicre yogunlugu
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ve kontrolle karsilastirildiginda yiiksek inhibisyona sahip oldugu goézlenmistir.
Yapilan istatistiksel analizlerde, suslarin EPS iiretimleri (YEL ve skim milk) ile
farkl1 safra konsantrasyonlarina direncin arasinda anlamli ve pozitif bir iliski

bulunmustur (P<0.05).
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4.11. Propiyonibakterilerin Agregasyonu

4.11.1. Otoagregasyon

Bu calismada, yapilan tiim calismalarin sonuglar1 incelendiginde asit direnci, safra
tolerans1 ve EPS iiretim kapasitesi en yiiksek olan P. thoenii AKP1, P. freudenreichii
subsp. freudenreichii DO7, DOS, P. jensenii DO6, BDP6, BDP11 suslar ile en
diisiik olarak belirlenen P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP3 suslarinin
otoagregasyon denemeleri Bolim 3.2.13 (Otoagregasyon)’de anlatildigi sekilde
yapilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.15 ile Sekil 4.18de gosterilmistir. Ayrica,
suslarin otoagregasyon goriiniimleri 151k mikroskobunda da gézlenmistir. Buna gore
iyl bir sekilde otoagrege olan ve olmayan propiyonibakteri suslarinin ayirimlari

gerceklestirlmistir.

P. thoenii AKP1 susu anaerobik (%98), aerobik (%85) calkalamasiz ve aerobik
calkalamal1 (%93) kosullarin hepsinde yiiksek otoagregasyon gostermistir (Resim
4.13). P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO7 (Resim 4.14) ve P. jensenii
BDP11 suslar1 anaerobik kosullarda orta dereceli otoagregasyon gdstermistir.
Anaerobik kosullarda suslarin ¢ogu yiiksek ve orta dereceli otoagregasyon
gostermistir. Aerobik kosullarda otoagregasyonun azaldigi aerobik c¢alkalamali
ortamda ise en diisiik otoagregasyonun gerceklestigi tespit edilmistir. P.
freudenreichii subsp. freudenreichii SP3 susunda diisiik otoagregasyon mikroskobik
olarak Resim 4.14.’de ve makroskobik olarak Resim 4.15’de gosterilmistir. Suslarin
ylizde otoagregayon ve 1sik mikroskobundaki otoagregasyon sonuglari paralellik
gostermistir. Yapilan istatistiksel analizlerde, suslarin EPS iiretimleri (YEL ve skim
milk) ile otoagregasyonlar1 arasinda anlamli ve pozitif bir iliski bulunmustur

(P<0.05).
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Sekil 4.18. Propiyonibakteri suslarinin anaerobik, aerobik (¢alkalamasiz) ve aerobik
calkalamal1 ortmalarda otoagregasyon

Resim 4.13. P. thoenii AKP1 susunun otoagregasyonun 1s1k mikroskobu goriintiisii
A: Anaerobik kosullarda yiiksek otoagregasyon
B: Aerobik kosullarda yiiksek otoagregasyon (100X)
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Resim 4.14. Anaerobik kosullarda orta diizey otoagregasyon gdsteren
P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO7 susu ve aerobik kosullarda
diisiik otoagregasyon gdsteren P. freudenreichii subsp. freudenreichii
SP3 susunun 151k mikroskobu goriintiisii (100X)

Resim 4.15. Otoagrege olmus P. thoenii AKP1 ve otoagrege olmamis
P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP3
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4.11.2. Koagregasyon

Bu c¢alismada, yapilan tiim caligsmalarin sonuglari incelendiginde asit direnci, safra
toleransi ve EPS liretim kapasitesi en yiiksek olan P. thoenii AKP1, P. freudenreichii
subsp. freudenreichii DO7, DOS, P. jensenii DO6, BDP6, BDPI11 suslar1 ile en
diisiik olarak belirlenen P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP3 suslar1 secilerek
koagregasyon deneyleri Bolim 3.2.13 (Koagregasyon)’de anlatildigi sekilde
yapilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.15 ile Sekil 4.19°da gosterilmistir. Ayrica,
suslarin koagregasyon goriiniimleri 151k mikroskobunda da gozlenmistir. Buna gore
iyl bir sekilde koagrege olan ve olmayan propiyonibakteri suslarinin ayirimlar

gergeklestirilmistir.

Propiyonibakteri suslarinin E. coli ATCC 11229 ile koagregasyon sonuglari
degerlendirildiginde en yiiksek koagregasyon anaerobik (¢alkalamasiz) kosullarda P.
thoenii AKP1 susunda (%61) belirlenmistir. P. thoenii AKP1 susu acrobik (%55) ve
aerobik calkalamali (%50) kosullarda orta dereceli koagregasyon gosterdigi tespit
edilmistir. P. thoenii AKP1 susunun koagregasyonun mikroskobik goriintiisii Resim
4.16’da verilmistir. Aerobik kosullarda koagregasyonun azaldigi aerobik c¢alkalamali
ortamda ise en disik koagregasyonun gerceklestigi tespit edilmistir.
Propiyonibakteriler anaerobik oldugu i¢in anaerobik kosullarda koagregasyonun
yiiksek oldugu, sindirim sistemindeki peristaltik hareketi taklit etmek amaciyla
kullanilan aerobik calkalamali ortamin ise koagregasyonu dislirdiigli tespit
edilmistir. Otoagregasyonu yiiksek olan suslarin koagregasyonunda yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Diisiik (P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP3) ve yliksek (P.
thoenii AKP1) koagregasyonun makroskobik goriiniimii Resim 4.17°de verilmistir.
Yapilan istatistiksel analizlerde, suglarin EPS {iretimleri (YEL ve skim milk) ile

koagregasyonlari arasinda anlamli ve pozitif bir iligski bulunmustur (P<0.05).
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Sekil 4.19. Propiyonibakteri suslarinin anaerobik, aerobik, aerobik ve ¢alkalamali
ortamlarda koagregasyon

Resim 4.16. E. coli ATCC 11229 ile P. thoenii AKP1 susunun anaerobik (A) ve
aerobik (B) koagregasyonu (100X)
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Resim 4.17. E. coli ATCC 11229 ile koagrege olmus P. thoenii AKP1 ve koagrege
olmamus P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP3

4.12. Propiyonibakterilerin Hiicre Yiizeyinin Hidrofobik Yapisi

Otoagregasyon ve koagregasyon Ozellikleri ile asit direnci, safra tolerans1 ve EPS
tiretim kapasitesi en yiiksek olan P. thoenii AKP1, P. freudenreichii subsp.
freudenreichii DO7, DOS8, P. jensenii DO6, BDP6, BDP11 suslart ile en diisiik
olarak belirlenen P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP3 suglarinin
hidrofobisiteleri Boliim 3.2.14’de anlatildigi gibi belirlenmis ve sonuclar Cizelge
416 ve Sekil 4.20’de verilmistir.  Suslarin  hidrofobisite  sonuglari
degerlendirildiginde bazik ¢0Oziicii olan etil asetata ilgisinin yiiksek oldugu
belirlenmistir. Etil asetata ilgisinin yliksek olmasi propiyonibakterilerin yiizey
yapilariin asidik karakterde oldugunu gostermektedir. P. thoenii AKP1 susu disinda
diger suslarmn asidik ¢6ziicii olan kloroform ve nétral ¢oziicli olan p-ksilene ilgisinin
olmadig tespit edilmistir. P. thoenii AKP1 susu ise etil asetat, ksilen ve kloroforma
stirastyla %61, 41 ve 13 oranlarinda hidrofobisite gosterdigi belirlenmistir. AKP1
susunun her ii¢ c¢oziiciide hidrofobisite gdstermesi bu susun ylizey yapisinin

kompleks oldugunu gostermektedir.
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Etil Asetat | p-Ksilen Kloroform
P. jensenii DO6 29+1,0 0 0
P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO7 25+1,0 0 0
P. freudenreichii subsp. freudenreichii DOS§ 38+1,5 0 0
P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP3 26+1,0 0 0
P. jensenii BDP6 27+1,0 0 0
P. jensenii BDP11 44+1,0 0 0
P. thoenii AKP1 61£1,0 41£1,0 13£1,0
70 - M Etil Asetat M p-ksilen kloroform
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Sekil 4.20. Propiyonibakteri suslarinin % hidrofobisiteleri
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5. TARTISMA VE SONUC

Siit, peynir ve yogurt gibi belirli siit riinleri yararli bakterilerin bagirsaga
ulastirllmasinda uygun ortam saglayan, gelisimlerini ve canliliklarini destekleyen
ideal gida sistemleridir [149]. Bu calisma ile Tiirkiye’ye 6zgli peynir ¢esitlerinde
bulunan propiyonibakteri tiirleri belirlenerek propiyonik asit bakterilerinin
Tiirkiye’deki floras1 ortaya cikarilacaktir. Peynirlerin mayalanmasinda ¢evreden
kontaminasyon ile gecen dogal propiyonibakteri tlirlerinin belirlenerek probiyotik
Ozelliklerinin belirlenmesi icin bu c¢alismada geleneksel yontemlerle yapilmis

ilkemize ait peynirler kullanilmistir.

Propiyonibakterilerin izolasyon ve genel sayimlarini belirlemede kullanilan YEL
besiortaminin segici besiyeri olarak uygun olmadigi belirtilmistir [129]. Bu
besiyerinde gelisebilen mesofilik laktobasiller, iirettikleri bakteriosin ile
Propionibacterium spp.’lerin gelisimlerini inhibe etmelerinden dolay1 peynir
orneklerinde propiyonibakterilerin sayimi YELN kati besiyeri kullanilarak
belirlenmistir. Drinan ve Cogan (1992), Propionibacterium spp.’lerin YEL ve MRS
ortamlarinda yeterince iyi gelisememelerini; yeast ekstrakt igerisinde bulunan seker
kalintilarinin laktik asit bakterileri tarafindan kullanilmasi sonucu ortam pH’sinin
diisiirmesine (Propionibacterium spp.’lerin gelisimini engelleyecek pH) ve
ortamdaki besinlerin diger starter bakteriler tarafindan tiiketilmesi ile agiklamiglardir.
YEL besi ortaminda secicilik laktat tarafindan saglanmasina ragmen, genellikle yeast
ekstrakt ve pepton diger bakterilerin gelismesine izin verecek yeterli gelisme
faktorlerini icermektedir. Yeast ekstrakt eklenmeden besiortaminin segiciligini
artirma ¢aligmalar1 basarisiz olmustur, ¢linkli propiyonik asit bakterileri yeast
ekstrakt bulunmayan ortamlarda gelisememektedirler [129]. YEL besiortamina;
sodyum azid [150], kloksasillin [129] ve naladiksik asit [13] gibi maddelerin
eklenmesinin besiortaminin seciciligini artirdigi bildirilmistir. Bu segiciligin, ¢ok
sayida gram negatif bakterinin ve diger starter bakterilerinin geligimini kismen

engellenmesi ile oldugu tespit edilmistir [13].
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Canakkale Ezine Koyun Peyniri, Erzurum Siinme Peyniri ve Kayseri Tomarza
Yoresi Koy peynirlerinde propiyonibakterilere rastlanilmamistir. Tiirkiye nin ¢esitli
yorelerinden temin edilen bu peynirlerin iireticilerinden elde edilen bilgilere gore;
peynir yapiminda kullanilan siit, peynir yapimindan o©nce kaynatilmaktadir.
Cummunis ve Johnson (1986)’a gore propiyonik asit bakterilerinin optimum gelisme
sicaklik araligi 30-37 °C olarak belirlenirken, bazi tiirlerin ise 25 °C ve 45 °C’de
gelisebildikleri bildirilmistir [12]. Optimum gelisme sicakliklar1 30 °C olan ve siite
dogal kontaminasyon yolu ile bulagsan bu bakterilerin peynir yapiminda kullanilan
siitlin kaynatilmasi siirecinde ortamdan elimine oldugunu diistinmekteyiz. Carcano ve
ark., (1995) Italya’ya &zgii peynir olan Parmigiano Reggiano ile Grana Pardo
peynirlerinden bu peynirlerde ge¢ olgunlasmaya neden olan altt adet (P.
freudenreichii subsp. freudenreichii, P. jensenii, P. acidopropionici ve P. thoenii)
propiyonik asit bakterisi izole ederek tanimlamislardir. Parmigiano Reggiano ve
Grana Pardo peynirlerinin olgunlasma siirecinde ortamdan propiyonik asit
bakterilerinin elimine edilebilmesi i¢in bu bakterilerin 15, 22 ve 30 °C’deki sicaklik
toleranslarin1 belirlemislerdir. Bu arastiricilar izole ettikleri propiyonik asit
bakterileri i¢in optimum gelisme sicakliklarinin 30 °C oldugunu ve 22 °C’ye kadar da

gelisme gosterebildiklerini belirlemislerdir [12, 19].

Britz ve Riedel (1994), Giiney Afrika’daki Ulusal Kooparatif Mandirasindan temin
edilen 6 adet Leerdammer peynirlerinde LAB bakteri sayisint MRS kati1 besiyerinde
8,8 log kob/g olarak belirlerken, YELN kat1 besiyerinde Propionibacterium
spp.’lerin sayisinin 6,5 log kob/g oldugunu bildirmislerdir [13]. Calismada izolasyon
yapilan peynirler arasinda en yiiksek propiyonibakteri sayisinin Kars Gravyer
peynirinde YELN kati besiyerinde 7,2 log kob/g ve bu peynirde diger starter bakteri
say1st MRS kat1 besiyerinde 7,4 log kob/g olarak tespit edilmistir. Genis (2—4 mm),
kabartil1 ve turuncu, kirmizi ve kahve renkli koloniler seklinde YELN besiortaminda
lireyen propiyonibakterilerin kolonileri diger starter bakterilerden kolaylikla ayirt
edilebilmistir. Leverrier ve ark., (2005) Isvigre tipi peynirlerden Emmental’de toplam
klasik propiyonibaterilerin sayisinin olgunlasma siiresi sonunda 10'° kob/ g oldugunu

bildirmiglerdir [147]. Isvigre’ye 6zgii Appenzell peynirinden 43 sus, Emmental
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peynirinden 10 sus, Raclette peynirinden 10 sus ve Sbrinz peynirinden 72 adet

propiyonibakteri susu izole edilmistir [20].

Tiirkiye’nin ¢esitli bolgelerinden temin edilen 8 ¢esit yoresel peynir numunesinden
toplam 29 propiyonibakteri susu izole edilmistir. Izole edilen 29 susun
tanimlamasinda klasik tanimlama metotlar1 ve API 50 CHL, API 20 E, API 20 A
kitleri kullanilmistir. Klasik tanimlamada karbohidrat ve fizyolojik testler olmak
tizere toplam 39 test kullanilirken, API kitleri ile tanimlamada ise karbohidrat ve
fizyolojik testler olmak iizere 74 adet fenotipik karakterden yararlanilmistir. Her iki
tanimlamadan elde edilen sonuglar niimerik taksonomi programinda degerlendirilmis
suslarin referans kiiltiirlere benzerlikleri yilizde olarak SNEATH’imn benzerlik
formiiliine gore hesaplanmistir. API tanimlamasindan elde edilen dendrogramda 29
izolatin benzerlik oranin %74 ve %91 arasinda degistigi belirlenmistir (Sekil 4.2 ve
4.4). Geleneksel peynirlerden izole edilen 29 adet propiyonik asit bakterilerinden 15
adedi P. freudenreichii subsp. freudenreichii, 12 adedi P. jensenii ve 2 adedi P.

thoenii olarak tanimlanmustir (Cizelge 4.4).

Britz ve Riedel (1995), 147 Propionibacterium izolatint API 50 CHL, 20 E ve 20 A
kitlerine gére tanimlama sonuclarini niimerik taksonomi  programinda
degerlendirdiklerinde bakterilerin benzerlik oranlarin1 %43 ile %71 arasinda
oldugunu tespit etmislerdir [7]. Britz ve Riedel (1991) yaptiklar bir diger ¢aligmada
22 adedi referans kiiltiir olmak {izere toplam 73 adet propiyonik asit bakterisinin
tanimlamasinda biyokimyasal testler ile API 50 CHL, API 20 A ve API 20 E kitleri
kullanmiglar ve sonuglar1 niimerik taksonomi programinda degerlendirmislerdir. API
sisteminin veritabaninda propiyonik asit bakterileri yer almadigindan, API kitlerinin
propiyonik asit bakterilerinin karbohidrat kullanim profillerinin ¢ikarilmasinda etkili

ve yeterli bir sistem oldugu agiklanmistir [25].

Britz ve Riedel (1991, 1994) duplike kiiltiirler ile yaptiklar1 ¢caligmalarda taksonomik
hata oranlarinin %2,4 ve %2,9 oraninda oldugunu belirlemislerdir. Arastiricilar,
taksonomik caligmalarinda hata olasiligin1 en aza indirilmesinde iyi standardize

edilmis testlerin uygulanmasi1 ile gerceklesebildigini bildirmiglerdir [13, 25].
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Calismada API tanimlamasinda rastgele se¢ilen dublike SP6 ve SP9 suslari sirayla P.
jensenii DSMZ 20235’e ve P. freudenreichii subsp. freudenreichii DSMZ 20271’e
%85 ve %91 oranlarinda benzerlik gostermis, dendrogram ve PCA analizlerinde bu
tirlere yakin mesafede yer almiglardir. Bu nedenle suslarin taksonomik

tanimlanmalarinda herhangi bir sapmanin olmadigi tespit edilmistir.

Bu calismada gida kokenli ‘Klasik’ propiyonibakterilerin dort temsilcisinden {igii (P.
freudenreichii subsp. freudenreichii, P. jensenii, ve P. thoenii) Afyon Dinar Yoresi
Koy Peyniri, Balikesir Manyas Dil Peyniri, Balikesir Mihali¢ Peyniri, Balikesir Sepet
Mihali¢ Peyniri, Izmir Tulum Peyniri, Kars Gravyeri, Kars Kasari, Mihali¢c Kelle
Peyniri 6rneklerinden izole edilmistir. P. acidopropionici ve P. freudenreichii subsp.
shermanii tiirlerine ise calisilan peynir Orneklerinde rastlanilmamistir. Sekiz adet
geleneksel peynirden izole edilen ve tanimlanan 29 adet susun API
tanimlamalarindan elde edilen sonuglar dogrultusunda %352 oraninda dagilimla
dominant tiirin P. freudenreichii subsp. freudenreichii oldugu, P. jensenii tiriiniin
ikinci en yaygin (%41) tiir oldugu tespit edilmistir. %7 dagilimla en az bulunan tiir

ise P. thoenii olarak belirlenmistir.

Baer ve Ryba (1992), P. fieudenreichii’nin Isvigre tipi peynirlerin temel tiirii
oldugunu bildirmislerdir [10]. Britz ve Riedel (1994) ise Giiney Afrika’daki Ulusal
Kooparatif Mandirasinda iiretilen 6 adet Leerdammer peynirinde P. acidopropionici
ve P. jensenii tlrlerinin dominant tiirler oldugunu aciklamiglardir [13]. P.
freudenreichii subsp. freudenreichii ve P. freudenreichii subsp. shermanii arasindaki
en ayirt edici 6zelligin laktoz fermentasyonu oldugu bildirilmistir. Bu iki alt tiirden
yalnizca P. freudenreichii subsp. shermanii laktozu fermente edebilmektedir [12].
Her iki kiiltliriin ayrimi protein proifili veya 23S rRNA analizi ile belirlenemez iken,
riboz tiplendirmesi ile belirlenebilmistir [30]. Calismada izole edilen P.
freudenreichii subsp. freudenreichii tirlerinin tanimlamasinda hem API 50 CH hem

de API 20 E kitlerinde bulunan laktoz testinin sonuglar1 dikkate alinmistir.

Propiyonik asit, pek ¢ok kiif, bakteri ve mayanin gelismesini inhibe eder. Propiyonik

asit s1v1 ortamlarda bakteriyostatik ve yiiksek konsantrasyonlarda bakteriyosidal etki
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gosterirler [88]. Propiyonik asitin tuz formu ¢esitli endiistrilerde ham materyal olarak
kullanilirken, propiyonik esterleri parfiim endiistrisinde ve seliiloz propiyonatinda
plastik ediistrisinde kullani1ldig1 bildirilmistir. Propiyonik asitin sodyum, kalsiyum ve
potasyum tuzlarmmin gida koruyucusu olarak “genel olarak giivenli” (Generally
Recognized As Safe, GRAS) seklinde tanimlanan gidalara eklenebilecegi
belirlenmigtir [151]. Klasik propiyonibakterilerin enerji eldesi i¢in ¢ok farkl
subsratlart kullanabildikleri bildirilmistir. Ancak bu bakteriler peynirlerdeki
propiyonik asit fermentasyonu i¢in temel enerji kaynagi olarak laktati
kullanmaktadirlar. Laktatin yani sira sekerleri, gliserol ve seliiloz gibi organik
bilesiklerle gluten, peynir alt1 suyu gibi ¢esitli endiistriyel atiklar1 da propiyonik asit
fermentasyonunda kullanabilmektedirler. Propiyonik asit bakterileri ortamda bulunan
tic molekiil laktat1 fermente ederek iki molekiil propiyonat, bir molekiil asetat, CO,
ve suya fermente eder. Bir peynirin iyi kalitede olabilmesi i¢in, peynirde gerceklesen
propiyonik asit fermentasyonu sonucu olusan propiyonat, asetat ve CO;’in yeterli

miktarda olusmasi gerekmektedir [152].

Calismada suslarin YEL ve skim milk siv1 besiyerlerinde trettikleri titre edilebilir
asit miktarlar1 arastirilmistir. Suglarin  YEL sivi  besiortamindaki 8 giinliik
kiiltiirlerinin titre edilebilir ylizde asit miktarlar1 en diisiik %0,08 (P. jensenii DO3 ve
P. jensenii BDP6) ve en yliksek %0,21 (P. jensenii 1TP2) olarak belirlenmistir
(Cizelge 4.5, Sekil 4.7). Suslarin skim milk besiyerinde daha fazla asit iirettikleri
gbzlenmistir. En diisiik titre edilebilir asit miktar1 %0,07 ile P. freudenreichii subsp.
freudenreichii SP4 kiiltiirlinde belirlenirken, %0,99 ile en yiiksek asit {iretimi P.
jensenii BDP5 ve BDP11 suslarinda bulunmustur. (Cizelge 4.5, Sekil 4.8). Suslarin 8
giinlik kiltiirlerinin son kiiltir pH’lar1 da YEL besiyerinde 6,1-6,8 arasinda
belirlenirken, baslangic pH’s1 6,8 olan skim milk sivi besiortaminin, 8 giinliik
inkiibasyon sonunda pH’sinin 4,6’ya kadar diisiis gosterdigi tespit edilmistir. Suslarin
skim milk besiortaminda iirettikleri asit miktarlart YEL sivi besiortami ile
karsilagtirildiginda genel olarak daha yiiksek bulunmustur. Suslarin skim milk besi
ortaminda yiiksek asit {iretimlerinin nedenin bu besiyerinin bilesiminde bulunan

laktozdan kaynaklandigi diistiniilmektedir.
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Izole edilen suslarin tamimlama testlerinde laktoz ve glukozdan asit olusturdugu
tespit edilmistir. Buna bagli olarak da suslarin asit iiretiminin laktozdan m1 ya da
bunun pargalanmasi sonucu olusan glukozdan mi arttigini belirlemek i¢in YEL sivi
besiortaminin bilesiminde bulunan laktat elemine edilerek yerine ayni1 oranda laktoz
ve glukoz ilave edilerek suslarin yiizde asit liretimleri arastirilmistir (Cizelge 4.5).
Suslarin glukozlu YEL sivi besiortaminda iirettikleri titre edilebilir ylizde asit
miktarlar1 belirlendiginde suglarin genel olarak bu ortamda asit tiretiminin yiiksek
oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.9). izole edilen propiyonibakterilerin glukozlu YEL
s1v1 besiortaminda asit iiretiminin %0,50-0,75 arasinda oldugu belirlenirken, laktozlu
YEL s1v1 besiortaminda asit iiretiminin %0,10-0,77 arasinda oldugu tespit edilmistir.
Laktozlu ortamda asit iiretimi diisiik olan suslarin ise laktoz fermentasyonu
yapamayan P. freudenreichii subsp. freudenreichii tirline ait olduklart belirlenmistir.
Glukozlu YEL siv1 besi ortammin pH’smmin 8 giinliik inkiibasyon sonunda 4,5’a,
laktozlu YEL besiyerinde ise 4,6’ya kadar diisiis gosterdigi gozlenmistir. Hsu ve
Yang (1991), P. acidopropionici'nin laktozun fermentasyonu sonucu iiretilen
propiyonik asite pH’ nin etkisini aragtirdiklarinda iiretilen propiyonik asit miktarinin
pH’nin diismesiyle arttigini tespit etmislerdir. pH 6,1-7,1°de {iretilen propiyonik asit
% 33 iken, pH 4,5-5,0’e diistiigiinde propiyonik asit miktarinin %63’e yiikseldigini
belirlemislerdir [153]. Goswami ve Srivastava (2000), fermentorle propiyonik asit
iretimini arastirdiklarinda baslangicta 47,7 g/l konsantrasyonunda olan laktozun 85
saat sonra hepsinin tiiketildigini ve 20,75 g/l propiyonik asit tretildigini ve
propiyonik asit ile birlikte asetik asit, siiksinik asitinde tiretildigini tespit etmislerdir

[151].

Izole edilen suslarin asit iiretimlerini dogrulamak amaciyla nitel asit {iretimleri
arastirilmistir. Bu amagla YEL kat1 besi ortaminin bilesiminde bulunan sodyum
laktat ¢ikarilarak, yerine ayni oranda, %1 oraninda laktoz ve %1 oraninda glikoz ile
bromkresol purple indikatorii ilave edilerek besiyerleri hazirlanmistir. Suslar bu besi
yerlerine spot yontemi ile ekimleri yapilarak anaerobik kosullarda inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon bitiminde ortamin pH degisimine bagli olarak spot
ekimlerin etrafinda olusan sar1 renkli zonlarin ¢aplari kumpas ile 6lgiilerek asit

tiretimi nitel olarak belirlenmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.10). Suslar Glikozlu ve
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Laktozlu YEL kati besi ortamlarinda farkli zon c¢aplar1 ile asit {rettikleri
gozlenmistir. Genellikle skim milk besi yerinde titre edilebilir asit miktarlar1 yliksek
olan susglarin bu besiyerlerinde olusturduklari zon caplar1 da yiiksek bulunmustur
(Resim 4.8 ve 4.9). YEL, skim milk, glukozlu ve laktozlu YEL sivi besiyeri
ortamlarinin hepsinde titre edilebilir asit miktar1 yiiksek olan P. jensenii DO1, DO3,
DO4, DO6, SP6, BDP5, BDP7, BDP11 ve P. thoenii SMP1, AKP1 suslarinin
glukozlu ve laktozlu YEL kat1 besiyerlerinde de asit iretimlerinin yiiksek oldugu

gozlenmistir.

Rehberger ve Glatz (1998) propiyonik asit bakterilerinin asit liretip iiretmediklerini
oncelikle glukoz, maltoz, fruktoz igeren bromkresol purple YEL kati besiyerinde
arastirmiglar ve asit iireten suslarin trettikleri asit miktarlarim1 arastirdiklarinda en
yuksek asit liretiminin glikozlu YEL kat1 besiyerinde oldugunu tespit etmislerdir
[88]. Suslarin Sodyum Laktat kontrol YEL kat1 besiortaminda pH degisimine bagl
olarak sar1 renkli zonlarin higbir susda olusmadigi goézlenmistir. Suslarin bu
besiyerinin sivi ortaminda da asit liretimlerinin diisik ve son kiiltiir pH’larinin
yiksek oldugu bulunmustur (Cizelge 4.5). Suslarin YEL sivi ortaminda asit

tiretimlerinin diisiik olmasi nitel asit iiretimleri ile de dogrulanmistir (Resim 4.10).

Propiyonik asit bakterileri ortamda bulunan laktoz, glikoz ve laktati kullanarak son
tiriin olarak propiyonik, asetik ve siiksinik asit iiretirler [151]. Bu dogrultuda, hem
YEL ve hemde skim milk siv1 besi ortamlarinda yiiksek asit tiretimi gosteren suslarin
(DOS, SP2, SP9, ITP1, DO1, DO3, DO4, DO6, BDPS5, BDP7, BDP11, AKP1) ve
referans kiiltiirlerin, asit tiretimleri HPLC analizi ile tespit edilmistir (Cizelge 4.7).
Suslarin YEL siv1 besi ortaminda asetik asit iiretimi 2,3-9,2 mg/ml, propiyonik asit
tretimi 1,2 ile 6,4 mg/ml arasinda bulunmustur. Suglarin skim milk besi ortaminda
asetik asit tretimleri 0,7-3,3 mg/ml, propiyonik iiretimleri ise 0,1 ile 4,8 mg/ml
arasinda tespit edilmistir. YEL sivi besiyerinde, P. freudenreichii subsp.
freudenreichii DO8 susunun hem yiiksek miktarda propiyonik asit iirettigi tespit
edilirken (6,4 mg/ml), hemde 9,2 mg/ml’lik yiiksek miktarda asetik asit iirettigi

belirlenmistir. Skim milk besiyerinde ise yiiksek asetik asit miktar1 P. jensenii DO6
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susunda (3,3 mg/ml) (Sekil 4.12), yiiksek propiyonik asit miktari ise P. jensenii DO4
susunda (4,8 mg/ml) tespit edilmistir (Sekil 4.13).

P. shermanii B-123 susunun %] oraninda yeast ekstrat ve %?2 oraninda kasiyum
karbonat ilave edilen siv1 kiiltiirlerinin 161 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda 2,92
g/l asetik asit ve 2,21 g/l oraninda propiyonik asit irettiZi HPLC analizi ile
belirlenmistir [87]. P. freudenreichii subsp. freudenreichii, P. freudenreichii subsp.
shermanii, P. acidopropionici, P. thoenii ve P. jensenii tirlerinin MRS, asetatsiz
MRS ve YEL besiyerlerinde propiyonik asit ve asetik asit iiretimlerini
arastirildiginda en yiiksek propiyonik ve asetik asit tiretimlerinin YEL besiyerinde
oldugu tespit edilmistir. YEL besiyerinde HPLC ile belirlenen en yiiksek propyonik
asit ve asetik asit Uretiminin P. freudenreichii subsp. freudenreichii ve P.

freudenreichii subsp. shermanii tirleri tarafindan yapildig: bildirilmistir [89].

P. jensenii DO1, DO4, BDP5 ve BDP11 suslarinin hem YEL hemde skim milk sivi
besi ortamlarindaki asetik ve propiyonik asit tiretim miktarlarinin yiiksek oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.7). Rehberger ve Glatz (1998), P. acidopropionici, P.
thoenii ve P. jensenii tiirlerinin YEL sivi besi ortamindaki laktat oranim
artirdiklarinda kiiltiirlerin inkiibasyon sonunda pH’sinin diistiiglinii ve buna bagh

olarak da tiretilen propiyonik ve asetik asit miktariin arttigin1 belirlemislerdir [88].

Probiyotik mikroorganizmalarin en énemli 6zelliklerinden biri de, ortamda bulunan
gida kaynakli patojenlerin ve kontaminant mikroorganizmalarin gelisimini
engellemeleri ve oliimlerine sebep olmalaridir. Izole edilen propiyonibakterilerin
YEL sivi besi ortaminda gelistirilen kiiltiir supernatantlari antimikrobiyal aktivite
caligmalarinda kullanildiginda test bakterilerine karsi herhangi bir antimikrobiyal
aktivite belirlenememistir. Warminska-Radyo ve ark. (2002) yaptiklari ¢alismada
YEL siv1 besi ortaminda gelistirilen kiiltiirlerin supernatantlarinin antimikrobiyal
aktivite calismalarinda etkili olmadigini1 bildirmisler ve calismalarinda glikoz ve
yeast ekstrat ile zenginlestirilen skim milk besi ortaminin kiiltiir supernatantlarinin
antimikrobiyal aktivite de test bakterilerine karsi etkili oldugunu gostermislerdir

[67]. Bu calismada zenginlestirilmis skim milk besi ortami kullanildiginda
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izolatlarimizin birgogunun test bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi

tespit edildi.

Yiiksek asit tireten suslar olarak belirlenen P. jensenii DO1, DO4, DO6, BDP6
suglar ile yalmz glikozlu YEL siv1 besi ortaminda yiiksek asit iiretimi gosteren P.
freudenreichii subsp. freudenreichii ITP1 susu calismada kullanilan tiim test
bakterilerine karsi inhibisyon etkisi gostermislerdir. P. thoenii SMP1, P. jensenii
BDP11 ve SP6 suslarinin L. monocytogenes ATCC 7644 disinda diger test
bakterilerine antimikrobiyal etki gosterdikleri tespit edilmistir. Lyon ve Glatz (1991),
P. thoenii P127 susundan izole ettikleri ve Propionicin PLG-1 olarak tanimladiklar
bakteriyosinin, E. coli IM109 ve E. coli V517 (<10 mm)’ye, P. aeruginosa (>18
mm)’ya antimikrobiyal etki gosterdigini belirlemislerdir [90]. Van der Merwe ve
ark., (2004) P. thoenii 447’ den izole ettikleri thoeniicin 447 bakteriyosninin Bacillus
cereus, Clostridium tyrobutyricum, C. sporongenes, Lactobacillus spp.’lere,
Enterococcus faecalis, Listeria innocua, Pediococcus pentosaceus, P. jensenii, P.
acidopropionici, P. freudenreichii subsp. freudenreichii ve P. freudenreichii subsp.
shermanii bakterilerine antimikrobiyal etki gostermedigini bu bakteriyosinin yalnizca
L. bulgaricus (6 mm) ve P. acnes (4 mm) bakterilerine etkili oldugunu

bildirmislerdir [154].

En yiiksek antimikrobiyal aktivite %91 oraninda E. coli ATCC 11229, S. sonnei
Mu:57’ye ve %76 oraninda P. aeruginosa ATCC 27853 test bakterilerine karsi
belirlenirken, en diisiik antimikrobiyal aktivite ise %29 oraninda L. monocytogenes
ATCC 7644 ve %35 oraninda M. [luteus NRLL B-4375 test bakterilerine oldugu
tespit edilmistir (Cizelge 4.8). Warminska-Radyo ve ark., (2002) P. acidopropioici
ve P. thoenii tiirlerinin E. coli O157:H7 ile E. coli 205 test bakterilerine %66 ile %74
oraninda antimikrobiyal aktivite gdsterdiklerini belirlemislerdir [67]. Grinstead ve
Barefoot (1992) P. jensenii P126 susundan izole ettikleri Jensenii G bakteriyosinin
cesitli patojen bakteriler iizerinde antimikrobiyal etkisini degerlendirdiklerinde, F.
coli ATCC 25922, E.coli O:24 B:17, L. monocytogenes, P. aeruginosa ATCC 27853
ve S. aureus ATCC 25923 bakerilerine karsi herhangi bir antimikrobiyal etki

gostermedigini bildirmiglerdir [91]. Caligmada antimikrobiyal etki gosteren suslarin
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bu etkiyi bakteriyosin ya da irettikleri propiyonik asit ile gdosterdikleri
diisiiniilmektedir. Propiyonik asit bakterileri tarafindan iiretilen bu antimikrobiyal
maddelerin dogal gida koruyucusu olarak kullanimi ve ayni zamanda probiyotik
ozellik gosteren suslarin ise bu antimiktobiyal oOzellikleri ile bagirsak florasinin

diizenlenmesine katki saglayacaklar diisiiniilmektedir.

Izole edilen propiyonibakterilerin hepsi nalidiksik asit disinda tiim antibiyotiklere
%56 ile %94 oraninda yiiksek duyarlilik gosterdikleri tespit edilmistir. Warminska-
Radyo ve ark., (2002) P. acidopropioici ve P. thoenii tiirlerinin ¢ok farklh
antibiyotiklere duyarliliklarini arastirdiklarinda nalidiksik asit disinda kullanilan
antibiyotiklere yliksek oranda duyarhilik gosterdiklerini bildirmislerdir [67].
Propionibacterium spp. suslarinin peynirlerden izolasyonunda YEL kati besiyerinde
9%0,02 oraninda nalidiksik asit ilave edilmistir [13]. Ortama ilave edilen nalidiksik
asit gram negatif bakterilerin ve diger starter bakterilerinin ortamdan elimine edilerek
propiyonibakterilerin YELN kat1 besiyerinden izolasyonunu saglamistir. Antibiyotik
duyarhilik testlerinde de tiim suslarin nalidiksik asit antibiyotigine (%100 direngli)

direng gostermesi bu bakterilerin tanimlarini bir kez daha dogrulamistir.

Aragtirmada ampisilin (%91), nitrofurantoin (%94), kloramfenikol (%88), hiicre
duvar sentezini inhibe eden penisilin (%82) ve niikleik asit sentezini inhibe eden
rifampisin (%74) antibiyotikleri izole edilen propiyonibakterilerin yiiksek duyarlilik
gosterdikleri antibiyotikler olarak belirlenmistir. Roberts ve ark., (2006) hiicre duvar
sentezini inhibe eden; penisilin, amoksisilin, piperasillin-tazobaktam, sefoksitin,
seftriaksone, protein sentezini inhibe eden; klindamisin ve niikleik asit sentezini
inhibe eden metronidazole antibiyotiklerine Propionibacterium spp.’lerin %100
oraninda duyarli olduklarini tespit etmislerdir [155]. P. freudenreichii’nin ampisilin,
kloramfenikol, rifampisin, kanamisin ve streptomisin antibiyotiklerine duyarl
oldugu, nalidiksik asitin ise herhangi bir inhibitdriik etkisinin olmadig: bildirilmistir

[156].

Antibiyotiklere karsi belirlenen bu yiliksek duyarlilik oranlar1 propiyonik asit

bakterilerinin  gida  {retiminde kullanim  olasiliklarint  saglamamaktadir.
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Kemoteropatik ajanlarin bulundugu ortamlardan bu bakteriler kolaylikla elimine
olabilirler. Ancak bu bakterilerin gram negatif bakteriler {lizerinde gostermis
olduklar1 antimikrobiyal aktivitenin yiiksek olmas1 ve bagirsak icin yararl bir bakteri
olan Bifidobacterilerin gelisimini sitimiile etmesi bu bakterilerin probiyotik olarak

kullanimlarini desteklemektedir.

Bakterilerin mideden ge¢ip bagirsaga ulastiklarinda probiyotik 6zelliklerini
gosterebilmelerindeki en biiyiik avantajlardan biri de ekzopolisakkarit (EPS) iiretim
kapasitelerine sahip olmalaridir [157]. Bakteriler tarafindan iiretilen polisakkaritler
reholojik ozellikleri ve kivam artirmasi nedeniyle starter kiiltiirlerde aranan
ozelliklerdendir. Probiyotik agidan ise antibiyotiklerin toksik etkisinden, mide-
bagirsak kosullarinin olumsuz etkilerinden korunmak ve bagirsakta kolonizasyonu
artirmak  gibi  probiyotik  susa  ¢esitli  avantajlar  kazandirmaktadir.
Ekzopolisakkaritlerin, fermente siit {rlinlerinin yapisal Ozellikleri {izerinde
oynadiklar1 rol yaninda antitimor, antiiilser, immiin sistemi uyarict ve kolestrol
diistiriicii aktivitelerinden dolayr insan sagligini koruyucu etkileri bildirilirken
propiyonik asit bakterileri tarafindan fiiretilen EPS calismalarina gereken onemin
verilmesi gerektigi gosterilmistir [103]. Bu sebeple, yapilan bu c¢alisma probiyotik
kullanima yonelik kapsamli bir ¢aligma olmasi ve bu ¢aligmayla yiiksek EPS
iretimine sahip propiyonibakterilerin avantajlarinin vurgulanmasi acisindan bir ilk

olmustur.

P. freudenreichii subsp. freudenreichii tiiriine ait suslarin ortalama EPS {iretimlerinin
hem YEL (87,4 mg/ml) hem de skim milk besi ortaminda (278,3 mg/ml), P. jensenii
tiiriine ait suslardan yiiksek oldugu belirlenmistir (sirayla; 83,7 ve 253,8 mg/ml).
Izole edilen propiyonibakterilerin skim milk besiortaminda iirettikleri EPS miktarlar1
YEL besiortami ile kiyaslandiginda daha ytiksek olarak bulunmustur. Suslar arasinda
P. jensenii SP6, P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO8, DO9 suslar1 hem skim
milk besiortaminda ve hem de YEL besiortamlarinda yiiksek EPS iiretimine sahip
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, son Kkiiltiir pH’s1 ve hiicre yogunlugu ile
ekzopolisakkarit iiretimi arasinda bir iliskinin olmadig1 belirlenmistir. Olgiilen

degerler bir birine yakin olmakla birlikte, baz1 suslarda (DO3, DO9, SP6) hiicre



146

yogunlugunun diisiik olmasina ragmen, EPS iiretimlerinin yiiksek oldugu
gozlenmistir. Frengova ve ark. (2000), yogurt starter kiiltlirii olarak kullanilan S.
thermophilus 'un on sugsunun 57-270 mg/l arasinda EPS iirettigini, Cerning ve ark.
(1992), L. bulgaricus suslarmin 55-150 mg/l araliinda EPS firettiklerini
bildirmislerdir [105, 158]. Calismada skim milk ortaminda gelistirilen P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DO8 susu 393,6 mg/I’ye kadar yliksek EPS
tiretmesi arzu edilen sonuglardandir. Tim suslarin EPS {iretiminin, daha once
Lactobacillus cinsine ait farkli tiirlerle ve S. thermophilus tiri ile yapilan
caligmalarda elde edilen degerlere gore daha yiiksek oldugu goézlenmistir.
Aragtirmacilar EPS {iretimlerinin tiirler ve hatta suslar arasinda farkli olmasinda,
fermentasyon sartlarinin (sicaklik, inkiibasyon, siire ve pH) ve besiyeri bilesenlerinin

(karbon ve nitrojen kaynagi) etkili olabilecegini bildirmiglerdir [159, 160].

Bir mikroorganizmanin probiyotik Ozelliklerini gdsterebilmesi icin bagirsak
sisteminde canli kalmasi gerekmektedir. Agi1z yolu ile alinan probiyotikler bagirsak
bolgesine ulasmadan 6nce midenin asitli ortamu ile karst karsiya kalmaktadirlar. Bu
sebeple, propiyonibakteri suslarinin aside direncinin yiliksek olmasinin, asidik bir
ortam olan midede canliligin1 kaybetmeden bagirsak sistemine gecerek, burada
kolonizasyonu i¢in avantaj olabilecegi diisiiniilmektedir. Her giin mideden pH’s1
yaklasik 2,0 civarinda olan 3 litre kadar mide suyu salgilanmaktadir. Bu nedenle,
probiyotik mikroorganizmalarin kolona ulasip, orada kolonize olmasi i¢in gerekli
olan ilk kosul mide asidinden en az oranda zarar gormesidir. Ancak yapilan
calismalarda propiyonibakterilerin bircogunun ancak pH 3,0, 4,0 ve 5,0’a direng
gosterip, daha altindaki pH’larda canlilik kayb1 yasadigi bildirilmistir. Budan dolayz,
probiyotik amacli kullanilmak istenen propiyonibakteri tiirlerinin direncinin

maksimum diizeyde olmasi istenmektedir [161].

Asit stresi gida teknolojisinde kullanilan bakteriler i¢in 6zel bir oneme sahiptir.
Laktik asit bakterilerinin fermentasyonu ile {iretilen siit lirtinleri asitli olabilmektedir.
Fermente edilmis siit liriinlerinde bulunan probiyotik bakteriler laktik asit stresi ile
karsilagmaktadirlar. Bifidobacterium ve Lactobacillus gibi probiyotik tiirler fermente

tirtinlerin islenmesi ve depolanmasi sirasinda iiriiniin asitliginden dolay1 canliligini
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kaybedebilmektedir. Peynirin az asitli, yiiksek yaglh olmasi gibi yapisal 6zellikleri
probiyotik bakterilerin depolanma, olgunlasma ve sindirim sitemine taginmasinda
koruyucu olabilmektedir. Probiyotik mikroorganizmalarin mide bosluguna
geldiginde mide de bulunan hidroklorik asit engelini asarak yararli etkiler
gosterebilmek i¢in bagirsaga ulagsmasi gerekmektedir [162]. Mikroorganizmalarin
sindirim sisteminde karsilagtiklar ilk engel midenin diisiik pH’sidir. Midenin diisiik
pH’s1 proteinleri denatiire ederek bakterilerin canliligini etkilemektedir. Bakterilerin
miden sonra ince bagirsakta canli kalabilmeleri safra ve pankreatik enzimlere
direngliligine baghdir. Probiyotik bakterinin mide-bagirsak sistemini gecerek konak
icin yararli etkiler olusturabilmesi igin bagirsakta giinliik 10° ile 10° oraminda canli
bakterinin bulunmasi gerekmektedir. Bu nedenle mide-bagirsak sistemi kosullarini
tolere edebilen tiirlerin belirlenmesi bir mikroorganizmanin probiyotik olarak
secilmesinde en Onemli kriter olarak belirlenmistir. Ancak propiyonibakterilerin
probiyotik kullanimlar1 ve bagirsakta canli kalmalar1 {izerine yapilan ¢aligmalar son
yillarda baglamistir. Yararli propiyonibakterileri iceren probiyotik peynirlerin
gelistirilmesinin, tadi ve viskoz yapisindan dolayir tercih edilmeyen geleneksel

fermente siit {iriinlerine alternatif olabilecegi diisiintilmiistiir [68].

Bazi arastiricilar aside ve safraya toleransh tiirlerin se¢iminde HCl ile asitlendirilmis
besiyeri, tampon, distile su ve safra tuzlarimin kullanimi ile taramanin
yapilabilecegini bildirmislerdir [137, 164, 167]. Bu ¢alismada HCI ile asitlendirilmis
besiyeri ve farkli konsantrasyonlarda safra i¢eren besiyerlerini kullanarak 29 izolat
ile 5 referans kiiltiiriin asit ve safra toleransini belirlenmistir (Cizelge 4.13 ve 4.14).
Popiyonibakterilerin asit duyarliliginin yiiksek oranda sus ve tiire bagh oldugu
bildirilmistir [42, 88]. Jan ve ark., (2000) yaptiklari1 ¢alismada pH’s1 5 olan YEL s1vi
besiyerinde kiiltive ettikleri P. freudenreichii TL 162 susundan eksponensiyel fazda
alarak pH 2-6 olan besiyerlerine ekim yaptiklarinda, pH’s1 7 olan kontrol grubundan
yapilan ekimlere gore %32 daha fazla canli kaldigin1 kontrol grubunun canlilik
oranin ise %0,01 oraninda oldugunu belirlemislerdir. Calismada pH’s1 7 olan YEL
besiyerinde gelistirilerek eksponensiyel fazda alinan kiiltiirlerden pH 2, 3, 4 ve 5 olan
YEL besiyerlerine ekim yapilarak 4 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

stiresi sonunda pH 7 kontrol grubu ile karsilagtirildiginda suslarin genelinde pH 2’de
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yogunlugun diistiigi ve yilizde inhibisyonun ise arttig1 gozlenmistir. Yiizde
inhibisyonun artmasinin inkiibasyon siiresinin uzun olmasindan ve asilanan kiiltiiriin

diisiik pH degerlerinde gelistirilmemis olmasindan kaynaklandig diistiniilmektedir.

Warminska-Radyo ve ark., (2002) calistiklar1 12 adet PAB’den 9’unun pH’2 de 1
saat canli kalabildiklerini tespit etmislerdir. Bu arastiricilar yalnizca P. thoenii T124
susunun ayni kosullarda 2 saat canli kalabildigini ancak canlilik oranin 3 log degeri
kadar distiigiinii belirlemislerdir. pH 2,5 ve 3,0°de ise 12 PAB’nin hepsinin 1 saat
canli kalabildigini yalmzca 5 PAB’in pH 2,5°da 2 saat canli kalabildigini
gozlemlemislerdir. P. thoenii 124 susu pH 2,0 ve 2,5’da 2 saat canli kalarak HCI’in
etkisine en direngli bakteri olarak belirlenmis, P. jensenii 123, 128, P2/5 ve P.
freudenreichii 83 suslar1 da pH 2,5 ‘da 2 saat canli kalabilmislerdir. Bu arastiricilar
yaptiklar1 bu ¢alisma ile PAB’larin midenin asidik kosullarinda canli kalma siiresinin

1-2 saat oldugunu belirlemislerdir [67].

Calismada, pH 3’de yiizde inhibisyon %92 ile 98 arasinda tespit edilirken, hiicre
yogunlugunda en diisiik (0,036 OD) P. jensenii SP7 susunda, en yiiksek ise (0,066
OD ve 0,069 OD) P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO7, BDP4 suslarinda
belirlenmigtir. pH 4’de ortalama hiicre yogunlu pH 2 ve 3’ e gore biraz daha artis
gostermistir. P. freudenreichii subsp. freudenreichii suslarimin ortalama hiicre
yogunlugu 0,084 OD, P. jensenii suglarinin ise 0,081 OD olarak bulunmustur. pH 2,
3 ve 4 ile karsilastirdigimizda ortalama en yiiksek hiicre yogunlugunun ve en diisiik
yiizde inhibisyonun pH 5,0’de oldugu gézlenmistir. pH 5’de P. freudenreichii subsp.
freudenreichii suglarinin ortalama hiicre yogunlugu 0,98 OD, P. jensenii suslarininki
ise 0,53 OD olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.13). Zarate ve ark., (2000) pH’s1 2
olan mide sivisina 3 saat maruz birakilan P. acidopropionici CRL 1198, Q4 ve P.
freudenreichii CRL 757, F3’lin canliliginin 5 log kadar diistiiglinti bildirilmiglerdir.
Bu arastiricilar test ettikleri dort tiirden {igiiniin canliliginin pH 3 ve 4’den anlamli bir
sekilde etkilenmedigini yalnizca P. acidopropionici Q4 susunun pH 3’den cok az
etkilendigini bildirmislerdir [68]. Leverrier ve ark., (2005) P. freudenreichii subsp.
shermanii ve P. freudenreichii subsp. freudenreichii tlirlerininde pH 3 ve 4 ile

karsilagtirdiklarinda canlilik kaybinin pH 2°de daha fazla oldugunu tespit etmislerdir
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[147]. Genel olarak c¢alismada kullanilan tiim izolatlara bakildiginda P.
freudenreichii subsp. freudenreichii’ye ait olanlarin digerlerine oranla daha direncli
oldugu, P. jensenii’ye ait olanlarin ise biraz daha duyarli oldugu goriilmektedir.
Yiiksek EPS iiretimi gosteren P. freudenreichii subsp. freudenreichii DOS5, DO7,
DOS, P. jensenii BDP11 ve P. thoenii AKP1 suslarinin farkli pH degerlerine

direncinin diger suslara gore yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Probiyotik mikroorganizma se¢iminde bakterilerin ince bagirsak sistemi kosullarinda
canli kalmasi, midedeki canlilifa gore daha onemli bulunmustur. Asite duyarl bir
bakteri tamponlanarak uygun gida icerisinde mide de canli kalabilmektedir. Ancak
probiyotik bakterinin konak i¢in yararli etkiler gosterebilmesi icin ince bagirsakta
canli kalabilmesi ve kolonize olmasi gerekmektedir [112]. Ayrica safraya toleransh
tiirlerin se¢imi laktoz intoleransi olan insanlarda laktozu sindirimini diizenlemesi
acisindan 6nemli oldugu bildirilmistir [68]. Bu nedenlerle safraya tolerans aslinda
probiyotik seciminde temel kriterlerden birini olusturmaktadir. Yaglar1 pargalayarak
bunlarin bagirsaklardan emilimlerine yardimci olmak iizere karacigerden ince
bagirsaga salgilanan safra, bakterilerin biiyiik oranda lipit ve yag asidi i¢eren hiicre
membranlarina zarar vermek suretiyle inhibitor etkisi yapmaktadir [163]. Bu sebeple
probiyotik olarak kullanilacak bakterilerin bagirsaklarda fonksiyon gosterebilmeleri
icin safraya karsi direnc¢li olmalar1 gerekmektedir [164, 165]. Bununla beraber, insan
kullanim1 i¢in probiyotiklerin se¢imindeki safra toleransi ¢alismalarinda % 0,15 ve %
0,30 konsantrasyonlarinda safranin kullanilmas1 onerilmektedir [112]. Yapilan
calismalarda, insandaki safra konsantrasyonuna yakin bir deger olmasindan dolay1
safraya direngli olan suslar1 belirlemek icin ozellikle % 0,30°lik safra

konsantrasyonunun kritik bir deger oldugu bildirilmistir [166].

Calismada izole edilen propiyonibakteriler ortamda bulunan safrayr belirli bir
seviyeye kadar tolere edebilmektedir. Ancak safra konsantrasyonu yiikseldikce ve
ozellikle % 0,30 oranindaki safranin varliginda tiim suslarin yogunlugunda azalma
tespit edilmistir. Calismada, tiim safra konsantrasyonlarindaki ortalama hiicre
yogunluklar1 degerlendirdiginde P. jemsenii’ye ait olan suslarin digerlerine oranla

daha direncli oldugu P. freudenreichii subsp. freudenreichii’ye, ait olanlarin ise biraz
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daha duyarli oldugu goriilmektedir. %0,06, %0,15 ve %0,30 safra
konsantrasyonlarina P. jensenii suslarinin ortalama hiicre yogunluklar sirayla 1,17
OD, 0,93 OD ve 0,74 OD olarak tespit edilirken, P. freudenreichii subsp.
freudenreichii suglarininki 1,04 OD, 0,83 OD ve 0,63 OD olarak belirlenmistir. P.
thoenii olarak tanimlanan SMP1 ve AKP1 suslari ise tiim safra konsantrasyonlarinda
yiiksek gelisim gostermistir. Zarate ve ark., (2000) P. freudenreichii tiirlerinin
bagirsak kosullarina P. acidopropionici tiirlerinden daha fazla direngligi oldugunu ve
180 dk maruz birakildiklar1 pankreatik sindirimin P. freudenreichii’lerin canliligini
cok az etkilediklerini tespit etmislerdir [68]. Huang ve Adams (2004), calismada
kullandiklar1 13 PAB’dan ¢ogunun safraya toleransh olduklarini, 240 dk’lik safrali
inkiibasyondan sonra canliligin kaybolmadigini belirlemislerdir. Yalnizca P.
freudenreichii CSCC2207 ve P. acidopropionici 341 suslarinin safrali ortamda
canliliklarinda ¢ok az kayip oldugunu tespit etmislerdir [112].

Calismada yiiksek EPS iiretimi gosteren P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO7,
DOS, P. jensenii BDP11 ve P. thoenii AKP1 suslar1 hem asitli hemde safrali
ortamlarda diger suslara oranla daha fazla gelisim gostermislerdir. Warminska-
Radyo ve ark., (2002) yaptiklar1 ¢calismada 12 PAB’dan yalnizca P. jensenii P2/5, P.
thoenii 124 ve P. acidopropionici 122 suslarinin %4 safra konsantrasyonunda 2 saat
canli kalabildiklerini, bu ii¢ tiirden yalnizca P. thoenii 124 susunun ayni1 zamanda pH
2,0 ve 2,5’e direngli olduklarini tespit etmislerdir [67]. Boke (2005) tarafindan
yapilan ¢alismada ise Lactobacillus suslarinin mide asitligine yakin farkli pH’lara
(1-3) dayanikhiliklar1 6l¢ililmiis pH 3’e tiim suslarin yiiksek oranda (% 72,5-96.3)
direnglilik gosterdigi fakat pH 1°de canlilik gbzlenemedigi belirlenmistir. Ayrica bu
calismada, laktobasil suslarinin % 0,15 konsantrasyonundaki safray1r % 30-39 ve %
0,30 konsantrasyonundaki safray1 % 24-36 arasinda degisen oranlarda tolere ettikleri

belirlenmistir [157].

Yapilan calismada elde edilen verilere gore, suslarin aside olan direngliliginin
literatiir taramalarinda belirlenen laktobasillere gore diisiik oldugu, buna karsin
safraya kars1 toleransinin ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada,

EPS iiretimi yiliksek olan suslarin diisiik asitlige daha direngli ve safraya daha
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toleransli olmas1 dikkat ¢ekicidir. Elde edilen sonuclara gore, EPS {iretimi ile asit
direnci ve safra toleransi Ozellikleri arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir. Bu
iligki istatistiksel olarak da degerlendirilmeye alindiginda, suslarin asit direnci ve
safra tolerans1 ile EPS {iretim kapasiteleri arasinda pozitif bir korelasyon oldugu
saptanmistir (P<0.05). Elde edilen bu sonuglar, 6zellikle EPS’nin asit ve safraya
kars1 koruyucu etkisinin varligini1 gostermektedir ve bu diizeyde yapilmis ilk calisma

olmasi ¢alismanin 6nemini ortaya ¢ikarmaktadir.

Aragtirmada peynirden izole edilen propiyonibakterilerin probiyotik 6zellikleri
arastirilmistir. Amag bu bakterilerin bagirsak epiteline kolonize olarak bagirsak
florasin1 diizenlenmesidir. Bakterilerin bagirsakta epitele kolonize olabilmesi igin
agregasyon yetenegine sahip olmasi gerekmektedir. Pérez ve ark., (1998) da
Bifidobacterim tiirleri ile yaptig1 bir ¢alisma da otoagrege olamayan suslarin yiiksek
hidrofobisitelerine ragmen Caco-2 hiicrelerine tutunamadiklarini tespit etmislerdir

[168].

Lactobacillus, Bifidobacterium ve Propionibacterium’lerin bazi1 se¢ilmis tiirleri
probiyotik {riinlerle alindiklarinda insan saglig1 iizerinde olumlu etkiler
gostermektedirler. Patojen olmamak, mide-bagirsak sistemi kosullarina toleransh
olmak, bagirsak mukozasina adezyon ve rekabetle patojenlerin bagirsaktan
uzaklastirilmasi probiyotik seciminde en onemli kriterler olarak dikkate alinmustir.
Probiyotiklerin konak i¢in yararhi etkiler gosterebilmesi i¢in agregasyon ile yeterli
yogunlukta olmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle probiyotiklerin agregasyon
yetenekleri probiyotik se¢iminde istenilen bir o6zellik oldugu bildirilmistir.
Probiyotiklerin patojen bakterilerle koagregasyonu bu bakterilere, bagirsakta
tutunamayan ve koagrege olmayan tiirlere gore avantaj saglamaktadir. Bagirsakta
epitel hiicrelere adezyon, spesifik olmayan (hidrofobisite) ve spesifik ligand-reseptor
gibi kompleks islemler gerektirmektedir [169, 170]. Bakteri hiicrelerinin adezyonu
genellikle hiicre yiizey yapisi ile iliskilendirilmistir. Baz1 arastirmacilar Lactobacillus
tiirlerinin koagregasyon yeteneklerinin patojenlerin kolonizasyonunu engelleyen bir

bariyer olabilecegini bildirmislerdir [171, 172].
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Calismada probiyotik bakterilerin adezyon Ozelliklerinin arastirilmasinda 6n
belirleyici olan hidrofobisite ve agregasyon ozellikleri de arastirilmistir. Bu amacla
hidrofobisite, otoagregasyon, bagirsakta siklikla bulunan ve diyareye neden olan E.
coli ile koagregasyonlar1 6lgiilerek bakterilerin hiicre yiizey 6zellikleri hakkinda bilgi
edinilmesi hedeflenmistir. Hidrofobisite ve agregasyon calismalarinda asit direnci,
safra tolerans1 ve EPS iiretim kapasitesi en yiliksek olan P. thoenii AKP1, P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DO7, DOS8, P. jensenii DO6, BDP6, BDP11
suslari ile en diisiik olarak belirlenen P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP3
suglar1 kullanilmistir. Ruas-Madiedo ve ark., (2006) yaptiklar1 ¢alismada probiyotik
mikroorganizmalar tarafindan iretilen EPS’nin, bagirsakta mukusu maskeleyerek
bagka bakterilerin adezyonunu engelledigini bununda tiretilen EPS’nin miktarina ve

tipine bagli oldugunu bildirmislerdir [104].

Propiyonik asit bakterilerin agregasyon ve hidrofobisite 6zellikleri {izerine yapilmis
sinirli sayida calisma bulunmaktadir [73, 169, 170]. Collado ve ark., (2008), P.
freudenreichii ssp shermanii JS susunun 20 ve 37 °C’de 2 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda otoagregasyonunu sirayla %7,7 ve % 17,4 olarak belirlemislerdir. Yine bu
arastiricilar ¢alistiklar1 12 adet probiyotik tiirden, L. rhamnosus GG, LC-705 ve L.
fermentum ME-3 (<%25, 20 saatlik iniibasyon 20 °C’de) tiirlerini yiiksek otoagrege
olan tiirler olarak belirlerken, B. longum 46 (%8,9) ve B. lactis 420 (%5) tiirlerini de
en diisiik otoagrege olan tiirler olarak tespit etmislerdir. Calistiklar1 12 adet tiirden
9’u 37 °C’de yiiksek otoagregasyon (%28,8-63,2) gostermislerdir [170]. Aslim ve
ark., (2007) L. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarinin otoagregasyonu %45- 93
arasinda, Ekmekg¢i ve ark., (2009) vajinadan izole etikleri 28 adet Lactobacillus spp.
suglarinin 37 °C’de ve aerobik kosullarda otoagregasyonunun %21 ile 97 arasinda

oldugunu tespit etmislerdir [173, 174].

Calismada P. thoenii AKP1 susu anaerobik (%98), aerobik (%85) ¢alkalamasiz ve
aerobik calkalamali (%93) kosullarin hepsinde yliksek otoagregasyon gostermistir. P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DO7 (%39) ve P. jensenii BDP11 (%47) suslar1
anaerobik kosullarda orta dereceli otoagregasyon gostermistir. Propiyonibakteriler

anaerobik oldugu i¢in anaerobik kosullarda otoagregasyonun yiiksek oldugu,
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sindirim sistemindeki peristaltik hareketi taklit etmek amaciyla kullanilan aerobik
calkalamali ortamin ise otoagregasyonu disiirdiigii tespit edilmistir. Yapilan
calismalarla karsilagtirildiginda ¢alismada kullanilan ve yiiksek EPS {iretimi gdsteren
propiyonibakterilerin otoagregasyonun laktobasillerden diisiik ve P. freudenreichii
ssp shermanii JS (%17,4) probiyotik susundan ise yiiksek oldugu belirlenmistir.
Otoagregasyonun bagirsak habitatindaki kisa yerlesim zamanlarinda laktobasillerin
kolonizasyon yetenegini biiyiik 6l¢iide artirdigi diisiiniilmektedir. Son zamanlarda
otoagregasyonun bifidobakterilerde hiicre tutunmasinin  gostericisi  oldugu
bildirilmistir [118, 144, 168]. Yiksek EPS iireten ve otoagregasyon gosteren suslarin

epitel ylizeylere daha yiiksek oranda kolonize olabilecekleri diisiiniilmektedir.

Hiicresel tutunmada, hiicre membrani ve etkiledigi hiicreler arasinda kompleks
islemlerin gergeklestigi bildirilmistir. Epitel ve mukozal ylizeylere tutunma
probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarda Onerilen bir o6zelliktir. Bazi
aragtirmacilar bakterilerin epitel ve mukusa tutunmasina aracilik eden bilesim ve
yapilart arastirdiklarinda ¢ogu kez agregasyonun adezyon ile iliskili oldugunu tespit
etmiglerdir. Bakteriyel agregasyon aymi tiirden bakteriler arasinda (otoagregasyon)
yada farkli tiirden bakteriler arasinda (koagregasyon) probiyotik bakterilerin aktif
olduklar1 insan bagirsagi gibi bazi ekolojik habitatlarda ger¢eklesmektedir [73].

Caligmada yiiksek ve diisiik EPS iiretimi gosteren suslarin koagregasyon ozellikleri
arastirilldiginda, E. coli ATCC 11229 ile en yiiksek koagregasyon anaerobik
kosullarda P. thoenii AKP1 susunda (%61) belirlenmistir. P. thoenii AKP1 susu
aerobik (%55) calkalamasiz ve aerobik calkalamali (%50) kosullarda orta dereceli
koagregasyon gosterdigi tespit edilmistir. Propiyonibakterilerin koagregaysonu ile
ilgili yapilan caligmalar laktobasil ve bifidobakterilerle karsilastirildiginda daha az
oldugu belirlenmistir [169, 170]. Collado ve ark., (2008), P. freudenreichii ssp.
shermanii JS susunun koagregasyonunu Bacteriodes vulgatus ile %5,6, Clostridium
histolyticum ile %6,1, S. aureus ile %6,7 ve Enterobacter sakazakii ile %1,5 olarak
belirlemislerdir. Bu arastiricilar calistiklar1 12 adet probiyotik bakterinin patojen

bakteriler ile koagrege olduklarini ancak koagregasyon ylizdesinin susa, inkiibasyon
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siiresi ve kosullarina bagl oldugunu tespit etmislerdir. En yiiksek koagregasyonu B.
vulgatus ile L. rhamnosus LC-705 (%29,7) ve L. fermentum ME-3 (%25.9) suslar
arasinda belirlemisler. C. histolyticum ile yiiksek koagregasyon L. rhamnosus LC-
705 (%24.,6), L. fermentum ME-3 (%22,7) ve L. acidophilus NCFC (%?25,5)
suslarinda belirlenmistir. Collado ve ark., (2006) P. freudenreichii JS susunun farkli
probiyotik tiirlerle koagregasyonunu karsilastirdiklarinda en iyi koagregasyonun L.
rhamnosus LC-705 ve GG suslar1 ile oldugunu ve koagregasyon yiizdesinin %10’dan
fazla oldugunu gozlemlemisler [169]. Bu calismalar ile karsilagtirildiginda ¢alismada

kullanilan suslarin koagregasyonlarinin daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Drago ve arkdaslarinin (1997) yaptig1 bir ¢alismada otoagregasyonu en iyi olan L.
paracasei B21070 susunun E. coli ATCC 3540 ve E. coli ATCC 25922 ile iyi
derecede koagrege oldugu tespit edilmis ve otoagregasyonu iyi olan suslarin
koagregasyonununda iyi olabilecegi bildirilmistir [121]. Bu sonuglar, calisma
sonuglariyla paralellik gostermektedir. Caligmada kullanilan P. freudenreichii subsp.
freudenreichii DO7, P. jensenii BDP11 ve P. thoenii AKP1 suslarinin hem E. coli
ATCC 11229 ile koagrege olduklar1 hem de iyi derecede otoagrege olduklari
bulunmustur. P. freudenreichii subsp. freudenreichii SP3 susunun ise otoagregasyon
ve koagregasyon degerlerinin diisiik oldugu tespit edilmistir. EPS iiretimi yiiksek
olan suslarin oto ve koagregasyonuda yiiksek bulunmustur. Elde edilen sonuglara
gore, EPS iiretimi agregasyon Ozellikleri arasinda bir iliski oldugu belirlenmistir. Bu
iligki istatistiksel olarak da degerlendirilmeye alindiginda, suslarin EPS {iretimleri
(YEL ve skim milk) ile oto ve koagregasyonlar1 arasinda anlamli ve pozitif bir iliski
bulunmustur (P<0.05). Elde edilen bu sonuglar, 6zellikle EPS’nin agregasyonu
artirdigin1 gostermektedir ve bu diizeyde yapilmis ilk calisma olmasi c¢aligmanin

Onemini ortaya koymaktadir.

Bakterilerin farklt maddelere tutunmasi oncelikle hiicre ylizeyinin fizikokimyasal
ozellikleri, hiicre tutunmasi ile pozitif iligkisi olan hidrofobisite, otoagregasyon,
hemagliitinasyon gibi kesin karakterlerle belirlenmistir. Streptokoklar, laktobasiller
ve bifidobakterilerin hiicre tutunmasi ile hiicre yiizey hidrofobisitesi arasinda pozitif

bir iliskinin oldugu bildirilmistir. Zarate ve ark., (2002), test ettikleri
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propiyonibakteri tiirlerinin hemen hepsinin apolar ¢6ziicii olan P-ksilene zayif
affinite (%1,1-67,6) ve giiclii bazik ¢oziicli olan etil asetata (%11,7-52,0), asidik
¢oziicii olan kloroformdan (%0-28,6) daha fazla affinite gosterdigini tespit etmisler.
Bu sonuglarla da propiyonibakterilerin hidrofilik, gii¢lii elektron alicis1 ve zayif
elektron verici oldugunu gostermislerdir. Buradaki tiirlerin hiicre yiizeylerinin asidik
ve hidrofilik yapisinin, daha 6énceden mandira propiyonibakterilerinin tutunmasi ile
iligkili oldugu bildirilen, teikoik asitin yapisinda bulunmasindan kaynaklandigini
belirtmiglerdir [73]. Ksilen hiicre yiizeyinin hem hidrofobisite hemde hidrofilite
Ozelliklerini gosterdigi icin apolar solvent olarak hidrofobisite caligmalarinda
kullanilmaktadir. Collado ve ark., (2008), c¢alistiklar1 12 adet probiyotik tiirden
cogunun yiiksek hidrofobisite gosterdigini ancak L. salivarus Ls-33 (%13,5), B.
breve 99 (%17,4) ve P. freudenreichii ssp shermanii JS (%5,6) probiyotik tiirlerinin
diisiik hidrofobisite gosterdigini bildirmislerdir [170].

Calismada susglarin hepsi bazik ¢oziicii olan etil asetata affinite gosterirken, yalnizca
P. thoenii AKP1 susu ksilen ve kloroformada affinite gostermistir. Bu da suslarin
ylizey yapisinin genel olarak asidik karaktere sahip oldugunu, AKP1 susunun ise
ylizey yapisinin kompleks oldugunu gostermektedir. Bagirsak pH’sinin bazik olmasi
ve suslarin yiizey yapisinin asidik olmasindan dolay1 bagirsak epiteline adezyonun

yiiksek olacag diisliniilmektedir.

Birgok arastirmacinin ileri siirdiigii gibi mandira orjinli propiyonibakteriler
gosterdikleri yararli 6zelliklerden dolay1r probiyotik olarak kullanilabilmektedirler
[21, 70, 71, 77, 145, 146, 147, 148]. Bu nedenle yapilan ¢alisma, Tiirkiye’de farkli
yorelerdeki evlerde yapilan ¢esitli yoresel peynirlerden bulunan propiyonibakterilerin
arastirildigi ilk calismadir. Bu ¢alisma bir¢ok geleneksel peynir 6rnekleri ile yapilmis
ve genetigi degistirilmemis dogal izolatlarin arandigir kapsamli bir ¢alisma olmakla
birlikte, Tiirkiye’de bulunan farkli yoresel peynirlerden izole edilen
propiyonibakterilerin probiyotik 6zellikleri bakimindan bilgiler vermistir. Calisma
sonucunda elde edilen verilere gore suslar tarafindan iiretilen EPS’nin probiyotik
kullanim ag¢isindan 6nemli oldugu goriilmustiir. EPS tiretimi yiiksek propiyonibakteri

suslarinin asitlige ve safraya daha direngli oldugu, bununla birlikte epitel hiicrelere
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tutunmanin belirleyicisi olan oto ve koagregasyon kapasitesinin daha yiiksek oldugu

belirlenmistir.

Ozellikle probiyotik kullanim agisindan son zamanlarda ¢ok énemli bir grup oldugu
vurgulanan propiyonibakterilerin Tirkiye’nin geleneksel peynirlerinde bulunan
suslari ile bu diizeyde yapilmis kapsamli bir ¢aligma olmasi nedeni ile bundan sonra
bu alanda yapilacak olan aragtirmalar i¢in ¢ok Onemli bir kaynak olusturacagi
diistiniilmektedir. Ayrica, bu bakterilerin bagirsakta kolonize olmasina toplumun
beslenme aligkanliklari, cografi kosullar ve bakteri tiirlerinin farklilig1 gibi bir¢ok
parametrenin de etkili oldugu disiiniiliirse, 06zellikle Tiirkiye’nin geleneksel
peynirlerinden izole edilen dogal, probiyotik 6zellikleri arastirilmig iistiin nitelikli
suslarin  insanlarda uygulanmasi ile daha verimli sonuglarin alinabilecegi

diistiniilmektedir.

Bu calisma sonucunda, P. freudenreichii subsp. freudenreichii DO7, P. jensenii
BDPI11 ve P. thoenii AKP1 suslarmin asit direnci, safra toleranst ve EPS iiretim
kapasitesinin yiiksek olmasi nedeniyle canliligini koruyarak, bagirsaklara ulasacagi
diisiiniilmektedir. Probiyotik se¢im kriterlerinden olan hidrofobisite, otoagregasyon,
koagregasyon, asit veya bakteriyosin gibi antimikrobiyal metabolik iiriin iiretimi ve
antibiyotiklere direnglilik kriterleri propiyonibakteriler i¢in de degerlendirilmistir. P.
freudenreichii subsp. freudenreichii DO7, P. jensenii BDP11 ve P. thoenii AKP1
suslarinin otoagregasyon ve koagregasyon degerlerinin yiiksek oldugu, hem yiiksek
asit tiretimi hemde yiiksek antimikrobiyal aktivite gosterdikleri belirlenmistir. Ancak
bu suglarin bazi antibiyotiklere direngli iken genel olarak antibiyotiklere duyarli
olduklar1 bulunmustur. P. thoenii AKP1 susunun denenen ii¢ hidrokarbona affinite
ile hiicre ylizeyi kompleks bir yap1 gosterirken, P. freudenreichii subsp.
freudenreichii DO7 ve P. jensenii BDP11 suslarinin ise etil asetatla
hidrofobisitesinin yiiksek olmasi nedeniyle hiicre yiizeyinin asidik yapida oldugu
bunun da epitele tutunma i¢in avantaj oldugu diistiniilmektedir. Ayrica, bu suslarin
urettikleri EPS aracilifiyla epitel yiizeylere daha kolay kolonize olarak, patojenler
tizerindeki inhibisyon etkileri sayesinde de epitel yilizeyde E. coli gibi patojen

mikroorganizmalar i¢in biyolojik bir bariyer olusturabileceklerdir. P. freudenreichii
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subsp. freudenreichii DO7, P. jensenii BDP11 ve P. thoenii AKP1 suslarinin tagidigi
biitiin bu o6zelliklerinden dolay1 sindirim sisteminde canli kalarak konuk¢u ig¢in
yararli olabilecegi diislintildiiglinden, probiyotik mikroorganizma olarak kullanimlari

Onerilmektedir.

Gelecek caligmalarda, propiyonibakterilerin asit direncinin az olmasi nedeniyle bu
ozelligi kapsiilleme ve benzeri tekniklerle gelistirilerek probiyotik acidan daha
verimli kiiltlirlerin olusturulmasi Onerilebilir. Ayn1 zamanda, iistiin 6zellige sahip
suglar probiyotik uygulamalar icin ticari preparatlar haline getirilebilir. Bagirsak
epiteline kolonize olacagi diisiiniilen bu {iistiin 6zellikteki suslardan birinin veya bir
kacinin bir arada probiyotik olarak E. coli’nin neden oldugu enfeksiyonlari 6nlemede
klinik kullanimi 6nerilmektedir. Calismada elde edilen bu sonuglarin daha sonraki

probiyotik ¢alismalara kaynak olacag: diisiintilmektedir.
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