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OZET

MANDA SUT URUNLERINDEN iZOLE EDILEN LAKTIK ASIT
BAKTERILERININ TANIMLANMASI VE PROBiYOTIiK OZELLIiKLERININ
BELIRLENMESI

Gizem TAYLAN
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Niikhet N. ZORBA
14/07/2017, 105

Bu ¢alisma sirasinda Tiirkiye’nin farkli illerinden temin edilen 13 adet manda beyaz
peyniri, 7 adet mozeralla peyniri ve 3 adet manda yogurdu orneklerinden laktik asit
bakterileri sayimlar1 yapilmus ve 1126 adet laktik asit bakterisi izolat: alinmustir. izolatlardan
saf olarak elde edilen 502 adedine Gram boyama, katalaz testi ve oksidasyon-fermantasyon
testi uygulanmistir. Laktik asit bakterisi oldugu belirlenen 248 izolatin fenotipik olarak tiir
bazinda tanimlanmasi gergeklestirilmistir. Tanimlanan bakterilerden ¢ubuk sekilli laktik asit
bakterlerinden baskin olan tiirler L. acidophilus (%15,12), L. casei (%10,08), L. delbrueckii
(9%9,24); kok veya kokoid seklindeki izolatlardan ise baskin olan tiirler Enterococcus
feaceium (%15,53), Leuconostoc lactis (%15,53), Lactococcus lactis (%8,73) olarak
bulunmustur.

Tanimlamas1 tamamlanan Lactobacillus tiirlerinden muhtemel probiyotik olabilecek
izolatlardan 53 tanesi se¢ilmis izolatlarin 6ncelikle diistik pH, safra suyu ve fenol varlig1 gibi
farkli kosullarda canliliklarinin korunumu incelenmistir. Diisiik pH, safra suyu ve fenol
varhiginda canliligin1 koruyabilen ya da gelisim gostermeye devam edebilen 26 izolata
antibiyotik hassasiyeti, safra tuzu hidrolaz aktivitesi ve kolesterol asimilasyonu testleri
uygulanmigtir.

Probiyotik 6zellikleri arastirilan 26 izolatin tamami probiyotik 6zellik gostermistir. Bu
izolatlar L. delburueckii subs. bulgaricus(3 adet); L. equi (2 adet), L. sanfrancisco (2 adet),
L. acidophilus (2 adet), L. jensenii (2 adet),, L. intestinalis(2 adet),, L. casei spp. rhamnosus
(2 adet), L. coryniformis (1 adet), L. fermentum (1 adet), L. salivarius (1 adet), L. kalixensis
(1 adet),, L. johnsoni (1 adet), L. rhamsonus (1 adet), L. amylophilus (1 adet), L.
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delburueckii subs. lactis (1 adet), L. plantarum (1 adet), ve L. casei spp. tolerans/ L.
yamanashlensis (1 adet), tiirlerinden olugmaktadir. Calismada iki adet sus (L. casei spp.
rhamnosus ve L. rhamnosus) kullanilan hi¢ bir antibiyotige direngli bulunmadigindan
probiyotik sus olarak daha ileride yapilacak calismalarda kullanilabilece§ine karar
verilmigtir.

Sonug olarak manda siit {iriinlerinin probiyotik mikroorganizmalar i¢in iyi bir kaynak

olabilecegi bulunmustur.

Anahtar sozciikler: Manda Peyniri, Manda Mozzarella, Manda Yogurdu, Laktik Asit
Bakterisi, Probiyotik.
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ABSTRACT

IDENTIFICATION AND PROBIOTIC CHARACTERIZATION OF LACTIC
ACID BACTERIA ISOLATED FROM WATER BUFFALO’S DAIRY PRODUCTS

Gizem TAYLAN
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Food Engineering
Advisor: Assist. Prof. Dr. Niikhet N. ZORBA
14/07/2017, 105

In this study, 1126 lactic acid bacteria isolates were obtained from 13 different buffalo
white cheeses, 7 mozeralla cheeses, and 3 buffalo yogurt samples obtained from different
cities of Turkey. Gram staining, catalase test and oxidation-fermentation tests were applied
to 502 pure isolates. Species-based identification of 248 isolates were made by
phenotypically. The predominant Lactobacillus species were Lactobacillus acidophilus
(15,12%), L. casei (10,08%), L. delbrueckii (%9,24); while the dominant cocci shaped
species were found as Enterococcus feaceium (15,53%), Leuconostoc lactis (15,53%) and
Lactococcus lactis (8,73%).

Of the probable probiotic isolates of the Lactobacillus species that have been
identified, 53 selected isolates have examined for viability in different conditions, primarily
at low pH, in the presence of bile and phenol which are found in the gastrointestinal
environment. antibiotic susceptibility, bile salt hydrolase activity and cholesterol
assimilation tests were applied to 26 isolates which could maintain or improve the viability
of low pH, bile and phenol.

Of the all 26 isolates were proven that having probiotic properties. These isolates
consist of L. delburueckii subs. bulgaricus (3 species); L. equi (2 species), L. sanfrancisco
(2 species), L. acidophilus (2 species), L. jensenii (2 species), L. intestinalis (2 species), L.
casei spp. rhamnosus (2 species), L. coryniformis (1 species), L. fermentum (1 species), L.
salivarius (1 species), L. kalixensis (1 species), L. johnsoni (1 species), L. rhamsonus (1
species), L. amylophilus (1 species), L. delburueckii subs. lactis (1 species), L. plantarum (1

species), and L. casei spp. tolerans/ L. yamanashlensis (1 species). Two strains (L. casei spp.
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rhamnosus and L. rhamnosus) were not resistant to any antibiotics used in the study, it was
decided that they could be used as probiotic strains in further studies.
As a result, buffalo dairy products have been found to be a good source of probiotic

microorganisms

Keywords: Buffalo Cheese, Water Buffalo Mozzarella, Buffalo Yogurt, Lactic Acid

Bacteria, Probiotic.
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BOLUM 1
GIRIS

Probiyotikler, tiiketimleri ile belirli sayiya ulastiklarinda konake1 sagligi ve bagirsak
floras1 lizerine destekteyici-gelistirici etkilere sahip olan canlilardir (Lee ve ark., 2016).
Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar genel olarak asitlik ve safra tuzlarina direng,
bagirsak yilizeyine tutunma ve kolonizasyon, antimikrobiyal aktivite ve safra tuzu toleransi
gibi 6zelliklere sahiptirler (Sagdig ve ark., 2004; Mainville ve ark., 2005; Chowdhury ve ark.,
2013; Hernandez ve ark., 2016)

Giiniimiizde fonksiyonel gidalara ve saglikli beslenmeye olan ilgi arttikga probiyotik
mikroorganizma igeren gidalara olan ilgi de artis gostermektedir. Bu amagcla tiiketicilerin
tercihlerinin dogal olan iirlinlerden yana kullanmasi da géz oniine alindiginda, probiyotik
Ozellik gosterebilen siit TUriinlerinin tiiketimi de artis gostermektedir. Ticari olarak
diisiiniildiigiinde ise diinya genelinde probiyotik olarak kullanilan siit tirlinleri; farkli tipteki
yogurtlar, fermente siit iirlinleri, ¢esitli laktik asit bakterileri icecekleri, meyve sular1 ve
probiyotik siit karigimlaridir. Laktik asit bakterilerinin (LAB) dogal vektorleri olarak sikca
tiikketilen tirtinler ise yogurt ve fermente siit iirlinleridir. Fermente siit iiriinleri pek ¢ok iilkede
tiikketicilerin giinliikk beslenmelerinde 6nemli yer tutan bir {iriin grubunu olusturmaktadir.
Yapilan caligmalar gostermektedir ki bu iirlinlerin dogal florasinda bulunan laktik asit
bakterileri probiyotik 6zellik gosteren tiirleri de iglerinde barindirmaktadir (Melgar-Lalanne
ve ark., 2014; Abushelaibi ve ark., 2017; Cuffia ve ark., 2017 ).

Manda siitii ise gegmise kiyasla zengin besin igerigi sebebiyle pek cok tlilkede arastirma
konusu olarak giin gectikce dnem kazanmaktadir. Inek siitii ile karsilastirildiginda aroma ve
tat zenginliginin yan1 sira yag, ham protein, laktoz, toplam kurumadde, vitaminler ve
mineraller bakimmdan da zenginlik gostermektedir. Manda siitii genel olarak mozzarella
peyniri, manda yogurdu, manda tereyagi, manda kaymagi gibi tiriinlere islenmektedir (Pamuk
ve Giirler, 2010).

Ayrica zengin besin igerigi sayesinde probiyotik Ozellik gosteren laktik asit
bakterilerinin gelisimi igin uygun bir hammaddedir. Islenmesi ile olusturulan iiriinlerin ise
manda siitiiniin kendisinin barindirdig1 mikrofloray1 ve besin i¢erigini korudugu ve probitotik
Ozellik gosteren tiirleri icinde barindirdigi tespit edilmistir (Forhad ve ark., 2015; Casarotti ve
ark., 2017).

Bu ¢alismada ise, besleyici degeri ve aromatik 6zellikleri agisindan zengin bir iiriin olan

manda siitiinden tiretilen manda peyniri, mozarella peyniri ve manda yogurdunun laktik asit
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bakterisi mikrobiyotas1 belirlenerek laktik asit bakterileri fenotik olarak tanimlanmis ve

probiyotik 6zelliklerinin arastirilmast amaglanmastir.



BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Manda Siitii ve Uriinleri

2.1.1. Manda Siitii

Manda siitii yilda 100 milyon tondan fazla iiretimi ile diinyadaki yillik siit tiretiminin
%13,2’sini olusturarak, inek siitiinden sonra iiretimde ikinci siradadir. Manda siitii iiretiminin
onemli bir bolimii igerisinde Hindistan ve Pakistan’in da bulundugu Asya iilkelerinde
gergeklestirilmektedir. Ozellikle Italya'da, manda mevcudu, 2004'te 185.000 iken 2014
yilinda 369.352'ye yiikselmistir. Italya’da hemen hemen tiim siitiin, piyasa degeri yiiksek tipik
bir taze peynir olan mozzarella peynirine islendigi ifade edilmektedir. Giiniimiizde ise
tiiketiciler tarafindan pizza tiiketiminin ve Italyan mutfagina olan ilginin artmasi ile mozerella
peyniri iiretimi de 6zellikle son 15 yil igerisinde artis gostermektedir (Correddu ve ark., 2017).
Ulkemizde ise iiretilen 10760915 ton siitiin yaklasik olarak sadece %1’ini manda siitii
olusturmaktadir (Celik ve ark., 2001).

Manda siitii kurumadde, yag, protein (kazein) ve mineral madde oranlar1 diger ciftlik
hayvanlarma gore daha yiiksektir (Cizelge 2.1). Tiiketiciler tarafindan da besleyici
Ozelliklerinin yan sira aromatik 6zellikleri sebebi ile de tercih edilmektedir. Manda siitiinden
yogurt, kaymak, kaymak lokumu, tereyagi, dondurma ve peynir gibi ticari degeri yiiksek
tirtinler tretilebilmektedir. Manda siitiiniin diger siitlere gore degerinin daha yiiksek olmasi
yiiksek yag ve kalori igeriginin yani sira diisiik kolesterol igerigi, yiiksek laktoz icerigi ve A
vitamini ve fosfor gibi minerallerini i¢eriginde barindirmasidir (Cizelge 2.1). Manda siitii ve
tirtinleri bu besleyici 6zellikleri sebebiyle mikroorganizmalarin gelisimi i¢in de gerekli besin
elementlerini igeriginde bulundurmaktadir. Ozellikle fermente siit iiriinlerinde bu
mikroorganizmalarin 6nemli bir boliimiinii laktik asit bakterileri olusturmaktadir (Barua ve

ark., 2014; Sahin, 2015).

Cizelge 2.1. Manda siitii ve Diger siitlerin bilesimleri (Pamuk ve Giirler; 2010)

Manda Sigir  Siitii Koyun Keci Siitii
Maddeler gy tii (96) (0/§) Siit);i (%) (%§
Su 82,2 87,5 82,7 86,6
Yag 7,9 3,76 6,26 4,17
Protein 4,2 3,13 5,27 3,61
Laktoz 4,5 4,84 4,91 4,83
Kurumadde 17,8 12,5 17,3 13,4
Mineral 0,74 0,8 0,86 0,79
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Han ve ark. (2007) tarafindan Cin’in dort farkli bolgesinden toplanan 120 manda siitii
orneklerinin mikroflorasinin ve kimyasal komposizyonun belirlenmesi icin yapilan
calismada; laktik asit bakterisi sayis1 4,62 log kob/g, kiif-maya sayis1 1,79 log kob/g, koliform
bakteri sayis1 2,42 log kob/g, E.coli 2,42 log kob/g bulunmus ve oOrneklerde Listeria ve
Salmonella tespit edilememistir.

Maniruzzaman ve ark. (2010) tarafindan yapilan ¢alismada manda ve inek siitlerinin
bakteriyal florasinin izolasyonu ve tanimlanmasinin yapildig1 belirtilmektedir. Calismada
kullanilan 6rneklerin 2009 yilinin haziran ve aralik aylarinda aliman 20 adet manda ve
inek siitlerinden olustugu ve orneklerden elde edilen toplam 40 bakteri izolatinin 10 (%25)
adet Lactobacillus spp., 10 (%25) adet Bacillus spp., 13 (%32,5), adet Staphylococcus spp., 5
(%12.5) adet E. coli olarak tanimlandigi 2 (%5)’inin ise tanimlanamadigi bildirilmistir.

Girler ve ark. (2013)’nin yaptiklar ¢galigmada Afyonkarahisar bolgesinden topladiklari
120 adet ¢ig manda siitii 6rneginin mikrobiyolojik kalitelerini incelemislerdir. Orneklerde
ortalama olarak toplam canli sayisini 6,36 log kob/g, koliform grubu bakteri sayisin1 2,95 log
kob/g, laktik asit bakterisi sayisin1 5,74 log kob/g, E. coli sayisin1 1,10 log kob/g, S. aureus
sayisini 2,46 log kob/g ve kiif-maya sayisin1 2,63 log kob/g olarak bulmuslardir.

2.1.2. Manda Peyniri

Manda siitii ile en ¢ok Klasik beyaz peynir tipi manda peyniri vee mozzarella peyniri
uiretilmektedir (Gtirler ve ark., 2013; Pisano ve ark., 2016).

Mozarella peyniri ‘pasta filata’ grubuna ait peynirler grubundadir. Giiniimiizde hala
organoleptik Ozelliklerinin korunabilmesi i¢in geleneksel yontemlerle iiretilmeye devam
etmektedir (Coppola, 1988; Pisano ve ark., 2016). Bu peynirde geleneksel olarak biitiin ¢ig
siit ve dogal peynir alt1 suyu kiiltiirleri starter olarak kullanmakta ve {iretim alani, ¢evresel
kosullar, geleneksel aletler ve tliretim siiregleri, kendine 6zgii tat 6zelliklerinin olusumunda
etkili olmaktadir. Manda siitiinden tiretilen mozzarella peynirinin kurumadde igerigi %55-60,
kurumaddede yag orani %45-55 olarak bildirilmistir (Pamuk ve Giirler, 2010). Esas olarak
eriyebilirlik, gerilebilirlik, serbest yag olusumu ve esmerlesme gibi benzersiz islevsel
Ozellikleri sebebiyle de yaygin olarak kullanilmaktadir. Tiiketim miktarinin biiylik miktar
pizza peyniri olarak degerlendirilse de taze sekilde tek basina tiiketimi de miimkiindiir.

Tiiketim miktar1 ise son 15 yilda 6nemli dl¢lide artis gdstermistir. Zira diinyanin her
yerinde yaygin olarak tiiketilen 'pizza' ve diger italyan spesiyallerinin iceriklerinden énemli

bir tanesini olusturmaktadir.



Morea ve ark. (1998)’nin yaptiklari ¢calisgmada manda peynirinde tiretimini takip eden
24 saat sonunda Laktik asit bakterisi sayimlarinin yapildigi ve 8,7 x 10? lob/g diizeyinde
mezofilik laktik asit bakterisi tespit edildigi, ancak termofilik laktik asit bakterisinin tespit
edilmedigi ifade edilmektedir.

Peynirlerin, yogurt ve mayalanmis siitlere gore daha yliksek pH ve tamponlama
kapasitesi, kat1 ve tutarli bir matris ve nispeten daha yiiksek yag icerigine sahip olmalar1
nedeniyle, yagsayan probiyotik mikroorganizmalar i¢in bir vektor olarak kullanilmasi izerinde
bir takim avantajlar1 vardir.

Cuffia ve ark. (2017) tarafindan yapilan galismada 107 kob/g'den yiiksek seviyelerde
probiyotik bakteri tastyan Italyan tipi ‘pasta filata’ peyniri yapmak igin; peynirin
asitlendirilmesi (pH 5.25) ve zamana (2,5,10 ve 20 dakika) ve germe sicakligina (58, 62,5 ve
68 ° C) ait teknolojik parametrelerin ayarlanmasinin hedeflendigi ifade edilmektedir.
Probiyotik peynir iiretimi i¢in Lactobacillus rhamnosus GG’un kullanildigi ve kontrol grubu
ile kiyaslandiginda probiyotik bakteri i¢eren peynirlerin kontrol grubuna gore duyusal agidan
da daha basarili bulundugu ifade edilmektedir.

Coppola ve ark. (1988) yaptiklari ¢alismada Italya’da bulunan 3 farkli mozarella peyniri
isletmesinden temin ettikleri peynir alti suyu icerisindeki Kkiiltiirlerin ¢esitliliklerini
aragtirmiglardir. Calismada baskin olarak laktik asit bakterileri, mayalar ve koliform grubu
bakterileri tespit etmiglerdir. Lactobacillus lactis en yaygin Lactobacillus Streptococcus lactis
ve Streptococcus thermophilus ise en yaygin Streptococcus'un tiirleri olarak belirlemiglerdir.
Ayrica 6rneklerden Candida, Kluyveromyces, Debaryomyces ve Brettanomyces cinslerine ait
mayalarin farkl tiirleri de izole etmislerdir. Bunun yani sira tiim orneklerde Enteropatojenik

Escherichia coli tespit edilmistir.

2.1.3. Manda Yogurdu

Yogurt Tirk Gida Kodeksinin Fermente Siit Uriinleri Tebligine gore
“Fermentasyonda spesifik olarak Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii s
ubsp. bulgaricus’ un simbiyotik kiiltiirlerinin kullanildigi fermente siit {riinii” olarak
tanimlanmistir (TGK, 2009). Uzun yillardir siitiin uzun siireli muhafazasi i¢in kullanilan bir
yontemdir. Igerigindeki besleyici maddelerin yani sira kolay sindirilebilir bir iiriindiir.

Manda siitii genel olarak mozarella peynirine islense de gliniimiizde manda yogurdu
olarak da degerlendirilmeye baslanmaktadir (Akgiin ve ark.,2016). Manda yogurdu ise
tiretiminde kullanilan manda siitiiniin sahip oldugu yiiksek yag, mineral madde ve protein

sebebi ile diger siitlerden yapilan yogurtlara kiyasla daha besleyicidir. Besleyici degerinin
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yanisira sahip oldugu aromatik 6zellikler ve kivami sebebiyle tiiketiciler tarafindan da tercih
edilmektedir (Ertas ve ark., 2013; Akgiin ve ark., 2016). Manda yogurdu ile ilgili litaratiirde
heniiz sinirhi sayida ¢alisma bulunmaktadir.

Duru ve Ozgiines (1981) inek siitiinden yapilmis yogurtlarin mikrobiyolojik kalitesini
incelemiglerdir. Ankara piyasindan temin ettikleri 20 yogurt orneginin %35’inde koliform
grubu bakteri %35’inde 10°°den fazla kiif ve maya belirlemislerdir.

Ertas ve ark. (2013) tarafindan Kayseri’de satisa sunulan manda yogurtlarinin
mikroflorasi arastirilmistir. 100 adet manda yogurdunu materyal olarak kullanmislardir. 18
yogurt orneginde 14,8 EMS/g koliform grubu bakteri, 9 6rnekte 1,85 EMS/g E. coli, 7 6rnekte
4,9 logio kob/g S. aureus tespit ettiklerini ifade etmislerdir. Ayrica 6rneklerin tamaminda
ortalama 5,21 logio kob/g maya, 5,16 logio kob/g kiif ve 6,58 logio kob/g oraninda laktik asit

bakterisi tespit etmislerdir.

2.2. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri mikrobiyoloji biliminin ilk yillarindan itibaren 6nemli bir
arastirma konusu olmustur. ilk olarak siitte pihtilasmaya ve fermentasyona sebep olan
bakteriler laktik asit bakterileri olarak adlandirilmislardir.

Laktik asit bakterileri (LAB) grubu 14 cins Gram-pozitif bakteriden olusur;
Carnobacterium, Enterococcus, Lactoccoccus, Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Sporolactobacillus,  Oenococcus, Pediococcus, Paralactobacillus,  Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella. Laktik asit bakterileri Gram (+), hig bir tiirii spor
olusturmayan, katalaz enzimi icermeyen, zorunlu fermantatif, immobil (hareketsiz),
sitokromsuz, asidi tolere edebilen, karbonhidrat fermantasyonu sirasinda son iiriin olarak
laktik asit olusturan ve oksijene toleransa sahip anaerobik bakterilerdir. Genel olarak glikoz
metabolizmasinin son irlinden yola c¢ikilarak iki ana gruba ayrilmaktadirlar. Glikoz
fermantasyonunun temel son iriin olarak laktik asit iireten homofermantatifler olarak
adlandirilirken, heksozlardan esit molar miktarlarda laktat, karbon dioksit ve etanol tireten
maddeler heterofermentatif olarak adlandirilmaktadir (Yildiz Dikbas, 2013; Kilig, 2014;
Patrick, 2012). Laktik asit bakterilerinin taksonomik olarak siniflandirilmasi Cizelge 2.2’de

yeralmaktadir.



Cizelge 2.2. Taksonomik Olarak Laktik Asit Bakterilerinin Siniflandirilmas1 (Stiles and

Holzapfel, 1997; Yildiz, 2011;)

Cins Sekil Katalaz Fermentasyon Sumf
Lactobacillus Cubuk  Negatif Homofermentatif Thermobacterium
Lactobacillus Cubuk  Negatif Heterofermentatif Betabacterium
Weissella

Lactobacillus Cubuk  Negatif Homofermentatif Streptobacterium
Carnobacterium

Streptococcus Kok Negatif Homofermantatif Streptococcus
Enterococcus

Lactococcus

Vagococcus

Leuconostoc Kok Negatif Heterofermantatif Betacoccus
Oenococcus

Weissella

Pediococcus Kok Negatif Homofermantatif Tetracoccus
Tetragenococcus

Laktik asit bakterileri (LAB) genel olarak mezofilik gelisme gosteren bakterilerdir.
Ancak 5°C’den 45°C’ye kadar oldukca genis bir sicaklik arahiginda da gelisebilmektedirler.
Hem asidik hemde bazik ortamlara direng gosterebilen tiirleri iginde barindirmaktadirlar.

Toprak, su, hayvan ve insan gastrointestinal sisteminin yani sira gida ve fermantasyon
tiriinleri gibi farkli habitatlarda bulunmaktadirlar (Hernandez ve ark., 2016). Ozellikle
insanlari uzun yillardir tiikkettikleri siit tirtinleri gibi fermente tUriinler de yiiksek miktarlarda
bulunmaktadirlar. Yogurt gibi fermente {iriinlerin 6zellikle tekstiir ve aroma o6zelliklerinin
olusmasinda biiyilk rol oynamaktadirlar. Peynir ve yogurt gibi fermente siit iirlinleri
tiretiminde su tutma kapasitesinin arttirilmas: igin laktik asit bakterilerinin hiicre
disina salgiladiklar pek ¢ok polisakkaritten faydalanilmaktadir (Yang ve ark., 2014).

LAB, endiistriyel ve geleneksel fermente gidalarin raf Omriinii, lezzeti ve aroma
olusumunu, dokusunu, besleyici degerini, saglik 6zelliklerini ve ticari degerini etkilemektedir.
Endiistriyel proseslerde en c¢ok kullanilan LAB cinsleri, Lactococcus, Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Oenocococcus ve Streptocococcus'dur. (Patrick, 2012).

Gecmiste yapilan calismalarin  biliylk ¢ogunlugu bu mikroorganizmalarin
tanimlanmalar1 {izerine gerceklestirilmistir. Bugiin ise varligi bilinen bu mikroorganizma
tiriinitin fermente gidalardaki rolii, probiyotik 6zelliklerinin varligi, insan sagligi lizerine
olusturduklar1 etkiler ve

yogunlagmaktadir (Khedid ve ark. 2009).

sagladiklar1 antimikrobiyal bilesenler iizerine ¢aligmalar



Sharma ve ark. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada ¢ig haldeki inek, keci, koyun, deve
ve manda siitleri Hindistan’in Madhya Paradesh bolgesinden temin edildigi ve analiz
sonucunda 13 tiirin potansiyel laktik asit {ireticisi oldugu; Gram boyama, katalaz aktivitesi,
seker fermentasyon, farkli sicakliklarda ve farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisim testleri
sonunda kegi siitiinde Streptococcus thermophilus, manda siitiinde Lactococcus lactis, deve
stitiinde Streptococcus gallolyticus, koyun siitiinde Lactobacillus delbrueckii, inek siitiinde
Streptococcus thermophilus tiirlerinin baskin tiir oldugu tespit edilmistir.

Shafakatullah ve ark. (2014) Hindistan’in Karnataka bolgesinden temin ettikleri manda
stitlerinden izole edilen LAB suslarini incelemislerdir. Yaptiklart ¢alismada tanimlama igin
Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology tanimlama sisteminin esas alindigi ve
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus ve Bifidobacterium longum varligini
bildirmislerdir.

Morea ve ark. (1998) tarafindan yapilan ¢aligmada Italya’nin Puglia bolgesinden temin
edilen geleneksel mozzarella peynirlerinin molekiiler karakterizasyonlarinin yapildigini ve
baskin olarak L. plantarum, L. fermentum, L. helveticus ve L. casei subsp. casei. ve ek olarak,
laktobasiller igin segici ortamda iki Weissella hellenica susunun izole edildigi ifade
edilmektedir.

Silva ve ark. (2015) tarafindan Brezilya’da manda siitiinden yapilan mozarella
peynirinden izole edilen laktik asit bakterilerinin ¢esitliligi lizerine yapilan caligmada,
ozellikle depolama siiresince LAB’nin ¢esitliliginin incelenmesi amaglanmistir. Ornekler
Brezilyamin glineydogu bdlgesinde bulunan 3 bagimsiz siit isletmesinden 4 °C’de
depolamanin 28. giiniinde alinmistir. Temel tanimlama igin Gram boyama, katalaz testi, sitrat
asimile etme kapasitesi ve glikozdan CO: firetimi testi ve tiir bazinda tanimlama igin
ise RAPD-PCR (rasgele ¢ogaltilan polimorfik DNA polimeraz zincir reaksiyonu), 16S rRNA
gen dizilemesi ve Vitek 2 sistemi ile degerlendirildigi ifade edilmektedir. Yapilan analizler
sonucunda S. thermophilus, E. faecium, E. durans, L. mesenteroides subsp. mesenteroides, L.
fermentum, L. casei, L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve L. helveticus. suslar1 baskin suslar

olarak tespit edilmistir.

2.3. Bagirsak Mikroflorasi ve Probiyotikler

Insanda gastrointestinal sistem gidalarin emilimini ve onlardan enerji saglanmasina
yardim eden birbirine bagl pek ¢ok organi iginde barindiran bir sistemdir ve yetigkin bir
bireyde 7 m’lik bir uzunluk ve yaklasik olarak 300 mz’lik bir alan1 olusturur (Costa ve

Miglioranza, 2012). Agizdan bagirsaga bu sistem igerinde pek ¢ok farkli mikroorganizma
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tipine rastlamak miimkiindiir. Bu sistemin bir parcasi olan bagirsak sistemi ise karmagik bir
ekosistemden olugmaktadir. Bunun bir 6rnegi olarak tek bir digkida 400’iin iizerinde farkli
bakteri tiirii tespit edilebilmektedir. Kalin bagirsakta bakteri popiilasyonu ¢ok yiiksektir ve
maksimum sayilar1 102 kob/g’a ulasmaktadir. Ince bagirsakta bakteriyel icerik yaklasik
olarak 10*108 cfu/g sayisinda ve kalin bagirsaga kiyasla daha diisiiktiir. S6z konusu bu
mikrofloranin ¢ogunlugunu ise anaerob bakteriler olusturmaktadir (Lourens-Hattingh ve
Viljoen, 2001).

Intestinal mikrofloranin gérevi temel olarak bagirsak sisteminin iist kisimlarinda
sindirilemeyen karbonhidratlarin fermentasyon yoluyla enerji kaynagna doniisiimlerinin
saglanmasidir (Giirsoy ve Kinik, 2005).

Insanlar dogumdan &nce steril olarak kabul edilir ve bebek anne rahminden ¢ikana dek
bagirsaklarinin da steril oldugu kabul edilmektedir. insan bagirsak mikroflorasindaki
dfarkliliklar ise bebegin dogum anindan baslamaktadir ve yasadigi siirenin tamami boyunca
degisiklikler gostermektedir. Dogum anindan itibaren olusan bu farkliliklar gebelik yasi,
dogum sekli, annenin beslenme aliskanliklari, bebegin beslenme sekli gibi pek ¢ok faktore
bagl olarak degisim gostermektedir. Ornegin anne siitii ile beslenen bebeklerde mama ile
beslenen bebeklere gore mikroflorada farkliliklar gozlenmektedir. Baslangigta sadece anne
stitii ile beslenen bebeklerde baskin olarak Bifidobacterium tiirleri gézlenirken, bebeklerin
diger gidalar ile tanigsmasi ile E.coli, Enterococcus, Bacteroides, Clostridium ve diger bazi
tiirlerin miktarlar artar. Ancak hala Bifidobacterium tiirleri baskin haldedir. Dogumdan sonra
bebekler anne siitii yerine mama ile beslendiklerinde ise Bacteroides, Clostridium ve E.coli
baskin halde bulunurken Bifidobacterium tiirleri yok denecek kadar az sayida varlik
gostermektedir. Bebeklerin anne siitlinii tamamen birakip diger gidalara gectikleri donemde
ise Lactobacillus, Bifidobacterium ve Bacteroides’in aymi sira E.coli, Enterococcus ve
Clostridium tiirleri baskin hale gelerek bebegin ikinci yasinin sonlarinda yetiskin bir bireye
benzer bir mide-bagirsak florasi olusmaktadir (Olivares ve ark. 2006; Ray ve Bhunia, 2016).

Yetiskin ve saglikli bireylerin bagirsak florasindaki probiyotik bakterilerin sayis1 zaman
icerisinde sabitlenmektedir. Ancak yas, cinsiyet, beslenme sekli, stres, tibbi tedavi,
antimikrobiyal bilesenler gibi pek ¢cok faktdre bagl olarak azalma ve mikroflorada bozulmalar
gostermektedir (Ceyhan ve Alig, 2012; Hemaiswarya ve ark., 2013).

Bozulan bu bagirsak mikroflorasinin onarilmasinda ve diger saglik sorunlarinin
giderilmesinde ve Onlenmesinde gilinlimiizde siklikla ~ fonksiyonel  gidalardan
yararlanilmaktadir (Giiven ve Giilmez, 2006). Fonksiyonel gida terimi ilk olarak 1980’lerin

sonunda Japonya’da ortaya ¢ikmistir. Bu kavram, saglik, beslenme arasindaki baglantiy1
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artirdig1 i¢in tiikketiciler arasinda da giin gegtik¢e popiiler hale gelmislerdir (Stanton ve ark.
2001). Temel besin 6gelerinin yani sira, metabolik ve fizyolojik saglik yararlarini arttiran
herhangi bir gida bileseni ya da gida olarak tanimlanmaktadir. Bu gidalar dogal olarak ya da
islevsellestirecek sekilde modifiye edilmis biyoaktif  bilesenler igeren
gidalardir.  Fonksiyonel gida gruplarinin ise biiyiilk bir boliimiinii probiyotik gidalar
olusturmaktadir. Dolayisiyla, bir konakta biyoaktif bilesiklerin iiretilmesi veya bagirsak
yolunun dengesi i¢in faydali etkileri tesvik edebilen probiyotik mikroorganizmalar genellikle
fonksiyonel gidalar ile iligkilidir (Giirsoy ve Kinik. 2005; Costa ve Miglioranza, 2012; Patrik,
2012).

FAO / WHO taniminda probiyotikler, tiiketimleri ile belirli sayiya ulastiklarinda
konake1 sagligi lizerinde ve bagirsak florasi lizerinde destekleyici ve gelistirici etkilere sahip
olan canlilar olarak tanimlanmistir (Lee ve ark. 2016; Uymaz 2010). Probiyotik gida ise,
uygun bir matriste ve yeterli konsantrasyonda yasayan probiyotik mikroorganizmalari i¢eren
islenmis bir {iriin olarak tanimlanabilmektedir (Cuffia ve ark. 2017).

Erken ¢aglarda Hipokrat gibi bazi bilim adamlarinin fermente siitli yalnizca bir gida
maddesi olarak degil ayrica bir ila¢ olarak mide ve bagirsak rahatsizliklarinin tedavisinde
kullandiklar belirtilmektedir (Lourens-Hattingh ve Viljoen 2001). Probiyotiklerden bilimsel
anlamda ilk olarak 1900’1i yillarin baginda iinlii Rus bilim adami E. Metchnikoff (1845-
1919) tarafindan siit {irlinleri tiiketimi ile bagirsak mikroflorasinda ki olumsuzluklarin
engellenerek tiiketicilerin yasam siirelerinin artirilabilecegi belirtilerek bahsedilmektedir
(Masood ve ark. 2011). Metchnikoff’un prensibinin temelinde; bagirsak igerinde toksin tireten
bakterilerin bagirsak yiizeyinden laktik asit bakterileri tarafindan uzaklastirilmasina
dayanmaktadir (Lourens-Hattingh ve Viljoen, 2001).

Gilinlimiizde probiyotikler o6zellikle gida endiistrisinde fonksiyonel gidalarin
olusturulmasinda, tip alaninda gastrointestinal sistem rahatsizliklarinn giderilmesinde siklikla
kullanilmaktadir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2012). Ozellikle tiiketicilerin giderek artan kalp ve
kolesterol gibi hastaliklara kars1 alternatif tedavi ve 6nlemlere artan ilgisi iiriin ¢esitliligini de
giderek arttirmaktadir. Ornegin Amerika’da tiiketicilerin % 70’1, tiikettikleri probiyotik
gidalarin hastalik riskini azaltarak uzun vadeli saglik sorunlarini 6nleme ve hastalifin
iyilestirilmesinde yardimci olabilecegine inanmaktadir (Stanton ve ark., 2001).

Laktik asit bakterilerinin probiyotik olarak kullanilabilirligi ge¢misten gliniimiize
probiyotik konusunun en 6nemli dalini olusturmaktadir. Gastrik yolla tasinabilirlikleri, asitlik
toleranslariin bulunmasi, saglik agisindan giivenli oluslar1 gibi etkileri sebebiyle probiyotik

olarak kullanilmalarinda ki 6nemli kriterlerdir. Gliniimiizde c¢aligmalar daha c¢ok uygun
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suslarin se¢imi, bu organizmalardan elde edilecek faydalar ve bu bakterilerin gastro-intestinal
sistemde ve tasiyict yiyeceklerde hayatta kalmasimin saglanmasi lizerinedir. Gegmiste ise
calisma konular1 daha ¢ok bagirsak enfeksiyonlariin tedavisinde siit iirtinlerinin kullanimai ile
kisitlt kalmistir (Lourens-Hattingh ve Viljoen 2001; Kiran ve Osmanagaoglu 2012).

Probiyotik mikroorganizmalarin ¢ogu insan sindirim sisteminde dogal olarak da
bulunan Laktobasiller, Enterekoklar ve Bifidobacterium gibi patojenite olusturmayan
mikroorganizmalardir (Giirsoy ve Kinik 2005). Probiyotik olarak kullanilan laktik asit
bakterilerinin fermente lriinlerde kullanilmasi ve saglik ile olumlu iliskilendirilmeleri ¢ok
uzun zaman Oncelerine dayanmaktadir. Yapilan pek ¢ok calisma da laktik asit bakterilerinin
alerji, kanser ve inflamatuar bagirsak hastaliklari gibi bagisiklik-kaynakli saglik
komplikasyonlarini iyilestirdigi bildirilmektedir (Gliven ve Giilmez, 2006).

Probiyotik olarak LAB'm saf veya karisik kiiltiir iiyeleri siklikla kullanilmaktadir.
Bununla birlikte, probiyotiklerin etki bigimi hala tam olarak anlasilamamistir; Bu nedenle,
laktik asit bakterilerinin probiyotik olarak kullanimlart i¢in dogru sekilde tanimlanarak
karakterize edilmeleri gereklidir (Hernandez ve ark., 2016). Mikroorganizmalarin probiyotik
ozelliklerinin belirlenmesinde ise giiniimiizde ayrintili pek ¢ok test bulunmasina karsin bu
testlerin ilk basamaklarimi asit ve safra suyuna direng antimikrobiyal etkinlik gibi in vitro
testler olusturmaktadir (Galleo ve ark., 2013). in vitro testleri cogu durumda in vivo testler
takip etmektedir ve LAB'den kaynaklanan bakteriyemi vakalart bildirildigi i¢in giivenlik
calismalarinin da yapilmasi zorunlulugu olugmaktadir. Yapilan baz1 ¢alismalarda
Lactobacillus casei 'nin ates, eklem iltihab1 gibi etkilerinin gézlendigi bildirilmektedir (Dicks
ve Botes, 2010).

Probiyotik olarak tespit edilen mikroorganizmalarin tek baslarina ve/ veya kombine
suslar halinde kullaniminin ileriki yaslarda ortaya ¢ikabilecek hastaliklarin 6nlenmesinde ve
gastrointestinal sistem {izerinde degisiklik yaparak saglik tizerine olumlu etkiler gosterdikleri
belirtilmektedir (Du Toit ve ark., 2017). Ozellikle sahip olduklar1 tedavi edici ve diyetetik
ozellikleri sebebiyle, pek ¢ok yogurt, ayran, eksi krema ve bebek {iriinleri gibi pek cok
fermente tirlinde kullanim1 giderek yaygin hale gelmektedir. Fermente bu {irlinler probiyotik
suslarin taginmasinda iyi birer vektordiirler ancak her gecen giin bu {iriin yelpazesi tiiketici
beklentileri de diisiiniilerek genisletilmektedir (Giiven ve Giilmez, 2006). 2011 yilinda yapilan
bir ¢alisma da probiyotik takviyelerinin satislarinda yaklasik olarak % 48 oraninda artis

oldugu ifade edilmektedir (Kiran ve Osmanoglu, 2012).
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2.4. Probiyotik Ozellikleri Belirlenen Bakteriler
Probiyotik olarak giiniimiizde baska bakteriler (Bacillus vb.) ve mayalar
(Saccharomyces boulardii) kullanilmakla birlikte bifidobakteriler ve laktik asit bakterileri en
yaygin kullamlan tiirlerdir. Ozellikle laktik asit bakterileri igerisinde ki pek ¢ok laktobasil
ticari olarak da probiyotik olarak tercih edilmektedir (Yildiz Dikbas, 2013). Bir bakterinin
probiyotik olarak kullanilmasi i¢in dogru sekilde tanimlanmasi ve karakterize edilmesi
gerekmektedir.
Probiyotiklerin etkinlikleri oncelikle suglara baglidir. Bu nedenle her aday probiyotik sus
giivenlik (uygun habitatlardan izole etme, dogru tanimlama ve antimikrobiyal duyarlilik),
fonksiyonel (bagirsak mukozasi yapismasi ve gastrointestinal ¢evreye karsi direng) ve faydali
(laktik asit tiretimi ve patojenlere karsi antagonizma) Ozelliklerini de igeren bir dizi
gereksinimi karsilamalidir (Hernandez ve ark. 2016).
Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalarin tagimas: gereken belirli 6zellikler
vardir. Bunlar;
e Taksonomik tanimlanmasi dogru olmalidir.
e Patojen ozellik gostermemelidirler ve patojenlere karsi antimikrobiyal maddeler
uretebilmelidirler.
e Mide asidine ve safra tuzuna kars1 diren¢ gostermelidir.
e Bagirsak hiicrelerine tutunabilmeli ve sindirim sisteminde kolonize
olabilmelidir.
e Konaket sagligin genel durumunu iyilestirmeli
e llave edildigi iiriiniin {iretim siirecinde ve depolama siirecince canliligimni
koruyabilmelidir.
e Toksik veya patojen olmamalidir.
e Genetik olarak kararli olmalidir (Parvez ve ark. 2006; Fontana ve ark., 2013).
Yeni bir tiirlin veya susun probiyotik olarak kullanilabilmesi i¢in faydali 6zellikleri
ispatlansa dahi, beslenmeye kitlesel olarak girebilmesi icin ilgili varsayilan riskler de
ongoriilmelidir. Probiyotik olarak siklikla kullanilan mikroorganizmalar Cizelge 2.3°de

yeralmaktadir.
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Cizelge 2.3. Probiyotik olarak kullanilan mikroorganizmalar (Tok, 2007; Demirok, 2014)

Laktik Asit Bakterileri Digerleri
Lactobacillus ~ Bifidobacterium Enterococcus Streptococcus .
Bacillus spp.
Spp. Spp. Spp. Spp.
L. acidophilus B. bifidum Ent.faecalis  S. cremoris Sacchar_omyces
cerevisiae
L. caseli B. adolescentis  Ent.faecium  S. salivarus Saccharom_){ces
boulardii
L.delbrueckii - .
- . S. Propionibacterium
subspp. B. animalis Ent. faecium . . .
. diacetylactis freudenreich
(bulgaricus)
i . i S. :
L. cellobiosus B. infantis intermedius Aspergillus oryzae
. S. . .
L. curvatus B. thermophilum . Bacteriodes capillus
thermophilus
L. fermentum B. longum Bacteriodes juis
L. lactis B. breve Bactgr_lodes
ruminicola
Bacteriodes
L. plantarum .
amylophilus
L. reuteri
L. brevis
L. gasseri
L. cellebiosus
L. salivarius
L. helveticus

2.5. Probiyotik Mikroorganizmalarin Ozellikleri

2.5.1. Asitlik ve Safra Tuzlarina Direng

Probiyotik bakterilerin sindirim sistemi icerinde midede canliliklarin1 devam
ettirebilmeleri gerekmektedir ve diisiik asitlige diren¢ probiyotik mikroorganizma se¢iminde
onemlidir. Bu sebeple probiyotik 6zelligi arastirilan mikroorganizmlarin se¢iminde pH’in
1,5’a kadar distiigii bilinen asidik mide ortaminda canli kalarak bagirsak sistemine
ulasabilmeleri gerekmektedir. (Sagdic ve ark. 2004) Bunun saglanabilmesi i¢in asit ortama
dayaniklilig1 kanitlanmis suslarin kullanimi, mide asitliginin alinan gidalar ile azaltilmasi ya

da koruyucu kapsiillenmis halde bulunan bakterilerin kullanilmas1 gerekmektedir (Ray ve
Bhunia, 2016).

2.5.2. Bagirsak Hiicrelerine Tutunma ve Kolonizasyon
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Insanlar diinyaya geldikleri ilk anda bagirsaklar1 6zgiin bir floraya sahiptir ve iceriginde
herhangi bir yabanci mikroorganizma igermez. Alinan ilk besin maddesi ile birlikte hizla
degisiklik gostererek yeniden sekillenmeye baslar. Bagirsak kolonizasyonundaki bu ilk asama
insanin bagisiklik sisteminin olusmasinda 6nemli bir etkiye sahiptir. Bireyin saglikli bir yagsam
stirdiirebilmesi i¢in dengeli ve saglikl bir gastrointestinal sisteme sahip olmasi1 gerekmektedir
(Canbulut ve Ozcan, 2007; Walker, 2008; Berti ve ark., 2017).

Gastrointestinal sistemde olusan bu kolonizasyonda farkli mikroorganizma gruplari bu
sistemin farkli noktalarinda agirlikli olarak kolonize olmaktadirlar. Ornegin midede agirlikli
yiiksek aside direng gosteren Lactobacillus ve Enterococcus’larin bazi tiirleri gibi aero-
anaerobik fakiiltatif mikroorganizmalar baskindirlar (Kilig, 2014).

Probiyotik 06zellik gosteren mikroorganizmalarin canlilarda beklenilen etkileri
gosterebilmesi i¢in bagirsaga ulastiginda peristaltik hareketler ile atilmamasi i¢in bagirsak
epiteliteline tutunabilme ve kolonize olabilme 6zelliklerini gosterebilmeleri gerekmektedir.
Laktik asit bakterileri ekzopolisakkaritler iireterek epitel hiicrelerine giiglii bir tutunma
gerceklestirir. Bagirsak mukozasina yapisan probiyotikler; hasarli bagirsak mukozasinin
tyilestirilmesinde, patojenlerin kolonizasyonlarinin engellenmesinde, immiin sistemin
giiclendirilmesi ve probiyotik etkinin daha uzun siireli korunmasi agisindan biiyiik 6nem

tagimaktadir (Mainville ve ark. 2005; Sagdic ve ark. 2004; Uymaz, 2010).

2.5.3. Antimikrobiyal Aktivite

LAB’ler antimikrobiyal etkiyi pH derecesinin diisliriilmesi ve antimikrobiyal
maddelerinin tiretilmesi ile saglamaktadir. Bu antimikrobiyal etkinin saglanmasinda LAB’nin
tirettikleri bakteriyosinler énemli rol oynamaktadirlar. Bakteriyosinler; ribozomal olarak
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen, dar spekturumlu bakterisidal aktivite gosteren,
birincil ya da modifiye ekstraseliiler aktif protein tabanli antagonistik maddelerdir (Widyastuti
ve ark., 2014; Dinger ve ark., 2009). Probiyotik mikroorganizmalarin yaygin olarak bilinen
gida kaynakli patojenlere karsi onleyici oldugu gosterilmistir (Hernandez ve ark., 2016;
Shokryazdan ve ark., 2014). Bu 6zelliklerini genel olarak bakteriyosin ve diger antimikrobiyal
maddelerin {iretimi ile patojenleri inhibe ederek saglayabilmektedirler.

Giliniimiizde ise, kimyasal gida koruyucularina alternatif olarak dogal bir koruyucu
olarak bakteriyosinler siklikla tercih edilmektedir. Ozellikle artan baz1 patojen bakterilerde
gelisen antibiyotige karsi direng, patojenlerin inhibe edilmesinde alternatif yollar1 zorunlu

kilmaktadir (Sagdig ve ark., 2004).
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Yildirrm ve Sarimehmetogu (2006) beyaz peynir yapiminda L. plantarum ve L.
acidophilus  suslarinin ~ kullanilmasinin ~ Listeria monocytogenes iizerine etkisini
aragtirmistardir.  Yaptiklar1 ¢alisma sirasinda ¢ig siitlere artan oranlarda Listeria
monocytogenes ilave ederek hem starter hem de probiyotik mikroorganizma ile iiretimleri
gerceklestirmislerdir. Peynirlerin 90 giinliik olgunlagma siirelerinin sonunda starter kiiltiir
iceren peynirlerde L. monocytogenes’in olgunlagsmanin son asamalarinda inhibe oldugu,
starter kiiltlire ilaveten probiyotik igceren peynirlerde ise daha erken inhibe oldugunu ifade
etmektedirler. Arastirmacilar sonug olarak probiyotiklerin L. monocytogenes agisindan ekstra
bir giivenlik saglayabilecegini ifade etmislerdir.

Osuntoki ve ark. (2008) tarafindan yapilan fermente siit iiriinlerinden izole edilen
Lactobacillus spp. suslarinin, enterotoksigenik E.coli iizerine 4.2 mm, Salmonella
Typhimurium tizerinde 4.3 mm ve Listeria monocytogenes iizerinde 5.0 mm zon olusturarak,
zayif da olsa bazi klinik olarak 6nemli patojenlere kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi ifade
edilmektedir.

Chowdhury ve ark. (2013) tarafindan Banglades’de evde liretimi yapilan 8 farkli manda
yogurdundan izole edilen laktik asit bakterilerinin probiyotik ve antibakteriyel 6zellikleri
arastiritlmistir. Calismada; kullanilan tiim patojenler lizerinde izolatlarin inhibisyon zonu
olusturdugu ve bu zonlardan en biiyiigiiniin 53.20 mm ile Bacillus cereus’ a karsi, en
kiictigiiniin ise Staphylococcus aureus’a kars1 19 mm ile oldugu ifade edilmistir.

Sudagidan ve Aydmn (2013) yaptiklar1 caligmada biyokoruyucu olarak kullanilanve
laktik asit bakterilerinden elde edilen lizozim ve nisinin, farkli 14 gidadan izole edilen ve
gidalarda geliserek gida zehirlenmelerine neden olabilen Staphylococcus aureus’un
gelisiminin engellenmesi lizerine etkilerini aragtirdiklarini ifade etmektedirler.

Barua ve ark. (2014) tarafindan Bangladesh'in Chittagong bolgesinden toplanan on (10)
adet manda c¢ig siit 6rneginden elde edilen laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivite
Ozelliklerini incelenmistir. Calisma sonunda Lactobacillus brevis’in Staphylococcus aureus
ve Pseudomonas aeruginosa'ya karsi, Lactobacillus fermentum susunun ise Shigella

dysenteriae ve Bacillus subtilis'e kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.

2.5.4. Safra Tuzu Toleransi

Safra, karaciger tarafindan salgilanan igerisinde kolesterol, safra tuzlari, renk pigmenti
ve yag asitleri iceren bir sividan olugsmaktadir. Safra tuzlar yaglar pargalayarak lipaz
enziminin etkinlik alanini artirarak sindirilmelerine kolaylik saglamaktadir (Goger ve ark.,

2016)
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Safra, ince bagirsak igerinde bakterinin hayatta kalmasinda dnemli bir rol oynar. Bir
gidanin absorbe edilebilmesi i¢in ince bagirsakta 4 ila 11 saatlik bir siire gerekmektedir. Her
bir sus farkli safra konsantrasyonlara karsi1 dayaniklilik gosterebilmektedir. Saglikli bir
bireyde bulunan maksimum konsantrasyon yaklasik olarak % 0,3’dur. Bu nedenle, probiyotik
bakterilerin insan tiiketimi igin se¢ilmesinden 6nce %0,3 safra konsantrasyonuna dayanikli
olmas1 gerekir (Chowdhury ve ark. 2013).

Mainville ve ark. (2005) tarafindan yapilan calismada insan gastrointestinal sistemi
igerisinde probiyotik mikroorganizmalarin canliliklari {izerine etkileri arastirilmistir. Calisma
sonunda izole edilen suslar % 0,3 safra tuzuna kars1 dayanimlar1 agisindan karsilastirildiginda
iki susun (L. kefirgranum ve Bifidobacterium inflantis) safra tuzuna kas1 duyarl oldugu, diger
bes susun (L. acidophilus, L. johnsonii, L. rhamnosus, L. kefir ve L. mesenteroides) ise %0,3

safra tuzu varliginda canliliklarin1 devam ettirebildikleri tespit edilmistir.

2.6. Probiyotiklerin Etki Mekanizmalar:
Probiyotiklerin etki mekanizmalari ile ilgili temel 4 agiklama mevcuttur. Bunlar;

e Antimikrobiyal madde tliretimi ile saglanan antagonistik etki (Lii ve ark., 2014),

e Patojenler ile besin kaynaklar1 ve bagirsak ylizeyine tutunma agisindan yaris
(Kiran ve Osmanagaoglu, 2012; Hemaiswarya ve ark., 2013),

e Konagin immiin sisteminin uyarilmasi; (gastrointestinal mukozayla yerlesen
kolonize haldeki bakterilerin altta bulunan epitel ve mukozal lenfoid elemanlari
ile etkilesim kurabildigi ve bu etkilesimin bagirsaktaki konaga ait savunmalari
uyardigi bilinmektedir) (Walker, 2008).

e Bakteriyel toksinlerin iiretimi ile inhibisyonun saglanmasidir (Walker, 2008;

Kiran ve Osmanaagaoglu, 2012).

2.7. Probiyotiklerin Saghk Uzerine Etkileri

Insan saglhigi, kalitim, ¢evre kosullar1 ve beslenme gibi temel etkilerin yani sira yanlis
beslenme sebebi ile viicut direncinin diigmesine de bagli olarak degisiklik gostermektedir.
Viicut direncinin arttirtlmasinda ve korunmasinda, yeterli ve dengeli beslenme 6zellikle biiyiik
onem tagimaktadir (Canbulat ve Ozcan, 2007).

Insan sagligmin énemli bir pargasin1 bagirsak sistemi olusturmaktadir. Bagirsaklar pek
cok fiziksel ve endokrinolojik aktivitenin gerceklestirildigi bir bolgedir. Bu sebeple bagirsak

sisteminin dengesinin korunmasi gerekmektedir. Bu amagla siklikla probiyotiklerden
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faydalanilmaktadir. Probiyotiklerin normal bagirsak florasinin korunmasinda bu denli etkili
olmasi; bagirsak patojenlerinin ortadan kaldirilmasi, yabanci patojenlere karsi intestinal
bariyerin olusturulmasi, patojenlere karsi spesifik olmayan immiin sistemin uyarilmasina
dayanmaktadir (Masood ve ark., 2011). Bagirsak bariyer biitiinliigiinlin bozulmasi ile
patojenlerin olusturduklari hastaliklarin goriilmesi, obezite ve diyabet, nekrotizan enterokolit,
rahatsiz bagirsak sendromu ve inflamatuar bagirsak hastaligi gibi cesitli gastrointestinal
hastaliklar ¢itkmaktadir (Bron ve ark., 2017).

Ozellikle giiniimiizde antibiyotik direncinin halk sagligi acisindan bir kaygi haline
geldigini gdz Oniine alarak, antibiyotik kullanimimi sinirlayacak bir strateji olarak
probiyotiklerin kullanilmasi1 da Onemli bir arastirma konusudur (Patel ve ark., 2012;

Hernandez ve ark., 2016).

2.7.1. Laktoz intoleransinda Kullanimlar

Laktoz, yalnizca siitte bulunan ve galaktoz ve glukoz molekiillerinin 3(1—4) glikozidik
bagi ile baglanmasi sonucu olusan indirgen bir disakkarittir ve kolayca metabolize
edilememektedir. Laktozun sindirilebilmesi icin aktif olarak absorbe edilebilen galaktoz ve
glukoza hidrolize olmas1 gerekmektedir. Laktoz [- D-galaktosidaz tarafindan
monosakkaritlere parcalandigi i¢in, bu enzimin eksikliginde laktoz parcalanamaz (Marteau ve
ark., 2002; Giirsoy ve Kinik, 2006).

Laktoz intoleransi ise, laktozun bagirsakta laktaz (f- galaktosidaz) enziminin yetersiz
olusu sebebiyle bilesenlerine parcalanamamasi ile ortaya ¢ikan ve gaz, siskinlik, karin agrilari
ile bazi durumlarda kusma kendisini gosteren bir gida intoleransidir. Belirtileri laktoz
tiiketimini takiben 30 dakika ile 2 saat arasinda kendisini géstermektedir (Lomer ve ark., 2008;
Masood ve ark., 2011).

Laktoz intoleransinin ii¢ farkl klinik formu bulunmaktadir. ilki bebeklerin siitten kesimi
sonrasinda ortaya c¢ikan primer laktoz intoleransi, ikincisi ishale bagli sekonder laktoz
intoleransi, liclinclisii Inflamatuar barsak hastaligi ve HIV enfeksiyonuna bagl ve genetik
kokenli konjenital laktoz intoleransidir (Masood ve ark., 2011).

Diinya niifusunun yaklagik %70°lik orami1 laktoz intoleransindan etkilenmektedir.
Ozelikle yetiskinlerde, akut veya kronik enterit veya bagirsak rezeksiyonu olan kisilerde sik
goriilen bir durumdur. Asya ve Afrika iilkelerinde genelinde goriilme siklig1 yiiksek iken
Avrupa igerisindeki dagilimu iilkelere gore biiyiik farkliliklar gostermektedir (Marteau ve ark.
2002; Giirsoy ve Kinik, 2005).
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Lactobacillus tiirleri uygun kosullarda ince bagirsakta kolonize olarak gerekli olan
laktoz enziminin saglanmasini saglarlar. Ancak Lactobacillus tiirlerinin konaga uygun
secilmesi, bagirsakta kolonize olabilen tiirlerin tercih edilmesi ve uygun sayida canli
mikroorganizma igeren preparatlarin kullanilmasi bu etkinin gdzlenebilmesi i¢in belirleyicidir
(Ray ve Bhunia, 2016).

Klinik ¢aligmalarda, siit yerine fermente siit iirlinlerinin tiiketilmesi kisa bagirsak
sendromu olan kisilerde, diyaresi olan ¢ocuklarda sindirimin kolaylagsmasina ve bagirsak
rahatsizliklarinin giderilmesinde etkili oldugunun tespit edildigi bildirilmektedir. Laktoz
intoleransinin onlenmesi probiyotiklerin gosterdigi tespit edilen ilk olumlu saglik etkisidir

(Marteau ve ark. 2002; Zhao ve ark., 2007; Lomer ve ark., 2008).

2.7.2. Diyare’de Kullanimlari

Bagirsakta emilimin azalmasi veya bagirsak salgilamasinin artmasi ve peristaltik
hareketin artmasi ile ishal ortaya ¢ikmaktadir. Giinde 3 kerenin iizerinde gerg¢eklesen sivi
digkilamalar ishal olarak degerlendirilir. Hastaligin baslica sebepleri arasinda Escherichia
coli, Salmonella, Shigella, Clostridium difficile ve bazi rotaviriisler sayilmaktadir (Uymaz
2010; Lee ve ark., 2016).

Ishal, hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde sik goriilen bir sorundur. Fakat
gelismekte olan lilkelerde yasam tarzinin yeterince iyi olamamast ve hijyen kosullarinin kotii
olmasi nedeniyle ishal daha yaygmn goriilmektedir. Ishal riski kii¢iik ¢ocuklar, yashlar,
bagirsak enfeksiyonu olan kisiler ve HIV tasiyicilarinda yiiksektir (Masood ve ark., 2011).
Diinya genelinde %380’ini siit cocuklarinin olusturdugu yaklasik 5 milyon insan diyare
sebebiyle hayatin1 kaybetmektedir. Ulkemiz ise ishal sebebiyle olusan dliimler siralamasinda
ikinci sirada yer almaktadir (Canbulat ve Ozcan, 2007). Amerika Birlesik Devletleri'nde ise
her yil tahminlere gore 21 ila 37 milyon ¢ocukta diyare hastalig1 ataklar1 meydana geldigi
bildirilmektedir (Reid ve ark., 2003).

Ozellikle gegmis yillarda pek ¢ok insanin &liimiine neden olan diyare tedavisine ilgi
arttigi ve alternatif ¢oziim olarak probiyotiklerin kullanilmasma olan ilginin de ayni
sekilde arttig1 belirtilmektedir. (Giirsoy ve Kinik, 2005; Bari ve Islam, 2017).

Akut diyare ise 6zellikle 151n tedavisi géren kanser hastalarinda ve enteral tiiple beslenen
hastalarda goriilen baslica sorundur. Bu tip hastalarin tedavisinde Lactocacillus plantarum,
L.acidophilus suslarin1 igeren probiyotik bir preparat olan VSL3’iin kanser sebebiyle

ameliyat olan ve sonrasinda 1s1n tedavisi gérmiis 190 hastadaki arastirmada, probiyotik {iriiniin
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plasebo grubuna gore akut diyarenin siddetini 6nemli dlglide azalttig1 saptanmistir (Delia ve
ark., 2002).

Grenov ve ark. (2017) tarafindan akut diyare rahatsizligr olan 400 ¢ocugun ayakta
tedavisi sirasinda probiyotiklerin diyare {izerindeki etkisini degerlendirmislerdir. 8-12 hafta
boyunca hastalara giinde 1 doz seklinde probiyotik karisim vermislerdir. Tedavi siiresinin

sonunda hastalarin %26’sinda iyilesme meydana geldigini ifade etmektedirler.

2.7.3. Sindirim Zorluklarimin Giderilmesinde Kullamimlari

Yapilan caligmalar bagirsak igerisindeki kolonize olmus probiyotik mikroorganizmalar
salgiladilari enzimler ile bazi besin 6gelerinin pargalanmasini ve vitamin (B-12), mineral gibi
maddelerin absorbsiyonunun engellenmesi ya da kolaylastirilmasini saglayarak sindirime
yardimet olduklarini géstermektedir (Hemaiswarya ve ark., 2013; Kilig, 2014; De Angelis ve
ark., 2014; Thakur ve ark., 2016; Li ve ark., 2017).

2.7.4. Ulseratif Kolitler’de Kullanimlar

Ulseratif kolit, agik yaralar halinde seyreden akut bir inflamatuar bagirsak hastalig:
olarak tanimlanmaktadir. Ulseratif kolitlerin olusumundaki ana sebeplerden birinin ise
genetik olarak yatkin bireylerde endojen bakterilere asir1 miktarda bagisiklik tepkisi oldugu
diistiniilmektedir (Plaza-Diaz ve ark.,2017).

Hod ve ark. (2017) tarafindan yapilan calismada 172 inflamatuar bagirsak hastaligi
bulunan hasta iizerinde 8 haftalik bir tedavi siirecinde hastalar1 giinde iki kez probiyotik iceren
kapsiiller ile beslemislerdir. Hastalarin tedavi siirelerinin sonunda hastalik semptomlarinda
onemli Olctlide iyilesme gozlemlemislerdir. Benzer sekilde O’Mahony ve ark. (2005)’nin 77
inflamatuar bagirsak hastasi iizerinde yaptiklar1 ¢aliymada 8 hafta boyunca hastalar
probiyotik igeren besin ile beslemislerdir. Tedavi siirecinin sonunda hastalardaki belirtilerin

onemli dl¢iide azaldigini tespit etmisglerdir.

2.7.5. Chorn Hastahg

Crohn hastalig1, gastrointestinal kanalin herhangi bir yerinde olusan kronik bir iltihaptir.
Hastalik kendisini 6zellikle karnin alt boliimiinde bir agr1, acil ve sik digkilama ihtiyaci, kilo
kaybt ve aniiste yaralar seklinde gosterir. Temel olarak tedavi konagin bagirsak
mukozasindaki ithihabi baski altina alan ilaglar ile saglanir. Yapilan tedavi yontemleri tam
olarak hastaligin tedavisini saglamaz. Giiniimiizde ise intestinal mikrofloranin diizenlenmesi

alternatif bir tedavi olarak goriilmektedir (Uymaz. 2010).
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Saccharomyces boulardii'nin Crohn hastaliginin remisyon siiresini uzattigi ve niiks
oranlarini azalttig1 bulunmustur.

Prantera ve ark. (2002) 45 Chorn hastasi iizerinde yaptiklari ¢alismada, hastalarin
tedavisinde kullandiklar1 Lactobacillus GG susunun tekrarlanan lezyonlarin siddetinin

azaltilmasinda etkili oldugunu tespit etmislerdir.

2.7.6. Helicobacter pylori Enfeksiyonunda Kullanim

Helicobacter pylori, tip B gastrit ve peptik tilserlerden sorumlu bir gram negatif bakteri
patojendir ve gastrik kanser i¢in bir risk faktorii olabilecegi diisiiniilmektedir (Aiba ve ark.
1998; Reid ve ark. 2003).

Helicobacter pylori ozellikle son yillarda kronik gastrit ve mide tlserinin 6nemli
etkilerinden biri olarak kabul edilmektedir. Aiba ve ark. (1998), Sakamoto ve ark. (2001) ve
Myllyluoma ve ark. (2007) tarafindan yapilan calismalarda LAB’nin gastirik iilser tedavisinde
faydali etkilerinin bulundugunu bildirilmistir. Arastirmacilar, bu etkinin LAB’nin H.pylori
tizerine inhibe edici etkilerinden kaynakli oldugunu bildirmislerdir.

Canducci ve ark. (2000) tarafindan yapilan ¢calismalarda Helicobacter pylori pozitif olan
55 hasta tizerinde standart tedavi ile birlikte verilen, L. acidophilus igeren yogurdun etkileri
arastirilmustir. Ure nefes testi sonuglarina gére probiyotik alan hastalarin %88 inde hastalikta

onemli bir gerileme tespit edilmistir.

2.7.7. Rahatsiz Bagirsak Sendromunda Kullanim

Rahatsi1z bagirsak sendromu, tekrar eden karin agrisi / rahatsizligr ve digki tutarlilig
veya sikliginda degisiklik ile karakterize edilen bir rahatsizliktir. Kendi igerisinde kabizlik
agirlikly, ishal agirlikli ve karisik tipte olmak iizere ii¢ gruba ayrilmaktadir. Diinya tizerinde
%20 gibi yiiksek bir goriilme sikligina sahiptir (Bron ve ark., 2017).

Sendromun tedavisinde farmakolojik tanilarin eksikligi ve semptomlarin gesitliligi
sebebiyle uygun tedavinin bulunmasi ¢ok zordur. Bu amagcla Drisko ve ark. (2006) rahatsiz
bagirsak sendromu tagiyan 24-81 yas araliginda 20 hastada gergeklestirdikleri calismada,
rahatsizligin giderilmesinde probiyotik icerikli bir diyeti hastalara 1 yillik siire ile
uygulamislardir. Tedavi sliresince yapilan degerlendirmelerde hastalarin digkilama sikligi ve

agrilarinda 6nemli derecede iyilesme gozlemislerdir.

2.7.8. Kanser Tedavisinde Kullanimi
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Genel olarak kanser, hiicre biiylimesini ve boliinmesini kontrol eden anormal genlerin
mutasyonu veya aktivasyonu sonucu ortaya g¢ikar. Bu anormal olarak boéliinen hiicrelerin
tamaminin sonu kanser ile sonuglanmaz. Bagisiklik sistemi bu anormal hiicreleri tanimakta
ve yok etmektedir. Viicutta bu anormal hiicreler pek ¢ok farkli sebep ile olusabilmektedirler
ve bu hiicrelerin olusumuna sebep olacak etkilere maruz kalmanin azaltilmasi kanser riskinin
de azaltilmasinda etkili olmaktadir.

Kansere sebep olan etmenlerden biri olan kimyasallar bagirsak ortamindaki
mikroorganizmalar tarafindan da iiretilebilmektedir. Probiyotiklerin ise bu kimyasallara
maruz kalmay1 azaltabilecegi diistiniilmektedir. Probiyotiklerin bu etkileri; yutulan
kanserojenlerin detoksifikasyonu, bagirsak ortamindaki mikrobiyotay1 degistirmek ve orada
bulunan zararli mikroorganizmalarin metabolik faaliyetlerini azaltarak kanserojen bilesik
iiretiminin azaltilmasi, programlanmis hiicre 6limi sirasinda 6liim yetenegini arttiran
metabolik iirlinler tiretmek, tiimor hiicrelerinin biiylimesini engelleyen bilesiklerin iiretilmesi
ve kanser hiicreleri ile savasmasi i¢in immiin sistemin uyarilmasidir (Parvez ve ark., 2006).

Olivares ve ark. (2006) tarafindan yapilan g¢alismada Lactobacillus gasseri ve
Lactobacillus coryniformis suslarinin oral yoldan saglikli bireylere verilmesi ile bireylerdeki
kanserojenler, mutajenler ve timdr olusumunu hizlandirict maddeleri seyrelttigi ve kolon

kanseri riskini diisiirdiigii gozlemlemisterdir.

2.7.9. Kolesterol Diisiirme Kalp ve Damar Hastahklarinin Engellenmesinde
Kullanim

Kolesterol, insan viicudunda bir¢ok islev i¢in gereklidir. Belirli hormonlara ve
vitaminlere onciililk eder ayn1 zamanda hiicre zarlarinin ve sinir hiicrelerinin bir bileseni
olarak gorev yapar. Bununla birlikte, toplam kolestrol veya diger kan lipidlerinin yiikselmesi,
gelismekte olan koroner kalp hastaliklar1 ve diger pek ¢ok hastaligin ve dliimlerin baglica
etmeni olarak diisiiniilmektedir (Parvez ve ark., 2006). Ozellikle kalp ve damar hastaliklarinin
Oonlenmesi bakimindan serum kolesterol seviyelerinin diisiiriilmesi, biiylik onem tasimaktadir.

Gilinltimiizde 6zellikle beslenme ile alinan 6nlemler ve farmasdtik maddeler kolesterol
seviyesinin diizenlenmesinde yetersiz kalmaktadir. Bu sebeple probiyotiklerin saglik etkileri
{izerine yapilan ¢alismalardan biri de kolesteroliin probiyotik iiriinler ile diisiiriilmesidir. Insan
gastrointestinal sistemindeki probiyotiklerin, bagirsak yolundan kolestrol emilimini ve safra
tuzu dekonjligasyonunu azaltarak serum kolestrol diizeyini diisiirme kabiliyetine sahip oldugu
diisiiniilmiistiir. Insan gastrointestinal sistemindeki probiyotiklerin, bagirsak yolundan

kolestrol emilimini ve safra tuzu dekonjiigasyonunu azaltarak serum kolestrol diizeyini
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diisiirme kabiliyetine sahip oldugu diisiiniilmektedir. (Alp ve Ertiirkmen, 2017). Yapilan bazi
caligmalarda Streptococcus thermophilus ve L. acidophilus’un kolesterol distiriicti etki
gosterdikleri gézlenmektedir (Marteau ve ark., 2002).

Kolesteroliin diisiiriilmesinde LAB’nin rolii tizerine farkli teoriler mevcuttur. Bunlardan
ilki LAB’nin trettikleri laktik asit ile olusan pH diisiisli sebebi ile kolesterol safra tuzlar ile
birlikte ¢oker. Bir diger teori ise LAB’nin safra asidini, konjuge safra asitlerine kiyasla
bagirsak yolundan daha hizli atilan serbest asitlere ayristirmasidir. Serbest safra tuzlari
vicuttan atildik¢a, yeni safra asitlerinin kolesterolden sentezi viicudun toplam kolesterol
konsantrasyonunu  diistirebilir ~ (Lourens-Hattingh ve Viljoen, 2001). Bu safra
dekonjugasyonundan sorumlu enzim ise safra tuzu hidrolaz enzimidir (BSH). Enzim aktivitesi
ile olusan dekonjuge safra tuzlarinin yeniden absorbe olmasi daha diisiikk seviyelerde
gerceklesmektedir. Bununla birlikte ¢oziiniirliigii daha diisiik olan dekonjuge safra tuzlari
sindirim sistemine alinan yaglarin emilimini ve ¢oziindiiriilmesinde azalmaya neden
olmaktadir. Bu sayede viicutttan atilan safra asitlerinin tekrar sentezlenebilmesi i¢in gereken
kolesterol ve viicuda alinan kolesteroliin ¢oziiniirliiglinlin diisiiriilerek emiliminin azalmasi ile

kandaki seviyesi diisiiriilmiis olmaktadir (Akman, 2009).

2.7.10. Alerjilerin Onlenmesinde Kullanim

Giinlimiizde alerjik rahatsizliklar (atopik dermatit, astim, alerjik rinit, alerjik eozinofilik
gastroenterit ve saman nezlesi) gecmise oranla Ozellikle sanayilesmenin c¢ok oldugu
toplumlarda artmaktadir. Bu durumun sebepleri olarak giiniimiizde yalnizca genetik etmenler
sayllmamaktadir. Kii¢iik yaslardan itibaren bireyin mikroorganizmalarla daha az karsilagmasi,
gecmise oranla daha steril besinlerin tiikketilmesi, etkin hijyenik uygulamalar gibi sebeplerle
alerjik rahatsizliklarin arttig1 diisiiniilmektedir (Canbulat ve Ozcan, 2007).

Her ne kadar probiyotiklerin alerji mekanizmasimin dnlenmesi konusunda nasil bir etki
gosterdigi acikliga kavusturulamasa da mukozal bariyer fonksiyonunu ve mikrobik
stimiilasyon bagisiklik sistemini iyilestirerek yararli bir etki gosterdikleri diisiiniilmektedir
(Parvez ve ark. 2006).

Probiyotik bakterilerin, atopik egzama ve gida alerjisine sahip hastalarda asir1 duyarlilik
reaksiyonlariyla iligkili inflamasyonun/yanginin azaltilmasi ve diizenlenmesinde énemli rol
oynadig1 belirtilmektedir. Hayvan modelleri {izerinde yapilan ¢alismalarda, probiyotiklerin
makromolekiillerin pargalanmasini arttirarak antijenlerin mukozal bozunmasini giiclendirdigi

belirtilmektedir (Parvez ve ark., 2006; VVan Overtvelt ve ark., 2010).
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2.7.11. Bagisiklik Sistemi Uzerine Etkileri

Insan viicudunda bulunan mikroorganizmalar ile bagisiklik sistemi arasinda oldukga siki
bir iliski oldugu bilinmektedir. Bu mikroorganizmalarin bir boliimii konak¢1 i¢in faydali
etkiler olustururken bir boliimii hastalik yapici etkilere sebep olmaktadir. Yerlesik
mikrobiyal flora yardimi ile memeli bagisiklik sistemi ve homeostazin korumasinda énemli
rol oynamaktadir (Hooper ve ark., 2012).

In vitro sistemlerde, hayvan modellerinde ve insanlarda yapilan c¢alismalar,
probiyotiklerin hem spesifik hem de spesifik olmayan immun yanitlar1 gelistirebilecegini
gostermektedir. Bu etkilerin genellikle, sitokin seviyelerinin arttirilmasi, makrofajlarin aktive
edilmesi, dogal dldiiriicti hiicre aktivitesinin arttiritlmasi veya immiinoglobiilin seviyelerinin
arttirilmasi yoluyla saglandigi ifade edilmektedir (Parvez ve ark., 2006).

Lin ve arkadaslar1 (2009)’nin yaptiklar1 bir calismada 5 yas alt1 1062 ¢ocuga pediatrik
bulasict hastaliklarinin 6nlenmesinde probiyotik suslarin roliiniin arastirildig: bildirilmektedir.
Calisma sonucunda L. casei rhamnosus'un bakteriyel, viral ve solunum yolu enfeksiyonlarini
kontrol edebildigi ve ¢oklu tiirde bir probiyotik iceren kiiltlirlerin gastrointestinal hastaliklar
onemli ol¢iide azalttig1 ifade edilmektedir. Ayrica L. ramnosus'un uzun siireli tiikketimi ile T-
cell-1(bagisiklik hiicreleri) sayisinin arttig1 ve bakteriyel enfeksiyon oraninin da azaldigi ifade
edilmektedir.

Payne ve ark. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada Lb. plantarum 299 susu igeren
triinlerin tiiketimi ve bu bakterilerin bagirsak bolgesine kolonize olmasi {izerine
yapilan caligmada, kronik diyare, agiz iilseri ve kilo almada zorluk gibi olumsuz saglik
ozellikleri gosteren gocuklarda, 1 ay siireyle diizenli olarak Lb. plantarum 299 ile beslenmeyi

takip eden giinlerde 6nemli iyilegsmeler gézlendigi bildirilmektedir.
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BOLUM 3
MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Manda yogurt ve peynir 6rnekleri Kocaeli, Bursa, Balikesir, Corum, Manisa, Samsun,
Canakkale, Istanbul, Antalya, Afyon ve Kirklareli illerinden temin edilmistir. 13 manda beyaz
peyniri, 7 mozarella peyniri ve 3 yogurt 6rnegi olmak tizere toplammda 23 6rnek materyal

olarak kullanilmigtir ve analize kadar 4°C’de muhafaza edilmistir.

3.2.1. Orneklerdeki Toplam Laktik Asit Bakterilerinin Sayimi ve izolasyon

Laktik Asit Bakterilerinin sayimi1 ve izolasyonu i¢in her 6rnekten 10 g tartilarak 90 ml
%2’lik Sodyum sitrat (Merck, Almanya) ¢dzeltisine aktarilmis ve homojen karisimin elde
edilebilmesi i¢in stomacher cihazinda 90 saniye siire karistirilmasi saglanmistir (Morea ve
ark., 1998). Bu sekilde elde edilen 10"’lik diliisyondan Maximum Recovery Diluent (Merck,
Almanya) ¢ozeltisi kullanilarak desimal diliisyonlar hazirlanmistir. Elde edilen uygun
dilisyonlardan MRS Agar (Merck, Almanya)’a ¢ift kat dokme plak yontemi ile ve M-17
Agar’a dokme plak yontemi ile ekim yapilmistir. MRS petrileri 30°C’de 72 saat, M-17 petrileri
ise 37°C°de 48 saat inkiibasyona birakilmistir (Morea ve ark. 1998).

Inkiibasyonlarmin sonunda petrilerde 30-300 arasinda anlamli sayim almabilen her petri
plagindan koloni sayisinin karekokii kadar sayida rastgele koloniler stoklanmak {izere

secilmistir (Karabiyikli ve Karapinar, 2008).

3.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmasi

3.2.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Tanimlanmas1 Amach Yapilan Mikrobiyolojik
Analizler

MRS Agar petrilerinden elde edilen izolatlar MRS Broth (Merck, Almanya) sivi
besiyerinde 30 °C’de 24 saat, M-17 Agar petrilerinden elde edilen izolatlar M-17 Broth
(Merck, Almanya) sivi besiyerinde 37 °C’de 24 saat gelistirilmistir. 24 saatlik bu kiiltiirlere
Gram boyama, katalaz ve oksidasyon-fermentasyon testi uygulanmistir. Gram pozitif ve

katalaz negatif sonug veren izolatlara oksidasyon-fermentasyon testi uygulanmistir.

3.2.2.1.1. Gram Boyama
MRS Broth ve M-17 Broth’larda 24 saatlik hazirlanan kiltirlerden bir 6ze dolusu

alinarak temiz bir lam tizerine aktarilmigtir. Fiksasyon islemi ile lama tutundurulan bakteriler,
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oncelikle 1-2 dakika kristal viyole ile boyanmistir. Boya su ile yikanarak uzaklastirilmistir,
daha sonra Gram iyot ¢ozeltisi ile 1 dakika boyanmustir. Boyanin fazla olan kismi tekrar su
ile yikanarak uzaklastirilmasindan sonra %95°lik etanol ile 15 saniye muamele edilmistir.
Lam tekrar yikanarak iizerine 30 saniye boyunca safranin ile boyama yapilmistir. Boyama
asamasindan sonra lam tekrar saf su ile yikanip kurumaya birakilmistir. Kuruyan lamlar
mikroskop altinda immersiyon yagi varliginda x100’lik objektif ile incelenmistir. Gram
pozitif bakteriler mavi-mor renkli, Gram negatif bakteriler pembe renkli olarak goriilmiistiir
(Harrigan, 1998; Hizarci, 2011).

3.2.2.1.2. Katalaz Testi

Bakterilerde katalaz enzimi varliginin arastirilmasi igin 24 saatlik hazirlanan taze
kiiltiirlerden bir 06ze dolusu alinarak temiz bir lam {izerine aktarilmistir. Lamin {izerinde
aktarilan kiiltiire bir damla %10’luk H20; ¢ozeltisi aktarilmistir. Gaz olusumunun gézlenmesi

durumunda reaksiyon pozitif olarak degerlendirilmistir (Harrigan, 1998)

3.2.2.1.3. Oksidasyon-Fermentasyon Testi

Gram boyama ve katalaz testi sonunda; Gram pozitif ve katalaz negatif sonug veren
izolatlara glukoz oksidasyon-fermentasyon testi uygulanmistir. Oksidasyon-fermentasyon
testi igin laboratuvarda igerikten hazirlanan Hugh-Leifson Besiyeri (g/l: Tripton (Oxoid, ),
10; Yeast Extract (Merck, Almanya), 1; D-glikoz, (Merck Almanya), 10; bromkresol moru
(Merck, Almanya) 4 mL %]1°lik; Agar (Marka), 2; pH=7,0) icerikten hazirlanmistir. MRS
Broth ve M-17 Broth besiyerlerin de 24 saatlik gelistirilmis aktif kiiltiirlerin her birinden, iki
adet Hugh-Leifson besiyeri tiipiine daldirma yontemi ile ekimler yapilmistir ve tiiplerden
birinin tizerine %2’lik steril agar ilave edilerek anaerobik ortam olusumu saglanmistir. Hugh-
Leifson besiyerine ekimleri gergeklestirilen tiiplerden MRS Broth’dan elde edilen kiiltiirler
30°C’de 14 giin, M-17 Broth’dan elde edilen kiiltiirler 37°C’de 14 giin boyunca inkiibasyona
birakilmistir (Harrigan, 1998; Karabiyikli ve Karapinar, 2008).

Inkiibasyon siiresi sonunda besiyerinin orijinal rengi olan mavi mor renkten; oksidatif
olan mikroorganizmalar lizeri agar ile kapatilmamis tiiplerde asit reaksiyonu vererek
besiyerinin rengini sartya c¢evirirken; fermantatif mikroorganizmalar ekim yapilan her iki

tiipte de besiyerinin renginin sartya donmesine neden olmuslardir.
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3.2.2.2. Laktik Asit Bakterilerine Uygulanan Fizyolojik ve Biyokimyasal Testler

Laktik asit bakterilerinin tiir bazinda tanimlanmalar1 i¢in farkli fizyolojik ve
biyokimyasal testler uygulanmistir. Bu amagla Gram pozitif, katalaz negatif, koklarin
identifikasyonu i¢in; glikozdan gaz olusturma, fakli tuz konsantrasyonlarinda gelisim
gosterebilme (%2, %4 ve %6,5), farkl sicakliklarda gelisme (10, 40 ve 45°C’de ), argininden
amonyak olusturabilme, eskiilini par¢alama, pH 9,6’da gelisme ve farkli karbonhidratlar
fermente etme testleri uygulanmistir. Karbonhidrat fermantasyon testi i¢in Laktoz, Maltoz,
Mellebiyoz, Salisin, Sakkaroz, Raffinoz, D(-) Fruktoz, D(-) Sorbitol, D-Riboz, D(+) Galaktoz,

L-Arabinoz karbonhidratlar1 kullanilmistir.

3.2.2.2.1. Farklh Sicakliklarda Gelisme Testi

Bu test uygulanirken 18-24 saatlik tazelenmis kiiltiirlerin her birinden besiyeri igerisinde
%1 oraninda olacak sekilde alinarak basil sekilli bakteriler icin MRS Broth’a kok seklinde ki
bakteriler i¢in laboratuvarda igerikten hazirlanan (16,5 g/L Peptone (Merck, Almanya); 2,8
g/L Yeast Extract; 5,6 g/L NaCl; 10 g/L Glikoz: pH: 7,5+0,1) 121°C’de 15 dakika steril
edilmis ve 48 kuyucuklu mikroplaklara 1’er mL olacak sekilde paylastirilmis besiyerlerine
ilave edilmistir. Kiiltiirler izole edildikleri sicakliklarda 3 giin boyunca inkiibasyona
birakilmislardir. Inkiibasyonun sonunda bulaniklik olan kuyucuklar pozitif, bulaniklik
goriilmeyen kuyucuklar negatif olarak degerlendirilmistir. Analizin kontrolii i¢in negatif
kontrol olarak igerisinde kiiltiir icermeyen besiyeri kullanilmistir (Kigla, 2001; Drosinos ve
ark., 2007; Sharma ve ark., 2013).

3.2.2.2.2. Farkh Tuz Konsantrasyonunda Gelisme Testi

18-24 saatlik tazelenmis kiiltiirlerden farkli tuz konsantrasyonu testi i¢in igerikten
hazirlanan (10 g/L Peptone; 10 g/L Meat Extract (Merck, Almanya); 10 g/L Glukoz (Merck,
Almanya); 5 g/L NaCI (Marka); 10 mL Bromthymol blue ¢ozeltisi; pH: 7,5+0,1) besiyerine
%2, %4, %6,5 tuz icerecek sekilde NaCl ilave edilmistir. Hazirlanan besiyerleri 121°C’de 15
dakika otoklavda sterilize edilmistir, Sterilizasyon sonrasinda 48 kuyucuklu plaklara 1’er mL
paylastirilan besiyerlerine %1 oraninda kiiltiir olacak sekilde inokulasyon yapilmistir. Mikro
plaklar 37°C’de 48 saat boyunca inbiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda
besiyeri renginin sartya doniismesi bulaniklik varlig1 pozitif, renk degisiminin ve bulanikligin
olmamasi negatif sonug olarak degerlendirilmistir. Analiz sirasinda kullanilan Bromthymol

Blue ¢ozeltisinin hazirlanmasi Cizelge 3.1°de yeralmaktadir. Analizde negatif kontrol olarak

26



icerisinde kiiltiir bulundurmayan igerikten hazirlanan besiyeri kullanilmistir ( Badis ve ark.,

2004; Isleroglu ve ark. 2008; De Almeida Junior ve ark., 2015).

Cizelge 3.1. Bromthymol Blue Cozeltisinin Hazirlanmasi

Bromthymol Blue (Merck) 19

NaOH (1 Normal) (Merck) 25 mL

Destile Su 475 mL
3.2.2.2.3. Glikozdan Gaz Olusturma

Izolatlarin homofermantatif ya da heterofermentatif olduklarinin belirlenebilmesi i¢in
glikozdan gaz olusumu testi uygulanmistir. Glikozdan gaz olusum testi i¢in laboratuvarda
igerikten hazirlanan Glikozdan gaz olusturma besiyeri ( 10 g/L Pepton (Oxoid ); 10 g/L Meat
Extract (Merck); 10 g/L Glikoz; 5 g/L Yeast Extract; 1 mL Tween 80 (Merck); 2 g/L KoHPO4
(Merck); 5 g/L CyH3Na0O..3H.O (Merck) hazirlanmigtir. Besiyerinin pH’1 6,6+0,1°¢
ayarlanmistir. 10’ar mL’lik tiiplere paylastirilmis ve i¢erisine Durham tiipleri yerlestirilmistir.
121°C’de 15 dakika sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrast 18-24 saatlik aktif kiiltiirlerden
inokiilasyon gerceklestirilmis ve 30°C’de ve 37°C’de inbiibasyona birakilmistir. inkiibasyon
siiresinin sonunda Durham tiipii icerisinde gaz olusumu ve bulanik sar1 renk olusumu

gozlenen tiipler pozitif sonug olarak degerlendirilmistir (Holzapfel ve Schillinger, 1992).

3.2.2.2.4. pH 9,6’da Gelisme

Laboratuvarda icerikten %2 sakkaroz icerecek sekilde hazirlanan MRS Broth ( g/L: 10
o/L Peptone; 10 g/L Meat Extract; 5 g/L Yeast Extract; 20 g/L Sakkaroz; 1mL Twen 80; 2 g/L
K2HPOys; 5 g/L C2H3NaO.; 5 g/L Triamonyum sitrat; 0,2 mL MgSQO4.7H20 (%1°lik ¢ozelti);
0,05 mL MgS04.4H20 (%1°lik ¢dzelti); pH 5,8+0,2) 118°C’de 15 sterilize edilmistir.
Hazirlanan besiyerinin sterilizasyon sonunda steril NaOH ile pH’s1 9,6’a ayarlanmis ve 48
kuyucuklu mikro plaklara 1’er mL olacak sekilde paylastirilmistir. icerisine 24 saatlik aktif
kiiltiirlerden %1 oraninda olacak sekilde ilave edilerek 30" de 3 giin inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyon siiresinin sonunda kuyucuklarda bulamklik varhigi pozitif, bulaniklik olmayan

kuyucuklar ise negatif olarak kabul edilmistir (Hammes ve ark., 1995).

3.2.2.2.5. Argininden Amonyak Olusturma
Laktokoklar i¢in argininden amonyak olusturma besiyeri (5 g/L Tryptone (Oxoid); 2,5
o/L Yeast Extract; 0,5 g/L D-Glukoz; 2 g/L KoHPOg4; 3 g/L L-Arginine monohydrocloride;
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pH 7,5+0,1) ve laktobasiller i¢gin (MRS Broth + %(0,3) L-Arginine monohydrocloride)
icerikten hazirlanmis ve 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrasi 48
kuyucuklu mikroplak kuyucuklarmma 1’er mL olacak sekilde paylastirilan besiyerine, 24
saatlik aktif kiiltiirlerden; %1 oraninda inokiile edilmistir. Mikroplaklarin igerisindeki
kiiltiirler 37°C’de 48 saat inbiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi 1 damla Nessler
ayiract ilave edilmistir. Kahverengi veya portakal sarist renk olusumu pozitif, renk
degisiminin olmamasi negatif olarak degerlendirilmistir. Her iki besiyerinin de analiz

sirasinda negatif kontrolii i¢in kiiltiir igermeyen besiyerleri kullanilmistir ( Harrigton ve Mc

Canse, 1976; Kisla, 2001).

3.2.2.2.6. Esculin Parcalanmasi

Esculin Parcalanmasi testi i¢in katki igermeyen Edward Medium Agar besiyeri
hazirlanmis ve petrilere dokiilmiistiir. 24 saatlik aktif kiiltiirlerden, hazirlanan bu petrilere 6ze
yardimi ile ¢izim yapilmis ve 37° de 48 saat inkiibasyona birakilmstir. inkiibasyon siiresinin
sonunda petrilerde siyah koloni olusumu pozitif, seffaf koloniler negatif olarak

degerlendirilmistir (Devriese ve ark., 1999; Sylejmani ve ark., 2016).

3.2.2.2.7. Karbonhidrat Fermantasyon Testi

Izolatlarin cesitli karbonhidratlar fermente edebilme kabiliyetlerinin belirlenmesi igin
laktobasiller i¢in (g/l1 Peptone, 10; Yeast Extract, 4; KoHPOgs, 2; di-Ammonium hydrogen
citrate, 2; CoH3NaOz, 5; MgSOa, (Merck, Almanya), 0,2; MnSQO,, (Merck, Almanya), 0,04;
Tween 80, 1 ml; Chrophenol red, 20ml; pH: 6,5+0,1) ve laktokaklar i¢in (g/l: Meat Extract,
10; Peptone, 10; NaCl, .5; Na;HPO4 (Merck, Almanya), 2; Bromthymol blue, 20 mL: pH
7,5+0,1) belirtildigi gibi igerikten hazirlanan ve steril edilen besiyerlerine % 1 oraninda
Cizelge 3.2°de ki test edilecek karbonhidratlar ilave edilmistir. Hazirlanan ve 48 kuyucuklu
mikroplaklara 1’er mL olacak sekilde paylastirilan besiyerlerine, 18-24 saatlik aktif
kiiltiirlerden inokiilasyon gergeklestirilmistir. Laktobasiller 30°C’de; laktokoklar 37°C’de 5-7
giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda indikatér renginin sariya

donmesi pozitif olarak degerlendirilmistir (Holzapfel ve Schillinger, 1992).

28



Cizelge 3.2. Fermantasyonunda kullanilan karbonhidratlar

Lactose-Monohydrate Merck (Almanya)
Raffinose-Pentahydrate Merck
Saccharose Merck
Salisin Merck
L(+)-Rhamnose-Monohydrate Merck
Arabinose Merck
D(+)-Xylose Merck
D(-)-Mannitol Merck
Melibiose monohydrate Merck
D(-)-Fructose puriss Sigma (USA)
D(+)-Mantose monohydrate Sigma
D(-)-Sorbitol Sigma
D(-)-Robose 98% Sigma
D(+)-Trehalose dihydrate Sigma
D(+)-Galatose 98% Alfa Aesar (USA)
D(+)-Cellobiose 98% Alfa Aesar

3.2.3. Laktik Asit Bakterisi Izolatlarmin Stok Olarak Saklanmasi

Laktik asit bakterisi izolatlarinin buzdolab1 kosullarinda stok olarak saklanmasi igin; 24
saatlik aktif kiiltlirlerden besiyeri igerisinde %1 oraninda olacak sekilde icerikten hazirlanan
%10’luk Yagsiz Siit Tozu besiyerine (100 g/L yagsiz siit tozu (Pinar siit tozu); 10 g/L CaCO3
(Merck, Almanya); 10 g/L Glukoz (Merck. Almanya); 3 g/L Yeast Extract (Merck,
Almanya)’na ilave edilerek 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon siiresinin sonunda

daha sonraki c¢aligmalar i¢in kullanilmak tizere buzdolab1 kosullarinda muhafaza edilmistir

(Kisla, 2001).

3.2.4. Tammmlamas1 Gergeklestirilen Laktik Asit Bakterilerinin Probiyotik
Ozelliklerinin Arastiriimasi

Tanimlamas1 gergeklestirilen laktik asit bakterilerinden probiyotik o6zellik tasima
ihtimali onceki ¢alismalar ile belirlenen MRS Agar izolatlarindan 26 tane, M-17 Agar
izolatlarindan 25 tane Lactobacillus izolat1 segilerek probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasi

gergeklestirilmistir.

3.2.4.1. Diisiik pH Degerine Karsi Gelisimin Belirlenmesi

Segilen izolatlarin diisiik pH degerinde gelisiminin belirlenmesi igin; Klinberg ve ark.
2005 ve Liong ve Shah 2005¢in ydntemleri modifiye edilmistir. Izolasyon kaynak besiyerine
gore M-17 Broth ve MRS Broth’da iki kez aktive edilmis 18 saatlik kiiltiirlerden, pH degeri
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2,5’aayarlanmis 10 mL’lik MRS Broth ve M-17 Broth’lara %1 oraninda kiiltiir olacak sekilde
inokiile edilmistir. Kiiltiirlerden inokulasyon sonrasinda 96 kuyucuklu mikroplaklara 200 pL
olacak sekilde paylastirilmis ve inkiibasyonun 0. dakikasindan itibaren 2 saat arayla 8. saate
kadar ve 24. saatte 620 nm’de Mikroplak okuyucu (Thermo Scientific, Multisan FC, ABD)

ile okumalart yapilmistir.

3.2.4.2. Safra Suyuna Karsi Toleransin Belirlenmesi

Izolatlarin safra suyu toleranslarmin belirlenebilmesi i¢in; Maragkoudakis ve ark.
(2006) ve Liong ve Shah (2005)’in yontemleri modifiye edilmistir. Test edilecek izolatlar elde
edildikleri besiyerine géore MRS Broth ve M-17 Broth’larda iki kez aktiflestirilmislerdir. Aktif
kiiltiirlerden 10 mL’lik %0.3 Oxgall iceren MRS Broth ve M-17 Broth’lara %1 oraninda
olacak sekilde inokiile edilmistir. Kiiltiirlerden inokulasyon sonrasinda 96 kuyucuklu
mikroplaklara 200 pL olacak sekilde paylastirilmis ve inkiibasyonun 0. dakikasindan itibaren
2 saat ara ile 8. saate kadar ve 24. saatte 620 nm’de mikroplak okuyucu (Thermo Scientific,

Multisan FC, ABD) ile okumalar ger¢eklestirilmistir.

3.2.4.3. Fenol Varhginda Canhlik Testi

Izolatlarin fenol varhiginda canliliklarinin test edilmesi igin Xanthopoulas ve ark.
(2000)’nin belirttikleri yontem modifiye edilerek kullanilmistir. izolatlar elde edildikleri
besiyerlerine gére MRS Broth ve M-17 Broth’larda iki kez aktive edilmistir. Aktif
kiltiirlerden 10 mL hazirlanmis ve %0.4 fenol igeren tiiplerinine %1 oraninda olacak sekilde
ilave edilmistir. Kiiltiirlerden inokulasyon sonrasinda 96 kuyucuklu mikroplaklara 200 pL
olacak sekilde paylastirilmis ve inkiibasyonun 0. dakikasindan itibaren 2 saat ara ile 8. saate
kadar ve 24. saatte 620 nm’de mikroplak okuyucu (Thermo Scientific, Multisan FC, ABD) ile

okumalar gerceklestirilmistir.

3.2.4.4. Safra Tuzu Hidrolaz (BSH) Aktivitesi

Izolatlarin safra tuzu hidrolaz aktivitelerinin belirlenmesi icin testler Bautista-Gallego
ve ark. (2013) ile Akman (2009)’1n yontemleri modifiye edilerek gerceklestirilmistir. Test
edilecek kiiltiirler MRS Broth ve M-17 Broth’lar da iki kez aktiflestirilmistir. MRS Agar’a M-
17 Agar’a ilave olarak % 0.5 (w/v) sodyum taurodeoxykolat (Na_ TCDA) (Merck) ve 0.37
g/L CaCly olacak sekilde hazirlanmis ve Onceden hazirlanarak petrilere paylastirilmig
besiyerlerinin lizerine streril bos diskler yerlestirilmistir. Yerlestirilen diskler lizerine 15 pl

aktiflestirilen kiiltiirlerden ilave edilmistir. M-17 Agar petrileri 37 °C’de 72 saat, MRS Agar
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petrileri 30 "C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda petrilerde

olusan ¢okelme zonlarinin ¢aplart 6l¢iilerek kaydedilmistir.

3.2.4.5. Antibiyotik Hassasiyeti

Antibiyotik hassasiyetlerinin belirlenebilmesi icin test edilecek mikroorganizmalar
kaynak besiyerlerine goére M-17 veya MRS Broth’larda 24 saatlik olacak sekilde
aktiflestirilmistir. Onceden hazirlanan yaklasik 20 mL MRS Agar ve M-17 Agar igeren
petriler tizerine aktif kiiltiirlerden yogunluklar1 0,5 McFarland bulanikligina esdeger olacak
sekilde ayarlanarak paralel petrilere 100 pL ilave edilerek homojen karigimi saglanmistir.
Paralel petrilerin tizerine beserli sekilde Cizelge 3.3’de belirtilen antibiyotik diskleri
yerlestirilmistir. MRS Agar petrileri 30°C’de, M-17 Agar petrileri 37°C’de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda petrilerdeki antibiyotiklerin ¢evrelerinde olusan
diren¢ zonlarinin biiyiiklikkleri dl¢iilmiistiir. Olgiimler milimetrik ve paralelli sekilde

gerceklestirilmistir (Yildiz Dikbasg, 2013; Uymaz, 2009).

Cizelge 3.3. Antibiyotik hassasiyetinin belirlenmesi i¢in kullanilan antibiyotik diskleri

Antibiyotik ismi Disk Kodu ng/disk

Ampicilin? Amp 10
Cephalothin KF 30
Chloramphenicol C 30
Erytromycin E 15
Novobiyosin NV 30
Gentamicin CN 10
Penicin G P 10
Rifampicin RD 5
Tetracycline TE 30
Vancomycin VA 30

10xoid, Ingiltre
Antibiyotik direnglilikleri test edilen izolatlara ait sonuglar Cizelge 3.4‘de belirtildigi
sekilde direncli (R), orta dereceli hassas (MS) ve hassas (S) olmak {izere kategorize edilerek

verilmigtir.
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Cizelge 3.4. Calismada kullanilan antibiyotik disklerde goriilen zonlarin antibiyotik direng
karsiliklar (Charteris ve ark., 1998)

Zon caplarinin mm diren¢

Antibiyotik Grubu Antibiyotik Adi karsiliklar:
R MS S
1. Grup Hiicre Duvari Sentezi
Inhibitorleri
Penicilin Ampicilin <12 13-15 16>
Penicilin G <19  20-27 28>
Sefalosporinler Cephalothin <14  15-17 18>
Glikopeptitler Vancomycin <14  15-16 17>
2.Grup Protein Sentezin Inhibitérleri
Aminoglikositler Gentamicin ~ <I2 ) 13>
Tetrasiklinler Tetracycline <14  15-18 19>
Tek antibiyotik Chloramphenicol <13  14-17 18>
Makrolidler Erytromycin <13  14-17 18>
3. Grup niikleik Asit Sentezi Inhibitorleri
Rifampisinler Rifampicin <14  15-17 18>

Novobiocin <13 14-17 18>

R: direngli, MS: orta direncli, S: hassas

3.2.4.6. Kolesterol Asimilasyon Testi

Izolatlarin kolesterol asimilasyonlarinin belirlenebilmesi i¢in Rudel ve Morris (1973) ve
Liong ve Shah (2005)’ 1 yontemleri birlestirilerek kullanilmistir. Analize alinacak kiiltiirler
izole edildikleri besiyerine gore MRS Broth ve M-17 Broth’lar da iki kez aktiflestirilmistir.
Aktif kiiltiirlerden igeriginde 0.1 g/L kolesterol (Oxoid) ve %0.3 Oxgall (Oxoid) igeren 10
mL’lik MRS ve M-17 Broth tiiplerine %1 oraninda olacak sekilde inokiilasyonlar
gerceklestirilmistir. Ayni sekilde aktif kiiltiirlerden %0.3 Na-TCDA ve 0.1g/1 kolesterol i¢eren
10 mI’lik MRS ve M-17 Broth tiiplerine %1 igerek sekilde inokiilasyonlar gergeklestirilmistir.
MRS Broth tiipleri 30°C’de, M-17 Broth tiipleri 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonunda 3500 rpm’de 20 dak. santrifiij islemi gerceklestirilmis ve
stiperetant elde edilmistir. Elde edilen siipernetantlardan 1’er mL &rnek alinarak tiiplere
aktarilmistir. Uzerine 3 mL %95 etanol (Merck, Almanya) ve 2 mL %50’lik KOH, (Merck,
Almanya) ilave edilmistir. ilave edilen her kimyasal ile birlikte vortekslenerek homojen
karigim saglanmistir. Tiipler 60 °C’de su banyosunda 10 dakika bekletilmis ve ardindan soguk
su ile sogutulmustur. Sogutulan tiiplere 5 mL Hekzan (Merck, Almanya) ilave edilerek
karistirlmistir. Uzerine 1 mL saf su ilave edilerek faz ayrimmin saglanmasi igin oda
sicakliginda yaklasik 15 dakika bekletilmistir. Faz ayrimi gerceklestikten sonra ayrilan hekzan

tabakasi temiz bir tiipe ayrilmistir. Hekzan ayrimi gerceklestirildikten sonra tiiplere 4 mL o-
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fitalaldehit ¢ozeltisi (1 mL asetik asit (Merck) igerisinde 0,5 mg ophthaldialdehyde olacak
sekilde hazirlanmis) ilave edilmis ve 10 dakika boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. 10
dakikanin sonunda tiiplere 2 mL siilfirik asit (Merck, Almanya) ilave edilerek
vortekslenmistir. 10 dakika boyunca tekrar oda sicakliginda bekletilmistir. Bekleme siiresinin
sonunda 550 nm’de spektrofotometrede kiiltiir icermeyen kore karsi okumalar

gercektestirilmistir.

33



BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Orneklerdeki Toplam Laktik Asit Bakterilerinin Sayim

Tiirkiye’nin farkli illerinde iiretilen 13 manda beyaz peyniri, 7 mozarella peyniri ve 3

yogurt &rnegi analiz materyali olarak kullanilmistir. Ornekler aseptik kosullar altinda

muhafaza edilerek iki farkli besiyeri ile laktik asit bakterilerinin sayimi gerceklestirilmistir.

Analiz sonuglar1 Cizelge.4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Orneklerdeki toplam laktik asit bakterilerinin sayilari

Analiz Ornekleri

MRS Agar Laktik M-17 Agar Laktik
asit bakterileri asit bakterileri

(kob/g) (kob/g)

Kartepe <10 5,59 x 10°

Kandira 9,20 x 108 1,42 x 10°

Bursa 5,00 x108 7,24x108

Balikesir 2,60 x 107 2,10 x 107

Gonen <10 1,68 x 10°

Corum 1,47 x 10° 1,20 x 108

Beyaz Peynir Manisa 1,16 x 10° 1,01 x 10°
Samsun 2,90 x 107 5,51 x 10°

Samsun 2 2,28 x 10° 2,22 x 107

Bafra 4,10 x 10° 1,15 x 10°

Bafra 2 5,34 x 10° 9,00 x 10°

Corum-Bogazkale <10 6,79 x 107

Canakkale 6,44 x 10’ 6,14 x 108
Istanbul 4,92 x 10’ 2,424 x 108

Kandira 6,90 x 10’ 6,55 x 10°

Kandira 2 3,82 x 108 3,52 x 108

Mozzarella Peynirleri Antalya 1.40 X 108 1,90 x 108
Kirklareli 2,47 x 108 9,66 x 10°

Afyon 2,02 x 10° <10

Antalya 2 (rani) 5,79 x 10° 4,30 x 10°

Manisa 1,99 x 10* 6,68 x 107

Manda Yogurtlary Balikesir <10 511 x 10°
Canakkale 1,27 x 103 3,02 x 10°
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Analize alinan ornekler igerisinde klasik tip manda peynirleri arasinda laktik asit
bakterisi sayis1 en yiiksek Corum o6rneginin MRS Agar ile gerceklestirilen analizinde 1,47
x10° kob/g olarak bulunurken, Kartepe, Génen ve Corum Bogazkale orneklerinin MRS
Agar’a yapilan ekimlerinde laktik asit bakterisi tespit edilememistir. Mozarella 6rneklerinde
en yiiksek laktik asit bakterisi sayis1 3,82 x 108 kob/ g ile Kandira 2 6rneginin MRS Agar’ a
yapilan ekimlerinde tespit edilirken Afyon orneginin M-17’ye gerceklestirilen ekimlerinde
laktik asit bakterisi tespit edilememistir. Yogurt drneklerinde ise 6,68 x 107 kob/g ile en
yiiksek laktik asit bakterisi sayimi Manisa Orneginin M-17 Agar’a yapilan ekimlerinde
bulunmus, Balikesir 6rneginin MRS Agar’a yapilan ekimlerinde ise laktik asit bakterisi tespit
edilememistir.

Analize alinan 3 tip {irliniin ortalama laktik asit bakterisi sayis1 sirast ile klasik tip manda
peynir &rnekleri icin 1,85 x 108 kob/g, mozarella peynir drnekleri 8,89 x107 kob/g, yogurt
ornekleri i¢in 1,12 x 107 kob/g olarak belirlenmistir.

Coppona ve ark. (1988) mozarella peynirinde starter olarak da kullanilan 16 farkli
mozarella peyniralti suyu ile yaptiklar: ¢alismada ortalama olarak laktik asit bakteri sayisini
5,04 x 108 log kob/g olarak bulmuslardir. Yaptiklar1 ¢alisma ile mozarella 6rneklerimiz
karsilastirildiginda 6rneklerimizdeki laktik asit bakteri sayisi yaklasik 1 log daha diisiiktiir.
Sonuglar arasindaki bu farkin ise mozarella peynirlerinin yapiminda kullanilan siitlerden,
peynir yapim ve alet ekipmandan ayrica Ornek farkindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir.

Akgiin ve ark. (2016) tarafindanb diisiik yag iceriginin manda siitii yogurtlarinin
fizikokimyasal ve mikrobiyolojik 6zelliklerine etkisi lizerine yaptiklar1 calismada 20 giin
boyunca depoladiklar1 6rneklerde S. thermophilus sayisinin 8.25 ila 9.17 log kob/g arasinda
degistigini belirlemislerdir.

4.2. Manda Siitii Uriinleri Orneklerinden Elde Edilen Laktik Asit Bakterilerinin
izolasyonu

Orneklerden laktik asit bakterisi saymm1 ve izolasyonu icin yapilan analizler Metot
3.2.°da belirtildigi sekilde gerceklestirilmistir. Anlamli sonug¢ olusturan petrilerden toplam
koloni sayilarinin karekokii kadar izolat alinmistir. M-17 Agar’dan 586, MRS Agar’dan 540
olmak {izere toplamda 1126 izolat alinmigtir. Ayn1 6rnekten alinan izolatlardan 502 tanesi saf
olarak elde edilmistir. Toplam 502 izolata Gram boyama ve katalaz testi, glukoz oksidasyon-
fermantasyon testi uygulanmistir. Yapilan testler sonucunda M-17 Agar’dan izole edilen

izolatlardan 227 izolatin Gram pozitif, katalaz negatif ve oksidatif-fermantatif oldugu ve
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izolatlardan 27 tanesinin maya oldugu; bulunmustur. MRS Agar’dan izole edilen 264
izolattan 201 tanesin Gram pozitif, katalaz negatif, oksidatif-fermantatif oldugu, 56 izolatin
maya oldugu ve 7 izolatin ise Gram pozitif, katalaz negatif ancak oksitadif-fermantatif
olmadig1 tespit edilmistir. Manda siitii iirtinlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin

izolasyonu Sekil 4.1’de gosterildigi gibi gerceklestirilmistir.

L OB

10 g beyaz peynir 10 g mozarella
peyniri

|

10 g manda yogurdu

O

MRS Agar 30 °C 72 saat M17 Agar 37 °C 48 saat
5401izolat 5861izolat
264 saf kiiltiir 244 saf kiiltiir
s Gram (+) Gram (+)
_“1 Katalaz (-) Katalaz (-) 227
izolat Oksidatif- Fermantatif (+) Oksidatif- Fermantatif (+) izolat

N -~

Aym oOrnekte, aym diliisyondan alinan
izolatlardan azaltilarak toplamda 248 adet
izolat fenotipik olarak tammlanmustir.

Sekil 4.1. Manda siitii iiriinlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin izolasyonu
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4.3. Manda Siitii Uriinlerinden izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin Fenotipik
Olarak Tanimlanmasi

Gram pozitif, katalaz negatif, glukozu oksidadatif- fermantatif kullanabildigi belirlenen
suslarin  boylece laktik asit bakterisi oldugu kesinlestirilmistir. Oncelikle laktik asit
bakterilerinin taksonomik olarak smiflandirilabilmesi igin Stiles and Holzapfel (1997),
Hammes ve Hertel (2009) tarafindan belirlenen kriterler esas alinmistir. Laktik asit bakterisi
oldugu kesinlesen ve tanimlanmas1 gerceklestirilecek olan izolatlara dncelikle fermentasyon
tipinin belirlenebilmesi i¢in glikozdan gaz olusumu testi uygulanmistir. M-17 Agar
izolatlarindan 88 (%69,29)’i homofermentatif, 39 (%30,70)’u heterofermentatif bulunmustur.
MRS Agar izolatlarindan ise 101 (%83,47)’i homofermentatif, 20 (%16,52)’si
heterofermentatif bulunmustur.

Izolatlarin laktobasil ya da laktokok olarak gruplandirilabilmesi igin izolatlar yapilan
Gram boyama sonunda mikroskop incelemesi ile morfolojik ayrimi gergeklestirilmistir.

Heterofermentatif olduklar1 glikozdan gaz olusturma yeteneklerine gore belirlenen
izolatlarin ikinci asamada arginin hidrolizi yetenekleri belirlenmistir. Arginin testi sonucunda
pozitif sonu¢ veren laktobasiller ve kokobasiller zorunlu heterofermantatif gruba dahil
edilmistir. Ayrica arginin hidrolizi negatif olan fakat glikozdan gaz olusturan laktobasiller de
bu gruba dahil edilmistir.

Zorunlu heterofermentatif oldugu belirlenen izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanabilmesi
icin izolatlara farkl sicakliklarda gelisim yetenegi testi ve karbonhidrat fermentasyon testleri
uygulanmistir. Sonuglar Klein ve ark. (1998), Morotomi ve ark., (2002), Azadnia ve Khan
(2009), Guetouache ve Guessas (2015)’ya gore degerlendirilmistir.

M-17 Agar’dan izole edilen 20 adet zorunlu heterofermentatif Lactobacillus
izolatlarinin tiir diizeyinde tanimlama i¢in uygulanan farkli sicaklik, arginin ve karbonhidrat
testlerinden elde edilen sonuglar Cizelge 4.2°deki gibidir. Izolatlardan 5 tanesinin L.
viridescens, 4 tanesinin L. acidophilus, 4 tanesinin L. sanfranciscensis, 2 tanesinin L.
confucus, 2 tanesinin L. halotolerans, 2 tanesinin L. fermentum/ L. reuteri ve 1 tanesinin L.
zyme oldugu tespit edilmistir.

MRS Agar’dan izole edilen 12 adet zorunlu heterofermentatif Lactobacillus
izolatlarimin tiir diizeyinde tanimlama i¢in uygulanan testlerden elde edilen sonuglar Cizelge
4.3¢deki gibidir. Izolatlardan 3 tanesinin L. sanfranciscensis, 3 tanesinin L. fermentum/ L.
reuteri, 2 tanesinin L. oris, 1 tanesinin L. fructosus, 1 tanesinin L. equi, 1 tanesinin L. brevis

ve 1 tanesinin L. casei oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.2. M-17 Agar’dan izole edilen zorunlu heterofermentatif Lactobacillus izolatlarina uygulanan testler

izolat

15°C'de

45°C'de

Kodu Ureme Ureme Arginin Laktoz Riboz Galaktoz Sellebiyoz Mellebiyoz Maltoz Trehaloz  Mannitol Arabinoz Ksiloz Bakteri Tiirii
1 *) *) () *) ©) *) *) ¢ *) ¢ ©) G G L.acidophilus
5 ) ) ) ) (6] ) ) Q] ) Q] ) Q] ) L.confucus

24 *) ©) () ©) *) *) ©) ¢ *) ¢ ©) G G L.sanfrancisco
48 ) Q) Q) ¥ Q] Q) Q] Q] ) Q] ) Q] Q] L. viridescens
50 *) () ©) * *) ©) ©) ¢ *) ¢ ©) G G L. viridescens
51 ) ¢ Q] * Q] Q] Q] Q] ) Q] ) Q] Q] L. viridescens
54 *) () ©) ©) *) *) ©) ¢ ) ¢ ©) *) ©) L. sanfranciscensis
56 Q] ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) Q] ) L. fermentum
60 ) ¢ ) ¢ ) ) Q] O] ) O] ) Q] Q] L. sanfranciscensis
62 Q] ) ¢ ) ¢ ) ) O] ) O] ) Q] Q] L.acidophilus
66 *) ©) *) *) *) *) ©) ¢ ) ¢ ©) *) G L. zymae
67 ) ) ) ) ) ¢ Q] O] ) ) ) ) ) L. halotolerans
70 *) *) *) * ©) *) ©) ¢ ) ¢ ©) ©) G L. viridescens
73 ) ) ) * ¢ ) Q] O] ) O] ) Q] Q] L. viridescens
75 *) ) *) *) *) G G ¢ *) *) ©) *) *) L. halotolerans
103 Q] ) ) ¢ ) ) ) ) O] ¢ ) *+) ¢ L. reuteri
152 ¢ ) ©) *) G *) *) ¢ *) ¢ ©) ¢ ¢ L.acidophilus
153 Q] ) Q] ) ¢ ) ) ) ) ¢ ) ¢ ¢ L.acidophilus
164 *) ) ©) G G *) G *) *) ¢ ©) ¢ ¢ L. sanfranciscensis
180 ) ) ) ) ) ) ) O] ) ¢ *+) ¢ ) L.confucus

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug, * analiz gergeklestirilmedi.



w
©

Cizelge 4.3. MRS Agar’dan izole edilen zorunlu heterofermentatif Lactobacillus izolatlarina uygulanan testler

azoomt %?:Sle %?‘:ﬁe Arginin Mannitol Sellebiyoz Riboz Sakkaroz Laktoz Mellebiyoz Maltoz Fruktoz Trehaloz Rafinoz Sorbitol Galaktoz Arabinoz Bakterinin tiirii
ml4 (+) (+) ) (+) ) ) (+) ) (+) ) ) ) (+) +) ) +) Lactobacillus fructosus
m20 ) +) ) *+) ) ) *+) +) +) ¢) *+) ¢) +) ) (+) (+) L. equi

m28 ) Q) Q) Q] Q] *+) *+) Q] ) *+) ) Q] ) Q) Q] ) L. sanfranciscensis
m30 *) ¢ ¢ ¢ ¢ *+) ) ¢ () *+) *+) ©) *+) ¢ ¢ ) L. sanfranciscensis
m32 ) Q) ¢) ) ¢) *+) *+) ) ¢) *+) ) ¢) +) Q) ¢) ) L. sanfranciscensis
mig2  (+) ¢ *) ) ©) *+) ¢ ©) +) *+) *+) *+) *+) ¢ ¢ * L. brevis

m384 ) (+) (+) ) ) +) +) (+) ) ) ) ) “) ) ) (+) L. fermentum/ L. reuteri
m385 ¢ ¢ ¢ ) ©) *+) ) ©) Q) *+) *+) *+) *+) ) ) ¢ L. casei

ma47 Q] Q) Q) ¢) ) *+) *+) ) (+) *+) ) *+) +) Q) ¢) ¢) L. oris

mas4 () *) ¢ ¢ +) *+) ) +) +) *+) *+) *+) *+) ¢ ) ¢ L. oris

m460 Q] ) ) ¢) ) *+) Q) ) (+) *+) ) ¢) +) ) ) ) L. fermentum/ L. reuteri
m409 ) (+) (+) ) ) +) “) (+) +) +) +) +) )] (+) (+) (+) L. fermentum/ L. reuteri

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug, * analiz ger¢eklestirilmemistir.



Glikozdan gaz olusturmayan homofermantatif Lactobacillus izolatlarina yapilan
15°C’de gelisme testine gore; 15°C’de gelisme gosterenler Streptobacteria olarak
gruplandirilmistir. izolatlara ait farkli sicaklikta gelisim ve arginin testi sonuglar1 Cizelge
4.4.ve 4.5°deki gibidir. izolatlara ait karbonhidrat fermentasyon testleri sonuglari ise Cizelge
4.6 ve Cizelge 4.7°de verilmistir. izolatlarin tiir bazinda tanimlanabilmesi icin Hemmes ve
ark. (2009), Collins ve ark. (1989; 1987), Guetouache ve Guessas (2015), ve Karabiyikli ve
Karapinar, (2008)’den yararlanilmistir.

M-17 Agar’dan elde edilen Streptobacterium grubu 23 izolatin tiir bazinda
tanimlanabilmesi icin gerceklestirilen farkli sicakliklarda gelisme, arginin, esculin ve
karbonhidrat fermentasyon testlerinin sonuglar1 Cizelge 4.4 ve Cizelge 4.6’da verilmistir.
Gergeklestirilen testler sonunda izolatlardan 4 tanesinin L. casei spp.tolerans/ L.
yamanashlensis, 4 tanesinin L.coryniformis, 3 tanesinin L.casei spp.rhamnosus, 2 tanesinin
L. plantarum, 2 tanesinin L. curvatus, 1 tanesinin L. rhamnosus, 1 tanesinin L. helveticus, 1
tanesinin L. casei, 1 tanesinin, L. cypricasei ve 1 tanesinin L. curvatus subsp. curvatus oldugu
tespit edilmistir.

MRS Agar’dan elde edilen Streptobacterium grubu 25 izolatin tiir bazinda
tanimlanabilmesi icin gerceklestirilen farkli sicakliklarda gelisme, arginin, esculin ve
karbonhidrat fermentasyon testlerine ait sonuglar Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.7°deki gibidir.
Gergeklestirilen testler sonucunda izolatlardan 2 tanesinin L. coryniformis, 3 tane L. casei
spp.tolerans/ L. yamanashlensis, 2 tanesi L. coryniformis subsp. corniformis, 1 tanesi L.
kefiranofaciens subsp. kefirgranum, 1 tanesi L. acidipiscis, 1 tanesi L. ultunensis, 2 tanesi L.
mali, 3 tanesi L. curvatus subsp. melibiosus, 1 tanesi L. parabuchneri, 1 tanesi L. suebicus,
4 tanesi L. johnsonii, 1 tanesi L. plantarum, 1 tanesi L. intestinalis, 1 tanesinin L. curvatus

subsp. curvatus ve bir tanesinin L. acidophilus oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.4. M-17 Agar’dan izole edilen Streptobacterium grubu izolatlarin farkli
sicakliklarda gelisim, arginin hidrolizi ve esculin par¢alanmasi testi sonuglari

Izolat No 15°C'de Ureme 45°C'de Ureme Arginin Esculin
33 ) *) ) +)
40 +) ) Q] +)
43 ) *) ) +)
44 +) ) Q] ©
105 (+) ) ) )
109 +) Q] ) +)
119 (+) ) ) )
123 +) Q] ) +)
125 (+) ) (+) )
157 ) ) ) Q]
160 (+) ) ) (+)
165 ) Q] Q) Q]
166 (+) ) ) )
173 +) ) Q) +)
174 ) ) *) +)
177 ) ©) ©) +)
233 (+) ) ) (+)
239 +) ©) Q] +)
240 (+) ©) (+) )
474 +) ©) Q] +)
484 ) © © +)
487 ) Q] ) +)
489 (+) (+) (+) (+)

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.5. MRS Agar’dan izole edilen Streptobacterium grubu izolatlarin farkli
sicakliklarda gelisim, arginin hidrolizi ve esculin par¢alanmasi testi sonuglari

Izolat No 18;?;126 4[-53;%? Arginin Esculin
m18 (+) () Q) ()
m74 (+) (+) Q) (+)
m91 () () Q) (+)
m133 (+) (+) Q) (+)
m174 () Q) Q) Q)
m176 () Q) Q) Q)
m183 Q) (+) Q) ()
m381 (+) () Q) ()
m383 (+) () Q) ()
m388 Q) () Q) (+)
m396 (+) () Q) (+)
m404 (+) () Q) (+)
m446 (+) () Q) (+)
m448 (+) () (+) ()
ma449 (+) () ¢ (+)
m450 Q) (+) Q) (+)
m455 (+) () Q) (+)
m456 (+) () Q) (+)
ma457 (+) () Q) (+)
m458 (+) (+) Q) (+)
m478 (+) (+) Q) ()
ma479 (+) () Q) (+)
m480 (+) (+) Q) (+)
m481 (+) (+) Q) (+)
m482 (+) (+) @) (+)

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug olarak degerlendirilmistir.
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Cizelge 4.6. M-17 Agar’dan izole edilen Streptobacterium grubu homofermentatif bakterilere uygulanan karbonhidrat testleri

:\lz((;lat Laktoz Rafinoz Sorbitol Maltoz Galaktoz Arabinoz Fruktoz Riboz Mellebiyoz Sakkaroz Mannitol Sellebiyoz Trelaloz Ksliloz Ramnoz Bakteri Tiirii
33 ©) ©) *) ¢ (*) *) *) *) (*) *) *) *) (*) G ©) L.casei spp.rhamnosus
40 (+) * ) ) (+) ) ) ) (+) (+) ) ) ) * ) L. casei spp.tolerans/ L. yamanashlensis
43 *) ¢ *) (*) *) ¢ (*) *) *) *) *) *) (*) G *) L. rhamnosus
44 ) Q] Q) ) ) Q] Q] Q] Q) Q] ) Q] Q] Q] * L. helveticus
105 * * ©) (*) (*) ¢ ¢ ¢ ©) ©) *) ¢ ©) G * L.coryniformis
109 ) * Q] ) ) O] ) ) Q] Q] ) ) ) Q] * L. casei
119 * * () *) *) ¢ *) ¢ ©) ©) ) ¢ G ©) ) L.coryniformis
123 (+) * ) ) (+) ) ) ) (+) (+) ) ) ) * ) L.casei spp.tolerans/ L. yamanashiensis
125 *) * *) *) *) ¢ ¢ * *) * ) *) * ©) * L. carnis /L. piscicola
157 (+) * (+) (+) (+) ) ) * (+) * (+) (+) * ) * L. carnis /L. piscicola
160 *) *) ©) *) *) ¢ *) *) *) *) ) *) * * * L. plantarum
165 * * ¢ ) ) O] O] O] ¢ Q] ) O] Q] Q] * L.coryniformis
166 * * ©) *) *) ¢ ¢ ¢ ©) ©) ) ¢ ©) ©) * L.coryniformis
173 ) Q] Q] Q] ) ) ) ) ¢ ) Q] ) ) * ) L. curvatus
174 *) ¢ ©) ¢ *) *) *) *) G G G *) *) ¢ * L. cypricasei
177 ) Q] ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) L.casei spp. rhamnosus
233 (+) * * (+) (+) (+) (+) (+) ) (+) ) (+) (+) * ) Lactobacillus curvatus subsp. curvatus
239 *) ) ©) ) *) ¢ *) *) *) *) *) *) * * * L.plantarum
240 (+) * (+) +) +) () () * (+) * +) +) * 6] * L. carnis /L. piscicola
474 *) ¢ ©) ¢ *) * *) *) G *) G ¢ *) * ©) L. curvatus
484 (+) * ) ) (+) ) ) ) (+) (+) ) ) ) * ) L.casei spp.tolerans/ L. yamanashiensis
487 (+) * ) ) (+) ) ) ) (+) (+) ) ) ) * ) L.casei spp.tolerans/ L. yamanashiensis
489 ) Q] ) ) ) ) ) ) ¢ ) ) ) ) ) ) L. casei spp.rhamnosus

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug, * analiz gergeklestirilmemistir.
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Cizelge 4.7. MRS Agar’dan izole edilen Streptobacterium grubu homofermentatif bakterilere uygulanan karbonhidrat testleri

Izolat

No Laktoz Rafinoz Sorbitol Maltoz Galaktoz Arabinoz Fruktoz Riboz Mellebiyoz Sakkaroz Mannitol Sellebiyoz Trelaloz ~ Ksliloz Ramnoz Bakteri Tiirii
ms () 0 0 0 +) *) O 0 0 0 +) 0 0 0 L- coryniformis
m74 (+) ) “) ) +) (+) “) ) ) +) ) “) ) * ) L. casei spp tolerans/ L. yamanashlensis
m91 ) ) ) ) (+) (+) (+) ) ) ) ) (+) ) * ) L. casei spptolerans/ L. yamanashlensis
m133 “) ) “) ) +) (+) “) ) ) “) ) “) ) * ) L. casei spptolerans/ L. yamanashlensis
m174 Q] ) Q] ) ) ) ) Q] ) Q] ) ) Q] Q] ) L. coryniformis subsp. coryniformis
m176 ¢ *) ¢ *) *) *) *) ©) ) ¢ ) *) G ©) *) L. coryniformis subsp. coryniformis
m183 (+) (+) ) (+) (+) ) (+) ) (+) ) ) ) (+) ) ) L. kefiranofaciens subsp. kefirgranum
m381 ¢ *) *) ©) *) ¢ ¢ *) ©) ¢ ©) *) *) ©) * Lactobacillus acidipiscis
m383 Q] ¢ Q] ¢ ) ) O] ¢ Q] O] ) O] Q] Q] * L. coryniformis
m388 *) *) ¢ *) *) ¢ *) ©) ©) ) ©) *) *) ©) * L. ultunensis
m396 ) ) Q] ¢ ) O] ) ) ) ) ) ) ) Q] * L. mali
m404 *) *) ¢ ©) *) ¢ *) *) ) ) ) *) *) ©) * L. mali
m446 ) ¢ Q] ) ) ) ) ) ) ) Q] ) ) Q] ) L. curvatus subsp. melibiosus
m448 ¢ ) ¢ ) *) *) ¢ *) *) *) G ¢ ¢ ¢ ©) Lactobacillus parabuchneri
m449 ) Q] ) ) ) ) ) ) ) ) Q] ) Q] ) * Lactobacillus suebicus
m450 *) ©) *) ) *) ¢ *) *) *) ¢ G *) ¢ *) * Lactobacillus johnsonii
m455 (+) (+) ) (+) (+) ) (+) (+) (+) (+) (+) (+) * * * Lactobacillus plantarum
m456 *) ©) ¢ ) *) *) *) *) *) *) G *) *) ¢ ©) L. curvatus subsp. melibiosus
ma4s7 ) Q] Q] ) ) ) ) ) ) ) Q] ) ) Q] ) L. curvatus subsp. melibiosus
m458 *) ©) *) ) *) ¢ *) *) *) ¢ G *) ¢ *) * Lactobacillus johnsonii
m478 ) Q] ) ) ) O] ) ) ) ) ) ) Q] ) ) Lactobacillus intestinalis
m479 ) * * ) ) ) ) Q] Q] ) Q] ) ) Q] ) L. curvatus subsp. curvatus
m480 ) ) Q] ) ) Q] ) ¢ ) ) ) ) Q] ) * Lactobacillus johnsonii
m481 ) ) Q] ) ) Q] ) Q] ) ) ) ) Q] ) * Lactobacillus johnsonii
m482 *) ) Q) ) ) Q) ) () ) ) () *) Q) Q) * Lactobacillus acidophilus

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug, * analiz ger¢eklestirilmemistir.



Glikozdan gaz olusturmayan homofermantatif Lactobacillus izolatlarina yapilan
15°C’de gelisme testine gore; 15°C’de gelisme gostermeyen izolatlar Thermobacterium
olarak gruplandirilmistir. Izolatlara ait karbonhidrat fermentasyon testleri sonuglari ise
Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9°da verilmistir. Izolatlarin tiir bazinda tanimlanabilmesi i¢in Temiz
(1989), Hemmes ve ark. (2009), Collins ve ark. (1989; 1987) ve Karabiyikli ve Karapinar,
(2008)’den yararlanilmistir.

M-17 Agar’dan elde edilen 26 adet izolatin tiir bazinda tanimlanabilmesi ig¢in
karbonhidrat fermentasyon testleri uygulanmistir. Uygulanan testler sonunda izolatlarin 3
tanesinin L. delbrueckii spp. bulgaricus, 6 tanesinin L. amylophilus, 4 tanesinin L.
acidophilus, 4 tanesinin L.ruminis, 1 tanesinin L. frumenti, 1 tanesinin L. intestinalis, 3
tanesinin L. delbrueckii subsp. lactis, 1 tanesinin L. fermentum, 1 tanesinin L. jensenii ve 1
tanesinin L. acetotolorans oldugu tespit edilmistir.

MRS Agar’dan elde edilen 39 adet izolatin tiir bazinda tanimlanabilmesi i¢in izolatlara
karbonhidrat fermentasyon testleri uygulanmistir. Uygulanan testlerin sonunda izolatlarin 1
tanesinin L. kefirgranum, 2 tanesinin L. kitastonus, 3 tanesinin L. delbrueckii subsp.
bulgaricus, 10 tanesinin L. acidophilus, 3 tanesinin L. cypricasei, 2 tanesinin L. acidipiscis,
1 tanesinin L.ruminis, 1 tanesinin L. acetotolerans, 3 tanesinin L. salivarius, 1 tanesinin L.
delbrueckii subsp. lactis, 3 tanesinin L. equi, 4 tanesinin L. intestinalis, 1 tanesinin L.
frumenti, 1 tanesinin L. mali, 1 tanesinin L. kalixensis, 1 tanesinin L. aviarus spp. araffinosus

ve 1 tanesinin L. delbrueckii subsp. delbrueckii oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 4.8. M-17 Agar’dan izole edilen Thermobacterium grubu homofermentatif bakterilere uygulanan karbonhidrat testleri

Izr(:(l)at Laktoz Rafinoz Sorbitol Maltoz Galaktoz Arabinoz Fruktoz Riboz Mellebiyoz Sakkaroz ~Mannitol Sellebiyoz Trehaloz Ksiloz Salisin  Ramnoz Bakterinin Tiirii
18 ) Q] ) ) Q] ) ) Q] Q] Q] Q] Q] ) * Q] ) L. delbrueckii spp. bulgaricus
38 Q] Q] ) ) Q] ) ¢ ¢ ) Q] Q] Q] ) * * * L. amylophilus
69 Q] Q] ) ) Q] ) ¢ ¢ ) Q] Q] Q] ) * * * L. amylophilus
79 Q] Q] ) ) Q] ) ¢ ¢ ) Q] Q] Q] ) * * * L. amylophilus
112 ) ) ¢ ) ) Q] ) Q] ) ) Q] ) ) ) () ) L. acidophilus
120 Q] Q] ) ) Q] ) Q] Q] ) Q] Q] Q] ) * * * L. amylophilus
152 ) ) ) ) ) Q] ) Q] Q] ) Q] ) ) ) () ) L.acidophilus
168 Q] Q] ) ) Q] ) Q] Q] ) Q] Q] Q] ) * * * L. amylophilus
221 Q] ) ¢ ) Q] Q] ) ) ) ) ) ) ) ) () ) L.ruminis
222 ) ) ) ) Q] ) ) ) ) ) ) ) ) ) () ) Lactobacillus frumenti
224 Q] Q] ) ) O] ) ) ) ) ) ) ) ) ) * ) Lactobacillus intestinalis
226 +) ) ) +) +) ) (+) ) ) (+) “) * +) ) (+) * Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
221 ) ) Q] ) ) ) ) Q] Q] ) Q] ) ) * () ) Lactobacillus acidophilus
228 (+) ) ) (+) +) ) (+) (+) ) (+) ) * +) ) (+) * Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
229 (+) ) ) (+) (+) ) (+) (+) ) (+) ) * (+) ) (+) * Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
230 Q] *) Q] *) Q] Q] *) *) ) ) ) ) ) ) ) *) Lactobacillus ruminis
231 *) *) Q] *) ) Q] ) Q] ) ) Q] ) *) ) ) ) Lactobacillus acidophilus
232 *) Q] Q] *) ) Q] ) ) ) ) Q] ) ) ) Q] ) Lactobacillus jensenii
235 Q] *) Q] *) Q] Q] *) *) ) ) ) ) ) ) ) *) L.ruminis
236 Q] *) Q] *) Q] Q] *) *) ) ) ) ) ) ) ) *) Lactobacillus ruminis
234 Q] *) Q] *) Q] Q] ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) L. amylophilus
241 Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] ) Q] ) Q] *) ) ) ) Lactobacillus acetotolerans
469 Q] Q] Q] *) Q] O] ¢ ¢ ) Q] Q] Q] ) ) () ) Lactobacillus acetotolerans
470 Q] Q] *) *) Q] *) *) Q] Q] Q] Q] Q] ) * Q] ) L.delbrueckii spp. bulgaricus
485 ) ) Q] ) ) Q] ) ) ) ) Q] ) ) * * * Lactobacillus fermentum
om0 ®m om0 ® om0 0 0 0 0 O 0 0 actobacilius delbruecidi subsp.

bulgaricus

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug, * analiz gergeklestirilmemistir.
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Cizelge 4.9. MRS Agar’dan izole edilen Thermobacterium grubu homofermentatif bakterilere uygulanan karbonhidrat testleri

izolat

no Laktoz Rafinoz Maltoz  Galaktoz Arabinoz Fruktoz Riboz  Mellebiyoz ~ Sakkaroz Mannitol Sellebiyoz Trehaloz Ksliloz Bakteri Tiirii

m3 *) - ¢ - *) *) ¢ ¢ O] O] *) ) Q] Lactobacillus kefirgranum

m4 ) ) (+) ) ) (+) ) ) (+) ) ) ) ) Lactobacillus kitastonus

m12 Q] ) ¢ Q] Q] ) Q] Q] Q] Q] Q] Q] * Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
m76 Q] ) *) - *) ) Q] Q] ) Q] Q] Q] Q] Lactobacillus kitastonus

m78 *) ) *) ) Q] Q] Q] ©) *) Q] ) Q] Q] Lactobacillus acidophilus

m84 ) ) ) ) Q] ) Q] Q] ) Q] ) Q] Q] Lactobacillus acidophilus
m175 ) ©) ) ) (+) *) O] ) Q] Q] *) Q] Q] Lactobacillus cypricasei
m179 ) ) ) ) Q] ) Q] ) ) Q] *) () Q] L. acidophilus
m180 Q] O] O] Q] *) ) Q] ) Q] ) Q] Q] Q] Lactobacillus acidipiscis
m181 Q] ) O] ) Q] (+) ) ) ) ) ) () Q] Lactobacillus ruminis
m184 *) - *) - Q] *) Q] *) ) Q] ) ) Q] L .acidophilus
m185 *) - *) - Q] *) Q] *) ) Q] ) ) Q] L.acidophilus
m186 Q] ) Q] Q] ) ) Q] Q] Q] ) Q] () Q] Lactobacillus acetotolerans
m187 *) *+) *) *+) O] *) O] *) ) *) ) ) Q] Lactobacillus salivarius
m193 *) *+) *) *+) O] *) O] *) ) *) ) ) Q] Lactobacillus salivarius
m198 ) ©) ©) *) (+) *) O] *) ) *) ) *) *) Lactobacillus acidipiscis
m386 - ) - Q] Q] *) Q] Q] *) Q] Q] ) Q] Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis
m390 *) *) ) *) *) *) O] ) *) ) *) ) Q] Lactobacillus cypricasei
m405 - ) O] ) Q] *) Q] Q] ) Q] ) ) Q] Lactobacillus cypricasei
m445 ) *) *) *+) O] *) *) *) *) ) *) ) Q] Lactobacillus acidophilus
m459 - ) - ) *) *) *) *) O] O] O] O] ) Lactobacillus equi
m462 - O] O] Q] Q] *) Q] *) Q] Q] Q] Q] Q] Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
m463 (+) ) (+) ) ) (+) (+) (+) (+) ¢) (+) Q] ) Lactobacillus acidophilus
m464 Q] ) O] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] Q] * Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
m465 O] ) ¢ O] *) *) O] O] O] O] *) O] () Lactobacillus intestinalis
m466 - ) - ) *) *) *) *) O] O] *) *) () Lactobacillus acidophilus
ma67 *) *) *) *) *) *) *) *) ) ) *) Q] ) Lactobacillus frumenti
m468 - ) - ) *) *) *) *) *) O] *) *) *) Lactobacillus acidophilus
m469 - - - - O] *) O] O] *) *) O] *) Q] Lactobacillus salivarius
m470 *) ) ) ) ) *) *) ) ) ) ) +) (+) Lactobacillus mali

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug, * analiz gerceklestirilmemistir.
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Cizelge 4.9. MRS Agar’dan izole edilen Thermobacterium grubu homofermentatif bakterilere uygulanan karbonhidrat testleri

(devami)
Izr?(l)at Laktoz Rafinoz Maltoz Galaktoz Arabinoz Fruktoz Riboz Mellebiyoz Sakkaroz Mannitol Sellebiyoz Trehaloz Ksliloz Bakteri Tiirii
ma7l  (+) (+) ) Q) ) (+) ) ¢ ) ) Q) Q) ¢ Lactobacillus intestinalis
ma72  (+) (+) ) (+) ) (+) ¢ ) ) ) Q) Q) ) Lactobacillus equi
ma73  (+) (+) ) (+) Q) (+) ¢ ) ) ) () ) ¢ Lactobacillus kalixensis

m474 () ) (+) ) (+) (+) (+) (+) ) (+) (+) (+) L. aviarus spp. araffinosus

Lactobacillus delbrueckii subsp.

ma75 () ) ) ) ) (+) ) (+) (+) (+) ) * ) delbrueckii

ma76  (+) ) (+) (+) (+) +) (+) (+) (+) (+) (+) ) (+) Lactobacillus intestinalis
ma77  (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) ) (+) Lactobacillus equi
m478  (+) ) (+) (+) ) (+) (+) (+) (+) (+) (+) ) (+) Lactobacillus intestinalis
m499  (¥) () (+) () () () () (+) (+) Q) (+) () () Lactobacillus acidophilus

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug, * analiz gergeklestirilmemistir.



Homofermentatif kok bi¢giminde olan izolatlarin tanimlanabilmesi i¢in 6ncelikle Stiles
and Holzapfel (1997)’nin belirledigi kriterler dogrultusunda izolatlar farkli sicakllikarda
gelisim yetenekleri ve tuz konsantrasyonlarina gosterdikleri direng yonlerinden incelenerek
Lactococcus, Streptococcus ve Enterococcus cinlerininden hangisine ait oldugu
belirlenmistir.

Izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanabilmeleri i¢in Follow ve ark. (2005) ve Lui ve ark.
(2014) tarafindan gergeklestirilen ¢alismalar g6z Oniine alinarak yapilmuistir.

Homofermantatif koklarin cinslere ayrilmasinda ilk basamak olarak izolatlara farkli
sicakliklarda tireme, farkli tuz konsantrasyonu iceren besiyerinde gelisim, arginin, esculin
parcalanmasi ve pH 9,6’da gelisim testleri gergeklestirilmistir.

Bu izolatlardan %6,5 tuz konsantrasyonunda, 10°C’de ve 45°C’de gelisim gosteren ve
esculini hidroliz edebilen izolatlar Enterococcus cinsi altinda tanimlanmistir. Enterecoccus
cinsi izolatlara uygulanan farkli sicaklikta gelisim, arginin esculin karbonhidrat
fermentasyon testleri sonuglar1 Cizelge 4.10 ve Cizelge 4.11°deki gibidir.

M-17 Agar’dan izole edilen 25 Enterococcus izolatin tiir diizeyince tanimlanmasi
gerceklestirilmistir ve sonuglar Cizelge 4.910°da verilmistir. Yapilan testler sonucunda 14
izolat E. feaceium, 1 izolat E. durans, 1 izolat E. pseudoavium, 1 izolat E.solitarus, 2 izolat
E.asini, 5 izolat E. avium ve 1 izolat E. casseliflavus olarak tanimlanmuistir.

MRS Agar’dan izole edilen 8 Enterococcus izolatin tiir diizeyince tanimlanmasi
gerceklestirilmistir (Cizelge 4.11). Yapilan testler sonucunda 4 izolat E. casseliflavus, 2

izolat E. feaceium 2 izolat E. avium olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 4.10. M-17 Agar’dan izole edilen Enterococcus izolatlarina uygulanan karbonhidrat fermentasyon testi sonuglari

izolatno ph9,6 Arginin Esculin Laktoz Rafinoz Maltoz Arabinoz Galaktoz Fruktoz Sorbitol Mellebiyoz Salicin Sakkaroz Riboz Bakteri Tiirii
9 O ®m®m o ®m 0 ®® *) ® 0 *) ®  ®» 0 E. feaceium
23 O NG N I C B C B C B *) ® 0 ©) © 00 E.durans
25 +) (+) +) (+) ) +) (+) +) +) ) (+) () () ) Enterococcus faecium
32 (+) (+) +) (+) 6] +) (+) +) (+) () (+) (+) (+) () Enterococcus faecium
34 O I G B O B O B o B ©O B © *) ® 0 0 RO RN E. feaceium
3 T N N GO I o I O B & *) ® 0 +) 0O ® 0 E. feaceium
45 I A O R O I O B ) +) “ 0 +) 0 0 0 E. feceium
48 ® 0 0 0 0 ® @ ® +) ® 0 ©) 0O 0 0 E. pseudoavium
76 o A G A (O N C I O B O 0 0 0 0 0 0 0 E solitarus
81 +) +) ) (+) (+) (+) +) +) +) ) (+) ) ) (+) E.feceium
85 ® 0 ® ®» 6 ®® +) ORI C ©) +) * © E.asini
167 N B O N O N C5 B O *) ) *) ) ) * ) E-feceium
N I e I O B O B O B C N © ® e O C N © E.avium
mom M ® o ®m Mmoo +) © @ ©) +) M E. avium
S B B O I © B O +) 0 0 +) +) * ©) E feceium
196 (+) (+) +) (+) ) +) +) (+) (+) () (+) (+) (+) Q] Enterococcus faecium
201 (+) (+) +) (+) ) +) +) (+) (+) () (+) (+) (+) Q] Enterococcus faecium
205 (+) (+) +) (+) ®) +) +) +) (+) ) (+) (+) +) () Enterococcus faecium
210 ) *) *) *) () *) *) *) *) ) *) *) *) Q) E. feaceium
212 ) ) *) *) Q) *) *) *) *) ) *) *) *) Q) E. feaceium
234 (+) (+) *) *) *) *) ) *) *) *) () *) * *) E.avium
235 *) *) ) *) *) *) ) *) *) *) ) *) * (+) E.avium
236 *) *) *) *) *) *) ) *) *) *) () *) * (+) E.avium
556 I O B B € NN o NN Co B O *) ) *+) ) ©) * ) E.asini
557 * (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) * (+) ¢) Enterococcus casseliflavus

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug, * analiz gergeklestirilmemistir.



TG

Cizelge 4.11. MRS Agar’dan izole edilen Enterecoccus izolatlarina uygulanan karbonhidrat fermentasyon testi sonuglari

izolat ph

no 9.6 Arginin  Esculin  Laktoz Rafinoz Maltoz  Arabinoz  Galaktoz Fruktoz  Sorbitol Mellebiyoz Salicin Sakkaroz Riboz Bakteri Tiirii
ml ) ) ) ) +) +) ) +) +) ) ) * ) ) Enterococcus casseliflavus
m2 ) ) ) ) ) ) ) ) ) ¢ ) * *+) ©) E. casseliflavus
m119 ) ) ) ) +) +) ) +) +) ) ) * ) ) E. casseliflavus
mi34  (+) *) *) *) *) *) ) ) () ¢ ) * ) ¢ E. casseliflavus
mi58 () ) *) *) ©) ) () (*) (+) ©) (*) (+) (+) ©) E. feaceium
mio2  (+) ) *) *) *) *) ¢ ) () () ¢ *) * ) E.avium
mig%  (+) *) *) *) ) ) ©) (*) (+) (+) ©) (+) * (+) E. avium
m389 () (+) (+) (+) () (+) (+) (+) (+) () (+) (+) (+) () E. feaceium

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug, * analiz gerceklestirilmemistir.



Homofermentatif kok seklindeki izolatlardan 45°C’de gelisme gosteremeyen
izolatlara 10°C’de gelisim ve % 6,5 tuz konsantrasyonunda gelisim testleri uygulanmstir.
Gergeklestirilen testler sonucunda 10°C’de gelisim gosteren ve % 6,5 tuz konsantrasyonunda
gelisim gostermeyen 21 izolat Lactococcus cinsi altinda gruplandirilmistir. Lactococcus
izolatlarinin tiir bazinda tanimlanabilmeleri i¢in karbonhidrat fermentasyon testleri
gergeklestirilmistir. Gergeklestirilen karbonhidrat fermentasyon testlerinin sonuglar1 Cizelge
4.12 ve Cizelge 4.13’de verilmistir.

Izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanabilmeleri i¢in Follow ve ark. (2005) ve Lui ve ark.
(2014) tarafindan gerceklestirilen calismalar gz oniine alinmaistir.

M-17 Agardan izole edilen 10 Lactococcus izolatinin tiir diizeyinde tanimlanmasi
gerceklestirilmigtir. Gergeklestirilen tanimlamada izolatlarin 2 tanesi Lactococcus lactis
subsp. lactis, 1 tanesi Lactococcus lactis, 2 tanesi Lactococcus lactis subsp. tructae, 2 tanesi
Lactococcus raffinolactis, 1 tanesi Lactococcus garvieae, 2 tanesi Lactococcus chungensis
olarak tanimlanmuistir.

MRS Agar’dan izlole edilen 11 Lactococcus izolatinin tiir diizeyinde tanimlanmasi
gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen tanimlamada izolatlarin 4 tanesi Lactococcus lactis, 4
tanesi Lactococcus plantarum, 2 tanesi Lactococcus raffinolactis ve 1 tanesi Lactococcus

garvieae olarak tanimlanmstir.
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Cizelge 4.12. M-17 Agar’dan izole edilen Lactococcus izolatlarina uygulanan karbonhidrat fermentasyon testi sonuglari

izr(:(l)at ph9,6 Arginin Esculin Laktoz Rafinoz Maltoz Arabinoz Galaktoz Fruktoz Sorbitol Mellebiyoz Salicin  Sakkaroz  Riboz Sellebiyoz Mannitol Bakteri tiirii
42 *) *) () *) *) *) *) () *) ) ) ) ) 0 () * Lactococceus lactis subsp. lactis
71 ¢ ) ©) *) ) ) ¢ *) ) ) ) *) ) *) ) *+) Lactococcus lactis
72 ) *) () *) *) *) ) *) *) ) *) ) ) *) () * Lactococeus lactis subsp. tructae
16 () *) () *) *) *) *) *) *) *) *) *) * *) () *) Lactococcus raffinolactis
1 ® ) ©) *) ¢ ) *) *) ¢ *) *) *) *) *) *) *) Lactococcus lactis spp. tructae
154 (4) () () *) *) *) *) *) *) *) *) () *) *) *) * Lactococcus raffinolactis
163 (1) ) ©) *) ¢ ) *) *) ) ¢ *) *) * *) *) * Lactococcus garvieae
1w ® ) ©) *) ) ) *) *) ) ¢ ¢ *) * *) *) *) Lactococcus lactis spp. lactis
176 (¥) ) * () ) *) *) () *) *) () * * *) * * Lactococeus chungensis
206 () (+) * () () () *) 0 () (*+) () * * *) * * Lactococcus chungensis

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug, * analiz gergeklestirilmemistir.
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Cizelge 4.13. MRS Agar’dan izole edilen Lactococcus izolatlarina uygulanan karbonhidrat fermentasyon testi sonuglari

izolat ph9,6 Arginin Esculin Laktoz Rafinoz Maltoz Arabinoz Galaktoz Fruktoz Sorbitol Mellebiyoz Salicin  Sakkaroz Riboz Sellebiyoz  Mannitol Bakteri tiirii

mé Q] ) Q] ) ) ) Q] ) ) ) ) ) ) ) ) ) Lactococcus lactis
m54 ) Q] ) Q] Q] ) Q] ) ) ) Q] ) ) Q] ) ) Lactococcus plantarum
m72 ) Q] ) ¢ Q] ) Q] ) ) ) Q] ) ) Q] ) ) Lactococcus plantarum
m142 (+) (+) (-) (+) () (+) (+) (+) (+) (-) (+) (+) * (+) (+) * Lactococcus garvieae
m158 ¢ ) ¢ ) ) ) Q] ) ) ) ) ) ) *) () () Lactococcus lactis
m161 ) Q] ) Q] Q] ) Q] ) ) ) Q] ) ) Q] () () Lactococcus plantarum
m162 ) ¢ ) ¢ Q] ) Q] ) ) ) Q] ) ) Q] () () Lactococcus plantarum
mi67 () (+) I (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) * (+) Lacioceccs
miEo0 0 0 ®m 0o o) @ ® 0 o) *) *) 0 0 0 s
m177 ¢ ) ¢ ) ) ) Q] ) ) ) ) ) ) *) () () Lactococcus lactis
m178 Q] ) Q] ) ) *) Q] ) ) ) ) ) ) ) () () Lactococcus lactis

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug, * analiz gergeklestirilmemistir.



Homomentatif kok seklindeki izolatlardan % 6,5 tuz konsatrasyonunda ve pH 9,6 da
ve 10°C’de gelisim gosteremeyen izolatlar Streptococcus cinsi altinda gruplandirilmstir.
Izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanmasi Follow ve ark. (2005) ve Lui ve ark. (2014)
tarafindan gergeklestirilen ¢alismalar g6z oniine alinarak yapilmistir.

Bu gruba ait izolatlarin tiir bazinda tanimlanmasi i¢in gerceklestirilen 45°C’de gelisim
ve karbonhidrat fermentasyon testlerinin sonuglari1 Cizelge 4.14 ve Cizelge 4.15°deki gibidir.

M-17 Agar’dan izole edilen 4 Streptococcus izolatinin tiir diizeyinde tanimlanmasi
gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen tanimlamada 3 tanesi Streptococcus thermophilus ve 1
tanesi Streptococcus equinus olarak tanimlanmustir.

MRS Agar’dan izole edilen 18 Streptococcus izolatinin tiir diizeyinde tanimlanmasi
gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen tanimlamada 7 tanesi Streptococcus thermophilus, 5
tanesi Streptococcus bovis, 3 tanesi Streptococcus pluranimalium,2 tanesi Streptococcus

equinus ve 1 tanesi Streptococcus salivarius subsp. thermophilus olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 4.14. M-17 Agar’dan izole edilen Streptococcus izolatlarina uygulanan 45°C’de gelisim ve karbonhidrat fermentasyon testi sonuglari
. 45
Izolat °C’de pH9,6 Laktoz Rafinoz Maltoz Arabinoz Galaktoz Fruktoz Sorbitol Mellebiyoz Salicin Sakkaroz Riboz Sellebiyoz Bakteri Tiirii
gelisim

31 *) ¢ ) *) *) ¢ *) *) G ¢ *) ©) ¢ *+) Streptococcus equinus
37 *) ¢ ©) ©) *) *) *) *) ©) ¢ *) ©) *) *) Streptococcus thermophilus
213 *) ¢ ©) ©) *) *) *) *) ©) ¢ *) ©) *) *) Streptococcus thermophilus
584 *) ¢ ©) ©) *) *) *) *) ©) ¢ *) ©) *) *) Streptococcus thermophilus

Cizelge 4.15. MRS Agar’dan izole edilen Streptococcus izolatlarina uygulanan 45°C’de gelisim ve karbonhidrat fermentasyon testi sonuglari

izr?(l)at 4g5;l(i:$’i'ie pH 9,6 Laktoz Rafinoz Maltoz Arabinoz Galaktoz Fruktoz Sorbitol Mellebiyoz — Salicin Sakkaroz Riboz Sellebiyoz Bakteri Tiirii

m7 *) G G *) *) *) *) *) 0 0 *) ¢ *) *) Streptococcus thermophilus
m83 () 0 *) 0 *) () *) *) () () *) *) ) * Streptococcus bovis
m136 () 0 *) 0 () () ) *) () () () () *) ) Streptococcus pluranimalium
m139 () 0 *) 0 *) () *) *) () () *) *) 0 * Streptococcus bovis
m143 *) G G *) *) *) *) *) 0 0 *) ¢ *) *) Streptococcus thermophilus
m145 *) ) ) *) *) *) *) *) () () *) () ) *) Streptococcus thermophilus
m154 *) G G *) *) *) *) *) 0 0 *) ¢ *) *) Streptococcus thermophilus
m157 *) w0 © 0 0 *) 0 0 O ® 0 * e ey
m392 () ) *) ) () () ) *) () () () () *) () Streptococcus pluranimalium
m393 ©) G *) G *) ©) *) *) 0 0 *) *) 0 * Streptococcus bovis
m395 () ) *) ) *) () *) *) () () *) *) () * Streptococcus bovis
m398 ©) G *) G ©) ©) ¢ *) 0 0 0 ¢ *) G Streptococcus pluranimaliums
m408 () ) *) ) *) () *) *) () () *) *) () * Streptococcus bovis
m452 *) 0 *) *) () ©) *) *) ©) ©) *) ¢ G *) Streptococcus equinus
ms504 *) ¢ *) *) *) ©) ™) ™) G G *) ¢ G *) Streptococcus equinus
m510 *) 0 0 *) () () *) *) ©) ©) *) ¢ *) *) Streptococcus thermophilus
m511 *) ¢ ¢ *) *) *) ™) ™) G G *) ¢ *) *) Streptococcus thermophilus
m>512 *) ¢ ¢ *) () () *) *) ©) ©) () ¢ ™) *) Streptococcus thermophilus

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug, * analiz ger¢eklestirilmemistir.



Heterofermentatif kok veya kokkidal ¢ubuk seklindeki izolatlar Leuconostoc cinsi
olarak gruplandirilmistir. Izolatlarin tiir diizeyinde tanimlanabilmeleri icin Follow ve ark.
(2005) ve Lui ve ark. (2014) tarafindan gerceklestirilen ¢calismalar goz 6niine alinmastir.

Bu izolatlara gergeklestirilen pH 9,6, arginin ve eskulin hidrolizi ile birlikte
karbonhidrat fermentasyon testlerinin sonuglar1 Cizelge 4.16 ve Cizelge 4.17°deki gibidir.

M-17 Agar’dan izole edilen 19 Leuconostoc cinsi izolatin tiir bazinda tanimlanmasi
sonucunda izolatlardan 1 tanesi L. mesenteroides spp. mesenteroides, 9 tanesi Leuconostoc
lactis, 3 tanesi Leuconostoc argentinum, 2 tanesi Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris, 2 tanesi Leuconostoc mesenteroides subsp. dexlranicm ve 1 tanesi Leuconostoc
kimchii olarak tanimlanmustir.

MRS Agar’dan izole edilen 8 Leuconostoc cinsi izolatin tiir bazinda tanimlanmasi
gerceklestirilmistir. Gergeklestirilen tanimlamalar sonucunda 6 tanesi Leuconostoc lactis, 1
tanesi L. mesenteroides spp. mesenteroides ve 1 tanesi Lactococcus raffinolactis olarak

tanimlanmagtir.
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Cizelge 4.16. M-17 Agar’dan izole edilen Leuconostoc izolatlarina uygulanan karbonhidrat fermentasyon testi sonuglari

izolat pH Esculi

no 9.6 Arginin n Laktoz Rafinoz Maltoz Arabinoz Galaktoz Fruktoz Sorbitol Mellebiyoz Salicin Sakkaroz Riboz Bakteri Tiirii

6 ¢ ¢ ) *) ) ) ) ) +) ¢ ¢ ) ¢ ©) L. mesenteroides spp. mesenteroides

7 ¢ ¢ ©) *) ) *) Q) *) ) ¢ ¢ ¢ ¢ ) L.euconostoc lactis

1 0 ¢ ¢ *) ) ) ) ) +) ¢ ¢ Q) ¢ ©) Leuconostoc argentinum

12 () ¢ ¢ ) ¢ ) ¢ ) +) ¢ ¢ Q) *+) ©) Leuconostoc lactis

30 ¢ ©) *) Q) ) *) ) () ¢ ¢ ¢ *) ¢ Leuconostoc lactis

1“0 ¢ ©) *) (+) () (+) () (+) ©) ©) () ©) (+) Leuconostoc argentinum

16 () ¢ ©) *) Q) ) *) ) () ¢ ) ¢ ¢ ¢ Leuconostoc lactis

70 ¢ ©) *) Q) ) *) ) () ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ Leuconostoc lactis

21 () ¢ ©) *) (+) () (+) () (+) ©) ©) () ©) (+) Leuconostoc argentinum

26 ) ) ) ) (+) (+) ) (+) (+) ) ) ) ) ) Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
29 ) ) ) ) +) +) ) ) +) ) ) ) “) ) Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris
77 ) ) (+) (+) ) +) ) +) ) +) ) ) * +) Leuconostoc mesenteroides subsp. dexlranicm
%8 () ¢ ©) ) ) ¢ ¢ ) () () ) ¢ ¢ ) Leuconostoc lactis
104 ) ) (+) (+) (+) (+) ) (+) (+) ) (+) ) * (+) Leuconostoc mesenteroides subsp. dexlranicm
115 () ¢ ©) ) ) ) ¢ ) () () ) ) * ) Leuconostoc kimchii
116 () Q) ©) ) ¢ ) ¢ ) () ¢ ¢ ¢ ) ¢ Leuconostoc lactis
118 () ¢ ¢ *) ¢ *) ¢ *) () ©) ©) ¢ *) ) Leuconostoc lactis
122 () Q) ©) ) ) ) ) ) () ¢ ¢ ) ) ) Leuconostoc kimchii
558 () () () () () (+) () (+) (+) () () () (+) () L.euconostoc lactis

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug, * analiz gergeklestirilmemistir.
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Cizelge 4.17. MRS Agar’dan izole edilen Leuconostoc izolatlarina uygulanan karbonhidrat fermentasyon testi sonuglari

izolat pH Manni

no 96 Arginin Esculin Laktoz Rafinoz Maltoz Arabinoz Galaktoz Fruktoz Sorbitol Mellebiyoz Salicin Sakkaroz Riboz Sellebiyoz tol Bakteri Tiirii
mil () ¢ ¢ *+) ©) ) ) ) ) Q) ) ¢ ©) ©) ©) *+) Leuconostoc lactis
mi5 () ©) ©) *) ) ) *) ) *) ¢ *) ¢ ) ) ) ) Leuconostoc lactis
LA O T O R 5 BN o B L R Co T - B O B CO N 0 ® 0 0 I O B i
m22 - () *) *) *) *) ) *) ) *) *) *) *) * ) * (+)  Lactococcus raffinolactis
m25 () ) ) *) () (+) *) (+) *) () *) () () () () (+) Leuconostoc lactis
m31 () ©) ©) *) ¢ *) ) *) ) Q) ) ¢ ¢ ¢ ¢ ) Leuconostoc lactis
mi56 () ©) ©) *) ¢ *) ) *) ) Q) ) ¢ ¢ ¢ ¢ ) Leuconostoc lactis
m394 () () () () () (+) (*) (+) (*) () (*) () () () () (+) Leuconostoc lactis

(+): pozitif sonug, (-) negatif sonug, * analiz ger¢eklestirilmemistir.



Laktik asit bakterilerinin fenotipik olarak tanimlanmasinda 139 tane basil sekilli laktik
asit bakterisinden, 37 basil sekilli farkli sus tanimlanmistir. Tanimlanan suslar igerisinde
baskin olarak 18 (%15,12) tanesi L. acidophilus, 12 (%10,08) tanesi L. casei, 11 (%9,24)
tanesi L. delbrueckii bulunmustur. Tanimlanmasi gergeklestirilen 103 adet kok veya kokoid
seklindeki izolatlardan baskin olarak 16 (15,53) tanesi Enterococcus feaceium, 16 (15,53)
tanesi Leuconostoc lactis, 9 (%8,73) tanesi Lactococcus lactis bulunmustur.

Morea ve ark. (1998)’nin mozarella peynirinde bulunan laktik asit bakterilerinin
karakterizasyonu i¢in yaptiklar1 ¢alismada baskin flora olarak bizim ¢alismamiz ile ortak
olarak L.casei susu bulmuslardir. Calismalar1 sirasinda yalnizca 13 farkli biyotipte basil
sekilli bakteri bulmuslardir. Benzer sekilde Pisano ve ark. (2016) tarafindan mozarella
peynirinde yapilan ¢aligmada da baskin olarak ¢aligmamiz ile benzer olarak L. delbrueckii
susu izole etmislerdir.

Shafakatullah ve ark. (2014) Hindistan’in Karnataka bolgesinden temin ettikleri
manda siitlerinden izole edilen laktik asit bakterisi suslarini incelemislerdir. Yaptiklari
calismada baskin olarak Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus rhamnosus ve
Bifidobacterium longum varligini bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda Bifidobacterium cinsi
izolasyonu yapilmamustir.

Rizqiati ve ark. (2015)’nin Endonezya’dan temin ettikleri manda siitleri iizerinde
gerceklestirdikleri ¢alismada, manda siitlerinden ¢alismamizda da izole edilen L.
acidophilus, L. delbrueckii, L. casei suslarini izole etmislerdir.

Casarotti ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada manda siitiinden {iretilen mozarella
peynirinde Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei ve Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus suslarin1 baskin mikrobiyota olarak tanimlamislardir. Forhad ve ark.
(2015)’nin manda siitii {izerinde yaptiklar1 ¢alismada da baskin mikrobiyota benzer sekilde
bulunmustur. Bizim ¢alismamizda en ¢ok izole edilen cinsin de Lactobacillus spp. oldugu

belirlenmistir.

4.4. Tammmlanmasi Gergeklestirilen Lactobacillus Cinsi Bakterilerin Probiyotik
Ozelliklerinin Arastirllmasi

Manda siitii trtinlerinden elde edilen ve tanimlamasi gergeklestirilen Lactobacillus
cinsi izolatlardan probiyotik 6zellik gosterme ihtimali olanlar onceki ¢aligmalarda elde
edilen sonuglara gore belirlenmistir (Olivares ve ark. 2006; Tanabe ve ark. 2014; Lii ve ark.,
2014). Buna gore L. acidophilus, L. sanfrancisco, L. casei spp. rhamnosus, L. casei spp.

tolerans/ L. yamanashlensis, L. coryniformis, L. plantarum, L. intestinalis, L. delbrueckii
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subs. lactis, L. delbrueckii subs. bulgaricus, L. jensenii, L. johnsoni, L. rhamnosus, L.
reutrei, L. amylophilus, L. kalixensis, L. oris, L. kefirgranum, L. fermentum, L. salivarius ve
L. equi izolatlarindan 51 adet segilerek probiyotik 6zellikleri belirlenmistir. Probiyotik
Ozelliklerin belirlenebilmesi igin segilen izolatlara oncelikle diisiik pH degerine karsi
gelisimin belirlenmesi, safra suyuna karsi toleransin belirlenmesi, fenol varliginda canlilik
testleri gergeklestirilmistir. Yapilan bu testlerde sindirim kosullarina direng gosterebilecek
olan izolatlar arasindan farkli 6rneklere ait izolatlar secilerek bu testlere ek olarak safra tuzu
hidrolaz (BSH) aktivitesi, antibiyotik hassasiyeti ve kolesterol asimilasyon testleri

uygulanmigtir.

4.4.1. Diisiik pH Degerine Karsi Gelisinin Belirlenmesi

Probiyotik olarak kullanilacak mikroorganizmalarin sindirim kanali boyunca
canliliklarin1 koruyabilmeleri ve bagirsak sistemine tutunabilmeleri gerekmektedir. Bu
neden ile probiyotik mikroorganizmalarin sindirim siiresince mide igeriSindeki pH 2,5’a
diren¢ gosterebilmesi gerekmektedir (Dunne ve ark., 1999; Sagdi¢ ve ark., 2004, Yildiz,
2013; Fontana ve ark., 2013). Segilen 51 izolatin pH 2,5’da gelisimleri incelenmistir.

Siireye bagli pH 2,5 de gelisim degerlerinin sonuglar1 L. acidophiuts izolatlarinin Sekil
4.2’de, L. sanfrancisco izolatlariin Sekil 4.3°de, L.casei spp.rhamnosus izolatlarinnin, Sekil
4.4°de, L. casei spp. tolerans / L. yamanashlensis izolatlarinin Sekil 4.5°de, L. coryniformis
izolatlarmnin Sekil 4.6’de, L. plantarum izolatlarin Sekil 4.7°de, L. intestinalis
izolatlarmin Sekil 4.8’de, L. delbrueckii subs. lactis ve L. delbrueckii subs. bulgaricus
izolatlarmin Sekil 4.9°da, L. jensenii ve L. johnsoni izolatlarmin Sekil 4.10°da, L.
rhamnosus, L. reutrei, L. amylophilus izolatlarinin Sekil 4.11°de, L. kalixensis ve L. oris, L.
kefirgranum izolatlarinin Sekil 4.12’de, L. fermentum izolatlarmmin Sekil 4.13’de,

L.salivarius ve L. equi izolatlarinni Sekil 4.14’de gosterilmistir.

61



L. acidophilus
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Sekil 4.2. L. acidophilus izolatlarina ait siireye bagli pH 2,5deki optik yogunluklari

L. acidophilus izolatlari: 1, 112, 231, 152, m179, m,445

L. sanfrancisco

1
= 0,8
S50 =24
<z m54
o =
-~ >e00,4
ga m 164
s 0,2
< , m28
S /il Bm s E= Em BN

0. saat 2. saat 4, saat 6. saat 8.saat  24. saat

Sekil 4.3. L. sanfrancisco izolatlarina ait siireye bagh pH 2,5’deki optik yogunluklari

L. sanfrancisco izolatlar1: 24, 54, 164, m28

L. casei spp. rhamnosus
~ 0,4
S 33
g Eﬂ 0.2 = =177
g S mm385
S 0
© O.saat 2.saat 4.saat 6.saat 8.saat 24. saat

Sekil 4.4. L.casei spp.rhamnosus izolatlarma ait siireye bagh pH 2,5’deki optik yogunluklart

L.casei spp.rhamnosus izolatlari: 33, 177, m385
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L. casei spp. tolerans/ L. yamanashlensis

1
—
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Sekil 4.5. L. casei spp. tolerans / L. yamanashlensis izolatlarina ait siireye bagli pH 2,5’deki

optik yogunluklari

L. casei spp. tolerans / L. yamanashlensis izolatlari: 40, 484, 487, m133, m91

L. coryniformis
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8 5 06
- an
=3
£ ™04
o

0,2

0 _

0. saat 2. saat 4. saat 6. saat 8.saat 24. saat

105
®119
166
Eml8
Mml74
M m383

Sekil 4.6. L. coryniformis izolatlarina ait siireye bagli pH 2,5’deki optik yogunluklari

L. coryniformis izolatlari: 105, 119, 166, m18, m174, m383

0.saat 2.saat 4.saat 6.saat 8.saat 24. saat

m 160

L L. plantarum
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Sekil 4.7. L. plantarum izolatlarina ait siireye bagli pH 2,5’deki optik yogunluklari

L. plantarum izolatlari: 160, 239, m445
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L. intestinalis

1
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Sekil 4.8. L. intestinalis izolatlarina ait siireye bagli pH 2,5’deki optik yogunluklari

L. intestinalis izolatlari: 224, m471

L. delbrueckii subs. lactis ve L. delbrueckii subs. bulgaricus
~ 1
o 0,8 m 228
O 4 '
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Sekil 4.9. L. delbrueckii subs. lactis ve L. delbrueckii subs. bulgaricus izolatlarina ait siireye

bagli pH 2,5’deki optik yogunluklari

L. delbrueckii subs. lactis izolatlari: 228, 229; L. delbrueckii subs. bulgaricus izolatlari: 492, m12, m464

L. jensenii ve L. johnsoni

1
=
5 0,8
O ¢
T = 06 m 232
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28 04 = m481
é & 02 i m458
T N H N

0.saat 2.saat 4.saat 6.saat 8.saat 24.saat

Sekil 4.10. L. jensenii ve L. johnsoni izolatlarina ait siireye bagli pH 2,5’deki optik

yogunluklari
L. jensenii 232; L. johnsoni:m481, m458
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Sekil 4.11. L. rhamnosus, L. reutrei, L. amylophilus, L. kalixensis, L. oris ve L. kefirgranum

izolatlarina ait siireye bagli pH 2,5’deki optik yogunluklar

L. rhamnosus izolati: 43; L. reutrei izolati: 103; L. amylophilus izolati: 168
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Sekil 4.12. L. oris ve L. kefirgranum izolatlarina ait siireye bagli pH 2,5’deki optik

yogunluklari

L. kalixensis izolati: m473; L. oris izolati: m447; L. kefirgranum izolati: m3
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1 L. fermentum
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Sekil 4.13. L. fermentum izolatlarina ait siireye bagli pH 2,5’deki optik yogunluklari

L. fermentum izolatlar1: 485, m384, m460

L. salivarius ve L. equi
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Sekil 4.14. L. salivarius ve L. equi izolatlarina ait siireye baglhi pH 2,5’deki optik

yogunluklari

L. salivarius izolat: m187, m469; L. equi izolatlari: m20, m472

Izolatlarin zamana kars1 pH 2,5°de gelisimleri incelendiginde 38 izolatin 24 saat
boyunca canliliklarin1 koruyabildikleri, 4 izolatin 0-2. saat araliginda canliliklarini
kaybettikleri, 4 izolatin canliliklarin1 2-4. saate kadar koruyabildikleri ve 4 izolatin
canliliklarim 4-6. saate kadar koruyabildikleri tespit edilmistir. m28 (L. sanfrancisco)
nuamarali izolatin ise 0-2. saat araliginda canliligin1 kaybetmesine ragmen 8. saatte
gosterdigi artisin kontaminasyon kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Shafakatullah ve Chandra (2014) tarafindan yapilan ¢alismada manda siitlerinden izole

ederek tamimlanmasi gergeklestirdikleri L. acidophilus, L.rhamnosus ve Bifidobacterium
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longum izolatlarmin pH 2°de 3 saat siireyle canliliklarni kontrol etmislerdir. Ug saatin
sonunda tiim izolatlarin canliliklarini koruyabildigini bulmuslardir.

Klinberg ve ark., (2014)’nin yaptiklar ¢alismada fermente sosislerden izole ettikleri
laktik asit bakterilerinden 28 izolata %0.3 safra tuzu varliginda 4 saat boyunca canliliklarini
incelemislerdir. izolatlardan %85’inin 4 saat boyunca safra tuzu varliginda canliligini
korudugunu tespit etmislerdir. Calismada, bizim ¢aligmamiza benzer sekilde 2 saat
igerisinde canliliklarini yitiren izolatlar da tespit etmislerdir.

Lee ve ark. (2016)’nin Kore’nin geleneksel bir iirlinii olan Kimchi’den izole ettikleri
4 laktik asit bakterisi izolatinin 3 saat boyunca pH 3’de gelisimlerini takip etmislerdir.
izolatlarindan yalmizca bir tanesinin (L. plantarum) 3 saat icerisinde canliligim
koruyabildigini tespit etmislerdir.

Abushelaibi ve ark. (2017)’nin yaptiklar1 ¢alismada deve siitiinden izole ettikleri 23
LAB’nin 9 tanesinin 2 saat boyunca pH 2,0’de canliliklarini korudugunu tespit etmislerdir.
pH 2.5 ile yapilan ¢alismalarda mikroorganizmalarin midede kalis siiresi olan 2 saat baz

alimmstir. Bizim ¢alismamizda 32 izolat 2 saat boyunca canliliklarini koruyabilmistir.

4.4.2. Safra Suyuna Kars1 Toleransin Belirlenmesi

Safra suyu, yaglarin emiilsifiye ve ¢oziindiiriilmesi i¢in karacigerde iiretilerek gerek
duyuldugunda ince bagirsaga gonderilir. Safra suyunun yaglar iizerindeki etkisinden dolay1
mikroorganizmalarin hiicre zarinda bulunan yapilara zarar vererek antimikrobiyal etki
olusturmaktadir. Probiyotik mikroorganizmalarin ise bagirsak epiteline tutunabilmeleri i¢in
safra tuzu varliginda canliliklarin1 koruyabilmeleri gerekmektedir Yapilan calismalar genel
olarak 90.3 safra tuzunda probiyotik mikroorganizmalarin 60-180 dakika canliliklarin
koruyabildiklerini gostermektedir. (Begley var ark., 2005; Fontana ve ark., 2013).

Siireye bagh safra tuzu varliginda gelisim degerleri sonuglart L. acidophilis
izolatlarinin  Sekil 4.15°de, L. sanfrancisco izolatlarinin Sekil 4.16°de, L.casei
spp.rhamnosus izolatlarinin Sekil 4.17’da, L.casei spp.rhamnosus izolatlarinnin Sekil
4.18°de, L. coryniformis izolatlarmnin Sekil 4.19°da, L. plantarum izolatlarinin Sekil
4.20°de, L. intestinalis izolatlarmin Sekil 4.21°de, L. delbrueckii subs. lactis ve L.
delbrueckii subs. bulgaricus izolatlarmin Sekil 4.22’de, L. jensenii ve L. johnsoni
izolatlarmin Sekil 4.23’de, L. rhamnosus, L. reutrei, L. amylophilus izolatlarinin Sekil
4.24°de, L. kalixensis, L. oris ve L. kefirgranum izolatlariin Sekil 4.25°de, L. fermentum

izolatlarinin Sekil 4.26’da, L.salivarius ve L. equi izolatlarinn1 Sekil 4.27°de gosterilmistir.
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Sekil 4.15. L. acidophilus izolatlarina ait siireye bagli safra tuzu varliginda optik

yogunluklari
L. acidophilus izolatlari: 1, 112, 231, 152, m179, m,445
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Sekil 4.16. L. sanfrancisco izolatlarina ait siireye bagli safra tuzu varliginda optik

yogunluklari
L. sanfrancisco izolatlari: 24, 54, 164, m28
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L.casei spp.rhamnosus
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Sekil 4.17. L.casei spp.rhamnosus izolatlarina ait siireye baglh safra tuzu varliginda optik

yogunluklari

L.casei spp.rhamnosus izolatlari: 33, 177, m385

L. casei spp. tolerans/ L. yamanashlensis
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Sekil 4.18. L. casei spp tolerans/ L. yamanashlensis izolatlarina ait siireye bagl safra tuzu

varliginda optik yogunluklari

L. casei spp. tolerans / L. yamanashlensis izolatlari: 40, 484, 487, m133, m91
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L. coryniformis
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Sekil 4.19. L. coryniformis izolatlarina ait siireye bagli safra tuzu varliginda optik

yogunluklari
ODs20: 620 nm’deki optik yogunluk
L. coryniformis izolatlar1: 105, 119, 166, m18, m174, m383
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Sekil 4.20. L. plantarum izolatlarina ait siireye bagli safra tuzu varliginda optik yogunluklart
L. plantarum izolatlari: 160, 239, m445
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L. intestinalis
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Sekil 4.21. L. intestinalis izolatlarina ait siireye bagli safra tuzu varliginda optik yogunluklari

ODs20: 620 nm’deki optik yogunluk
L. intestinalis izolatlar1: 224, m471

L. delbrueckii subs. lactis ve L. delbrueckii subs.
bulgaricus
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Sekil 4.22. L. delbrueckii subs. lactis ve L. delbrueckii subs. bulgaricus izolatlarina ait

siireye bagl safra tuzu varliginda optik yogunluklar

L. delbrueckii subs. lactis izolatlari: 228, 229,
L. delbrueckii subs. bulgaricus izolatlari: 492, m12, m464
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L. jensenii ve L. johnsoni
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Sekil 4.23. L. jensenii ve L. johnsoni izolatlarina ait siireye bagli safra tuzu varliginda optik

yogunluklari

ODs20: 620 nm’deki optik yogunluk
L. jensenii 232; L. johnsoni:m481, m458
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Sekil 4.24. L. rhamnosus, L. reutrei, L. amylophilus izolatlarina ait siireye bagh safra tuzu

varliginda optik yogunluklari

L. rhamnosus izolati: 43; L. reutrei izolati: 103; L. amylophilus izolati: 168
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Sekil 4.25. L. kalixensis, L. oris ve L. kefirgranum izolatlarina ait siireye bagl safra tuzu

varliginda optik yogunluklari

L. kalixensis izolati: m473; L. oris izolati: m447; L. kefirgranum izolati: m3
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Sekil 4.26. L. fermentum izolatlarina ait siireye bagl safra tuzu varliginda optik yogunluklari

L. fermentumizolatlari: 485, m384, m460
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L.salivarius ve L. equi
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Sekil 4.27. L. salivarius ve L. equi izolatlarina ait siireye bagl safra tuzu varliginda optik

yogunluklari

L. salivarius izolat: m187, m469; L. equi izolatlari: m20, m472

Izolatlara ait zamana bagh safra tuzu varliginda gelisimler incelendiginde 35 izolatin
24 saat boyunca canliliklarin1 koruyabildigi, 5 izolatin 4-6. saate kadar canliliklarini
koruyabildigi, 5 izolatin 2-4. saate kadar canliligin1 koruyabildigi ve 6 izolatin 0-2. saat
araliginda canliligini kaybettigi tespit edilmistir.

Maragkoudakis ve ark.(2006) yaptiklar1 ¢alismada siit iiriinlerinden izole ettikleri 29
Lactobacillus suslarinin probiyotik potansiyelinin arastirilmasi igin % 0.3 oraninda safra
tuzunda gelisme testi uygulamiglardir. Calisma sonunda izole edilen tiim Lactobacillus
suslarinin 4 saate kadar canliliklarim1i devam ettirdiklerini belirtmislerdir. Bizim
calismamizda izolatlarin %80°1 4. saate kadar canliliklarini koruyabilmistir.

Xiaodong ve ark. (2009); bebek diskilarindan izole ettikleri potansiyel probiyotik
Ozellik tastyan Lactobacillus acidophilus NIT’in pH 2-4’e ve safra tuzuna %1-3 oraninda
dayanikli oldugunu bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda Lactobacillus acidophilus
izolatlarindan %66.6’s1 24 saat boyunca %0,3 oraninda safra tuzu varliginda canliligini
koyuyabilmistir.

Chowdhury ve ark. (2013) tarafindan yapilan g¢alismada Bangladesh’in farkli
bolgelerinden temin ettikleri manda yogurtlarindan izole edilen laktik asit bakterilerinin
%0,05-0,3 oraninda safra tuzuna kars direncinin belirlendigi ve izole edilen tiim izolatlarin
%0,3 oraninda safra tuzu varliginda gelisim gosterdikleri ifade edilmektedir.

Shafakatullah ve Chandra (2014) tarafindan yapilan ¢calismada manda siitlerinden izole

ederek tamimlanmasim gergeklestirdikleri L. acidophilus, L.rhamnosus ve Bifidobacterium
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longum izolatlarinin 3 saat siire ile %0,3 safra tuzu varliginda gelisimlerini incelemistir. 3.
saatin sonunda L. acidophilus’un diger iki izolata gore daha direngli oldugunu tespit
etmislerdir.

Khan ve Kang (2016) tarafindan yapilan ¢alismada Kore’ye ait geleneksel fermente
bir {iriin olan “ Kimchi”’den izole edilen L. plantararum DGK-17 susunun potansiyel
probiyotik etkilerinin arastirildigr ve %0,5 ile %1,5 degerlerinde gerceklestirilen safra
tuzuna direng testinde safra tuzu konsantrasyonu arttik¢a safra tuzu toleransinin azaldigi

ifade edilmektedir.

4.4.3. Fenol Varhiginda Canhlik Testi

Beslenme ile alinan veya dokularda biyosentez ve yikim olaylar1 sirasinda
proteinlerden kaynaklanan bazi aminoasitler bagirsaklarda bazi mikroorganizma faaliyetleri
sonucu fenoller olusabilmektedir. Bu bilesiklerin, bazi Lactobacillus suslarina karsi
bakteriostatik bir etki yapabildigi bildirilmektedir (Vizoso Pinto ve ark. 2006). Bu sebeple
probiyotik potansiyeli arastirilan Lactobacillus suslarinin fenol varliginda canliliklarini
koruyabilme yetenekleri arastirilmistir.

Stireye bagli bagli fenol varhiginda gelisim degerlerisonuglart L. acidophilis
izolatlarinin  Sekil 4.28’de, L. sanfrancisco izolatlarinin Sekil 4.29°da, L.casel
spp.rhamnosus izolatlarinin Sekil 4.30°da, L. casei spp. tolerans / L. yamanashlensis
izolatlarmin Sekil 4.31°de, L. coryniformis izolatlarinnin Sekil 4.32°de, L. plantarum
izolatlarinin Sekil 4.33’de, L. intestinalis izolatlarinin Sekil 4.34’de, L. delbrueckii subs.
lactis ve L. delbrueckii subs. bulgaricus izolatlarinin Sekil 4.35°de, L. jensenii ve L. johnsoni
izolatlarmin Sekil 4.36’de, L. rhamnosus, L. reutrei, L. amylophilus izolatlarinin Sekil
4.37°de, L. kalixensis, L. oris ve L. kefirgranum izolatlariin Sekil 4.38’de, L. fermentum

izolatlarinin Sekil 4.39°da, L.salivarius ve L. equi izolatlarinni Sekil 4.40°da gosterilmistir.
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Sekil 4.28. L. acidophilus izolatlarina ait siireye bagli fenol varliginda optik yogunluklari

L. acidophilus izolatlari: 1, 112, 231, 152, m179, m,445
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Sekil 4.29. L. sanfrancisco izolatlarina ait siireye bagli fenol varliginda optik yogunluklar

L. sanfrancisco izolatlar: 24, 54, 164, m28

76



L. casei spp. rhamnosus
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Sekil 4.30. L. casei spp. rhamnosus izolatlarina ait siireye bagl fenol varliginda optik

yogunluklari

L.casei spp.rhamnosus izolatlari: 33, 177, m385

L. casei spp. tolerans/ L. yamanashlensis
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Sekil 4.31. L. casei spp. tolerans/ L. yamanashlensis izolatlarna ait siireye bagli fenol

varliginda optik yogunluklari

L. casei spp. tolerans / L. yamanashlensis izolatlar1: 40, 484, 487, m133, m91
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L. coryniformis

1 _
22
=
gb 08 - 105
> m119
= 0,6 -
2 m 166
(=]
'% 0,4 - Eml8
z mml74
g 0,2 -
Y m m383
(o]
\&

0

0. saat 2.%aat 4.saat 6.saat 8.saat 24. saat

Sekil 4.32. L. coryniformis izolatlarmna ait siireye bagl fenol varliginda optik yogunluklari
L. coryniformis izolatlari: 105, 119, 166, m18, m174, m383
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Sekil 4.33. L. plantarum izolatlarina ait siireye bagli fenol varliginda optik yogunluklar
L. plantarum izolatlari: 160, 239, m445

78



L. intestinalis
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Sekil 4.34. L. intestinalis izolatlarina ait siireye bagl fenol varliginda optik yogunluklari

ODs¢20: 620 nm’deki optik yogunluk
L. intestinalis izolatlar1: 224, m471
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Sekil 4.35. L. delbrueckii subs. lactis ve L. delbrueckii subs. bulgaricus izolatlarina ait

siireye bagl fenol varliginda optik yogunluklar

L. delbrueckii subs. lactis izolatlar1: 228, 229,
L. delbrueckii subs. bulgaricus izolatlar1: 492, m12, m464
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L. jensenii ve L. johnsoni
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Sekil 4.36. L. jensenii ve L. johnsoni izolatlarina ait siireye bagli fenol optik yogunluklari
L. jensenii 232; L. johnsoni:m481, m458
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Sekil 4.37. L. rhamnosus, L. reutrei, L. amylophilus izolatlarina ait siireye bagli fenol

varliginda optik yogunluklari

L. rhamnosus izolati: 43; L. reutrei izolati: 103; L. amylophilus izolati: 168
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Sekil 4.38. L. kalixensis, L. oris ve L. kefirgranum izolatlarina ait siireye bagl fenol

varliginda optik yogunluklari

L. kalixensis izolati: m473; L. oris izolati: m447; L. kefirgranum izolati: m3

L. fermentum
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Sekil 4.39. L. fermentum izolatlarina ait siireye bagli fenol varliginda optik yogunluklari

L. fermentumizolatlari: 485, m384, m460

81



L. salivarius ve L. equi
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Sekil 4.40. L. salivarius ve L. equi izolatlarina ait siireye bagli bagli fenol varliginda optik

yogunluklari

L. salivarius izolat: m187, m469; L. equi izolatlari: m20, m472

Izolatlarin zamana bagli fenol varliginda gelisimleri incelendiginde 16 izolatin 24 saat
boyunca canliliklarini koruyabildigi,1 izolatin 8-24. saate kadar canliligini koruyabildigi, 24
izolatin 6-8. saate kadar canliligi koruyabildigi, 3 izolatin 4-6. saate kadar canliliginmi
koruyabildigi, 2 izolatin 2-4. saate kadar canliligin1 koruyabildigi ve 3 izolatin ise 0-2. saat
igerisinde canliliklarini kaybettigi tespit edilmistir. 1 izolatin ise 8. saate gosterdigi hizli
gelisimin kontaminasyondan kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.

Viz0s0 Pinto ve ark. (2006)’nin insan digkilar1 ve geleneksel fermente iirinlerden izole
ettikleri laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasi i¢in izolatlarin 24 saat
stire ile %0,4 fenol varliginda gelisim yeteneklerini incelemislerdir. 24. saatin sonunda tiim
L. plantarum suslarinin fenol varliginda canliliklarin1 korudugunu ve L. johnsonii’nin alt
tirlerinin fenol varhiginda gelisim yeteneklerinin farklilik gdsterdigini bulmuslardir.
Calismamizda fenol varliginda canliliklari test edilen izolatlardan biiylik ¢ogunlugu Vizosa
Pinto ve ark. (2006)’nin yaptiklar1 ¢aligmaya benzer sekilde sonuglar vermistir. Ancak
L.plantarum ve L. sanfrancisco tiirlerine ait izolatlar1 diger tiirlere ait izolatlara gore fenol
varliginda canliliklarinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

Akman (2009) tarafindan yapilan ¢calismada farkli kaynaklardan elde ettigi 32 laktik
asit bakterisinin %0,4 fenol igerisinde gelisimi incelenmistir. Caligmada sadece L. casei 21
adet susu fenol varliginda canliligimi koruyabildigini tespit etmistir. Calismamiz ile
kiyaslandiginda bu c¢alismadaki test edilen suslar canliliklarmi ¢ok kisa siire ile

koruyabilmislerdir.
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Forhad ve ark. (2015)’nin mozarella peynirinden izole ettikleri laktik asit bakterilerine
uyguladiklar1 24 saat siire ile fenol varliginda canlilik testinde ise 4 izolattan 3 {iniin %0,4
oraninda fenol igeren besiyerinde canliliklarini koruyabildigini tespit etmislerdir. Ayrica
yaptiklart  ¢alismada farkli  konsantrasyondaki fenol varliginin test edilen

mikroorganizmalarin gelisimleri {izerinde farklar olusturdugunu ifade etmislerdir.

4.4.4. Safra Tuzu Hidrolaz (BSH) Aktivitesi

Safra tuzu hidrolaz enzimi (BSH) konjuge glisin veya taurinin hidrolizini
katalizleyerek bunlari aminoasitlere ve serbest safra tuzlarmma donistiirmektedir. Safra
tuzlarimin dekonjugasyonu ile safra tuzlarinin enterohepatik dolasimi engellenmis ve bu
sayesinde serum kolesterol seviyesinde diisme olugmaktadir (Alp ve Ertiirkmen, 2017;
Abushelaibi ve ark., 2017).

Sindirim kosullarinda canlilik gostererek probiyotik olma ihtimali belirlenen 26 izolata
ait safra tuzu hidrolaz aktivitesi ¢okelme zonlart Cizelge 4.18’de gosterildigi gibi
Olglilmiistir. Analize alinan tiim izolatlarda degisen miktarlarda olsa da tamaminda safra tuzu

hidrolaz aktivitesi gdzlemlenmistir.

Cizelge 4.18. Safra tuzu hidrolaz testi dl¢iilen zon ¢aplari

Izr(])(l)at Zon cap1 (mm) izolat no Zon cap1 (mm)
m20 10,75+ 1,50 24 11,50 + 0,57
m28 12,50 + 0,57 33 10,25 + 0,50
m179 10,75+ 0,95 43 13,0+ 0,81
m383 11,25+ 0,95 168 15,25 + 1,25
m384 15,0+ 1,82 224 12,25 + 0,95
m455 11,75+ 0,95 231 11,0+ 0,81
m458 9,50 + 0,57 229 13,0+ 1,15
m464 10,75+ 0,95 232 9,50 + 0,57
m469 13,0+ 0,81 439 9,25+0,95
m471 12,75 + 0,95 470 13,25+ 0,95
m47?2 11,25+ 0,50 487 12,25 + 0,50
m473 11,50 + 0,57 489 15,75 + 0,95
m481 8,75+ 0,95 492 12,75+ 2,21

Bautista ve ark. (2013) yaptiklar1 ¢aligmada zeytinlerden izole ettikleri laktik asit
bakterilerinden potansiyel probiyotikleri aragtirmiglardir. Caligmalar1 sonucunda izolatlarin
hi¢ birinde safra tuzu hidrolaz aktivitesine rastlamamislardir. Bu calismanin aksine

Abushelaibi ve ark. (2017) deve siitiinden izole ettikleri laktik asit bakterilerinin tiimiiniin
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serbest kolik asit lireterek arastirilan safra tuzlarinin her birini hidrolize edebilme yetenegini
gosterdigini bulmuslardir.

Vizoso Pinto ve ark. (2006)’nin yaptiklar1 calismada geleneksel fermente iiriin ve insan
diskilarindan elde ettikleri ve sindirim sistemi igerisinde canlililarin1 korumayi basarabilen
tiim izolatlarinin ayrica safra tuzu hidrolaz aktivitesine de sahip oldugunu belirlemislerdir.

Mathara ve ark. (2008) tarafindan Kenya’ya ait geleneksel bir siit iiriinlinden izole
edilen 7 L. acidoplilus susundan 5 tanesinin safra tuzu hidrolaz aktivitesi gosterdigini
belirlemislerdir. Calismamiz sirasinda BSH aktivitesi arastirilan 2 L. acidophilus izolatinin
ikisinin de BSH aktivitesi gosterdigi bulunmustur.

Akman (2009)’m 18 izolat iizerinde gergeklestirdigi safra tuzu hidrolaz testi
sonucunda izolatlardan 7 tanesinin safra tuzu hidrolaz aktivitesi gosterdigini bulmuslardir.
BSH aktivitesi gosteren izolatlarin olusturduklart zon c¢aplart calismamiz ile

karsilastirildiginda ortalama olarak daha diigiik bulunmustur.

4.4.5. Antibiyotik Hassasiyeti

Laktik asit bakterileri GRAS statiistinde yer alsalar da probiyotik olarak
kullanilabilmeleri i¢in antibiyotik direnglerinin belirlernmesi FAO /WHO (2002) tarafindan
onerilmektedir. Probiyotik suslarin temel sarti, aktarilabilir antibiyotik diren¢ genleri
tasimamalaridir. Bu genleri tagiyan bakterilerin tiikketilmesi istenmemektedir. Bunun sebebi
bagirsaktaki patojen bakterilere yatay gen transferi ile antibiyotige direngli patojenlerin
olusuna yol agabilmeleridir (Zhou ve ark., 2007). Ozellikle giiniimiizde artan antibiyotik
kullanim1 ile pek cok patojen tiiriin farkli antibiyotiklere karsi direng gosterdigi ifade
edilmektedir (Liu ve ark., 2014; Meral ve Korukoglu, 2014).

Calismamizda diisiik pH degerine direng, safra tuzu varliginda gelisim ve fenol
varliginda canlilik gosteren veya canliligmi koruyan izolatlardan her bir potansiyel
probiyotik susunu temsil edecek sekilde 13 adet MRS Agar ve 13 adet M-17 Agar
izolatlarindan segilerek antibiyotik hassasiyetleri belirlenmistir. Izolatlara ait antibiyotik

hassasiyeti sonuclar1 Cizelge 4.19°daki gibi degerlendirilmistir.

84



Cizelge 4.19. izolatlara ait antibiyotik hassaiyetleri sonuglari
fzolat Amp10 P10 KF30 VA30 CN10 TE30 C30 E15 RD5 NV30

no png ng ng ng ng ng ng ng ng ng
m20 S S S R R S S S MS S
m28 S MS S R R S S S MS R
mi179 S R MS MS R R S R R R
m383 S MS S MS R S S S S R
m384 S R MS R R S S S S R
m455 S R S R S S S S R R
m458 R S R R S R S R MS MS
ma64 S R R R S S S R S R
m469 S R R R S S MS R S R
m471 S R MS R R S MS R R R
ma72 S S S R S MS S S MS R
m473 S R R R S MS S R S R
m481 S R R R R S S R R S

24 S MS R S S R S R R MS

33 S S MS MS S S S S MS S

43 S S S S S S S S S

168 S MS S S S R S R R

224 S MS R MS S R R R R MS
231 S MS R MS S R R R R R
229 S S MS MS S R R R R R
232 S S R MS R R S R R MS
439 S MS R MS S S R R R MS
470 S S R R R S S S S R
487 S MS MS R R S S S R S
489 S S S R R S R R S R
492 S MS MS S R S R S S S

AMP: Ampicillin, P: Penicillin, KF: Cephalothin, VA: Vancomycin CN: Gentamicin, TE: Tetracycline, C:
Chloramphenicol, E: Erithtromycin, RD: Rifampicin, ,NV: Novobiocin, Direngli (R), orta dereceli hassas (MS)
ve hassas (S)

Antibiyotik hassasiyeti degerlendirilen izolatlarin tamami1 en az 2 farkli antibiyotige
kars1 direng gostermistir. Antibiyotikler a¢isindan degerlendirildiginde izolatlardan 23 ’{iniin
Ampisilin’e ,17’sinin Chloramphenicol’a ve 15’inin Tetrasiklin’e hassas oldugu, 17’sinin
Vancomycin’e, 15’inin Erytromycin ve Vancomycin’e direngli oldugu tespit edilmistir.
Diger test edilen antibiyotiklerin hassasiyetlerinin degisiklik gosterdigi goriilmiistiir.

Yapilan ¢alismalar genel olarak laktik asit bakterilerinin Ampisilin’e kars1 duyarh
oldugunu gostermektedir. (Korhonen, 2010; Lee ve ark., 2016; Banerjee ve ark., 2017).
Sharma ve ark. (2017) ve Sukmarini ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismalarda izole ettikleri

laktik asit bakterilerinin tamaminin Eritromisin ve Kloromfenikol’e kars1 direngli oldugunu
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bulmuslardir. Eritromisin {izerine yapilan bir bagka calismada ise izolatlarin tamaminin
Eritromisin’e kars1 hassas oldugu bulunmustur (Abushelaibi ve ark., 2017). Laktik asit
bakterilerinin Gentamisin’e olan direncleri ise degisiklik gostermektedir (Sharma ve ark.,
2017; Domingos-Lopes ve ar., 2017; Banerjee ve ark., 2017). Vankomisin ile yapilan
calismalar da genel olarak laktik asit bakterilerinin Vankomisine karsi direngli oldugunu
gostermektedir (Ocana ve ark., 2006; Liu ve ark., 2009; Lee ve ark., 2016; Banerjee ve ark.,
2017). Charteris ve ark. (1998) ve Abushelaibi ve ark. (2017) tarafindan yapilan
caligmalarda tiim laktik asit bakterisi izolatlarinin Penisilin’e hassas oldugunu
gozlemlemislerdir. Ayrica Domingos-Lopes ve ark. (2017) tarafindan yaptiklar1 ¢caligmada
basil seklindeki laktik asit bakterilerinin Rifampisin ve Tetrasiklin antibiyotiklerine kars1
direncli oldugunu belirlemislerdir. Zhou ve ark., (2007) ise tiim laktik asit bakterisi
izolatlarinin Novabiyosin’e karsi hassasiyet gdsterdigini tespit etmislerdir. Kloramfenikol,
Tetrasiklin ve Rifampisin ile yapilan diger calismalarin aksine Lee ve ark. (2016)’nin

yaptiklari ¢alismada tiim izolatlar bu {i¢ antibiyotige karsi hassasiyet gdstermistir.

4.4.6. Kolesterol Asimilasyon Testi

Kandaki kolesterol miktart artist pek ¢ok saglik sorunu ile iligkilendirilmektedir.
Ozellikle kan damarlar igerisinde biriken kolesterol damar tikanikliklari ve hatta 6liim ile
sonuglanabilecek kalp krizlerine neden olmaktadir. Yapilan ¢aligmalar gostermistir ki pek
¢ok probiyotik mikroorganizma kolesterol seviyesinin diisiiriilmesine yardimci olmaktadir
(Liong ve Shah, 2005; Tok, 2007; Ding ve ark., 2017).

Kolesterol asimilasyonu testi gergeklestirilen izolatlara ait 24 saat sonundaki
kolesterol giderimleri spektrofotometre olgiimleri ve % kolesterol giderimleri Cizelge

4.18°de gosterildigi gibidir.
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Cizelge 4.19. izolatlara ait kolesterol giderimleri sonuglar

. M-17 M-17
izolat no MR KISl 2!l ARSHLGETOHBEFTCDA - Izolat +Kolesterol+Oxgall +Kolesterol+NA_TCDA
ODss0 % asimilasyon ODsso % asimilasyon no ODsso % asimilasyon  ODsso % asimilasyon

m469 0,122 86,59 0,071 92,19 229 0,085 91,14 0,089 88,58
m383 0,139 84,72 0,082 90,98 487 0,086 91,04 0,079 89,87
m458 0,111 87,8 0,117 87,14 470 0,094 90,2 0,078 90
m471 0,113 87,58 0,079 91,31 489 0,096 90 0,08 89,74
m179 0.096 89,45 0,071 92,13 439 0,109 88,64 0,08 89,74
m454 0,103 88,68 0,121 86,7 492 0,096 90 0,077 90,12
m464 0,105 88,46 0,088 90,32 232 0,093 90,31 0,081 89,61
m385 0,096 89,45 0,135 85,16 24 0,093 90,31 0,082 89,48
m472 0,098 89,23 0,075 91,75 33 0,096 90 0,088 88,71
m20 0,098 89,23 0,077 91,53 43 0,093 90,31 0,084 89,23
m473 0,106 88,35 0,071 92,13 231 0,108 88,75 0,084 89,23
m28 0,193 78,79 0,177 80,54 168 0,098 89,79 0,073 90,64
m481 0,101 88,9 0,085 91,23 224 0,096 90 0,073 90,94

ODsso : 550 nm’deki optic yogunluk, NA TCDA: Sodyum taurodeoxykolat, % asimilasyon: kore karsilik kolesterol asimilasyon yiizdesi.



Izolatlara ait % kolesterol gideriminin hesaplanabilmesi i¢in Tok, (2007) tarafindan
belirtilen hesaplama yéntemi kullamilmustir. izolatlar genel olarak degerlendirildiginde 24
saatin sonunda en diisik %78,79 oraninda en yiiksek %92,19 oraninda kolesterol giderimi
saglamistir. En yiiksek kolesterol giderimi saglayan m469 susunun ayni1 zamanda yiiksek safra
tuzu hidrolaz aktivitesine sahip oldugu goézlemlenmistir. 489 numarali izolatin ise en yiiksek
safra tuzu hidrolaz aktivitesi ile %90 oraninda kolesterol giderimi sagladig1 gozlemlenmistir.
m481 numarali izolatin ise BSH aktivitesi ¢ok diisiik seviyede iken kolesterol asimilasyon
yiizdesi yiiksek bulunmustur. Tiim izolatlar incelendiginde kolesterol asimilasyonu ile safra
tuzu hidrolaz aktivitesi arasinda dogrudan bir iliski olmadigi sonucuna varilmistir. Calismada
kullanilan ve kolesterole ilave edilen iki farkli safra tuzu arasinda faklilik gézlenmemistir.

Liong ve Shah (2005) nin yaptiklar1 11 farkli izolat iizerinde gerceklestirdikleri kolesterol
asimilasyonu c¢alismasit sirasinda tiim suslarin 12.03 - 32.25 pg / mL arasinda degisen
seviyelerde degisen seviyelerde kolesterolii asimile edebildigini tespit etmislerdir.

Akman (2009) tarafindan yapilan ¢alismada kolesterol asimilasyon yetenegi test edilen
li¢ izolatin tigiinde bizim ¢alismamiza benzer sekilde kolesterol asimilasyonu saglamistir.

Ding ve ark. (2017) L. plantarum susu lizerinde yaptigi kolesterol asimilasyonu
caligmalarinda izolata ait kolesterol gideriminin ortalama olarak %73 oldugunu tespit
etmiglerdir ve calismamizla kolesterol giderim ortalamasinin Ding ve ark., (2017) kiyasla
yiiksek oldugu goriilmektedir.

Angmo ve ark., (2016) tarafindan Hindistan’a 6zgii bir peynir ve arpa esasl biradan izole
ettikleri laktik asit bakterileri lizerine yaptiklari ¢alismada diger ¢alismalarin aksine izotlarin

kolesterol asimilasyon seviyesi en ¢ok %38’e kadar ¢ikabilmistir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Giiniimiizde saglikli beslenmeye olan ilgi giderek artmaktadir. Ozellikle saglik
acisindan pek ¢ok olumlu etki olusuran probiyotik tirlinlerin tiiketimi ve ¢esitliligi giderek
artmaktadir. Fermente siit iiriinleri probiyotik mikroorganizmalarin gelisimi i¢in uygun
besin ortamini barindirmasi sebebi ile probiyotik iirlinlerin 6nemli bir boliimiini
olusturmaktadir.

Manda siitii iirlinleri ise aromatik 6zellikleri sebebi ile pek cok iilkede giderek artan
bir isleme kapasitesine sahiptir. inek siitiiniin probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasi {izerine
pek cok calisma bulunurken, manda siitiiniin probiyotiklerinin arastirilmas ile ilgili sinirh
sayida calisma bulunmaktadir. Ancak manda siiti de tipki inek siitii gibi probiyotik
bakteriler i¢in potansiyel bir kaynak olabilir. Manda siitii {irlinleri manda siitiiniin besleyici
kimyasal icerigi ve barindirdigi muhtemel probiyotik bakteriler diisiiniildiigiinde giinliik
tilkketim acisindan gelistirilmesi gereken bir endiistriyi olusturmaktadir.

Gergeklestirdigimiz ¢alismada Tiirkiye nin farkl illerinden temin edilen manda siitii
ile yapilmis beyaz peynir, mozarella peyniri ve yogurt 6rneklerinde bulunan laktik asit
bakterisi sayilari iki farkli besiyeri ile belirlenmistir. Laktik asit bakterisi agisindan analize
alinan 3 ornek tipi laktik asit bakterisi yiikii agisindan karsilastirildiginda en yiiksek klasik
tip manda peynir rnekleri (1,85 x 108 kob/g) iken, ikinci sirada mozarella peynir drnekleri
(8,89 x 107 kob/g) ve son olarak yogurt drnekleri (1,12 x 107 kob/g) seklinde siralanmaktadur.

Elde edilen laktik asit bakterilerinden izolatlar alinmis ve izolatlarin fenotipik olarak
tanimlamasi gergeklestirilmistir. 139 tane basil sekilli laktik asit bakterisinden, 37 farkl tiir
tanimlanmistir. Tanimlanan tiirler icerisinde baskin olarak 18 (%15,12) tanesi L.
acidophilus, 12 (%10,08) tanesi L. casei, 11 (%9,24) tanesi L. delbrueckii olarak
bulunmustur. Tanimlanmasi1 gergeklestirilen 103 adet kok veya kokoid seklindeki
izolatlardan baskin olarak 16 (15,53) tanesi Enterococcus feaceium, 16 (15,53) tanesi
Leuconostoc lactis, 9 (%8,73) tanesi Lactococcus lactis bulunmustur.

Tanimlamasi gergeklestirilen Lactobacillus izolatlarindan 53 tanesi secilerek
probiyotik  Ozellikleri arastirilmistir.  Secilen izolatlarin  probiyotik  6zelliklerinin
belirlenmesinde ilk asama olarak diisilk pH, safra tuzu ve fenol varliginda gelisimleri
incelenmistir. Izolatlarin genel olarak mide pH’sinda, safra tuzu varligina ve 6-8 saate kadar

%0,4 fenol varliginda canliliklarini koruyabildikleri gézlemlenmistir. Izolatlarin diisiik pH’a
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direng, safra tuzu ve fenol varligindaki degisimleri susa bagl olarak incelendiginde farklilik
gostermistir.

Sindirim kosullarinda varligin1 koruyabilen bu izolatlardan 26 tanesi segcilerek
antibiyotik direng, safra tuzu hidrolaz ve kolesterol asimilasyon yetenekleri agisindan
degerlendirilmistir. Degerlendirmeler sonunda antibiyotik direnglerinin genel olarak
literatiirde yer alan ¢alismalarla benzerlik gosterdigi, yiiksek kolesterol giderimine ve safra
tuzu hidrolaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Probiyotik 6zellikleri arastirilan 26
susun da probiyotik olma potansiyeli barindirdig1 gézlemlenmistir. Ozellikle Manisa’dan
temin edilen beyaz peynir 6rneginden izole edilen 33 numarali L. casei spp. rhamnosus ve
43 numarali L. rhamnosus izolatlar1 gosterdikleri sindirim sisteminde canlilik, kolesterol
giderimleri, safra tuzu hidrolaz aktiviteleri ve antibiyotik hassasiyetleri ile ideal probiyotik
izolatlardir. Diger izolatlarin ise sahip olduklar1 antibiyotik direnclerinin kékenin genetik ya
da plazmid kaynakli oldugu arastirilmalidir.

Gergeklestirilen  ¢alismalarin = devaminda  izole edilen suslarin  genetik
tanimlamalarinin yapilarak probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasinda farkli 6zelliklerinin de
aragtirilmas1  gerekmektedir. Izolatlarm farkli gida matrikslerinde de gelisimlerini
siirdiirebilirligi kontrol edilerek probiyotik starter olarak kullanilabilme o6zellikleri
arastirilmalidir.

Sonug olarak manda siitii {irlinlerinin zengin bir mikrofloraya sahip oldugu ve bu
floranin igerisinde probiyotik oOzellikleri gosterebilen suslar1 barindirdigr ortaya
konulmustur. Yapilan bu ¢caligma sayesinde probiyotik suslar i¢in alternatif bir kaynak olarak

manda siitii triinlerinin kullanilmasinin 6nii agilmistir.
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