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OZET

ANNE SUTUNDEN iZOLE EDILEN LACTOBACILLUS CINSi BAKTERILERIN
BAZI STARTER VE PROBIYOTIK OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Bu ¢alismada anne siitiinden izole edilmis Lactobacillus cinsi bakterilerin bazi
probiyotik ve starter 6zellikleri arastirilmistir. Anne siitiinden izole edilen suslardan
basil morfolojisine sahip izolatlar API 50 CHL kiti ile tanimlanmis ve yliksek
tamimlama oranina sahip {i¢ sus se¢ilmistir. Bu suslardan birinin Lactobacillus
fermentum, diger iki susun ise Lactobacillus acidophilus oldugu belirlenmistir.

Tim suslarin 45 °C’de gelistigi, 15 °C’de ise M2-24 ve M2-43 numarali suslarin
zayif gelistigi, M2-6 numarali susun gelismedigi belirlenmistir. Tiim suslar, % 2, %
4, % 5 oraninda NaCl igeren ortamlarda gelisim gostermis, ancak M2-24 numarali
susun % 5 NaCl igeren ortamda zayif gelistigi gozlenmistir. 48 saat icerisinde
yapilan pH Olglimlerine gére pH’nin zamanla azaldigi ve ii¢ susun da asit liretme
yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir. M2-6 numarali sus 4,34 g/L ile en ylksek
Ekzopolisakkarit (EPS) iiretimine sahiptir. Bununla birlikte diger iki susun EPS
uretimleri de ylksektir. M2-6 numarali susun tiim nisin konsantrasyonlarinda nisine
direng gosterdigi belirlenmistir. Ayn1 zamanda M2-43 numarali susun M2-24’e
kiyasla nisine daha direngli oldugu belirlenmistir.

Tim suslarin diisik pH’da gelistikleri, ancak M2-24 susunun zayif gelistigi
belirlenmigtir. Tim suslarin kanamycine direngli oldugu, ancak ampicillin,
erythromycin ve penicillin G tiirii antibiyotiklere karsi duyarli olduklari tespit
edilmistir. Izolatlarm insan patojen mikroorganizmalara antimikrobiyal etkisini
belirlemeye yonelik calismada M2-6 numarali sus antimikrobiyal aktivite
gOstermezken, M2-24 ve M2-43 numarali suslarin ise test mikroorganizmalarina
kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Izolatlarin balik patojen
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkisini belirlemeye yonelik ¢alismada i
susun da A. hydrophila ATCC 19570°e karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi,
bunun yaninda M2-24 numarali susun L. garvieae, Y. ruckeri ve V. anguillarum
MZ1’e karsi, M2-43 numarali susun ise V. anguillarum M1’e kars1 antimikrobiyal
aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Anne siti, Lactobacillus, Starter, Probiyotik



ABSTRACT

DETERMINATION OF SOME STARTER AND PROBIOTIC PROPERTIES OF
LACTOBBACILLUS BACTERIA ISOLATED FROM HUMAN MILK

In this study, some starter and probiotic properties of Lactobacillus bacteria isolated
from human milk were researched. The isolates which have bacillus morphology
from human milk were selected. Then the isolates were identified with API 50 CHL
kit and were selected three strains which had high definition rate. One was identified
as Lactobacillus fermentum and the other two strains were identified as Lactobacillus
acidophilus.

It was determined that, all of the strains developed in 45 °C; whereas in 15 °C, the
strains of M2-24 and M2-43 developed weakly and M2-6 didn’t grow at all. All of
the strains developed at growth medium containing 2%, 4%, 5% NaCl, however it
was observed that the M2-24 strain developed weakly in growth medium containing
5% NaCl. During the pH measurements in 48 hours, it was observed that pH reduced
in time and all three strains had acid production ability. The M2-6 strain had the
highest rate of exopolysaccharide (EPS) producing with 4.34 g/L. At the same time
other two strains had a high EPS production rate, too. It was determined that the
M2-6 strain showed resistance against all tested nisin concentrations. At the same
time, M2-43 strain showed more resistance against nisin than M2-24 strain.

It was determined that all of the strains grew in low pH, but M2-24 strain grew
weakly. All of the strains were resistant against kanamycin, on the other hand were
sensitive to ampicillin, erythromycin and penicillin G antibiotics. In the
determination of antimicrobial activity against the human patogen microorganisms,
M2-6 strain showed no antimicrobial activity. It was observed that the strains of M2-
24 and M2-43 showed antimicrobial activity against the test microorganisms. In the
determination of antimicrobial activity on fish patogen microorganisms, it was
observed that all three strains showed antimicrobial activity on A. hydrophila ATCC
19570, besides, M2-24 strain showed antimicrobial activity against L. garvieae, Y.
ruckeri and V. anguillarum M1 and M2-43 strain showed antimicrobial activity
against V. anguillarum M1.

Key Words: Human milk, Lactobacillus, Starter, Probiotic
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1. GIRIS

Anne siitii tiim bebekler, prematiireler ve hasta yeni doganlar i¢in son derece ideal bir
besindir. Yeni doganlarin savunma sisteminde Onemli bir yer tutar. Anne suti
icerdigi bilesenler acisindan, bebegin yasina ve fizyolojik 6zelliklerine gore degisen
en uygun besindir. Anne siitiindeki kalsiyumun emilimi daha kolaydir ve demir orani
daha yiiksektir. Icerisinde enfeksiyonlara kars1 viicut direncini artiran
immunoglobiilinler vardir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar probiyotiklerin
bagisiklik sistemini giiclendirerek mide-bagirsak hastaliklarina karst konakgiyi
korudugunu ortaya koymustur (Musumeci vd., 2006; Fukushima vd., 1998).
Probiyotikler, bagirsak sisteminin mikrobiyal florasini degistirerek insan sagligi
istiinde olumlu etkiler gosteren mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir
(Anonim, 2005).

Probiyotiklerin ¢cogu “laktik asit bakterileri” (LAB) olarak tanimlanmis, insan mide-
bagirsak mikroflorasinin 6nemli bir pargasi olan, zararl 6zellik tasimayan genis bir
bakteri grubudur (Gionchetti vd., 2000).

Gunumuzde probiyotik iceren bircok st Grdndndn enddstriyel  Gretimi
gerceklestirilmektedir. Insan ve hayvanlarim bagirsak sisteminden izole edilen
Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus paracasei ve Bifidobacterium tarleri, bu
amagla en yaygin kullanim alani bulan bakterilerdir. Bu bakteriler ile hazirlanan
probiyotik preparatlarinin endiistriyel gida iretim siireglerinde kullanimi, tiiketici
talepleri dogrultusunda, giderek yayginlik kazanmaktadir. Zira diinya niifusunun
artmasiyla birlikte, artan hazir gida tiikketiminde, mikrobiyal kontaminasyonlar temel
sorunu teskil etmektedir (Dunne, 2001).

1919 yilinda Orla-Jensen’in yapmis oldugu ¢alismada LAB; Gram pozitif, katalaz
negatif, hareketsiz, sporsuz, cubuk veya kok seklinde, karbonhidratlar1 ve yiiksek
alkolleri fermente ederek laktik asit olusturan, naturel bir grup olarak tanimlanmustir.
LAB’nin veya laktiklerin ortak 6zelligi, laktozdan laktik asit fermentasyonu sonucu
laktik asit olusturmalaridir. Laktik fermentasyonla, besinlerde hem tat, koku gibi
ozelliklerin olusumu hem de fermentasyon saglanmaktadir (Salminen ve Wright,

1993; Tekinsen ve Atasever, 1994).



Fermentasyonda rol oynayan mikroorganizmalarin dogal olarak hammadde de yeterli
diizeyde bulundugu gidalarda fermentasyon, starter kiiltiir ilave edilmeden dogal
fermentasyonla  gergeklestirilebilmesine  karsin, starter kiiltiir  kullanilarak
gerceklestirilen fermentasyonlar, standart ve daha yiiksek kalitede {iriinlerin
tiretilebilmesine olanak saglamaktadir (Holzapfel, 1997).

Bu c¢aligma kapsaminda;

1. Anne siitiinden izole edilmis Lactobacillus cinsi bakterilerin gida sanayinde
kullanim potansiyellerini belirlemek amaciyla bazi starter 6zellikleri belirlenmistir.
Bu kapsamda; izolatlarin asit iiretme yetenekleri belirlenmistir.

2. Ayrica peynirde koruyucu olarak kullanilan nisinin starter bakteriler iizerinde de
antimikrobiyal etki gosterebildiginden starter kiiltlirlerin se¢iminde bakterilerin nisin
direnclilikleri belirlenmistir.

3. Izolatlarin ekzopolisakkarit iiretimleri peynirde kivami olusturmasi ve probiyotik
acidan 6nemi nedeni ile aragtirilmistir.

4. Calismada izolatlarin, starter ve probiyotik bakteri kiiltiirlerinin gelisimini
olumsuz etkiledigi diisiiniilen ve klinikte kullanimi1 yaygin olan antibiyotiklere kars1
direncleri belirlenmistir.

5. Probiyotik olarak kullanimi arastirilan LAB’nin insanlarda ve baliklarda hastalik
yapan bazi patojen mikroorganizmalar {izerinde inhibisyon 6zellikleri aragtirilmistir.
6. Suslarin ayni1 zamanda probiyotik agidan dnemli kriterlerden olan farkli sicaklik
ve diisiik pH kosullarina toleransi da tespit edilmistir.

7. Peynir gibi tuzlu gidalarin fermentasyonunda starter kiiltiir olarak kullanim
potansiyeli acisindan, izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisimi

incelenmistir.



2. LITERATUR OZETI

2.1. Anne Siitiiniin Baz1 Kimyasal ve Mikrobiyolojik Ozellikleri

Bebege anne siitii vasitasiyla aktarilan temel besin maddeleri disinda bir¢ok islevsel
bilesen vardir. Anne siitiiniin, bebegin fiziksel gelisiminin yaninda zihinsel gelisim
ve bagisiklik sisteminin gelisimi agisindan da biiyiik 6nemi vardir. Anne siitiiyle
ilgili yapilan ¢ogu calisma anne siitliniin organik yapisi iizerine gerceklesmistir.
Anne siitiinii olusturan temel maddeler proteinler, laktoz ve trigliseritlerdir. Bu
maddeler diger canlilarla benzer olmakla birlikte oran olarak diger canlilardan
oldukca farklidir. Anne siitiinii diger memelilerin siitiinden farklilagtiran en temel
Ozellik icerisindeki aktif bilesenlerin fazla olmasidir. Bu bilesenlerin en
o6nemlilerinden biri immunoglobulinlerdir (Alpkent ve Kubat, 2002).

Anne siitiiniin sitokinler, bagisiklik hiicreleri, poliaminler ve oligosakkaritler gibi pek
cok biyoaktif molekiiller bakimindan zengin oldugu iyi bilinmekteyken;
yenidoganlarin bagirsaklarinda kolonize olarak, bagirsak fonksiyonlarini diizenleyen
kommensal ve probiyotik bakterilerin kaynagi oldugu ancak son zamanlarda kabul
edilmistir (Fernandez vd., 2013).

Yeni doganlarin immiin sistemini olusturan maddeler yetiskin bir insanin yilizde bir
ila ikisi kadardir (Hanson ve Korothova, 2002). Bu nedenle anne siitii, bebegin
immiin sisteminin hizli bir sekilde gelismesi i¢in en 6nemli kaynaktir.

Siit, anneden ¢ocuga bir¢cok temel maddenin tasinmasi i¢in dnemli bir aragtir. Anne
siitli cocugun biiylimesi ve gelismesi i¢in gerekli besinleri igermekle birlikte ayni
zamanda mikrobiyolojik korumayi, bagisiklik sisteminin olgunlasmasmi ve
diizenlenmesini ayrica sindirim sisteminin dogum sonrasi olgunlagmasini saglar
(Weaver, 2003).

Bagirsak sisteminde bulunan faydali mikroorganizmalarin gidalarin sindirimine
yardimec1 olmak, canliy1 patojen mikroorganizmalardan korumak ve canlinin
savunma mekanizmasini desteklemek gibi islevleri vardir. Dogumdan hemen sonra
ortamdan, anneden ve anne siitinden kazanilan dogal floradaki ana grubu LAB

olusturmaktadir (Karahan ve Cakmakgi, 1996).



Yapilan arastirmalar sonucu patojen olmayan mikroorganizmalarin, biinyede
immunoglobulin seviyesini arttirdigi, boylece viicut savunma mekanizmasinin da
daha hizli gelistigi gosterilmistir. Bu etkiyi gosteren mikroorganizmalarin en
onemlileri laktik asit bakterileridir (Claridge, 2006).

Anne siitii iizerine yapilan mikrobiyolojik ¢alismalarin ¢ogu, anne siitli igeriginde
bulunan ve anne siitiiyle birlikte bebege gecebilmesi séz konusu olan patojen
mikroorganizmalar iizerine gergeklestirilmistir. Son yillarda yapilan mikrobiyolojik
caligmalar anne siitiinliin patojen mikroorganizmalardan ¢ok daha fazla LAB
icerdigini gostermistir (Martin vd., 2004).

Anne siitinde bulunan bakterilerden, en sik rastlanilanlar1 Staphylococcus,
Lactococcus, Enterococcus ve Lactobacillus tdrleridir (Heikkila ve Saris, 2003;
Martin vd., 2003).

Guniimlze kadar anne sutunden izole edilen Lactobacillus tirleri L. gasseri, L.
rhamnosus, L. acidophilus, L. plantarum, L. fermentum ve L. salivarius’tur.
(Heikkila ve Saris, 2003; Martin vd., 2003). Potansiyel probiyotik olarak kabul
edilen bu tiirlere ilgi her gecen giin artmaktadir.

Cizelge 2.1°de saglikli anne siitlerinden izole edilmis bakteri tiirleri yer almaktadir.



Cizelge 2.1: Saglikli annelerin siitiinden izole edilmis bakteri tirleri (Martin vd.,
2003; Martin vd., 2005; Martin vd., 2006).
Bakteri Grubu Ana Tarler
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Staphylococcus spp. i
. capitis
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. aureus
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. fermentum

. salivarius
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. faecalis

2.2. Probiyotik Mikroorganizmalar

Probiyotik kelimesi Yunanca pros ve bios kelimelerinden tiiretilmistir. Yasam i¢in
anlamina gelmektedir ki yasama karst anlamina gelen ‘antibiyotik’ kelimesinin
karsitidir. Probiyotik tarihi fermente gida tiiketimiyle iyi bilinen Yunan ve Romalilar
ile baglamistir (Gismondo vd., 1999; Guarner vd., 2005).

[k kez 1908 yilinda Nobel Odiillii Rus Arastirmaci Ellie Metchnikoff probiyotiklerin

insan sagligi iizerindeki olumlu etkilerinden bahsetmistir. Metchnikoff Bulgarlarin



uzun ve saglikli yasamlarinin, ¢ubuk seklinde bakteriler (Lactobacillus spp.) igeren
fermente siit tirlinleri tiiketimlerine bagli oldugu varsayiminda bulunmustur. Uzun
yasamin nedenini ise bu bakterilerin bagirsak mikroflorasin1 olumlu ydnde
etkilemesine ve mikrobiyal toksik aktiviteyi azaltmalarina baglamistir (Gismondo
vd., 1999; Cakir, 2003; Chuayana vd., 2003).

Sindirim sisteminde bulunan yararli mikroorganizmalar, besin maddelerinin
sindirilmesine yardimci olurken, aciga cikardiklar1 bazi maddeler yardimi ile
organizmayl patojen mikroorganizmalarin zararli etkilerine kars1 korurlar. Bu
mikroorganizmalar “probiyotik mikroorganizmalar’’ olarak isimlendirilir. LAB’nin
bazi cins ve tiirleri probiyotik mikroorganizmalar grubu igerisine dahildir. LAB insan
saglig1 ve gelisimi i¢in ¢ok 6nemli olan siit {iriinlerinin {iretilmesinde yaygin olarak
kullanilmaktadirlar. LAB tiirleri ¢ok eski zamanlardan beri gesitli fermente gida
tiriinlerinin iretiminde kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 giiniimiizde fermente
gida triinlerinin elde edilmesinde starter (baslatici) kiiltiir olarak ¢ok yaygin sekilde
kullanilmaktadirlar. Insan sindirim sisteminin mikrobiyal florasmin &nemli bir
kismin1 LAB olusturmaktadir. Laktik asit bakterileri sindirim sisteminin haricinde,
vajina, deri ve sag¢ gibi viicudun diger boliimlerinde de bulunmaktadir. Bulunduklari
bolumde urettikleri asetaldehit ve CO: gibi maddeler ortamin pH degerini degistirir,
eksprese ettikleri bakteriyosin benzeri maddelerle de diger bakterilerin gelismelerini
Oonlemeye calisirlar. Ayrica LAB enfeksiyonlardan koruma, laktozu parcalama,
kanserden koruma ve serum kolesterol diizeyini diisiirme gibi etkilerine yonelik
arastirmalar giderek artmaktadir (Tannock vd., 1999; Shinoda vd., 2001; McCartney
vd., 1996; Matsumiya vd., 2002; Tannock vd., 2000; Klein vd., 1998; Kisla ve
Unliitiirk, 1998; Heyman, 2002).

Probiyotiklerin bu olumlu etkileri gosterebilmeleri icin konagin bagirsaginda
kolonize olmalar1 gerekmektedir. Giiniimiizde birgok hastaligin tedavisinde ve
hastaliklardan korunmada probiyotik kullanimina egilim artan bir oranla devam
etmektedir (Wallace, 2009).

Probiyotiklerin olumlu etkileri gosterildikge c¢ocuklardaki kullanim oranlar1 da
giderek artmaktadir. Cocuklarin probiyotikleri kullanmas1 ya da kullanilmasinin

onerildigi baslica hastaliklar akut gastroenteritler, Clostridium difficile enfeksiyonu
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ve antibiyotik ishali, enflamatuar bagirsak hastaliklari, irritabl bagirsak hastaligi,
kabizlik, Helicobacter pylori tedavisi, nekrotizan enterokolit ve kisa bagirsak
sendromu gibi gastrointestinal hastaliklar, besin alerjileri, egzama, atopik dermatit,
alerjik rinit ve astim gibi alerjik ve solunum yollar1 hastaliklar1 ve iirogenital
hastaliklardir (Wallace, 2009; Vanderhoof ve Young, 1998; Szajewska ve
Mrukowics, 2005; Vanderhoof vd., 1999; Miele vd., 2009; Bausserman ve Michail,
2005; Bekkali vd., 2007; Alfaleh, 2014; Sentengo vd., 2008; Goldman vd., 2006;
Yao vd., 2010; Reid, 2002).

Probiyotiklerin kanser olusumu riskini azalttig1 bir¢ok arastirmaci tarafindan ortaya
konulmustur. L. acidophilus tiiketiminin kolon kanserini onledigi tespit edilmistir.
Bu calismaya saglikli bireylerden 21 adet goniillii katilmis ve L. acidophilus kulttrd
siit veya yogurda katilarak deneklere verilmistir. Aragtirmacilar bir aylik uygulama
periyodundan sonra fegesteki prokarsinojenleri karsinojene doniistiiren bakteriyel
enzim konsantrasyonunda Onemli azalmalar oldugunu bildirmislerdir. Benzer
caligmalarda L. acidophilus katilmayan siitlerde ise ayni sonu¢ alinamamistir (Cakir,
2003; Goldin vd., 1992; Sanders, 1999; Brady vd., 2000; Goldin ve Gorbach, 1984;
Gmeiner vd., 2000).

Probiyotik bir mikroorganizmanin tanimi i¢in zorunlu kriterler LABIP (Laktik Asit
Bakteri Endiistriyel Platformu) tarafindan belirlenmistir (Guarner ve Schaafsma,
1998; Ewaschuk ve Dieleman, 2006). Buna gore probiyotik potansiyeli tasiyan
mikroorganizmalar:

Insan orjinli olmalidur,

Patojen 6zellik icermemelidir,

Gastrik asit ve safra tuzuna diren¢ géstermelidir,

Bagirsak epitel dokularina tutunmalidir,

Gastrointestinal sistemde kisa siireler i¢in de olsa stirekliligini devam ettirebilmelidir,
Antimikrobiyal bilesikler iiretebilmelidir,

Immiin cevabr stimiile edebilmelidir,

Metabolik etki kabiliyeti olmalidir (kolesterol asimilasyonu, laktaz aktivitesi, vitamin
uretimi),

Teknolojik streclere direng gostermelidir.



Farkli kaynaklarda ise probiyotiklerde bulunmasi gereken bazi 6zellikler asagidaki
gibi siralanmustir:

Giivenilir olmalidir. Kullanildig1 insan ve hayvanda yan etki olusturmamalidir.

Stabil olmalidir. Diisik pH ve safra tuzlar1 gibi olumsuz ¢evre kosullarindan
etkilenmeden bagirsakta metabolize olmalidir.

Bagirsak hiicrelerine tutunabilmeli ve kolonize olabilmelidir.

Karsinojenik ve patojenik bakterilere antagonistik etki yapmalidir.

Konakgida hastaliklara direng gibi yararh etkiler olusturabilmelidir.

Antibiyotiklere direngli olmalidir. Antibiyotige bagli ortaya cikan hastaliklarda
(diyare) bagirsak florasini diizenlemek amaci ile kullanilabileceginden, bagirsaktaki
antibiyotiklerden etkilenmemelidir.

Uretim ve depolama sirasinda canliligmi ve aktivitesini koruyabilmelidir.
Probiyotikler patojenik olmamali ve toksin iiretmemelidir. Cok suslu preparatlarin
hazirlanmasina uygun olmalidir.

Probiyotik {retiminde kullanilan suslar aktarilabilir antibiyotik direng genleri
icermemelidir (Gismondo ve Drago, 1999; Yilsay ve Kurdal, 2000; Yildirim ve
Yildirim, 2000; Saarela vd., 2000).

Insan ve hayvan besinlerindeki probiyotik iiriinlerde kullanilan mikroorganizmalar

Cizelge 2.2°de belirtilmistir.



Cizelge 2.2: Probiyotik {irlinlerde kullanilan mikroorganizmalar (Yavuzdurmaz,
2007).

Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp. Digerleri
L. acidophilus B. bifidum Enterococcus faecalis
L. rhamnosus B. bnimalis E. faecium
L. gasseri B. breve Streptococcus salivarus subsp.
L. casei B. infantis thermophilus
L. reuteri B. longum Lactococcus lactis subsp. lactis
L. delbrueckii subsp. | B. lactis L. lactis subsp. cremoris
bulgaricus B. adolascentis Propionibacterium
L. crispatus freudenreichii
L. plantarum Pediococcus acidilactici
L. salivarus Saccharomyces boulardii
L. johnsonii Leuoconostoc mesenteroides
L. gallinarum
L. fermentum
L. helveticus

2.3. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri, Gram pozitif, katalaz negatif, fakiltatif anaerobik, spor
olusturmayan, kokobasil ya da basil sekilli, kromozomal DNA yapisindaki
guanin+sitozin (G+C) oram1 % 55°den az olan bakterilerdir. Laktik asiti en fazla
karbohidrat fermentasyonu esnasinda iretirler. Bunun yaninda tir ve cins
karakterlerine bagli olarak asetik asit, karbondioksit, alkol ve bazi tat ve aroma
maddelerini de iiretebilirler. Bunun yaninda laktik asit bakterileri gidalarin
bozulmasina neden olan mikroorganizmalar ve ¢esitli hastaliklara neden olan patojen
mikroorganizmalar lizerinde de {irettikleri laktik asit ve bazi antimikrobiyal maddeler
(bakteriyosin v.s.) nedeniyle oldirucl etkiye sahiptirler (Stiles ve Holzaphel, 1997;
Turantas, 1999).



Probiyotik olarak kullanilan en yaygin laktik asit bakterileri siniflandirmada 6 gruba
ayrilirlar (Tannock, 1997). Bunlar; Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus,
Leuconostoc, Pediococcus ve Bifidobacterium’dur (Tannock, 1997).

Laktobasillerin klasik siniflandirmalar1 fermantatif 6zelliklerine gére yapilmaktadir.
Bunlar;

1. Obligat homofermantatif laktobasiller: Empden-Meyerhof Parnas metabolik
yolunu kullanarak heksozlar1 sadece laktik asite fermente ederler. Ornegin; L.
acidophilus, L. delbrueckii, L. helveticus.

2. Fakultatif heterofermantatif laktobasiller: Empden-Meyerhof Parnas metabolik
yolunu kullanarak heksozlari sadece laktik asite fermente ederken bazi tiirler ise
glikoz siirlamasinda laktik, asetik, formik asit ve CO> iiretmektedir. Pentozlar1 da
fosfoketolaz yolunu kullanarak laktik ve asetik asite fermente ederler. Ornegin; L.
casei, L. plantarum, L. sake.

3. Obligat heterofermantatif laktobasiller: Heksozlar1 laktik, asetik asit, etanol ve
CO2’e, pentozlari ise laktik ve asetik asite fermente ederler. Ornegin; L. bifermentas,
L. brevis ve L. fermentum (Kandler ve Weiss, 1986; Schleifer, 1987).

LAB, glikoz metabolizmas1 sonucunda {irettikleri son iirline bagl olarak iki ana
gruba ayrilirlar (Turantas, 1999).

1. Hekzoz sekerinden fermentasyon sonucu birincil dereceden laktik asit Ureten
tiirlere homofermentatif laktik asit bakterileri denilmistir. Homofermentatif laktik
asit, homolaktik karakterleri ortamin pH’s1, besin maddeleri ve ortamin glikoz
yogunlugu gibi Kkiiltiirel kosullarin degismesiyle farklilik gosterirler. Bazi
homofermentatif LAB, pentozlari kullanarak laktik asit ve asetik asit tiretebilirler. Bu
gruba dahil LAB heterofermentatif laktik asit bakterilerine oranla iki kat daha fazla
enerji Uretebilmektedirler (Andrighetto vd., 1998).

2. Metabolik faaliyetler sonucu hekzozlardan laktik asit, CO. ve etanol lreten LAB
ise heterofermentatif laktik asit bakterileri olarak isimlendirilir. Heterofermentatif
tiirler asetaldehit ve diasetil gibi tat ve aroma bilesenlerinin iiretimi agisindan 6nem
tasirlar (Turantas, 1999).

Dogada olduk¢a yaygin olan Lactobacillus cinsi LAB, hayvan ve insan

bagirsaklarinda, fermente siit {iriinlerinde, anne sltunde, agizda ve deride
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bulunabilmektedir. Basil seklinde olan bu bakteriler, diizglin cubuk, kokobasil veya
uzun zincir olusturan basil seklinde bulunabilirler. Birkag tiir veya susun diginda
genellikle hareketsizdirler. Gram pozitif olan bu bakteriler, kultrlerin eskimesi ile
gram negatif ve uzun zincir goriinlimiinii de gosterebilirler. Spor olusturmayan, ve
genellikle anaerob bakterilerdir. Optimum Ureme sicakliklar1 5-55 °C arasinda
degisebilir. Optimum iireme pH 5,5-5,8 araligindadir. Bu bakterilerin gelisebilmek
icin kompleks besin maddeleri ve vitaminlere gereksinimleri vardir . Bu tiirler
fermente sebze, et ve sut Urunlerinin Gretiminde rol oynarlar (Tannock, 1999;
Turantas, 1999; Sneath vd., 1986).

Lactobacillus cinsinin taksonomisi tam olarak belirlenmis ve bu cins i¢inde 50 tiir
bulunmaktadir. Lactobacillus cinsi bakterilerin gelisebilmesi i¢in iireme ortaminda
amino asit, peptit, nikleik asit tlrevi vitamin, tuz, yag asidi veya yag asidi esterleri
ile fermente edebilecekleri besin maddelerinin bulunmasi gerekir. 10-30 p
uzunlugunda, 0,7-2 p kalinliginda, tek tek veya zincirler halinde bulunurlar. Geng
bakteriler genelde zincir olusturmazlar (Yetismeyen, 1995; Yeniel, 2006).

L. acidophilus, asidik ortamda gelisim gosterebilen laktik asit bakterisi anlamina
gelmektedir. Cubuk seklinde olan bu bakteri tekli, ikili ya da kisa zincir
olusturmaktadir. Mikroskopta tek ya da kisa zincirler seklinde goriillmektedir.
Anaerob ya da fakiiltatif anaerob, hareketsiz, katalaz negatif, flagellasiz ve
homofermentatif bir bakteri olup % 0,3-1,9 oraninda DL laktik asit iiretebilmektedir.
Geligebildigi sicaklik araligi 35-38 °C olup optimum 37 °C’dir. Optimum pH degeri
ise 5,5-6,0’dir. Gelismesi igin ortamin baslangi¢ pH’simnin 57 arasinda olmasi
gerekmektedir (Kili¢, 2001; Yilmaztekin, 2001; Giirsoy ve Kayardi, 1999).

L. acidophilus’un safra tuzlarina ¢ok dayanikli oldugu, bu bakteriyi diger potansiyel
Lactobacillus tiirlerinin ve bifidobakterilerin takip ettigi bildirilmistir (Vinderola ve
Reinheimer, 2003).

L. acidophilus gibi probiyotik tiirler 70 yildan daha uzun bir siiredir giivenli bir
sekilde kullanilmaktadir. Lactococcus ve Lactobacillus cinsine ait tlrler buyik bir
cogunlukla GRAS (Generally recognized as safe-genel olarak guvenli bilinen)
statisiinde bulunurken, Streptococcus ve Enterococcus cinslerine ait tiirler ve birkag

LAB cinsi iiyesi firsat¢1 patojenleri icermektedir. Mevcut veriler, laktobasiller ve
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bifidobakterilerle yiiriitillen kontrollii klinik ¢aligmalarda bu bakterilerin higbir
zararl etkilerinin saptanamadigini gostermektedir. Bagirsak mukoza tabakasinin
bozulmasi, yapilan c¢alismalarda toksisitenin olusumunu gosteren bir belirti olarak
kullanilmis ve ticari probiyotik suslarin mukoz tabakasinin bozulmasinda rollerinin
olmadig1 ispatlanmistir. Bu bakteriler ¢ok nadir olarak sindirim sistemi ve diger
enfeksiyonlarla iligskilendirilmis ve teknolojide kullanilan tiirlerin patojen olmayip
giivenilir olduklar1 kabul edilmistir (Wright vd., 2002; Gomes ve Malcata, 1999;
Sanders ve Huis in’t Veld, 1999; Shortt, 1999).

Laktobasil cinsi igerisinde, gram pozitif bir tir olarak bulunan L. fermentum,
cogunlukla fermente hayvan ve bitki maddelerinde bulunur. Anaerobik bitki
maddelerinin yam sira birgok fermente gidada yaygin olarak bulunur. Ilk kez
salyadan izole edilmistir Probiyotik bakteriler igerisinde bulunan L. fermentum
kadinlarin {irogenital enfeksiyon tedavisinde kullanilir (Dickson vd., 2005;
Niedzielin vd., 2001).

Ayrica L. fermentum anne siitiinde bulunmaktadir. Martin vd., (2005, 2006) saglikli
iki farkli annenin sitlinden L. fermentum CECT5716 ve L. salivarius CECT5713
suslarini izole etmisleridir.

L. fermentum zorunlu heterofermentatif laktobasillerdendir. Yani hekzozlar laktik
asit, asetik asit, etanol ve CO2’ye pentozlar1 laktik asit ve asetik aside fermente
etmektedir (Kandler ve Weiss, 1986; Schleifer, 1987). L. reuteri ve L. fermentum
insan gastrointestinal sisteminde bulunan en dnemli heterofermentatif laktobasiller
olarak tanimlanmistir (Holzapfel ve Schilinger, 2002). L. fermentum st turunlerinde
bulunan tiirlerden birisidir (Yaygin ve Kilig, 1993).

Laktik asit bakterilerinin ¢ogunun antibiyotiklere karsi direngli oldugu, bu direncin
yapisal oldugu ve transfer edilemedigi kabul edilmistir. Bununla birlikte L.
fermentum, L. plantarum, L. reuteri gibi bazi1 laktik asit bakterilerinin plazmitler
tarafindan kodlanan antibiyotik direnclilik genleri tasidigi, antibiyotik direngliliginin
patojen ve patojen olmayan bakterilere transferinin probiyotiklerin giivenilirligi ve
saglik acisindan biliyiilk onem tasidigi belirtilmistir. Clinkli plazmitlerle tasinan
antibiyotik direnglilik 6zelligi gosteren suslarin insan ve hayvanlarda probiyotik

olarak kullanilmasmin uygun olmadigi, transfer edilemeyen direngliligin
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uygulamalarda yararli olabildigi bildirilmistir (Ishiwa ve Iwata, 1980; Adams ve

Marteau, 1995; Fons vd., 1997; Charteris vd., 1998; Salminen vd., 1998).

2.4. Starter Kilturler

Starter kiiltlirlerin ilk kullaniminin izerinden yaklasik 100 yil ge¢mistir. Storch,
Kopenhag’da Weigmann, Kiel’de birbirlerinden bagimsiz olarak eksi krema ve
peynir alti suyundan peynir iiretiminde laktik asit ve diasetil Uretiminden sorumlu
olan mezofilik laktik asit bakterilerini izole etmeyi basarmislardir. Giiniimiizde tiim
diinya tilkelerinde fermente siitler, krema olgunlagtirma ve degisik peynir ¢esitlerinin
tiretiminde dominant olarak laktokok tiirleri kullanilmakta, baz1 peynir cesitleri ile
sut iceceklerinin yapiminda mezofil laktobasillerden de yararlanilmaktadir. Bunlar
asitlik olusturduklar1 gibi proteolitik aktif bakterilerdir. Hatta bazilar1 probiyotik
ozellige de sahiptir (Kilig, 2001).

Gunumuzde pek ¢ok fermente icecek ve gida; sebze, meyve, et ve sit gibi farkl ¢ig
tarimsal {iriinlerden elde edilmektedir. Bu triinlerin olusumunda LAB starter kiltiir
olarak kullanilmas1 gida dretim endiistrisi agisindan Onemli bir asamay1
olusturmaktadir (Lhys, 2002).

LAB, siit sekeri olan laktozun fermentasyonu sonucunda laktik asit dretmektedir. Bu
reaksiyonu baslatan ve kiiltiir iirlinline 6nceden verilmis olan bakteri “starter kiiltiir”
adini alir. Starter kiiltiirler, peynir, krema, tereyagi, yogurt benzeri birgok urtintn
organoleptik dedigimiz tat, koku, guzel goriinim gibi O6zelliklerin olusumunu
saglamakla birlikte, fermantasyonu da gerceklestirirler. Iyi bilinen fermentatif
oOzelliklerinin yani sira pek ¢ok alani ilgilendiren 6zellikleri ile LAB, fermente (rln
eldesinde starter kiltir olarak kullanilarak gida iiretim agamalarinda 6nemli bir rol
istlenmislerdir (Wouters vd., 2002).

Siit Uriinlerinde kullanilan starter kiiltlirler; mezofilik ve termofilik kiiltiirler olmak
tizere iki gruptur (Yaygin ve Kilig, 1993; Mayra-Makinen ve Birget, 1998). Sut
endiistrisinde yaygin olarak kullanilan mezofilik kiiltiirler L. lactis subsp. lactis; L.
lactis subsp. cremoris; L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis tdrleridir.
Termofilik LAB’leri yogurt ve c¢esitli sert ve pismis peynirlerde bulunmaktadirlar.
Bircok LAB’nin gelisemeyecegi sicakliklarda gelisebilen bu LAB tiirleri, siit
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endiistrisinde yaygin olarak kullanilan termofilik starter kiiltiirlerdir: S. thermophilus;
L. helveticus; L. delbrueckii subsp. bulgaricus veya lactis (Cogan ve Hill, 1993;
Delcour vd., 2000).

En yaygin tiiketilen siit iirlinleri arasinda yogurt, peynir, tereyagi ve krema yer
almaktadir (De Vuyst, 2000). Ozellikle Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus,
Streptococcus ve Pediococcus cinslerine ait LAB’leri, bu firlinlerin tretiminde
onemli rol almaktadirlar (Daly vd., 1998; Cogan, 1996).

Starter kiiltiirler, kullanilacaklar1 hammadde veya substrata uygun olarak
secilmektedir. Dolayisiyla siit, et, hububat ve sebze liriinleri i¢in segilen starterler
genel olarak farkli mikroorganizmalar1 farkli miktarlarda icermektedir (Holzapfel,
1997; Vogelmann vd., 2009).

Gida endiistrisinde patojen olmayan ve fermente gida liretiminde starter kiiltiir olarak
kullanilan altt LAB cinsi bulunmaktadir: Lactococcus (sit), Lactobacillus (sut, et,
sebze, hububat), Leuconostoc (sebze, sut), Pediococcus (sebze, et), Oenococcus (O.
oeni, sarap) ve Streptococcus (S. thermophilus, sit) (Foulquie vd., 2006; Holzapfel,
2003).

Anne siitlerinden elde edilmis olan Lactobacillus cinsi bakterilerin, bazi starter ve
probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi bu ¢alismanin konusunu teskil etmektedir. Bu
baglamda “Anne Siitiinden Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu, Karakterizasyonu
ve Bazi Probiyotik ve Starter Ozelliklerinin Arastirilmasi” (2013/70) baslikli
Bilimsel Aragtirma Projesi (BAP) kapsaminda anne siitiinden izole edilen suslardan
basil morfolojisine sahip izolatlarn API 50 CHL kiti ile tanimlamasi yapilmis ve
tanimlanan suslar arasindan yiiksek tanilama oranina sahip ii¢ sus segilmistir. Bu
calisma kapsaminda secilen suslarin bazi starter ve probiyotik 0Ozellikleri

belirlenmistir.
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3. MALZEME ve YONTEM

Bu c¢alisma, Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Tarim Uriinleri Gelistirme Laboratuvari’'nda yapilmistir. Bu galismada,
“Anne Siitiinden Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu, Karakterizasyonu ve Bazi
Probiyotik ve Starter Ozelliklerinin Arastirilmas1” (2013/70) baslikli Bilimsel
Aragtirma Projesi (BAP) kapsaminda anne siitiinden izole edilen suslar

kullanilmustir.

3.1. izolatlarin API 50 CHL Sistemiyle Tanimlanmasi

APl 50 CHL (bioMerieux) sistemi karbonhidrat fermentasyon testleri dikkate
aliarak laktik asit bakterilerinin tiir diizeyinde tanimlanmasinda kullanilan bir
sistemdir. Test hazir olarak bulunan kitler {zerinde gerceklestirilerek,
mikroorganizmalar kullandiklart karbonhidrat kaynaklarina gore
siiflandirilmaktadir.

Gliserol stoklardan 2 pasaj olarak sivi besiyerinde aktiflestirilen izolatlar MRS agar
besiyerinde 48 saat siireyle tek koloni diisecek sekilde gelistirilmistir. Besiyerinde
gelistirilmis olan kiiltiirler steril 6ze yardimiyla 2 mL’lik API silispansiyon ortamina
aktarilmisgtir. 2 mL’lik API silispansiyon ortaminda maksimum yogunluk elde
edildikten sonra ortam sivisindan 5 mL’lik API siispansiyon ortamimna aktarim
yapilmis ve bu ortamda BioMerieux Mc. Farland 2 konsantrasyonunu saglayan sivi
miktar1 tespit edilmistir. Daha sonra 2 mL’lik API siispansiyon ortamindan
BioMerieux Mc. Farland 2 konsantrasyonunu saglayan sivi miktarinin iki katt hacmi
almmis ve 10 mL API 50 CHL ortamima aktarilarak ortama homojen olarak
dagilmasi saglanmistir. Elde edilen siispansiyon, her biri farkli karbon kaynag iceren
kuyucuklara sahip kitlere aktarilmistir. Kuyucuklarin doldurulduktan sonra, yiizeyleri
mineral yag ile kaplanarak kapaklar1 kapatilan kitler 37 °C sicaklikta inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon surecinde 24 ve 48. saatler sonunda kuyucuklarda meydana
gelen renk degisimleri géz Oniinde bulundurularak sonuclar degerlendirilmistir.

Tanimlanmaya calisilan izolatlar kuyucuklarda bulunan karbon kaynagini kullandig:



zaman mevcut indikator nedeniyle renk degisimi meydana gelmektedir. Baglangicta
koyu mavi renkte olan kuyucuklardan sariya donenler pozitif, degismeden kalanlar
negatif olarak degerlendirilmistir. Pozitif ve negatif olarak degerlendirilen sonuglar
apiweb™ tanimlama yazilim1 ile degerlendirilerek tiir tayinleri gergeklestirilmistir.

API 50 CHL testinde bulunan maddeler sunlardir: gliserol, eritritol, D—arabinoz, L-
arabinoz, riboz, D-ksiloz, L-ksiloz, adonitol, inositol, galaktoz, glukoz, fruktoz,
mannoz, sorboz, rhamnoz, dulsitol, salisin, sellobioz, maltoz, laktoz, melibioz,
sukroz, trehaloz, inulin, melezitose, rafinoz, nisasta, glikojen, ksilitol, gentiobiose,
D-turanoz, D- lyxose, D-tagatoz, eskulin, a-metil-D-mannosid, a-metil-Dglukozid,
N-asetil-glukozamin, amigidalin, arbutin, D-arabitol, L-arabitol, glukonat, 2-keto-

glukonat, 5-keto glukonat, mannitol, sorbitol, D- fukoz, L-fukoz, b-metil- D-ksilosid.

3.2. izolatlarin Baz1 Starter Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.1. Farkh sicakhiklarda gelisme testi

[zolatlarin aktif kiiltiirleri steril 10 mL MRS broth (52,2 g/L) siv1 besiyeri igeren
tiplere inokdle edilerek 15 °C ve 45 °C'deki sicakliklarda anaerobik kosullarda 48
saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda bulamklik goriilen tiiplerde
tiremenin oldugu kabul edilecek ve test pozitif, iremenin goriilmedigi tiiplerde ise

test negatif olarak degerlendirilmistir (Lewus vd., 1991; Facklam vd., 2002).

3.2.2. Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisme testi

MRS broth siv1 besiyerine % 2, % 4, % 5 ve % 6,5 oranlarinda NaCl hassas terazi ile
tartilarak ayr1 ayri ilave edilmistir. NaCl oranlar1 ayarlanan sivi besiyerinden her cam
tiipe 10 mL olacak sekilde dagitilmis, otoklavlanarak sterilize edilmistir. Sonra M2-
6, M2-24 ve M2-43 numarali suslar her cam tiipe % 1 oraninda inokile edilerek
anaerobik kosullarda 37 °C sicaklikta 48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda gelisim gosterenler pozitif, gostermeyenler negatif olarak

kaydedilmistir (Holt vd., 2000; Aric1 vd., 2011).
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3.2.3. lzolatlarin asit iiretme yetenekleri

MRS broth besiyeri cam tuplere 3 tekrarli olacak sekilde 20’ser mL dagitilmis ve
otoklav ile sterilizasyon islemi yapilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra M2-6,
M2-24 ve M2-43 numarali suslar mikropipet ile her cam tiipe % 1 oraninda inokiile
edilmistir. Ardindan 37 °C’de anaerobik kosullarda inkiibasyona birakilmistir. pH
Ol¢iimii icin inkiibasyona birakilan besiyerlerinden steril kosullarda cam tiiplere
ornekler alinarak pH Metre ile 6l¢iim yapilmustir. 3, 6, 12, 24, 36 ve 48. saatlerde pH
6lcimu yapilarak sonuglar kaydedilmistir (Sagdi¢ vd., 2002).

3.2.4. Ekzopolisakkarit (EPS) tretiminin belirlenmesi

Bu amagla Smitinont vd. (1999) tarafindan kullanilan EPS ekstraksiyon yontemi
uygulanmistir. Calisma igin LAB izolatlart MRS broth besiyerinde 4,60 pH’ya kadar
gelistirilerek yine MRS broth besiyerine % 2 oraninda inokiile edilmis ve 37 °C’de 2
giin boyunca inkiibasyona tabi tutulmustur. Inkiibasyondan sonra EPS’nin
ekstraksiyonu igin oOrneklerden yaklasik 10’ar mL alinarak santriflj tlplerine
aktarilmistir. Tipler, 6rneklerde bulunan hiicrelerin ayrilabilmesi amaciyla 5000
rpm’de 20 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Siire sonunda hiicre peleti ayrilmus,
stipernatant ise EPS’nin ¢oktiiriilmesi amaciyla % 95’lik etanol ile bire bes (1/ 5)
oraninda karigtirtlmigtir. Etil alkol ile hazirlanmis olan karisim 5000 rpm’de 20
dakika siireyle santrifiijlenmistir. Bu islem sonunda EPS pelet olarak ayrilmistir.
Santrifiijleme islemi sonrasinda tiipler tartilarak 60 °C’de kurutulmus ve islem
sonunda kuru agirligr alinmistir. Tiiplerin daralari tespit edilmis olup EPS miktart
son kiitlenin baglangigtaki hacme oranindan belirlenmis ve g/ olarak ifade

edilmistir.

3.2.5.1zolatlarin nisin direncliligi

Izolatlarin nisine karsi gosterdikleri duyarlilik veya direnglilikleri agar difiizyon
teknigi kullanilarak Tsai ve Sandine (1987)’ye gore belirlenmistir. Suslar, 37 °C’de
iki kez art arda sivi besi ortaminda aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirlerin optikal
yogunluklar1 (OD) spektrofotometre 600 nm de 0,6+0,02’ye ayarlanmistir. OD

degerleri ayarlanan kiiltlirlerden 100 pL alinip, kati1 besi ortamina ilave edilmistir.
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llave edilen Kkiiltiirler besi ortaminin yiizeyinde dagilimi homojen bir sekilde
saglanmistir. Besi ortaminda 0,3 cm ¢apindaki steril gubukla kuyular agilarak, dipleri
steril ayn1 besi ortami ile kaplanmistir. 0,02 N HCI’de 10 mg/mL olacak sekilde stok
Nisin ¢06zeltisi hazirlanmistir. Suslarin nisine kars1 gosterdikleri duyarlilik veya
direncliliklerini belirlemek amaciyla, 50 — 100 — 150 — 200 — 250 — 300 — 350 — 400
— 450 — 500 pg/mL’lik farkli konsantrasyonlarda nisin stoklari hazirlanmistir. Besi
ortaminda agilan kuyulara 30 uL stoklardan ilave edilmistir. Petriler, 37 °C’de
anaerobik kosullarda 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon bitiminde farkli
konsantrasyonlarda nisin igeren kuyularin etrafindaki inhibisiyon zon ¢aplar1 kumpas
ile o6l¢iilerek, suslarin nisine kars1 gostermis olduklart duyarlilik veya direnglilikleri

tespit edilmis ve kaydedilmistir.

3.3. Izolatlarin Baz1 Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.3.1. lzolatlarn diisiik pH’ya toleransin belirlenmesi

MRS Broth besiyerinin pH’s1 0,AN H3POj4 ilave edilerek 3,9’a ayarlanmistir. pH’s1
ayarlanan besi yeri cam tiiplere 10’ar mL olacak sekilde dagitilmis ve otoklavlanarak
sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonunda siv1 besi yerlerine M2-6, M2-24 ve M2-43
numarali suslar mikropipet ile her cam tiipe % 1 oraninda inokiile edilerek 37 °C’de
anaerobik kosullarda inkiibasyona birakilmistir. 24. ve 48. saatlerde sonuglar teyit
edilmis ve kaydedilmistir (Isleroglu vd., 2008; Yigit, 2009).

3.3.2. Antibiyotik duyarhhk testi

Calismada, ampisilin (10 pg), gentamisin (10 pg), eritromisin (15pg) ve kanamisin
(30 pg), penicillin G (10 pg) tiirti antibiyotikler kullanilmistir. Anne siitiinden izole
edilen M2-6, M2-24 ve M2-43 numarali suglarin antibiyotik duyarliliklariin
belirlenmesinde disk difiizyon yontemi kullanilmustir.

MRS Agar (% 1,5 agar) besiyeri hazirlanarak otoklav ile sterilizasyon islemi
yapilmistir. Sterilizasyondan sonra besiyeri 45-50 °C’ye sogutularak, 9 cm ¢apindaki
steril plastik (tek kullanimlik) petri kutularina 15-20 mL olacak sekilde steril
kosullarda dokiilmiistiir. Besiyeri plaklar1 besiyerinin katilasmas1 i¢in oda

sicakliginda steril kosullarda 1-1,5 saat bekletilmistir.
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M2-6, M2-24 ve M2-43 numarali suglar hazirlanan MRS Broth besiyerinde 37 °C’de
iki kez art arda aktiflestirildikten sonra Mc Farland No: 0,5 (10 kob/mL)
bulanikligina ayarlanmistir.

Hazirlanmis olan diliisyonlarin her birinden 100 pL alinarak daha o6nceden
hazirlanmis ve petrilere aktarilmis olan MRS Agar besiyerine, steril kosullar altinda
ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler, steril kosullarda, kapaklar1 acik bigimde 5-10
dk. streyle bekletilerek yuzeylerinin kurumasi saglanmistir. Ardindan ticari olarak
satilan ve belirlenmis olan antibiyotik diskleri (ampisilin, gentamisin, eritromisin,
kanamisin ve penisilin G) petrilere steril kosullarda, her bakteri igin Uger tekrar
olacak sekilde aralarinda en az 1,5 cm bosluk birakilarak yerlestirilmistir. Disklerin
yerlestirilmesi isleminden sonra petriler 10-15 dk. siireyle bekletilmis ve sonrasinda
petri kutular1 37 °C’de anaerobik kosullarda inkiibasyona birakilmistir. 24 saat
sonunda petrilerdeki zon c¢aplar1 kumpas ile Olgiilerek sonuglar kaydedilmistir
(Rollins ve Joseph, 2000; Halami vd., 2000).

3.3.3. Elde edilen izolatlarin patojen mikroorganizmalara antimikrobiyal etKisi
Izolatlarin insanlarda gida veya su kaynakli patojen olan bazi mikroorganizmalar ve
bazi balik bakteriyel patojenler iizerindeki inhibitor etkisini arastirmak amaciyla
M2-6, M2-24 ve M2-43 numarali sugslar MRS Broth sivi besiyerinde anaerobik
kosullarda 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirler 5000
rpm’de 15 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonunda olusan berrak kisim (siipernatant)
steril sartlar altinda 0,22 pum’lik tek kullanimlik steril filtre ile sterilize edildi.
Antimikrobiyal aktivite i¢in segilen test mikroorganizmalar1 (Staphylococcus aureus
ATCC 29212, Salmonella enteritidis RSKK 171, Candida glabrata RSKK 04019,
Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli 0157:H7, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 35218, Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Shigella sonnei Mu:57, Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Aeromonas hydrophila ATCC 19570, Lactococcus garvieae, Yersinia ruckeri, Vibrio
anguillarum M1, Vibrio alginolyticus) sivi besi ortaminda aktiflestirilerek, uygun
sicakliklarda gelistirilmis 24 saatlik aktif kiiltiirler % 0,875°1ik serum fizyolojik

cozeltisi ile 2 kez yikanmistir. 0,5 Mc Farland yogunluguna ayarlanan bakteri
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stispansiyonundan kati besiyeri i¢eren petrilere 100 pL aktarilmistir. Kat1 besiyeri
tizerinde 7 mm ¢apindaki steril cubukla kuyular agilmigtir. Kuyularin tabanlar steril
agarla tekrar sivanmis ve bu kuyulara izolatlarinin mikrofiltrasyona tabi tutulmus
stipernatantindan 100 pL ilave edilerek 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda kuyu g¢evresinde olusan zon caplari kumpas ile &lgiilmiis ve

sonuglar kaydedilmistir (Reinheimer vd., 1990; Beyatli vd., 2010; Toksoy, 1996).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. izolatlarin API 50 CHL Sistemiyle Tanimlanmasi

Anne sitinden izole edilen bakteri suslarimin karbonhidratlar1 fermente etme
durumlart belirlenerek identifikasyonlart yapilmistir. API 50 striplerindeki reaksiyon
sonuglarinin degerlendirilmesinde, Once renk degisimine goére +/- tanimlama
cizelgeleri hazirlanmistir. Bu cizelgeler apiweb™ tamimlama yazilimi ile
degerlendirilerek, tiir karsiliklar1  belirlenmistir.  Sonuglar Cizelge 4.1°de
belirtilmistir.

API 50 CHL sistemi ile identifikasyonu yapilan suslardan M2-6 numarali susun L.
fermentum, M2-24 numarali susun L. acidophilus ve M2-43 numarali susun da L.
acidophilus olarak yiiksek oranlarda belirlendigi goriilmiistiir (Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1: M2-6, M2-24, M2-43 numarali suslarin API 50 CHL sistemi ile
identifikasyonu.

Sus No Cins Ad1 Tiir Ad1 apiweb™ 095!
M2-6 | Lactobacillus spp. L. fermentum % 92,4
M2-24 | Lactobacillus spp. L. acidophilus % 98,7
M2-43 | Lactobacillus spp. L. acidophilus % 91,7

S6z konusu suslarin API 50 Strep Kiti ile tanimlama goriintiileri Sekil 4.1, Sekil 4.2

ve Sekil 4.3°de verilmistir.

1- APl WEB Tanimlama Sistemi %’si.



Sekil 4.1: M2-6 numarali susun 48 saatlik Sekil 4.2: M2-24 numarali susun 48 Sekil 4.3: M2-43 numarali susun 48
inkiibasyondan sonraki API 50 strip’indeki saatlik inkiibasyondan sonraki APl 50 saatlik inkiibasyondan sonraki AP1 50
gordnumd. strip’indeki goriiniimii. strip’indeki gériiniimii.
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Ozgiin (2009) yaptig1 ¢alismada 100 adet kolostrum &rneginden izole ettigi suslari
API 50 CHL sistemi ile tanimlamig ve 6 L. brevis, 5 L. plantarum, 6 L. acidophilus
ve 3 L. casei susunu teshis etmistir.

Corsetti vd., (2001) yaptiklar1 ¢alismada eksi maya orneklerinden izole ettikleri 317
adet muhtemel LAB’nin % 38’ini API 50 CHL sistemi ile tanimlamuistir.

Danova vd., (2005) yaptiklar: ¢alisma ile kimizdan izole ettikleri bakterileri API 50
CHL sistemini kullanarak L. salivarius, Lactobacillus buchneri ve L. plantarum

olarak tanimlamislardir.

4.2. izolatlarin Baz1 Starter Ozelliklerinin Belirlenmesi
4.2.1. Farkh sicakhiklarda gelisme testi
[zolatlarin aktif kiiltiirleri steril 10 mL MRS broth siv1 besiyeri igeren tiiplere inokiile
edilerek 15 °C ve 45 °C'deki sicakliklarda anaerobik kosullarda 48 saat inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonuglar1 Cizelge 4.2°de belirtilmistir.
M2-24 ve M2-43 numarali suslar 15 °C sicaklikta zayif gelisim gosterirken M2-6
numarali sus gelisim gostermemistir. 45 °C sicaklikta ise her ii¢ sus gelisim
gostermistir (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2: izolatlarin farkli sicakliklarda gelisme testi.

SUS 0 0

NG 15°C 45°C
M2-6 - +
M2-24 * +
M2-43 * +

+: Gelisim var, -: Gelisim yok, *:Zayif Gelisim

Bhatt vd., (2012) yaptiklar1 ¢alismada saglikli anne siitiinden izole edilen farkli
tiirlerde bakterileri optimum sartlardaki besiyerlerinde 10 °C, 15 °C, 37 °C, 45 °C ve
60 °C sicakliklarda inkiibasyona birakip 7 giin boyunca gelisim durumlarini
incelemisglerdir. Ayni ¢alismada bromokrezol pembesi kullanmiglar ve inkiibasyona
birakilan besiyerlerinden rengi pembeden sariya doniisenleri gelisim gosteren olarak
belirtmislerdir. Calisma sonucunda L. fermentum ve Lactobacillus oris’in 10 °C, 15
°C ve 60 °C sicakliklarda gelismedigini ancak 37 °C ve 45 °C sicakliklarda gelistigini

belirlemislerdir.
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Yavuzdurmaz, (2007) yaptig1 yiiksek lisans tez ¢alismasinda anne siitiinden izole
edilen L. fermentum ve L. oris’i optimum sartlardaki besiyerlerinde 10 °C, 15 °C ve
45 °C sicakliklarda inkiibasyona birakarak 7 giin boyunca durumlarini incelemis ve
sonuc olarak her iki bakterinin de 10 °C ve 15 °C sicaklikta gelismedigini ancak 45
°C sicaklikta gelistigini belirlemistir.

4.2.2. Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisme testi

% 2,% 4, % 5 ve % 6,5 oranlarinda NaCl igceren MRS Broth s1v1 besiyerinde inokiile
edilen ve anaerobik kosullarda 37 °C’de 48 saat siireyle inkiibasyona birakilan M2-6,
M2-24 ve M2-43 numarali suslarin gelisim durumlari Cizelge 4.3’te verilmistir.
M2-6 ve M2-43 numarali suslar % 2, % 4, % 5 NaCl iceren siv1 besiyerinde gelisim
gostermistir. M2-24 numarali sus ise % 2, % 4 NaCl igeren s1v1 besiyerinde gelisim
gosterirken, % 5 NaCl igeren sivi besiyerinde zayif gelisim gostermistir. M2-6, M2-
24, M2-43 numarali suslarin her {igii de % 6,5 NaCl iceren siv1 besiyerinde gelisim
gostermemistir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3: Izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme durumu.

?\IUOS % 2 NaCl % 4 NaCl % 5 NaCl % 6,5 NaCl
M2-6 + + * )
M2-24 ¥ ¥ - ]
M2-43 + * * ]

+: Gelisim var, -: Gelisim yok, *:Zayif Gelisim

Peynir iiretiminde bir¢ok peynir ¢esidinin starter olmayan mikroflorasinda baskin
mikroorganizmalar olarak bulunabilen ya da starter kiiltiir olarak kullanilan
heterofermentatif ve homofermentatif laktik asit bakterileri bir¢ok peynir ¢esidinin
olgunlagsmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Hansen vd., 2001; Gerasi vd., 2003;
Hynes vd., 2003; Giraffa vd., 2004; Weinrichter vd., 2004).

Aralarinda L. paracasei subsp. paracasei, L. acidophilus, L. plantarum, L.

delbrueckii subsp. lactis’inde bulundugu bir¢ok laktobasilin peynir tUretiminde destek

24



kaltur ya da kdltlr olarak kullanim alani bulunmaktadir (Lynch vd., 1996; Palles vd.,
1998; Hansen vd., 2001; Deutsch vd., 2003; Hynes vd., 2003; Banks ve Williams,
2004; Giraffa vd., 2004).

Yavuzdurmaz, (2007) yaptig1 ¢alismada anne sittinden izole edilen L. fermentum ve
L. oris’i optimum kosullarda % 2 ve % 6,5 NaCl iceren besiyerlerinde inkiibasyona
birakmis ve inkiibasyon sonunda ¢aligmamizin sonuglarina paralel olarak % 2 NaCl
iceren ortamda her iki susun gelistigini ancak % 6,5 NaCl igceren ortamda her iki
susun da gelismedigini belirlemistir.

Bhatt vd., (2012) yaptiklari ¢aligmada L. fermentum ve L. oris’in optimum kosullarda
% 2, % 4, % 6,5 oraninda NaCl igeren besiyerlerinde gelisim testini yapmislar ve her
iki susun da % 2 oraninda NaCl igeren ortamda gelisip, % 4 ve % 6,5 oraninda NaCl

iceren ortamda gelismedigini belirlemislerdir.

4.2.3. lzolatlarn asit iiretme yetenekleri

MRS Broth siv1 besiyerinde inokile edilen M2-6, M2-24 ve M2-43 numaral1 suslar
anaerobik kosullarda 37 °C’de inkiibasyona birakildiktan sonra 3, 6, 12, 24, 36 ve 48.
saatlerde pH 6l¢timii yapilmis ve Cizelge 4.4’teki sonuglar elde edilmistir.

MRS Broth siv1 besiyerinin pH’s1 5,8 olarak 6l¢iilmiistiir. M2-6, M2-24 ve M2-43
numarali suslarin inkiibe edildigi besiyerlerindeki 3, 6, 12, 24, 36 ve 48. saatlerdeki
pH dlclimleri incelendiginde ii¢ susta da degerlerin giderek azaldigi goriilmektedir.
Dolayisiyla her {i¢ susta da asit liretimi gézlenmistir. Ancak 48. saatteki pH degerleri
karsilastinlldiginda en fazla asit ireten susun M2-24 numarali sus oldugu
gorilmektedir. Yine M2-43 numarali sus da M2-24 numarali susa yakin oranda asit
tiretmistir. Bununla birlikte M2-6 numarali susun asit iiretimi diger iki susa oranla

daha az ger¢eklesmistir (Cizelge 4.4).
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Cizelge 4.4: 1zolatlarin asit iiretme yetenekleri.

SUS 3. SAAT 6. SAAT 12. SAAT | 24. SAAT | 36. SAAT | 48. SAAT
NO
pH* pH* pH* pH* pH* pH*
M2-6 5,78+0,03 |5,40+0 4,34+0,03 |4,33+0 4,310 4,28+0,02
M2-24 5,700 5,50+0,05 |[4,60+0,03 |4,00+0,01 |3,91+0,01 |3,83+0,03
M2-43 5,73+0,01 |5,67+0,01 |5,09+0,03 |4,34+0,07 |4,04+0,02 |3,99+0,01

*: Ortalama £ Standart Sapma

Laktik asit bakterilerinin karbonhidrat kaynaklarin1 fermente etmeleri sonucu; laktik
asit ve asetik asit gibi organik asitler iiretilmekte ve ortamin pH’s1 diismektedir.
Gidalarda bulunan bir¢ok mikroorganizma, bu Uretilen organik asitlere karsi hassastir
ve sonugta laktik asit bakterilerinin diisiirdiigii pH’y1 da tolere edememektedirler
(Okereke ve Montville, 1991).

4.2.4. Ekzopolisakkarit (EPS) Uretiminin belirlenmesi

M2-6, M2-24 ve M2-43 numarali izolatlarin EPS {retimlerinin belirlenmesi igin
bolum 3.2.4°te anlatilan EPS ekstraksiyon yontemi uygulanmis ve sonuglar Cizelge
4.5’te belirtilmistir.

M2-6 numarali sus 4,34 g/L ile EPS iiretim miktar1 olan en fazla olan sug olarak
belirlenmistir. M2-24 numarali susun EPS iiretim miktart 4,23 g/L olarak
belirlenmistir. EPS {iretim miktar1 en diisiik olan sus ise 3,76 g/L ile M2-43 numarali
sustur (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5: Izolatlarm EPS Uretim miktarlar1.

SUS NO EPS Uretim Miktar (g/L)
M2-6 4,34
M2-24 4,23
M2-43 3,76

Ekzopolisakkaritler, uzun zincirli polisakkaritlerdir. Cogu laktik asit bakterisi
asidifikasyon, seker metabolizmasiin meydana gelmesi, mikrobiyal kontaminasyona
ilave olan siirlayicilar gibi koruyucu etkilerinden dolay1, gida hazirlamada

kullanilmaktadir. Laktik asit bakterilerinin EPS urettikleri de bilinmektedir. EPS’ler
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yogunlastirict 6zellik saglamalarinin yaninda Sit iirlinlerinin yapisini gelistirmek igin
de 6nemli bir faktordur (Hugenholtz vd., 2000; Faber vd., 2001; Jolly ve Stingele,
2001; Marshall vd., 2001).

Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen EPS’ler yeni tirlinlerin gelisimi icin 6nemli
polimerlerdir. EPS’nin {izerindeki yogunluk insan sagligimi koruma ozelligi, anti
timor, anti GOlser ya da kolesterol disiiriicii 6zellikleri nedeniyle artmistir. EPS
tretimi tiirden tiire farklilk gostermekte, hatta suslar arasinda bile farklilik
goriilmektedir. Mikroorganizmalarin salgiladiklar1 EPS molekiilleri fagositoz ve faj
ataklarina, antibiyotiklere, toksik maddelere, ozmotik strese karsi hucreleri
korumaktadir (Cerning ve Bouiillanne, 1992; Nakajima vd., 1992; Nagaoka vd.,
1994).

EPS’ler bakterinin olumsuz g¢evre sartlarindan korunmasii ve cgesitli yiizeylere
tutunmasini saglamaktadir. EPS’nin bakteriyi koruma 6zelligi ayrica antibiyotiklere
karsida fiziksel bir koruyuculuk seklinde de ortaya ¢ikmaktadir. Bakteriler tarafindan
polisakkaritler katabolize edilemediklerinden enerji kaynagi degildirler, buna karsilik
mikroorganizmayl veya ortami kurumaya karsi korur, zararli veya diisman bir
ortamdan uzaklastirirlar (Kanmani vd., 2013; Darilmaz vd., 2011)

EPS ireten laktik asit bakterilerinin biiyilk bir ¢ogunlugu Streptococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve Pediococcus turlerine aittir. EPS tretimi
icin ¢ok sayidaki laktik asit bakterisi incelenmistir. Bu caligmalarda daha c¢ok
teknolojik ozelliklerinden dolay: L. delbrueckii ssp. bulgaricus, L. helveticus, S.
thermophilus gibi termofilik tiirler incelenmistir. Bununla birlikte gliniimiizde L.
acidophilus, L. lactis, L. rhamnosus gibi mezofilik bakteriler tarafindan firetilen
EPS’lere kars1 ilgi de artmaktadir (Madiedo ve Reyes—Gavilan, 2005).

Duboc ve Mollet, (2001) yaptig1 ¢alismada S. salivarius ssp. thermophilus’un 3 g/L,
L. casei’nin 0,49 g/L, L. lactis ssp. cremoris’in 0,6 g/L, ve L. delbrueckii ssp.
bulgaricus’un ise 2,1 g/L ekzopolisakkarit iirettigi tespit edilmistir. Bu degerler
dikkate alindiginda ¢alismamizda kullanilan suslarin EPS {iretim miktarlari, birgok
LAB’nden daha yiiksek bulunmustur.

S. thermophilus’un EPS miktar1 0,03 g/ L gibi diisiik miktarlardan (Cerning vd.,
1988) 0,89¢/L’ye kadar (Escalante vd., 1998) ve L. delbrueckii ssp. bulgaricus’un
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EPS miktar1 da 0,06-0,15 g/L arasinda degismektedir (Cerning, 1995; Cerning vd.,
1986).
Izolatlarin EPS iiretimleri ile ilgili sekil asagida verilmistir (Sekil 4.4).

. 4

M2-6 M2-24 M2-43

Sekil 4.4: Izolatlarin EPS iiretim miktarlari.

4.2.5. Izolatlarin nisin direncliligi

[zolatlarin nisine kars1 gosterdikleri duyarlilik ve direngliligi belirlemek amaciyla
bolim 3.2.5’te anlatilan yontemle hazirlanan besiyerlerindeki kuyulara 50 — 100 —
150 — 200 — 250 — 300 — 350 — 400 — 450 - 500 pg/mL’lik farkli konsantrasyonlarda
nisin ¢Ozeltilerinden her kuyuya 30 uL olacak sekilde ilave edildikten sonra 37 °C’de
anaerobik kosullarda 48 saat inkiibasyona birakilmis ve kuyularin etrafindaki 6lgiilen
zon ¢aplari Cizelge 4.6’da belirtilmistir.

M2-6 numarali sus tim konsantrasyon degerlerinde nisine direnglilik gdstermistir.
M2-24 numarali sus 50 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarinda, M2-43 numarali sus ise
50, 100, 150, 200 pg/mL konsantrasyonlarinda nisine direnglilik géstermistir. M2-24
numarali susun bulundugu petrilerde 150 pg/mL’den 500 pg/mL’ye kadar artan nisin
konsantrasyonlarina uyumlu sekilde zon ¢aplarmin arttig1 goriilmistlr. Benzer
sekilde M2-43 numarali susun bulundugu petrilerde ise 250 pg/mL’den 500

png/mL’ye kadar artan nisin konsantrasyonlarina uyumlu bir sekilde zon ¢aplarinin
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arttigl goriilmiistiir. Sonug olarak tiim suslar farkli konsantrasyonlarda nisine karsi
direnclilik gostermistir. Ancak test edilen tm nisin konsantrasyonlarina kars1 M2-6
numarali sus direngli olup M2-24 ve M2-43 numarali suslar nisinin diislik
konsantrasyonlarina direng g0sterirken artan konsantrasyonlarda hassasiyet

gostermistir (Cizelge 4.6).

29



Cizelge 4.6: Izolatlarin nisine kars1 gdsterdikleri duyarlilik veya direnglilikleri.

50 pg/mL | 100 pg/mL | 150 pg/mL | 200 pg/mL | 250 pg/mL | 300 pg/mL | 350 pg/mL | 400 pg/mL | 450 pg/mL | 500 pg/mL
SUS NO | Zon Capr* | Zon Cap1* | Zon Cap1* | Zon Cap1* | Zon Cap1* | Zon Cap1* | Zon Capr* | Zon Cap1* | Zon Cap1* | Zon Capr*
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
M2-6 - - - - - - - - - -
M2-24 - - 3,72+0,03 3,95+0,10 3,98+0,28 5,20+0,86 7,13+0,81 7,32+0,48 7,58+0,65 8,44+0,10
M2-43 - - - - 3,47+0,07 4,96+0,68 5,84+0,03 5,88+0,40 5,96+0,48 6,73+0,16

*: Ortalama * Standart Sapma

-2 Zon yok
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Glinlimiizde gidalarin raf omriinli uzatabilmek i¢in ¢esitli gida katki maddeleri
kullanilmaktadir. FDA onayli olmalarina ragmen yapilan son ¢aligmalarda tiiketici
sagliginda ¢esitli problemlere neden olduklar1 belirlenmistir. Cogu kimyasal madde
kokenli olan koruyucular insanlarda astim, damar problemleri gibi hastaliklara sebep
olmaktadir. Bu nedenle WHO tarafindan belirlenen gidalara yonelmislerdir.
Kimyasal gida katki maddelerine alternatif olarak dogal koruyucular tercih edilmeye
baglanmistir. Bu koruyucularin memeliler Uzerinde herhangi bir yan etkisinin
bulunmadigir kanitlanmistir. CUnki; protein yapisinda olan bu maddeler, sindirim
sistemindeki proteinleri hidrolize eden enzimler tarafindan pargalanmaktadir.
Dolayisiyla uygun olan bakteriyosin ya da bakteriyosin {ireten LAB’nin gidalara
eklenmesi hem raf dmriinli uzatacak hem de saglikli kabul edilecektir. En iyi bilinen
bakteriyosin nisin olup; L. lactis tarafindan iiretilmektedir ve gida koruyucusu olarak
kullanilmaktadir (Teuber, 1995).

Nisin molekull; aralarinda Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc,
Micrococcus, Staphylococcus, Clostridium ve Listeria suslariin da oldugu bir¢ok
tiire kars1 aktivite gosteren, protein yapisinda, antibakteriyel aktiviteye ve genis etki
spektrumuna sahip bir bakteriyosindir. Nisin molekulleri; S. aureus, L.
monocytogenes ve Clostridium botulinum’un da dahil oldugu Gram pozitif
mikroorganizmalar ve pek cok asidik gida iizerinde oldukg¢a aktiftirler (Hansen,
1994).

Izolatlarin nisin direngliligine ait sekiller asagida verilmistir (Sekil 4.5, Sekil 4.6,
Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10).
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Sekil 4.5: M2-6 numarali susun 50, 100, 150, 200, 250, 300 pg/mL
konsantrasyonlardaki nisine direngliligi.
*: pg/mL

Sekil 4.6: M2-6 numarali susun 300, 350, 400, 450, 500 pg/mL
konsantrasyonlardaki nisine direngliligi.
*: pg/mL
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Sekil 4.7: M2-24 numarali susun 50, 100, 150, 200, 250, 300 pg/mL
konsantrasyonlardaki nisine direngliligi.

*: pg/mL

Sekil 4.8: M2-24 numarali susun 300, 350, 400, 450, 500 pug/mL
konsantrasyonlardaki nisine direngliligi.
* ng/mL
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Sekil 4.9: M2-43 numarali susun 50, 100, 150, 200, 250, 300 pg/mL
konsantrasyonlardaki nisine direngliligi.
*: pg/mL

Sekil 4.10: M2-24 numarali susun 300, 350, 400, 450, 500 ug/mL
konsantrasyonlardaki nisine direngliligi.
* ng/mL
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4.3. Tzolatlarin Baz1 Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.3.1. lzolatlarin diisiik pH’ya toleransmn belirlenmesi

pH’s1 3,9’a ayarlanmis besiyerlerinde inoklle edilen M2-6, M2-24 ve M2-43
numarali suslar 37 °C’de anaerobik kosullarda inkiibasyona birakildiktan sonra 24.
ve 48. saatlerdeki sonuclar Cizelge 4.7°de belirtilmistir.

M2-6 ve M2-43 numarali suslar pH=3,9’da gelisim gdstermisler, ancak M2-24
numarali sus zayif gelisim gostermistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7: Izolatlarin pH=3,9’da gelisimleri.

SUS pH=3,9
NO
24. Saat 48. Saat
M2-6 + +
M2-24 * *
M2-43 + +

+: Gelisim var, -: Gelisim yok, *:Zayif Gelisim

Bir mikroorganizmanin probiyotik &zellik gdsterebilmesi icin intestinal sistemde ve
endistriyel islemler sirasinda canli kalmasi gerekmektedir. Agiz yolu ile alinan
probiyotiklerin intestinal sistemde fayda saglayabilmeleri i¢in, bagirsaga ulagsmadan
once midenin asit ortamindan (pH 1,5-3,0) canli olarak gegebilmeleri gerekmektedir.
Bu nedenle probiyotik mikroorganizma sec¢iminde ilk aranmasi gereken Kkriter
suslarin asit direngleridir (Dunne vd., 1999; Fernandez vd., 2003).

Charteris vd., (1998) yaptiklar arastirmada; gastrik ortamda pH 2’de, sadece bir
laktobasil susunun (L. fermentum KLD) direngli oldugunu ancak, ortama siit
proteinleri katilarak yapilan denemede ise L. casei 2123 ve B. infantis 25962
suslarinin %100 ge¢is toleransi oldugunu belirlemislerdir.

Fernandez vd., (2003) bagirsak sivilarina dayanim agisindan L. acidophilus’un L.
gasseri’ye kiyasla daha dayanikli oldugunu belirlemislerdir. Yaptiklari ¢aligmada L.
acidophilus ve L. gasseri’nin mide pH’sinda (2-2,5) en az 90 dakika canli
kalabildiklerini, bu surenin bagirsagin aktif bolgelerine ulasmak igin yeterli oldugunu

belirtmislerdir.
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4.3.2. Antibiyotik duyarhhk testi

MRS Agar besiyerine Mc Farland No: 0,5 (108 kob/mL) bulanikligina ayarlanan M2-
6, M2-24 ve M2-43 numarali suslar inokule edilip besiyerlerine antibiyotik diskler
yerlestirilmis, 37 °C’de 24 saat sonra diskler etrafindaki zonlar 6l¢iilmiis ve sonuglar
Cizelge 4.8°de belirtilmistir.

Ampicillin ve penicillin G her ii¢ bakterinin gelisimini inhibe etmis ve petri
kutularinda genis ¢apli zonlar olusturmustur. Ampicillin ve penicillin G kadar etkili
olmasa da erythromycin antibiyotigi de petri kutularinda genis zonlar olusturarak
aktivite gOstermistir. Gentamicin sadece M2-6 numarali susun bulundugu petride
kiigiik capli zonlar olusturmus, M2-24 ve M2-43 numarali suslarin bulundugu
petrilerde zon olusumu goézlenmemistir. Kanamycin ti¢ susun bulundugu petrilerde
de aktivite gostermemistir. Yani tim suslarin kanamycine, M2-24 ve M2-43
numarali suslarin ise gentamicine direngli oldugu; M2-6 susunun gentamicine duyarlt
oldugu ve tiim suslarin ampicillin, erythromycin ve penicillin G’ye duyarli olduklart
belirlenmistir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8: Izolatlarm antibiyotik duyarlilik testi zon gaplari.

Ampicillin | Gentamicin | Erythromycin | Kanamycin | Penicillin G

Sus No | Zon Capr* | Zon Cap1* Zon Capr* Zon Cap1* | Zon Capr*
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

M2-6 37,31+0,34 | 8,17+0,32 24,57+£1,04 - 37,71+2,15

M2-24 | 34,93£1,57 - 33,11+0,31 - 50,85+0,46

M2-43 | 38,52+3,79 - 35,95+2,26 - 37,86+1,89

-: Zon yok

Sonmez vd., (1999) tavuk bagirsaklarindan izole ettikleri 3 adet L. acidophilus, 5
adet L. agilis, 2 adet L. animalis, 2 adet L. brevis, 2 adet Lactobacillus coryneformis
subsp. torquens, 9 adet L. fermentum ve 17 adet L. plantarum olmak (zere toplam 40
izolatin antibiyotik direngliliklerini incelemislerdir. Calisma sonucunda laktobasil
suglarinin penisilin grubu antibiyotiklerden amoksisilin, ampisilin ve karbenisiline %
100, penisiline % 97.5, oksasiline % 70, metisiline % 35 oraninda duyarli olduklarini
tespit etmislerdir. Buna karsin, kloramfenikol % 92.5, tetrasiklin % 85,
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makrolidlerden eritromisin % 85 ve rifampisin % 82,5 degerleriyle laktobasillere
yuksek  duzeyde etkili diger antibiyotikleri  olusturmuslardir.  Ancak
aminoglikozidlere (kanamisin, gentamisin, neomisin, streptomisin) karsi suslarin %
50°den fazlas1 diren¢ gostermistir. Linkomisin, nistatin, spektinomisin ve peptid
grubu antibiyotiklerden basitrasine direngli suslarin orani ise % 60-90 arasinda
degismistir. Yine peptid grubu antibiyotiklerden polimiksin B’ye karst suslarin %
100’1 direngli bulunmustur.

LAB’nin ¢ogunun antibiyotiklere kars1 direngli olmakla beraber bu direncin
transferinin miimkiin olmadig: kabul edilmis; ancak L. fermentum, L. plantarum ve
L. reuteri gibi bazi LAB’nin plazmitler tarafindan kodlanan antibiyotik direnglilik
genleri tasidigi ve antibiyotik direngliliginin patojen ya da patojen olmayan
bakterilere transferinin son derece dnemli oldugu belirtilmistir. Ciinkii plazmitlerle
taginan antibiyotik direnclilik ozelligi gosteren suglarin insan ve hayvanlarda

probiyotik olarak kullanilmasinin  uygun olmadigini, transfer edilemeyen

direngliligin uygulamalarda yararli olabildigi bildirilmistir (Ishiwa ve Iwata, 1980;
Adams ve Marteau, 1995; Fons vd., 1997; Charteris vd., 1998; Salminen vd., 1998).
Antibiyotik duyarlilik testine ait sekiller agagida verilmistir (Sekil 4.11, Sekil 4.12,
Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil
4.20, Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25).

Sekil 4.11: M2-6 numarali susun Sekil 4.12: M2-6 numaral1 susun
ampicilline kars1 antibiyotik gentamicine kars1 antibiyotik
duyarlilik testi. duyarlhilik testi.
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Sekil 4.13: M2-6 numarali susun Sekil 4.14: M2-6 numarali susun
erythromycine kars1 antibiyotik kanamycine karsi antibiyotik
duyarhlik testi. duyarlilik testi.

Sekil 4.15: M2-6 numaral1 susun Sekil 4.16: M2-24 numaral1 susun
penicillin G’ye kars1 antibiyotik ampicilline kars1 antibiyotik
duyarlilik testi. duyarlilik testi.
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Sekil 4.17: M2-24 numarali susun Sekil 4.18: M2-24 numarali susun
gentamicine kars1 antibiyotik erythromycine kars1 antibiyotik
duyarlilik testi. duyarhilik testi.

Sekil 4.19: M2-24 numarali sugun Sekil 4.20: M2-24 numarali susun
kanamycine kars1 antibiyotik penicillin G’ye kars1 antibiyotik
duyarlhlik testi. duyarhilik testi.
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Sekil 4.21: M2-43 numarali susun Sekil 4.22: M2-43 numarali susun
ampicilline kars: antibiyotik gentamicine karsi antibiyotik
duyarhlik testi. duyarhilik testi.

Sekil 4.23: M2-43 numarali susun Sekil 4.24: M2-43 numarali susun
erythromycine karsi antibiyotik kanamycine kars1 antibiyotik
duyarhilik testi. duyarlhilik testi.
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Sekil 4.25: M2-43 numarali susun
penicillin G’ye kars1 antibiyotik
duyarlilik testi.

4.3.3. Elde edilen izolatlarin patojen mikroorganizmalara antimikrobiyal etkisi
M2-6, M2-24 ve M2-43 numarali suslarin bolim 2.3.3’de anlatilan yoOntemle
antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek icin (S. aureus ATCC 29212, S. enteritidis
RSKK 171, C. glabrata RSKK 04019, C. albicans ATCC 10231, E. coli O157:H7,
P. aeruginosa ATCC 27853, E. coli ATCC 35218, S. enteritidis ATCC 13076, S.
sonnei Mu:57, L. monocytogenes ATCC 7644, A. hydrophila ATCC 19570, L.
garvieae, Y. ruckeri, V. anguillarum M1, V. alginolyticus) test mikroorganizmalari
kullanilmistir. Elde edilen sonuclar Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.10°da belirtilmistir.

M2-6 numaral1 susun insan patojen mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyal aktivite
gostermedigi belirlenmistir. Zon ¢aplar1 dikkate alindiginda M2-24 numarali sus S.
aureus ATCC 29212, S. enteritidis RSKK 171, C. glabrata RSKK 04019, C.
albicans ATCC 10231, E. coli O157:H7, E. coli ATCC 35218 ve S. sonnei Mu:57’ye
kars1 M2-43 numarali susa kiyasla antimikrobiyal aktivitesi daha yiiksek olmustur.
Bununla birlikte M2-43 numarali sus, P. aeruginosa ATCC 27853, S. enteritidis
ATCC 13076 ve L. monocytogenes ATCC 7644’¢ kars1t M2-24 numarali susa kiyasla
antimikrobiyal  aktivitesi daha yiksek olmustur. Denenen tim  test

mikroorganizmalar1 igerisinde en yiiksek inhibisyon zonuna E. coli O157:H7’ye
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karst M2-24 (12,41+1,46mm) numarali susun sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.9).
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Cizelge 4.9: izolatlarin insan patojen mikroorganizmalara antimikrobiyal etkisi.

S. aureus S. enteritidis C. glabrata C. albicans E. coli P. aeruginosa E. coli S. enteritidis S. sonnei L. monocytogenes
ATCC 29212 RSKK 171 RSKK 04019 | ATCC 10231 O157:H7 ATCC 27853 | ATCC 35218 | ATCC 13076 Mu:57 ATCC 7644

Sus No

Zon Capr* Zon Capr* Zon Capr* Zon Capr* Zon Capr* Zon Capr* Zon Capr* Zon Capr* Zon Capr* Zon Capr*

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

M2-6 - - - - - - - - - -
M2-24 10,61+1,39 8,79+0,95 10,21+1,84 6,80+0,50 12,41+1,46 8,79+0,95 11,31+0,29 8,46+1,02 10,33+0,26 4,44+0,14
M2-43 6,45+0,77 7,59+1,29 7,59+0,65 6,45+0,65 10,51+0,85 10,50+0,42 9,66+0,35 10,46+0,77 10,05+1,02 5,91+0,81

*: Ortalama * Standart Sapma

-: Inhibisyon zonu yok
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Test edilen insan patojen mikroorganizmalar (izerinde etkili olmayan M2-6 numarali
sus balik patojenleri igerisinde sadece A. hydrophila ATCC 19570’¢ Kkarsi
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Bununla beraber M2-43 numarali sus A.
hydrophila’ya kars1 en yilksek antimikrobiyal aktiviteyi gosteren sus olmustur. Ug
sus icerisinde A. hydrophila’ya karst en diisiik antimikrobiyal aktiviteyi M2-24
numaralt sus gergeklestirmistir. M2-24 numarali sus L. garvieae ve Y. ruckeri’ye
kars1 antimikrobiyal aktivite gosterirken, ayni test bakterileri lizerinde M2-6 ve M2-
43 numaral1 suslar antimikrobiyal aktivite gostermemistir. M2-43 numarali susun V.
anguillarum M1’e kars1 M2-24’¢ kiyasla antimikrobiyal aktivitesi daha yiksek
olmustur. Ancak M2-6 numarali susun V. anguillarum M1’e karsi antimikrobiyal
aktivite gostermedigi belirlenmistir. V. alginolyticus’e karst her ii¢ susun da
antimikrobiyal  aktivite  gOstermedigi  belirlenmistir Denenen tim  test
mikroorganizmalari igerisinde en yiiksek inhibisyon zonuna A. hydrophila ATCC
19570’e karst M2-43 numarali susun (16,76+0,94 mm) sahip oldugu belirlenmistir
(Cizelge 4.10).
Cizelge 4.10: izolatlarin balik patojen mikroorganizmalara antimikrobiyal etkisi.

ﬁpég”{g?%a L. garvieae | Y. ruckeri V. angl\ljliilarum V. alginolyticus
Sug No Zon Capr* Zon Cap1* | Zon Capr* Zon Capr* Zon Capr*
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
M2-6 12,44+1,05
M2-24 8,89+0,42 5,96+0,90 4,43+0,53 6,28+0,83
M2-43 16,76x0,94 - - 7,20+0,96

*: Ortalama + Standart Sapma

-: Inhibisyon zonu yok

M2-24 numarali sus, insan ve balik patojenlerinden V. alginolyticus hari¢ tim
mikroorganizmalar iizerinde antimikrobiyal aktivite gostermistir. Ayni sus
antibiyotik duyarlilik testinde penicillin G’ye en duyarli sus olurken, ampicillin ve
erythromycine karst diger suslara kiyasla daha az duyarhdir. Kanamycin ve

gentamicine kars1 ise direnglidir.
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Probiyotik suslarin antimikrobiyal aktivite gostermesi son yillarda akut ya da kronik
hastaliklarin tedavisi ya da 6nlenmesinde giderek artan ilag kullanimina 6zellikle de
antibiyotiklerin kullanimina alternatif olarak probiyotik kullanim potansiyelini
arttirmaktadir. Antibiyotikler kullanildiginda hastaliklarin tedavisiyle birlikte viicutta
bircok yan etki ortaya ¢ikmakta, ayrica antibiyotikler vicuttaki patojen
mikroorganizmalari inhibe ederken ayni zamanda yararli mikroorganizmalara da
zarar vererek ya da onlar inhibe ederek viicudun Ozellikle de intestinal sistemin
dogal mikroflora dengesini bozmaktadir. Dolayisiyla hastaliklar1 tedavi ya da
Onlemede antibiyotik yerine probiyotikler kullanildiginda hem viicuttaki yan etkiler
ortaya ¢ikmayacak hem de viicudun dogal mikroflora dengesi korunmus olacaktir.
Yapilan bir ¢calismada Pecorino del Poro peynirinden toplam 225 laktik asit bakterisi
izole edilmis, bunlardan 18 tanesinin E. coli’ye karsi antimikrobiyal aktivitesini
incelenmis ve 9 laktobasilin antimikrobiyal aktivitesini belirlenmistir. Calismada L.
paracasei ssp. paracasei ve Lactobacillus curvatus’un E. coli’ye karsi yogun bir
antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Caridi, 2003).

Mehrmia vd., (2014) yaptiklar1 calismada anne siitii ile beslenen bebeklerin
diskisindan izole ettikleri Lactobacillus tiru bakterilerin E. coli ATCC 11229, S.
aureus ATCC 25923, L. monocytogenes ATCC 7644, S. enteritidis ATCC 13076,
Salmonella typhimurium CCM 5445 ve P. aeruginosa ATCC 27853 test bakterilerine
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri agar difiizyon yOntemine gore belirlemigler ve
Laktobasil suslarmin tamamimnin S. enteritidis ATCC 13076, S. typhimurium
CCMb5445 ve P. aeruginosa ATCC 27853 test bakterilerine karsi antimikrobiyal
aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Izole ettikleri L. fermentum LB16 susunun S.
aureus hari¢ tim test bakterileri {izerinde antmikrobiyal aktivite gosterdigini
belirlemislerdir. Calismamizda API 50 CHL sistemiyle yiiksek oranda L. fermentum
olarak tanimladigimiz M2-6 numarali sus, test mikroorganizmalari (zerinde A.
hydrophila ATCC 19570 antimikrobiyal aktivite gostermemistir. Dolayisiyla ayni
tiiriin farkli suglarinin ayni test mikroorganizmalari (L. monocytogenes ATCC 7644,
S. enteritidis ATCC 13076, P. aeruginosa ATCC 27853) Ulzerinde antimikrobiyal

aktiviteleri farklilik gostermektedir. Ayni ¢aligmada L. casei’nin farkli suslarinin
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aynt test mikroorganizmalar1 iizerinde antimikrobiyal aktivitesinin farkliliklar
gosterdigi goriilmektedir.

Izolatlarin insan patojen mikroorganizmalara antimikrobiyal etkisi ile ilgili sekiller
asagida verilmistir (Sekil 4.26, Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30, Sekil
4.31, Sekil 4.32, Sekil 4.33, Sekil 4.34, Sekil 4.35, Sekil 4.36, Sekil 4.37).

Sekil 4.26: M2-24 numarali susun Sekil 4.27: M2-43 numarali susun
S. aureus ATCC 29212 lizerindeki S. aureus ATCC 29212 (izerindeki
antimikrobiyal aktivitesi. antimikrobiyal aktivitesi.

Sekil 4.28: M2-24 numarali susun Sekil 4.29: M2-43 numarali susun
S. enteritidis RSKK 171 tzerindeki S. enteritidis RSKK 171 tzerindeki
antimikrobiyal aktivitesi. antimikrobiyal aktivitesi.

Sekil 4.30: M2-24 numarali susun Sekil 4.31: M2-43 numarali susun
E. coli O157:H7 zerindeki E. coli O157:H7 zerindeki
antimikrobiyal aktivitesi. antimikrobiyal aktivitesi.
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Sekil 4.32: M2-24 numarali susun Sekil 4.33: M2-43 numarali susun
E. coli ATCC 35218 uzerindeki E. coli ATCC 35218 Uzerindeki

antimikrobiyal aktivitesi. antimikrobiyal aktivitesi.

Sekil 4.34: M2-24 numarali susun Sekil 4.35: M2-43 numaral1 susun
S. enteritidis ATCC 13076 Uzerindeki S. enteritidis ATCC 13076 uzerindeki
antimikrobiyal aktivitesi. antimikrobiyal aktivitesi.

Sekil 4.36: M2-24 numarali Sekil 4.37: M2-43 numarali
susun S. sonnei Mu:57 (zerindeki susun S. sonnei Mu:57 lzerindeki
antimikrobiyal aktivitesi. antimikrobiyal aktivitesi.
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Izolatlarin balik patojen mikroorganizmalara antimikrobiyal etkisi ile ilgili sekiller
asagida verilmistir (Sekil 4.38, Sekil 4.39).

Sekil 4.38: M2-24 numarali susun Sekil 4.39: M2-43 numarali susun
A. hydrophila Uzerindeki A. hydrophila tzerindeki
antimikrobiyal aktivitesi. antimikrobiyal aktivitesi.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alismada anne situnden izole edilen Lactobacillus spp. cinsi bakterilerin bazi
starter ve probiyotik 6zellikleri belirlenmistir. Calisma genel anlamda ii¢ asamadan
olusmaktadir.

Oncelikle anne sitiinden izole edilen basil morfolojisine sahip bakteriler API 50
CHL kitiyle tanimlanmis ve yiiksek tanimlama oranina sahip ii¢ bakteri susu
secilmistir. Bu suslardan birinin L. fermentum (M2-6), diger iki susun da L.
acidophilus (M2-24 ve M2-43) oldugu belirlenmistir.

Ikinci asamada izolatlarin bazi starter 6zelliklerinin belirlenmesi iizerine testler
yapilmistir.

Izolatlarin 15 °C ve 45 °C sicakliklarda gelisimi incelendiginde her ii¢ susun 45 °C de
gelistigi, 15 °C de ise M2-24 ve M2-43 numarali suslarin zayif gelistigi, M2-6
numarali susun gelismedigi belirlenmistir.

% 2, % 4, % 5 ve % 6,5 oraninda NaCl igeren besiyerlerinde optimum kosullarda
yapilan inkiibasyon sonucunda ii¢ sus da % 2, % 4, % 5 oraninda NaCl iceren
ortamlarda gelisim gostermis, ancak M2-24 numarali susun % 5 NaCl igeren ortamda
zayif gelistigi gozlenmistir. % 5 gibi yiiksek oranda tuz igeren ortamda bakteri
suslarmin gelisim gostermesi, 6zellikle peynir gibi tuzlu gidalarin fermentasyonunda
starter olarak kullanim potansiyelini arttirmaktadir.

Izolatlarin asit iiretme yeteneklerini belirlemek iizerine yapilan testte 48 saat
icerisinde yapilan pH Ol¢iimlerine gére pH’nin zamanla azaldigr ve ti¢ susunda asit
tiretme yetenegine sahip oldugu goriilmiistiir. Cogu mikroorganizma diisiik pH’ya
toleransli degildir. Bu yiizden izolatlar1 tamaminin asit iiretmen yetenegine sahip
olmalar1 hem starter hem de probiyotik olarak kullanim potansiyelini attirmaktadir.
TUm izolatlarin EPS uretimlerinin yapilan benzer caligmalardaki LAB’nin EPS
tiretimlerine kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir. En ylksek EPS lretimi 4,34
g/L ile M2-6 numarali susta gozlenmistir. EPS’ler bakterileri hem olumsuz gevre
kosullarina hem de antibiyotiklere kars1 fiziksel anlamda korudugundan izolatlarin

starter olarak kullanim potansiyelini arttirmaktadirlar.



Izolatlarin nisine kars1 direngliliklerini belirlemek iizere yapilan testte M2-6 numarali
susun tiim konsantrasyon degerlerinde nisine direnglilik gostermesi Onemli bir
sonugtur. Diger iki susun nisine direnglilikleri karsilastirildiginda M2-43 numarah
susun M2-24 numarali susa kiyasla daha yliksek direnclilige sahip oldugu tespit
edilmistir. Nisin 6nemli bir bakteriyosin olmasi nedeniyle gida koruyucusu olarak
kullanilmaktadir. Anne siitinden izole edilen tim suslarin nisinin  belirli
konsantrasyonlarina karsi direnglilik gostermesinin, izolatlarin starter olarak
kullanim potansiyelini arttirdig1 sdylenebilir.

Ugiincii ve son asamada izolatlarin bazi probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi {izerine
calismalar yapilmistir.

Izolatlarin diisiik pH’ya toleransimnin belirlenmesi amaciyla yapilan testte; izolatlar,
pH’s1 3,9’a ayarlanmis besiyerlerinde optimum kosullarda inkiibasyona birakilmus,
suslarin 12 ve 24. saatlerde yapilan kontrolleri sonucunda {i¢ susun da diisiik pH’da
gelisim gosterdigi ancak M2-24 numarali susun zayif gelistigi belirlenmistir. Diigiik
pH degerlerinde suslarin gelisim gostermesi mide pH’sina tolerans gostermeleri
acisindan oOnemli bir sonugtur. Bu sonug¢ suslarin probiyotik olarak kullanim
potansiyelini arttirmaktadir.

Antibiyotik duyarlilik test sonuglar1 incelendiginde, tiim suslarin kanamycine direncli
oldugu, M2-24 ve M2-43 numarali suslarin gentamicine direngli olduklari, ancak her
ti¢ susun da ampicillin, erythromycin ve penicillin G tiirii antibiyotiklere karsi
duyarl olduklari tespit edilmistir.

Normal mikrofloranin antibiyotik tedavilerinden etkilenmemesi igin segilecek
suglarin antibiyotiklere direngli olmasi 6nemli bir kriter olmakla birlikte, bazi
LAB’nin plazmitler tarafindan kodlanan antibiyotik direnclilik genleri tagimasi ve
antibiyotik direncliliginin patojen ya da patojen olmayan bakterilere transferinin son
derece Onemli oldugu belirtilmektedir. Plazmitlerle direnglilik 6zelligi tasiyan bu
suslarin insan ve hayvanlarda probiyotik olarak kullanilmasinin uygun olmadigs,
transfer edilemeyen direncliligin uygulamalarda yararli olabildigi bildirilmistir.
(Verraes vd., 2013; Ishiwa ve Iwata, 1980; Adams ve Marteau, 1995; Fons vd., 1997;
Charteris vd., 1998; Salminen vd., 1998).
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Probiyotiklerin antibiyotiklere karsi direngli olmalar1 probiyotiklerde aranan
Ozelliklerden birisidir. Bu ylzden tiim suslarin kanamycine karsi direngli olmalari,
suslarin probiyotik olarak kullanim potansiyelini arttirmaktadir. Bazi antibiyotik
direnclilik genleri, patojen ya da patojen olmayan mikroorganizmalara plazmitlerle
taginabileceginden, tiim suglarin; ampicillin, erythromycin ve penicillin G’ye duyarl
olmalari da suslarin probiyotik kullanim potansiyeli agisindan olumludur.

Izolatlarin insan patojen mikroorganizmalara antimikrobiyal etkisi incelendiginde
M2-6 numarali susun antimikrobiyal aktivite goOstermedigi, M2-24 ve M2-43
numarali suglarin ise test mikroorganizmalar1 iizerinde antimikrobiyal aktivite
gosterdigi belirlenmistir. M2-24 ve M2-43 numarali suslarin tiirleri ayni olmasina
ragmen M2-24 numarali sus daha yiiksek antimikrobiyal aktivite gdstermistir. Insan
patojenlerine kars1 antimikrobiyal aktivite goOsteren suslar, ayn1 zamanda insan
orijinli olmast nedeniyle insanlarda probiyotik olarak kullanim potansiyeli
tagimaktadir.

Izolatlarin balik patojen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkisini
belirlemeye yonelik ¢alismalarin sinirli sayida olmasi bu testi daha 6nemli hale
getirmistir. Sonuglar incelendiginde ii¢ susunda A. hydrophila ATCC 19570’¢ kars1
antimikrobiyal aktivite gosterdigi, bunun yaninda M2-24 numarali susun L. garvieae,
Y. ruckeri ve V. anguillarum M1’¢ karsi, M2-43 numarali susun ise V. anguillarum
M1’e kars1 antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Calismamizda test edilen
balik patojenlerine karsi antimikrobiyal aktivite gosteren suslar, antibiyotiklere
alternatif olan probiyotik mikroorganizmalar olarak kullanim potansiyeli
tasimaktadir.

Elde edilen tum sonuglar dikkate alindiginda ii¢ susun da starter olarak kullanim
potansiyelinin bulundugu, M2-24 ve M2-43 numarali suslarin probiyotik olarak
kullanim potansiyellerinin bulundugu belirlenmistir. M2-6 numarali sus probiyotik
ozellikleri belirlemeye yonelik testlerden olumlu sonuglar almasina ragmen test
mikroorganizmalar1 {izerinde antimikrobiyal aktivite gostermemistir. Ancak
yapilacak calismalarda M2-6 numarali sus kullandigimiz test mikroorganizmalari
disinda baska mikroorganizmalara antimikrobiyal aktivite gosterebilir. Bu durumda

bu susun da probiyotik olarak kullanim potansiyelinin de artacag: diisliniilebilir.
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