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ANNE SUTUNDEN iZOLE EDILEN Streptococcus thermophilus SUSLARININ
BAZI BIYOTEKNOLOJIK OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI
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OZET

Bu ¢alisma daha once yiiriitiilen bir proje dahilinde farkli goniillii annelerden alinan
stitlerden izole edilen bes adet Streptococcus thermophilus susunun PCR tabanli
genetik identifikasyonu yapilmistir. S.thermophilus MAS suslarinin giivenilirlik
testleri kapsaminda antibiyogram, hemolitik aktivite ve jelatinaz aktiviteleri test
edilmigtir.  S.thermophilus MAS suslarinin  bazi biyoteknolojik &zelliklerinin
belirlenmesi amaciyla asit ve safraya direng, antimikrobiyal aktivite, agregasyon
ozellikleri, nisin direngliligi, antioksidan aktivite, sodyum benzoat direnci, amilaz,
likenaz, proteaz ve seliilaz enzim aktivitelerinin yani sira hidrofobisite 6zellikleri
incelenmistir. MAS suslarinin hepsinin amilaz negatif, likenaz pozitif, proteaz negatif
oldugu ve MAS-3 susunun ise seliilaz negatif, MAS-1, MAS-2, MAS-4 ile MAS-5
suglarinin seliilaz pozitif oldugu belirlenmistir. Test edilen on alt1 adet gida-insan
patojenine karst MAS suslarinin hicbirinin antimikrobiyal aktivite gostermedigi tespit
edilmistir. MAS-2 ve MAS-3 suslar1 balik patojenlerinden V.anguillarium M1 ve
V.anguillarium A4 patojenlerine karsi en diisiik 1.88mm, en yiiksek 3.34mm degerleri
kaydedilmistir. Antioksidan aktivitenin belirlenmesi kapsaminda, S.thermophilus
MAS suslarinin DPPH radikalini indirgeme aktiviteleri %29.84-36.90 degerleri,
S.thermophilus MAS suslarinin demir iyonu selatlama aktiviteleri ise %23.44-30.13
deger araliginda kaydedilmistir.

Anahtar Kelimeler: Anne siitii, Streptococcus thermophilus, Antimikrobiyal,
Agregasyon, Antioksidan aktivite

Mayis, 2019; 66 sayfa
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INVESTIGATION OF SOME BIOTECHNOLOGICAL PROPERTIES OF
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ABSTRACT

In this study, PCR based genetic identification of five Streptococcus thermophilus
strains isolated from milk taken from different volunteer mothers was performed. The
antibiogram, hemolytic activity and gelatinase activities of the strains of
S.thermophilus MAS were tested. In order to determine some biotechnological
properties of S.thermophilus MAS strains, resistance to acid and bile, antimicrobial
activity, aggregation properties, nisin resistance, antioxidant activity, sodium benzoate
resistance, amylase, lichenase, protease and cellulase enzyme activities as well as
hydrophobicity properties were investigated. All of the MAS strains were found to be
amylase negative, lichenase positive, protease negative and MAS-3 strains were
cellulase negative, MAS-1, MAS-2, MAS-4 and MAS-5 strains were positive for
cellulase. None of the MAS strains showed antimicrobial activity against sixteen tested
human to human pathogens. MAS-2 and MAS-3 strains inhibited fish pathogens
V.anguillarium M1 and V.anguillarium A4 pathogens with inhibition zone varieted
from 1.88mm to 3.34mm. In the determination of antioxidant activity, DPPH radical
reduction activities of S.thermophilus MAS strains were recorded as 29.84-36.90%
and iron ion chelating activities of S.thermophilus MAS strains were recorded as
23.44-30.13%.

Keywords: Human milk, S.thermophilus, Antimicrobial, Aggregation, Antioxidant
activity

May, 2019; 66 pages
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1.GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB)’nin gida endiistrisi ve biyoteknolojik ¢alismalarda yaygin
sekilde kullanilan 6nemli mikroorganizmalar oldugu bilinmektedir. Besin igerigi
bakimindan genel olarak zengin ortamlarda, 6rnegin siit ve siit liriinlerinde, bitki ve
bitki artiklarinda, et ve sebzelerde, insan ve hayvan bagirsak mukozasinda bulunurlar.
Siit icerisinde dogal olarak bulunan mikroorganizma grubu olan LAB fermente siit

tirtinleri iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Chaves vd., 2002).

Starter kiiltiirler metabolik, fizyolojik, morfolojik 6zellikleri bakimindan bir araya
gelerek yogurt kalitesini 6nemli dl¢iide etkilemektedir (Asmahan, 2011). Geleneksel
fermente gidalarin 6zgiin tekstiir, aroma ve fiziksel goriintiisiiniin olusumunda yoresel

hammaddelerin etkisinin yaninda, kullanilan LAB’nin tiirii de oldukga etkilidir.

Yiizlerce yildir fermentasyon islemlerinde, yeni besinlerin iiretim agamasinda ayni
zamanda bozulabilir gida iiriin gruplarimi korumak amaciyla LAB siklikla
kullanilabilmektedir. LAB, gerceklestirmis oldugu laktik asit fermentasyonu sonucu
fermente gidalar olusmaktadir. LAB tarafindan gerceklestirilen fermentasyon islemi
sonrasinda kendine 6zgii aroma, tad ve kokulara sahip yeni besin maddeleri meydana
gelmekte, ham materyallerin raf 6mrii uzamakta, patojenik veya gidalarda bozulmalara
sebep olan organizmalarin gelisimleri onlenmektedir. Neticede gida endiistrisinde,
LAB’nin gelisimi ile birlikte olusan asidifikasyon ve enzimatik islemler ¢esitli
fermente gidalarin tat, koku, aroma ve teksiir 6zelliklerine etki etmektedir (Kiran vd.,
2011). Bununla birlikte, tiretmis olduklar1 peptit yapidaki “bakteriyosin” molekiilii
gidalarda bozulmalara ve gida kokenli enfeksiyonlara sebep olan bakterilerin
gelisimini engellemekte ve boylece gida firiinlerinin raf Omriinii uzatmak igin

potansiyel biyolojik koruyucu gorevi gormektedir (Kleanhammer, 1988).



Bakteriyosin molekiilii, bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen, protein
yapida, antagonistik etkiye sahip olan bilesiklerdir. Bu bilesikler, 6zellikle iiretici tiire
yakin akraba olan tiirlere karsi bakteriyostatik veya bakteriyosidal etki gosterirler
(James vd.,1996). Farkl1 6zelliklere sahip birgok ¢esidinin olmasina ragmen, gidalarda
giivenilir ve yaygin olarak daha ¢ok laktik asit bakterilerinden elde edilen nisin
kullanilmaktadir (Chen, Hoover, 2003).

Biyokontrol ifadesi, hem mikroorganizmalarin hem de metabolitlerinin gida raf
Oomriiniin uzatilmas1 veya giivenliginin saglanmasi amaciyla kullanilmasini ifade
etmektedir (Hugas, 1998). LAB biyokontrol amaciyla en yaygin sekilde kullanilan
mikroorganizma grubudur. LAB gram pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan,
kok/basil/kokobasil seklinde, termofilik ve mezofilik 6zellikte olabilen bakterilerdir
(Axelsson, 1998). LAB, fonksiyonel ozelliklerinin yaninda gida giivenligi agisindan
da biiyilk onem tagimaktadir. LAB gida ortamindaki yiiksek besin rekabeti ve
irettikleri antimikrobiyal bilesiklerle bozulma ve hastalik etkeni mikroorganizmalar

tizerinde antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Gilliland, 1990).

Yeni doganlarin immiin (bagisiklik) sistemini olusturan maddeler yetiskin bir bireyin
yiizde bir ila ikisi kadardir (Hanson ve Korothova, 2002). Bu nedenledir ki anne siitii,
bebegin immiin sisteminin hizli bir sekilde gelismesi i¢in en dnemli kaynaktir. Anne
slitiiniin, anneden ¢ocuga birgok temel besin maddesinin taginmasi igin énemli bir
aractir. Anne siitii cocugun biiyiimesi ve gelismesi i¢in gerekli besinleri igermekle
beraber  mikrobiyolojik  korumayi, bagisiklik  sisteminin  olgunlagmasini,
diizenlenmesini, ayn1 zamanda sindirim sisteminin de dogum sonrasi olgunlagmasini

saglar (Weaver, 2003).

Yapilan arastirmalar sonucu patojen olmayan mikroorganizmalarm, insan
viicudundaki immunoglobulin seviyesini arttirdigi, bdylece viicut savunma
mekanizmasmin da daha hizli gelistigi gosterilmistir. Bu etkiyi yaratan
mikroorganizmalardan en onemlileri laktik asit bakterileridir (Claridge, 2006). Anne
stitii lizerine yapilan mikrobiyolojik ¢aligsmalarin ¢ogu, anne siitii iceriginde bulunan
ve anne siiti aracilifiyla bebege gecebilmesi s6z konusu olan patojen

mikroorganizmalar lizerine gerceklestirilmistir.



Son yillarda yapilan mikrobiyolojik ¢alismalar anne siitiiniin  patojen

mikroorganizmalardan ¢ok daha fazla LAB igerdigini gostermistir (Martin vd., 2004).

Anne siitii yeni doganlarda saglikli ve hizli bir gelisim i¢in gerekli olan, zengin besin
degeri ve kompleks mikrobiyal igerigi ile gastrointestinal sisteminin olgunlagsmasini
ve immun sistemin gelismesini saglayan essiz spesifik bir biyolojik sivi olarak
tanimlanmustir (Fernandez vd., 2013). Saglhkli kadmlarmn siitleri yaklasik 103-10%
Cfu/mL potansiyel bakteriyi yeni doganlarin gastrointestinal sistemine stirekli bir
kaynak olarak aktarmaktadir. Bu anlamda anne siiti mikrobiyomlar1 yasamin
baslangicinda steril olan gastrointestinal sistem i¢in bir as1 olarak kabul edilmektedir.
Anne siitii yapisinda bulunan c¢esitli vitamin, mineral, hormonlar, oligosakkaritler,
glikoproteinler, yag asitleri gibi biyoaktif faktorleri icermesinin yani sira ayrica
probiyotik ozellik tasiyan (6zellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium) mikrobiyal
cesitliligi ile ¢esitli kronik hastaliklar, dis clirtikleri, obezite, alerjik hastaliklar,
diyabet, iilseratif kolit, enfeksiyonel hastaliklar ve 16semiye kars1 koruyarak bedensel
ve zihinsel gelisimi saglamaktadir. Yapilan bircok ¢alismada 16S rDNA genleri
tizerinde molekiiler tabanli genetik identifikasyon teknikleri ile anne siitii
mikrobiyomunda Lactobacillus, Staphylococcus, Enterococcus, Bifidobacterium,
Streptococcus grubu bakterilerin agirlikli olarak bulundugu ve giinliik 1.10° - 1.10°
civarinda bakterilerin anne siitii aracilig1 ile gastrointestinal sisteme transfer edildigi

tespit edilmistir (Soto vd., 2014).

Bu ¢alisma kapsaminda anne siitiinden izole edilen bes adet S.thermophilus MAS
susunun, PCR tanimlama yontemi ile molekiiler olarak identifikasyonu yapilarak,
biyoproseslerde probiyotik kiiltiir olarak faydalanma potansiyelinin belirlenmesi
amaciyla giivenilirlik testleri (antibiyogram,hemolitik aktivite,jelatinaz aktivite) ve
teknolojik Ozelliklerinin belirlenmesi kapsaminda asit ve safra direng ozellikleri,
antimikrobiyal aktivite, antioksidan aktivite, agregasyon 6zellikleri, nisin direngliligi,
hidrofobisite, enzim aktiviteleri (amilaz, likenaz, seliillaz ve proteaz) ve sodyum
benzoat direng Ozelliklerini belirlemek amaciyla in vitro kosullarda arastirmalar

yapilmustir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Laktik Asit Bakterileri

Biyoteknolojik ¢alismalarda ¢ok sik olarak kullanilan LAB, fermente iiriinlerin iiretim
ve olgunlastirilmasinda, endiistriyel gida fermentasyonunda, siit endiistrisinde ve gida
teknolojisinde kapsamli olarak kullanilan mikroorganizma grubu olmasi dolayisiyla
biiyiilk 6nem tasimaktadir. LAB beslenmeye katkida bulunmada, besin iiriinlerinin
saglik ve duyusal ozellikleri ve hayvan yemlerinde kullanilmasi nedeni ile biiyiik
oneme sahiptir. Gida iiretimindeki 6nemi dolayisiyla son yirmi yili agkin stiredir LAB’
ne olan bilimsel ilgi artmis ve konu ile ilgili ¢esitli arastirmalar yapilmistir (Schaafsma,
2002).

LAB’nin yaygin sekilde endiistriyel uygulamalarda Lactococcus, Lactobacillus,
Streptococcus, Leuconostoc cinsi tiirleri yaygin olarak siit fermentasyonunda
kullanilirlar (De Vuyst ve Tsakalidou, 2008). LAB’ni ihtiva eden siit triinlerine
kendine has aroma, koku, tat ve yapisal o6zellik kazandirilmasinda yardimci
olmaktadir. Olusan LAB’nin meydana getirdigi metabolitler ve bakteriyosin

yardimiyla bazi patojenlerin inhibisyonu da saglanmaktadir (Etoz, 2006).

LAB, gram-pozitif, spor olusturmayan, katalaz negatif, aerotolerant (mikroaerofilik
kosullardan anaerobik kosullara kadar degisen genis bir spektrumda gelisebilen),
karbonhidrat metabolizmalar1 sonucunda baslica son iiriin olarak laktik asit olusturan
mikroorganizmalar olarak kabul edilmektedirler (Klein vd., 1998; Giirsoy ve Kinik,
2005). LAB’nin en onemli cinsleri; Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissella, Carnobacterium ve
Tetragenococcus (Giirsoy ve Kinik, 2005). LAB’ nin ¢ogu insan, hayvan ve bitki gibi
dogal ortamlardan izole edilebilirler ve dogal yetisme ortamlarinda (6rnegin siit,
vajina, sicakkanlilarin bagirsagi, feces, dudaklar, meyve veya sebzelerde) bulunurlar
(Cakir, 2003). Bazi LAB’nin canlilarin gastrointestinal sistemlerinde canli olarak
varliklarimi ~ siirdiirebilme ~ 6zellikleri  onlarin  potansiyel probiyotik olarak

kullanimlarina olanak saglamaktadir.



LAB’nin higbir iiyesi, i¢inde sadece glukoz ve amonyum bulunan bir mineral
besiortaminda gelismez. Pek ¢ogu vitaminlerden bir ya da birden fazlasina gerek
duyarlar. Ayrica, amino asit istekleri de ¢ok fazladir (Vural, 1998; Klaenhammer ve
Kullen, 1999).

2.2 Streptococcus Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

LAB grubunda yer alan Streptococcus cinsi bakteriler Streptococcaceae familyasina
ait olmakla birlikle gram pozitif, katalaz negatif, fakiiltatif anaerobik, baz1 tiirleri
mikroaerofilik mikroorganizmalardir (Sneath vd.,1986). Fermentatif metabolizmalari
mevcut olup homofermentatif olarak glukozu (L+) laktik asite doniistiiriirler. Bazi
tirleri malik ve sitrik asit gibi organik asitleri serin ve arginin gibi aminoasitleri
fermente ederler, 10°C’de gelismez, 45°C’de gelisir, %6.5 NaCl ¢ozeltisinde, 9.6 pH
ve %0.1 metilen mavili siitte gelisim gostermezlerken, arjininden NHz olusturmazlar.
Beta hemolitik negatiftirler. Ayrica bu cinsin en 6nemli temsilcisi S.thermophilus’ dur

(Kilig, 2001).

S. thermophilus'un insan kokenli olmamasina ragmen mide asidi kosullarina dayanikli
oldugu bilinmekte, hatta mide bagirsak gecgidinde hayatta kaldigi ve bagirsak epitel
hiicrelerine yapisma yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (Brigidi vd., 2003; Lick
vd., 2001; Mater vd., 2005; Elli vd., 2006).

Yogurt simbiyozisinin insan saghigindaki énemli etkilerine inanilmaktadir. Ornegin;
laktoz intoleransinin azaltilmasindaki rolii ¢ok iyi bilinmektedir. Yogurt bakterileri
olarak bilinen S.thermophilus ve L.delbrueckii gastrointestinal sistem yolu (GIS)
boyunca yasayabilirligi 6nemli bir noktadir. Mater vd., (2005) yapmis oldugu
calismada her iki bakterinin insan fecesinde yasayabilirligi secici kiiltlir ortamlarinda
gosterilmistir. Bu deneydeki goniilliller 3 ay boyunca antibiyotik kullanmamis
herhangi bir gastrointestinal sistem hastaligi bulunmayan, kronik ishal, kabizlik, alerji
ve gida interolans: olmayan saglikli bireylerden olusmaktadir. Bu bireyler 12 giin
boyunca S.thermophilus ve L.delbrueckii igeren probiyotikli yogurt tiiketmisler ve
S.thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii fegeslerinde PCR ile tespit edilmistir. Bu
calisma yogurtta bulunan S.thermophilus ve L.delbrueckii’nin probiyotik olarak

kullanilabilirligi ve probiyotik etkilerinin faydali olacagin1 gostermektedir.
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lyer vd., (2010) yapmis oldugu calismada ise yiiksek derecede folat iireten
S.thermophilus RD102 ve RD104 suslarmin probiyotik potansiyelleri {izerinde
durulmustur. Bu suslar diisiik pH degerlerine, safra tuzlarina direngli ve pek ¢ok
antibiyotige hassas suslardir. Dogal bariyerlere olan direncgleri ve viicudun ihtiyag
duydugu folat1 yliksek diizeyde liretmeleri nedeniyle probiyotik olarak kullanimlari

Onerilmektedir.

Correa vd ., (2005) yapmis oldugu ¢alismada 15 giin boyunca antibiyotik uygulanan
80 yenidogana (6 ayliktan 36 ayliga kadar), 30 giin boyunca Bifidobacterium lactis ve
S. thermophilus verilmistir. Antibiyotik kullanan yenidoganlarin %20’sinde
antibiyotige bagli ishal bulunmaktadir. Antibiyotige bagli ishal genelde cabuk
iyilesmekte olmasina ragmen, bazen 6 haftadan uzun siiren ve hastanin hayatin1 tehdit
edebilen ciddi bir durumdur. Bu tablonun olusmasinda bagirsak florasinin bozulmasi
ana etkendir. Bu calisma sonucunda yeni doganlarda antibiyotik kaynakli ishal
tablosunda probiyotik kullaniminin ishal siiresini, siddetini, ishale bagli sivi kaybi
miktarin1 anlamli derecede azalttig1 ve yine antibiyotige bagli olan, gastrointestinal
sistemde istenmeyen yan etkileri anlamli derecede azalttig1 goriilmiistiir. Bu nedenle
yeni doganlarda probiyotik kullaniminin 6nemi iizerinde durulmustur ve ileride

kullantminin yayginlasacag: diisiiniilmektedir.



3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 S.thermophilus MAS Suslarimin Genetik Olarak Tanimlanmasi

Daha Once yiiriitiilen bir proje dahilinde farkli goniillii annelerden alinan siitlerden
izole edilen bes adet S.thermophilus susunun, hizmet alimi yapilarak PCR tabanl
molekiiler tanimlama yontemi ile genetik identifikasyonu yapilmistir. Nittalab
(Ankara/Tiirkiye) tarafindan tanimlanan orneklerin PCR reaksiyonunda; 50uL
hacimde 1X Taq Buffer, 1.5mm MgCI, 0.2mm dNTP, 0.4 pmol 27F ve 907R primerler
(27F 5’- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG- 3’ / 907R 5’-
CCGTCAATTCMTTTRAGTTT-3 ) ve 1.25 U Taq polimeraz (Thermo)
kullanilmistir. 94°C’de 5 dk + 30 X (94 °C’de 30s + 50 °C’de 30s + 72 °C’de 45s)
yapilmistir. DNA dizi analizi: Bigdye Cycle Sequencing Kit kullanilip ve sekanslar
ABI 3130 xI Genetik Analyzer da ytiriitiilmiistiir. Biyoinformatik analiz icin de MEGA

phylogenetic Software kullanilmstir.

S.thermophilus suslar1 Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve
Arastirma Merkezi, Biyoteknoloji Laboratuvari biinyesinde ve MI17 sivi/kati

besiyerlerinde pasajlari alinarak gliserol stoklarda +4°C muhafaza edilmistir.
3.2 Giivenilirlik Testleri
3.2.1 Antibiyogram

Antibiyotiklere olan direnglilik ve hassasiyeti belirlemek ilizere anne siitiinden izole
edilip, genetik olarak karakterizasyonu yapilan S. thermophilus MAS suslarinin Beta
Laktam grubu (Penisilin G, Basitrasin, Kloksasilin), Kinolon grubu (Ofloksasin,
Nalidiksik Asit), Aminoglikozid grubu (Amikasin, Kanamisin), Kloramfenikol grubu
(Kloramfenikol), Polimiksin B ve Trimethoprim olmak iizere mikroorganizma
kaynakl1 hastaliklarin tedavisinde siklikla kullanilan on adet klinik ticari antibiyotige
kars1 hassasiyetleri disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir. Gliserol stoklarda
muhafaza edilen S.thermophilus MAS suslart M17 sivi besiyerinde iki kez
aktiflestirilmis ve aktif kiiltlirlerinin hiicre yogunluklar1 serum fizyolojik ¢ozeltisi

(SF: % 0.865 g NaCl) icerisinde Mc Farland 0.5 sistemi esas alinarak ayarlanmistir.



Konsantrasyonu ayarlanan S.thermophilus MAS suslart M17 agar besiyerine 100uL
inokiile edilmis ve streril drigalski spatiilii ile yayma ekim yapilmistir. Ekimleri
yapilan M 17 agar petrileri lizerine her bir antibiyotik diski ticer tekrarli olacak sekilde

konuslandirilmis ve ardindan 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresi sonunda antibiyotik diskleri etrafinda olusan inhibisyon zon capi
degerleri kumpas 06l¢tim cihazi yardimi ile 6l¢giilmiis ve sonuglar CLSI (Klinik ve
Laboratuvar Standartlar1 Enstitlisii) 2012’ye gore degerlendirilmistir (Sharma vd.,
2016).

3.2.2 Hemolitik aktivite

S.thermophilus MAS suslarinin hemoliz enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
M17 broth besiyerinde iki kez aktiflestirilmis ve Colombia koyun kanl agara (OR-
BAK) ¢izgi ekim yapilmistir. Ekimleri yapilan test grubu bakteriler uygun sicaklik
kosullarinda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda olusan
kolonilerin etrafinda yesil zon olusumu o-hemolitik, berrak zon olusumu beta
hemolitik, zon olusumu gozlenmeyen laktik asit bakterileri gama hemolitik olarak

degerlendirilmistir (Eryilmaz, 2011).
3.2.3 Jelatinaz aktivitesi

S.thermophilus MAS suslarinin  jelatinaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
aktiflestirilen kiiltiirlerden jelatin igeren (30 g/L jelatin) M17 besi yerine ¢izgi ekim
yapilmis ve uygun sicaklik kosullarinda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasi petriler +4°C de 5 saat inkiibe edilmistir. Kolonilerin etrafindaki bulanik bélge

pozitif oldugunu belirtmektedir (Harrigan ve McCance, 1990).



3.3 S.thermophilus MAS Suslarimin Baz Biyoteknolojik Ozelliklerinin

Belirlenmesi
3.3.1 S.thermophilus MAS suslarinin diisiik pH toleranslarinin belirlenmesi

S.thermophilus MAS suslarinin farkli pH degerlerine toleransinin belirlenmesi igin
3.0M HCI yardimi ile pH degerleri 2, 2.5, 3 olan M17 broth ve kontrol grubu olarak
kullanilmak tizere M17 broth besiyerleri hazirlanmistir. S.thermophilus MAS
kiiltirlerinden pH degerleri ayarlanmis steril M17 ve kontrol grubu M17 besiyerlerine
iki tekerriirli olacak sekilde %21 oraninda inokiilasyon yapilmigs ve 37°C’de
inkiibasyona brrakilmistir. Inkiibasyonun 0 ve 3. saatlerinde 600nm’de
spektrofotometrik 6lgiim yapilmis ve ayrica bu saatlerde SF ¢ozeltisine %1 oraninda
laktik asit bakteri kiiltiirleri (900pnL SF+ 100uL laktik asit bakteri kiiltiirii) inokiile
edilerek 107 oraninda seri diliisyonlar olusturulmustur. Diliisyon tiiplerinden g¢ift
tekerriirlii olacak sekilde M17 agar besiyerlerine 100ul inokiilasyon yapilmis ve
anaerobik kosullarda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
deney ve kontrol gruplarinda koloni sayimi yapilmis ve bu degerler Log (Cfu/mL)
cinsinden hesaplanmistir (Zoral, 2013).

3.3.2 S.thermophilus MAS suslarinin safra toleranslarinin belirlenmesi

S.thermophilus MAS suslarinin safra suyu toleransi spektrofotometrik ve canli hiicre
sayimi yontemleri ile belirlenmistir. Bu amagla %0.3 ve %1 oraninda sarfa (Oxoid)
iceren M17 broth ve kontrol olarak kullanilmak tizere safra icermeyen M17 broth
besiyeri hazirlanmistir. LAB, deney ve kontrol gruplarina ¢ift tekrarli olacak
sekilde %1 oraninda inokiile edilmistir ve 37°C’de dort saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyonun 0. ve 3. saatlerinde 600nm’de spektrofotometrik lgiim ve ayrica bu
saatlerde SF cozeltilerine seri diliisyonlar yapilmistir. Diliisyon tiiplerinden iki
tekerriirlii olacak sekilde M17 agar besiyerlerine ekim yapilmis ve anaerobik
kosullarda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda deney ve
kontrol gruplarinda koloni sayimi yapilmis ve bu degerler Log (Cfu/mL) cinsinden
hesaplanmistir (Tokatli, 2013).



3.3.3 S.thermophilus MAS suslarinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi

S.thermophilus MAS suslarinin  belirlenen test mikroorganizmalarina Kkarsi

antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde kuyu diftizyon metodu uygulanmustir.

3.3.3.1 Test mikroorganizmalarinin hazirlanmasi

S.thermophilus MAS suslarinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde on alti
adet insan ve klinik kokenli bakteri (Escherichia coli O157:H7, Escherichia coli
ATCC 11229, Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus megaterium (Pasteur
Ens.5117), Bacillus cereus RSKK 863, Bacillus subtilis RSKK 244, Salmonella
enteritidis RSKK 171, Micrococcus luteus NRRL B-4375, Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Shigella sonnei MU:57, Staphylococcus aureus ATCC
25923,Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Yersinia enterocolitica ATCC 11175,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Listeria monocytogenes ATCC 7644 ve
Staphylococcus epidermidis ATCC 11228), yedi adet balik patojeni (Vibrio
alginolyticus, Vibrio anguillarum M1, Vibrio anguillarum A4, Aeromonas hydrophila
ATCC 19570, Lactococcus garvieae, Yersinia ruckeri, Streptococcus agalactiae) ve 2
adet maya (Candida albicans ATCC 10231 ve Candida glabrata RSKK 04019)

kullanilmastir.

Test mikroorganizmalar1 uygun besiyerlerinde ve sicakliklarda iki kez aktiflestirilmis
ve SmL’lik serum fizyolojik ¢ozeltisi igerisinde yogunluklart Mc Farland 0.5 standard1
esas alinarak ayarlanmistir. Mc Farland’lart ayarlanan mikroorganizmalar deneyde

kullanilmak tizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

3.3.3.2 S.thermophilus MAS kiiltiirlerinin hazirlanmasi

S.thermophilus MAS suslarinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesinde 18-24
saatlik aktif S.thermophilus MAS suslarmin siipernatantlart  kullanilmistir.
S.thermophilus MAS kiiltiirleri bu amagla 5000rpm’de 15 dakika santrifiij islemine
tabii tutularak bakteri siipernatantlart peletlerden ayrilmistir. S.thermophilus MAS
kiiltiirlerinin supernatantlar1 0.2 um’lik mikro filtreler yardimu ile filtre edilerek steril
cam tiipler igerisine alinmis ve deneyde kullanilmak {izere +4°C’de muhafaza

edilmistir.
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3.3.3.3 Metodun uygulanmasi

Kuyu difiizyon metodunun uygulanmasinda Mc Farland 0.5 esas alinarak
konsantrasyonlari ayarlanmig patojen test mikroorganizmalari, gelisimleri i¢in spesifik
olan kat1 besiyerlerine 100pL inokiile edilmis ve drigalski spatiilii yardimi ile yayma

ekim yontemi ile ekimleri yapilmistir.

Ekimi yapilan mikroorganizmalarin kat1 besiyerleri iizerine 7 mm ¢apinda {i¢ tekrarl
olacak sekilde kuyucuklar agilarak S.thermophilus MAS suslarinin siipernatantlari
100uL.  olacak  sekilde  yiliklenmistir.  Ekimleri  tamamlanan  patojen
mikroorganizmalarin gelisimi i¢in uygun sicakliklarda 24 saat inkiibasyona

birakilmistir.

Inkiibasyon sonunda kuyucuklar etrafinda olusan inhibisyon zon degerleri kumpas
6l¢clim cihazi yardimu ile 6l¢iilmiis ve elde edilen veriler, inhibisyon zon ¢ap1 degeri <
8mm (+£), inhibisyon zon ¢ap1 degeri 8-10mm (+), inhibisyon zon ¢ap1 degeri > 10mm
(++) ve inhibisyon zon cap1 gozlenmeyenler ise (-) olarak degerlendirilmistir

(Campana vd., 2012).
3.3.4 S.thermophilus MAS suslarinin agregasyon o6zelliklerinin belirlenmesi
3.3.4.1 Otoagregasyon ozelliklerinin belirlenmesi

MAS suslarinin otoagregasyon yeteneklerinin belirlenmesi amaciyla su asamalar

izlenmistir:

M17 siv1 besiyerinde iki kez aktiflestirilmis S. thermophilus MAS suslar1 5000rpm’de
15 dakika santifriij islemi uygulanarak ¢oktiirme islemine tabii tutulmustur. Ustte
kalan siipernatant kismi uzaklastirilmis ve pelet kismi PBS tampon ¢ozeltisi ile iki kez
yikanmigtir. Peletler PBS tampon ¢6zeltisi igeren tiipler icerisinde hiicre siispansiyon
konsantrasyonlar1 600nm’de 0.6+0.02 olacak sekilde siispanse edilerek ayarlanmistir.
Konsantrasyonlar1 ayarlanan S. thermophilus MAS suslari steril tiiplere 2’ser mL iig
tekrarli olacak sekilde alinmig ve vortexlenmistir. Ardindan tiipler hareket ettirilmeden
37°C’de 4 saat siire ile inkiibasyona birakilmistir. S.thermophilus MAS suslarinin

bekletme Oncesi optikal dansite degerleri kaydedilmistir. Dort saatlik siire sonunda
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bakteri kiiltlirlerinin {ist kismindan baska bir deney tiipiine hassas bir sekilde 0.1mL
alinarak, 3.9mL PBS tampon ¢dzeltisi ile siispanse edilmistir. Orneklerin OD degerleri
600nm’de spektrofotometrik Ol¢iim yapilmis ve bekletme sonrasi degerleri

kaydedilmistir. Korv tiip olarak bos PBS tampon ¢6zeltisi kullanilmstir.

Otoagregasyon degerinin yiizde olarak belirlenmesinde asagidaki formiil kullanilmis-

tir;
% Otoagregasyon = [(OD1- OD2)/0D1x100] (3.1)
OD1: Bekletme oncesi optikal dansite, OD2: Bekletme sonrasi optikal dansite.

S.thermophilus MAS suslarinin oto-agregasyon ozellikleri mikroskobik olarak da
gozlenmistir. Bu amagla 4 saat inkiibe edilen S.thermophilus MAS suslari tiiplerin dip
kismindan mikropipet yardimi ile alinarak gram boyama islemi uygulanmistir.

Ardindan 151k mikroskobu altinda incelenmistir (Tomas vd., 2005).
3.3.4.2 Koagregasyon ozelliklerinin belirlenmesi

S.thermophilus MAS suslarinin koagregasyon o&zelliklerinin belirlenmesinde test
mikroorganizmalar1 olarak 7 adet gida-insan kaynakli mikroorganizma (B.cereus
RSKK 863, B.megaterium 5117, B.subtilis RSKK 244, Y .enterolitica ATCC 11175,
Shigella sonei MU:57, S.aureus ATCC 25923, P.aeruginosa ATCC 27853), 7 adet
balik  (A.hydrophila, S.agalactiae, V.alginolyticus, V.anguillarium M1,

V.anguillarium A4, L.garvieae, Y.ruckeri) patojeni kullanilmustir.

S.thermophilus MAS suslar1 ve test mikroorganizmalari 5000rpm’de 15 dakika
santrifiij edilerek ¢oktiiriilmiistiir. Ustte kalan siipernatant kisim uzaklastirilmis ve
peletler PBS tampon ¢ozeltisi ile iki kez yikanmistir. Peletler PBS tampon ¢ozeltisi
igeren tiipler icerisinde hiicre konsantrasyonlart 600nm’de 0.6+0.02 olacak sekilde
siispanse edilerek ayarlanmistir ve bekletme Oncesi degerler olarak kaydedilmistir.
Yogunluklari ayarlanan test bakterileri ve laktik asit bakterileri ¢ozeltilerinden steril
tiiplere ti¢ tekrarli olacak sekilde esit miktarlarda alinmis ve vortex cihazi yardimu ile
karistirilarak homojenize edilmistir. Karisik bakteri kiilttirlerini igeren tiipler 37°C’de
hareket ettirilmeden dért saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda
12



tiiplerin {ist fazindan 0.ImL almarak 3.9mL PBS tampon c¢ozeltisi ile siispanse
edilmistir. Orneklerin OD degerleri 600nm’de &lgiilerek bekletme sonrasi degerleri
olarak kaydedilmistir. Korv tiip olarak bos PBS tampon ¢ozeltisi kullanilmistir.
Koagregasyon degerinin yiizde olarak belirlenmesinde asagidaki formiil kullanilmis-

tir.
[OD600 (S.thermophilusyain, + Patojen Test Mikroorganizmasiyainiz)/2]—

0OD600 (S.thermophilus + Patojen Test Mikroorganizmasikansik kiiltiir) X %100

OD600 (S.thermophilusyain, + Patojen Test Mikroorganizmasiyainiz)/2 (3.2

Karigik kiiltiirlerin dip kismindan, bekletme sonrasi mikropipet yardimi ile alinarak
gram boyama islemi uygulanmis ve S.thermophilus MAS suslarinin koagregasyon

ozellikleri 151k mikroskobu altinda incelenmistir (Ouwehand vd., 2000).
3.3.5 S.thermophilus MAS suslarinin hidrofobisite 6zelliklerinin belirlenmesi

S.thermophilus MAS suslarinin hidrofobisitelerinin belirlenmesi i¢in %0.03 Kongo
kirmizis1 karigtirilmis TSA agar hazirlanmistir. S.thermophilus MAS suslar1 kongo
kirmizist igeren TSA’ya ekilip ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona( anaerobik kosullarda)
birakilmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda koloniler renklerine gére degerlendirilmistir.
Kirmizi koloniler pozitif (hidrofobik), beyaz veya renksiz koloniler ise negatif (non-

hidrofobik) olarak kabul edilmistir (Sharma vd., 2006).
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3.3.6 S.thermophilus MAS suslariin nisin direncliliginin belirlenmesi

S.thermophilus MAS suslarinin nisine kars1 gosterdikleri duyarlilik veya direnglilikleri
agar difiizyon yontemi kullanilarak Tsai ve Sandine (1987)’ye gore belirlenmistir.
S.thermophilus MAS suslar1 iki kez M17 sivi besi ortaminda 37 °C’de
aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirlerin optikal yogunluklar1 (OD) spektrofotometre 600nm
de 0.6+0.02’ye ayarlanmistir. OD degerleri ayarlanan kiiltiirlerden 100uL alinip, kati
besi ortamina ilave edilmistir. [lave edilen kiiltiirler besi ortaminin yiizeyinde dagilimi
homojen bir sekilde saglanmistir. 0.02N HCI’de 10 mg/mL olacak sekilde stok Nisin
¢ozeltisi hazirlanmustir. S.thermophilus MAS suslarinin nisine karst gosterdikleri
duyarlilik veya direngliliklerini belirlemek amaciyla, 1.25 — 2.5 -5 — 10— 20— 25 — 50
— 100 — 150 pg/mL’lik farkli konsantrasyonlarda nisin stoklari hazirlanmistir. Besi
ortaminda 0.3mm capindaki steril delge¢ cubuk yardimiyla 9 farkli nisin
konsantrasyonu i¢in kuyular agilarak nisin ¢ozeltileri kuyulara 30uL inokiile
edilmistir. Petriler, 37°C’de anaerobik kosullarda 48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda farkli konsantrasyonlarda nisin igeren kuyularin
etrafindaki inhibisiyon zon ¢aplari kumpas yardimui ile 6lgiilerek, S.thermophilus MAS
suslarinin nisine kars1 gostermis olduklar1 duyarlilik veya direnclilikleri tespit edilmis

ve kaydedilmistir.
3.3.7 S.thermophilus MAS suslarimin antioksidan aktivitenin belirlenmesi

S.thermophilus MAS suslarinin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde a- difenil-
B-pikril hidrazil (DPPH) serbest radikalini siipiirme ve demir iyonu selatlama metotlari

uygulanmugtir.

Laktik asit bakteri hiicre siispansiyonlarinin yogunluklar1 her iki metot i¢in de Mc Far-

land 0.5 standardina gére ayarlanarak kullanilmistir.
3.3.7.1 S.thermophilus MAS kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Uygun besi yerinde iki kez aktiflestirilmis S.thermophilus MAS suslarinin
konsantrasyonlari steril PBS tampon ¢ozeltisi iceresinde 0.5 Mc Farland standard: esas

alinarak ayarlanmistir.
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Mc Farland hazirlanan S. thermophilus MAS suslarindan steril kosullarda eppendorf
tiplere 1’er mL alinarak 5000rpm’ de 15 dakika santrifiij islemi uygulanarak
coktiriilmistiir. Coktiirme sonrasi S.thermophilus MAS suslarinin supernatantlari
uzaklastirilmistir. S.thermophilus MAS suslarindan elde edilen peletler 1ImL PBS
tampon ¢ozeltisi ile iki kez yikanmig ve 0.5 Mc Farland standardi esas alinarak 10mL

PBS ile resiispanse edilmistir.
3.3.7.2 DPPH radikali siipiirme 6zelliklerinin belirlenmesi

DPPH indirgeme metodu, mor renkli DPPH serbest radikalinin antioksidan 6zellik
tastyan bir maddeden proton (hidrojen) alarak indirgenmesi ve reaksiyon sonucu mor
rengin sartya donlismesi esasina dayanir (Mishra vd., 2015). Ticari DPPH radikali
hassas terazi yardimi ile 0.002g tartilarak 100mL metanol igerisinde ¢Oziinmesi
saglanmistir. Hazirlanan DPPH ¢6zeltisinin (0.2mm) aktivitesini yitirmemesi i¢in 151k
gormeyecek bir sisede muhafaza edilmesine ve taze sekilde kullanimina 6zen
gosterilmistir. Hiicre konsantrasyonu ayarlanan laktik asit bakterileri soliisyonlarindan
tic tekrarli olacak sekilde cam tiiplere 0.8mL eklenerek iizerine 1mL DPPH ¢o6zeltisi
eklenmistir. Ardindan tiipler vorteks yardimi ile karigtirildiktan sonra reaksiyonun
gerceklesmesi amaciyla oda sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dakika bekletilmistir.
Reaksiyon siiresi sonunda tiiplerdeki DPPH serbest radikalinin mor renginin laktik asit
bakterileri tarafindan giderilmesine gore antioksidan aktivite yorumlanmis ve ayrica
tiplerdeki oOrnekler spektrofotometrede 517nm dalga boyunda okuma islemi

gerceklesmistir.

Spektrofotometrik Ol¢lim sirasinda korv tiip olarak bos PBS tampon ¢ozeltisi ve

kontrol grubu olarak ise 0.8mL bos PBS+ 1mL DPPH ¢ozeltisi kullanilmustir.

S.thermophilus MAS suslarinin % DPPH serbest radikali siipirme aktiviteleri asagida

verilen formiile gore hesaplanmistir (Lin ve Chang, 2000).
% DPPH siipiirme kapasitesi = 1-OD2/0OD1 x100 (3.3)

OD2: 6rnek optik yogunlugu, OD1: (PBS+ DPPH) optik yogunlugu.
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3.3.7.3 Demir iyonu selatlama aktivitelerinin belirlenmesi

Demir iyonu selatlama metodu, kirmiz1 renkli Fe?*- ferrozin kompleksinin antioksidan
bir ajan tarafindan indirgenmesine, reaksiyon sonucunda elektron transferinin inhibe
edilmesi, oksidasyon reaksiyonunun durdurulmasi ve kirmizi rengin siipiiriilmesi

esasina dayanir (Soler-Rivas vd., 2000).

S.thermophilus MAS suslarinin demir iyonu selatlama aktivitesini belirlemek amaci
ile Ferrozine (5mm) ve FeCly (2mm) ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hiicre yogunluklari
ayarlanan laktik asit bakteri siispansiyonundan ii¢ tekrarli olacak sekilde cam tiipler
igerisine 1’er mL alinmis ve ferrozin ¢6zeltisinden 0.2mL ve FeCl, ¢ozeltisinden
0.05mL eklenerek tiipler vortexlenmistir. Ornekler spektrofotometrede 562nm dalga

boyunda okutulmustur.

Spektrofotometrik 6l¢iim sirasinda korv olarak bos PBS tampon ¢ozeltisi ve kontrol

grubu olarak ImL PBS + 0.05mL FeCl, + 0.2mL Ferrozin ¢ozeltisi kullanilmistir.

S.thermophilus MAS suslarinin % demir iyonu selatlama aktivitesi asagida verilen

formiile gore hesaplanmistir (Abubakr vd., 2012).
% Demir Iyonu Selatlama Aktivitesi;

Kontrol optik vogunlugu - Ornek optik yogunlugux100

Kontrol optik yogunlugu (3.4)

3.3.8 S.thermophilus MAS suslarinin sodyum benzoat diren¢ o6zelliklerinin

belirlenmesi

S.thermophilus MAS suslarinin sodyum benzoat gida katki maddesine direng
Ozellikleri spektrofotometrik ve canli hiicre saymi ile belirlenmistir. Bu
amagcla %0.015 ile %1 araliginda on farkli sodyum benzoat konsantrasyonuna sahip
M17 broth ve kontrol grubu olarak kullanilmak tizere M17 broth besiyerleri
hazirlanmistir. Laktik asit bakteri hiicre yogunluklar1t Mc Farland 0.5 standardi esas

alimarak ayarlanmistir. Yogunlugu ayarlanan laktik asit bakteri kiltlirleri farkh
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konsantrasyonlarda sodyum benzoat igeren ve igermeyen besiyerlerine %1 oraninda
inokiile edilerek 37°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi

sonunda hiicre yogunluklar1 (OD) 600nm’de spektrofotometrik olarak 6l¢tilmiistiir.

Canli hiicre sayimi1 yapmak amaciyla %0.1 konsantrasyonunda sodyum benzoat igeren
M17 broth ve kontrol grubu olarak M17 broth besiyerlerinde gelistirilen laktik asit
bakteri kiiltiirleri kullanilmistir. Test ve kontrol grubu bakteriler SF icerisinde 10
oraninda seyreltilerek 101-10® araliginda seri diliisyonlar olusturulmustur. Laktik asit
bakteri diliisyonlarindan iki tekerriirlii olacak sekilde M17 agar besiyerine 100uL
inokiile edilerek yayma ekim yapilmis ve anaerobik kosullarda 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda deney ve kontrol gruplarinda
koloni sayimmi yapilmis ve bu degerler Log (Cfu/mL) cinsinden hesaplanmistir

(Giimiistekin, 2010).
3.3.9 S.thermophilus MAS suslarinin enzim aktivitelerinin belirlenmesi
3.3.9.1 S.thermophilus MAS suslarimin amilaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Amilaz aktiviteleri belirlenmek iizere %0.5 nisasta ihtiva eden Nutrient agar besiyerine
spot ekim yontemi uygulanmustir. Ilgili besiyerlerinde iki kez aktiflestirilmis
S.thermophilus MAS suslart 9000rpm’de 15dk santrifiij edilerek siipernatantlar
Nutrient agar besiyerine 20 ve 50uL olmak iizere iki ayr1 konsantrasyonda spot ekim
yontemi ile damlatilmis 37°C’de bir saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
periyodu sonunda spot ekim yapilan besiyerlerinin tiim yiizeyi iyodin boyasi ile
kaplanacak sekilde boyama yapilmistir. Spot damlatma yapilan kisimlarda beyaz zon

olusumu amilaz pozitif olarak degerlendirilmistir (Rezzukoglu, 2011).
3.3.9.2 S.thermophilus MAS suslarinin likenaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

S.thermophilus MAS suslarinin likenaz aktivitelerini belirlemek amaciyla %0.1
oraninda likenan kullanilmistir. 1lgili besiyerlerinde iki kez aktiflestirilmis
S.thermophilus MAS suslart 9000rpm’de 15 dk. santrifiij edilerek siipernatantlar
likenan igeren besiyerine spot ekim yapilmis 37°C’de bir saat inkiibasyona

birakilmigtir. Inkiibasyon periyodu sonunda spot ekim yapilan besiyerlerinin tiim
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yiizeyi kongo-red boyasi ile kaplanacak sekilde boyama yapilmistir. Spot damlatma

uygulanan kisimlarda sar1 zon olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir.
3.3.9.3 S.thermophilus MAS suslarimin proteaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

S.thermophilus MAS suslarinin proteaz enzim aktivitesini belirlemek amaci ile %7
ve %10 oranlarinda skim milk ihtiva eden agar besiyerine 9000rpm’de 15dKk. santrifiij
edilerek siipernatantlart spot ekim yontemi uygulandiktan sonra 37°C’de bir saat

inkiibasyona birakilmigtir.
3.3.9.4 S.thermophilus MAS suslarimin seliilaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

S.thermophilus MAS suslarinin seliilaz aktivitelerini belirlemek amaciyla %0.1
oraninda seliiloz (CMC) kullamlmustir. iki kez aktiflestirilmis S.thermophilus MAS
suslar1 9000rpm’de 15dk. santrifiij edilerek siipernatantlar1 likenan igeren besiyerine
spot ekim yapilmis 37°C’de bir saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon periyodu
sonunda spot ekim yapilan besiyerlerinin tiim yiizeyi kongo-red boyasi ile kaplanacak
sekilde boyama yapilmigtir. Spot damlatma uygulanan kisimlarda sar1 zon olusumu

pozitif olarak degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 S.thermophilus MAS Suslarimin Genetik Olarak Tanimlanmasi

S.thermophilus 'un PCR tabanli genetik olarak tanimlanmasi sonucunda bu suslarin
S.thermophilus oldugu onaylanmistir. Bu suslara S.thermophilus MAS-1, MAS-2,
MAS-3, MAS-4 ve MAS-5 kodlar1 verilerek caligmalara devam edilmistir.

4.2 Antibiyogram

Yaygin sekilde kullanilan gesitli klinik antibiyotiklere kars1 bir susun direng 6zelligi
tagimasi ve bu direng genlerini farkli mikroorganizmalara aktarmamasi bu suslarin
probiyotik ve starter kiiltiir olarak yararlanim potansiyeli i¢in aranan bir 6zelliktir.
S.thermophilus MAS suslarinin ¢esitli ticari Klinik antibiyotiklere karsi direng
ozellikleri disk difiizyon metoduna gore saptanmistir. Deney sonuglari CLSI (clinical
and laboratory standards institute) 2012’ye gore inhibisyon zon capi degerleri
20mm’den biiyiik olan laktik asit bakterileri kullanilan antibiyotiklere kars1 duyarli,
14-19mm aras1 orta seviyede direncli ve 14mm’den kiigiik olanlar direncli olarak
degerlendirilmistir. S.thermophilus MAS suslarinin  CLSI standartlarina gore
antibiyotik direng verileri Cizelge 4.1°de, inhibisyon zon cap1 sayisal degerleri ise EK.

B’ de verilmistir.

Cizelge 4.1° e gore S.thermophilus MAS suslarinin antibiyotiklere olan direnclilik ve

hassasiyet 6zelliklerinin oransal degerleri su sekildedir;

S.thermophilus MAS-1 susu, Kloromfenikol (24.07mm), Penisilin (25.33mm) ve
Trimethoprim (20.13mm) antibiyotigine duyarli, Ofloksasin (19.97mm) orta seviye
direncli, Amikasin, Kloksasilin, Basitrasin, Kanamisin, Nalidiksik asit ve Polimiksin

B antibiyotiklerine kars1 direngli oldugu tespit edilmistir.

S.thermophilus MAS-2 susu, Kloromfenikol (29.79mm), ve Ofloksasin (21.21mm)
antibiyotigine duyarli, Penisilin (16.02mm) orta seviye direngli, Amikasin,
Kloksasilin, Basitrasin, Kanamisin, Nalidiksik asit, Polimiksin B, Trimethoprim

antibiyotiklerine direngli oldugu tespit edilmistir.
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S.thermophilus MAS-3 susu, Kloromfenikol (34.02mm) ve Ofloksasilin (25.74mm)
duyarli, Amikasin (15.66mm), Basitrasin (15.47mm), Penisilin (16.25mm) ve
Trimethoprim (15.25mm) orta seviyeli direngli, Kloksasilin, Kanamisin, Nalidiksik

asit ve Polimiksin B antibiyotiklerine kars1 direngli oldugu oldugu tespit edilmistir.

S.thermophilus MAS-4 susu, Kloromfenikol (30.58mm), Ofloksasin (20.96mm) ve
Penisilin (26.83mm) antibiyotiklerine duyarli, Amikasin, Kloksasilin, Basitrasin,
Kanamisin, Nalidiksik asit, Polimiksin B ve Trimethoprim antibiyotiklerine karsi

direncli oldugu tespit edilmistir.

S.thermophilus MAS-5 susu, Kloromfenikol (34.81mm) ve Ofloksasilin (24.02mm)
antibiyotiklerine duyarli, Amikasin (18.02mm), Basitrasin (14.17mm), Penisilin
(15.29mm) ve Trimethoprim (16.30 mm) orta seviye direngli oldugu, Kloksasilin,
Kanamisin, Nalidiksik asit ve Polimiksin B antibiyotiklerine direngli olduklari tespit
edilmistir.

S.thermophilus MAS-1 susu Amikasin antibiyotik hassasiyeti Sekil 4.1. de,
S.thermophilus MAS-2 susu Polimiksin B antibiyotik hassasiyeti Sekil 4.2. de,
S.thermophilus MAS-1 susu Nalidiksik Asit antibiyotik hassasiyeti Sekil 4.3. de,
S.thermophilus MAS-1 susu Kloksasilin antibiyotik hassasiyeti Sekil 4.4. de

verilmistir.

Cizelge 4.1. S.thermophilus MAS suslarinin antibiyotik hassasiyetleri (CLSI).

S.thermophilus | A\ | Apx | B | ¢ | K | NA |OFX| P | PB | SXT
suslari
MAS-1 R R R S R R IR S R S
MAS-2 R R R S R R S IR R R
MAS-3 IR R IR S R R S IR R IR
MAS-4 R|R|R|s|R|R| s |s|RrR|R
MAS-5 R| RIR|s|rRIR| s |R|RI|IR

R:Direngli , S:Hassas,Duyarli IR:Orta Seviye Direngli AK: Amikasin  APX:Kloksasilin B:Basitrasin C:Kloromfenikol
K:Kanamisin NA:Nalidiksik Asit OFX:Ofloksasin P:Penisilin  PB:Polimiksin B SXT:Trimethoprim/Sulphamethoxazole
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Sekil 4.3. S.thermophilus MAS-1 susu nalidiksik asit antibiyotik hassasiyeti.
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Sekil 4.4. S.thermophilus MAS-1 susu kloksasilin antibiyotik hassasiyeti.

4.3 Hemolitik Aktivite

Tam hemoliz yapan (beta-hemolitik) bakterilerin insanda ¢ogunlukla enfeksiyona
sebep olduklar1 bilinmektedir. Probiyotik olarak kullanilabilecek bakterilerin
patojenik 6zellik tasimamasi ideal probiyotik se¢iminde biiylik 6nem arz etmektedir.
S.thermophilus MAS suslarinin hemoliz enzim aktivitelerinin sonucu olarak MAS-1
ve MAS-3 suslarinin alfa hemolitik, MAS-2 MAS-4 ve MAS-5 suslarinin ise gama
hemolitik aktiviteye sahip olduklart tespit edilmistir (Cizelge 4.2.). S.thermophilus
MAS suslarinin hemolitik aktivite agar goriintiileri Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil
4.8, Sekil 4.9 da verilmistir.

Cizelge 4.2. S.thermophilus MAS suslarinin antibiyotik hassasiyetleri (CLSI).

S.thermophilus suslari Hemolitik aktivite
MAS-1 Alfa-Hemolitik
MAS-2 Gama-Hemolitik
MAS-3 Alfa -Hemolitik
MAS-4 Gama-Hemolitik
MAS-5 Gama -Hemolitik
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Sekil 4.6. S.thermophilus MAS-2 hemolitik aktivite sonuglari (gama hemolitik).
L

Sekil 4.7. S.thermophilus MAS-3 hemolitik aktivite sonuglari (alfa hemolitik).
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Sekil 4.8. S.thermophilus MAS-4 hemolitik aktivite sonuglari (gama hemolitik)

™

Sekil 4.9. S.thermophilus MAS-5 hemolitik aktivite sonuglari (gama hemolitik).

4.4 Jelatinaz Enzim Aktivitesi

S.thermophilus MAS suslarinin tamaminin jelatinaz aktiviteye sahip olmadiklari tespit
edilmistir (Cizelge 4.3). Jelatinaz aktivite agar petri goriintiisi MAS-2 susunun Sekil
4.10°da, MAS-5 susunun goriintiisii ise Sekil 4.11°de verilmistir.
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Cizelge 4.3. S.thermophilus MAS suslarinin jelatinaz aktiviteleri.

S.thermophilus suslar: Jelatinaz aktivite

MAS-1 -
MAS-2 -

MAS-3 -
MAS-4 -
MAS-5 -

(-): Jelatinaz Aktivite Yok

Sekil 4.10. S.thermophilus MAS-2 susu jelatinaz aktivitesi.

Sekil 4.11. S.thermophilus MAS-5 susu jelatinaz aktivitesi.

4.5 Asit Safra Toleransi

S.thermophilus MAS suslarinin aside dayaniklilik performansinin degerlendirilmesi
kapsaminda denenen pH 2.0, ve pH 2.5 ortaminda tiim suslar i¢in 0. ve 3. saatlerde
seyreltme olmadan yapilan canli sayimlarda tireme gézlemlenmemistir. Denenen pH
3.0 kosullarinda ise 0.saatlerde farkli diliisyonlardan ekimleri gergeklestirilen MAS-1
susunda 7.60log Cfu/mL oraninda ve MAS-2 susunda 2 log Cfu/mL oraninda canli

sayim gozlenmistir. MAS-2 susunun ise 0. Saatte yapilan ekimde canliliginin 2log
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Cfu/mL’den 3logCfu/mL’ye artis gosterdigi, MAS-1, MAS-4, MAS-5 suslarinin
canliliklarini bir miktar azalarak biiylik 6l¢iide koruduklart gozlemlenmistir. MAS
suslarinin canli sayim sonuglar1 Cizelge 4.4. de verilmistir. Cizelge 4.5. de ise pH ve

safra gruplar1 i¢in olusturulan kontrol grubu canli sayim sonuglari verilmistir.

Cizelge 4.4. S.thermophilus MAS suslarinin pH 3.0 igin canli sayim sonuglar1 ( log

Cfu/mL).
S.thermophilus suslar1 pH 3- 0. Saat log Cfu/ | pH 3- 3.saat log Cfu

mL / mL

MAS-1 7.60 3.91

MAS-2 2 3

MAS-3 - -

MAS-4 7.02 4.74

MAS-5 7.24 4.77

(-): koloni gézlenmedi

Cizelge 4.5. S.thermophilus MAS suslarinin pH ve safra deney gruplari i¢in kontrol
canli sayim sonuglari(log Cfu /mL).

S.thermophilus suslar Kontrol Grubu 0.saat Kontrol Grubu
log Cfu/ mL 3.saat log Cfu / mL
MAS-1 10.26 13.62
MAS-2 9.87 12.18
MAS-3 6 12.86
MAS-4 9.53 12.53
MAS-5 9.57 13.20

Test edilen safra konsantrasyonlarindan %0.3 safra ortaminda 0. ve 3. saatlerde
S.thermophilus MAS-1 8.897 log Cfu/mL’den 10.033 log Cfu/mL oranina kadar,
MAS-2, MAS-3, MAS-4 ve MAS-5 suslarinin da benzer oranlarda artig gostererek
canliliklarim1  korudugu ve safraya direngli olduklar1 tespit edilmistir. Diger
konsantrasyon olan %1 konsantrasyonunda tiim suslarinda canlilik oranlarinda artig
oldugu gozlenmis fakat MAS-3 susunda 0. saatte 7 log Cfu/mL iken 3. saatte 6.176

log Cfu/mL oranina diisiis yaptig1 gozlenmistir.
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Denenen tiim konsantrasyonlar i¢in canli sayim sonuclari Cizelge 4.6. da yer
almaktadir. S.thermophilus MAS suslarinin pH 2.0 spektrofotometrik degerleri
Cizelge 4.7°de, S.thermophilus MAS suslarinin pH 2.5 spektrofotometrik degerleri
Cizelge 4.8’de, S.thermophilus MAS suslarinin pH 3.0 spektrofotometrik degerleri
Cizelge 4.9°da, S.thermophilus MAS suslarinin %0.3 safra spektrofotometrik degerleri
Cizelge 4.10°da, S.thermophilus MAS suslarinin %1 safra spektrofotometrik degerleri
Cizelge 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.6. S.thermophilus MAS suslarinin farkl safra konsantrasyonlari canli sayim

sonuglart (log Cfu/mL.)
S.thermophilus | %0.3 Safra | %0.3 Safra | %1 Safra0. | %1 Safra 3.

suslar 0. Saat log 3. Saat log Saat log Saat log
Cfu/mL Cfu/mL Cfu/mL Cfu/mL

MAS-1 8.897 10.033 9.478 10.079

MAS-2 8.826 9.940 9.041 10.021

MAS-3 6.20 10.204 7 6.176

MAS-4 8.698 9.636 9.133 10.283

MAS-5 8.643 9.759 9.204 9.955

Cizelge 4.7. S.thermophilus MAS suslariin pH 2.0 spektrofotometrik degerleri.

S.thermophilus suslar O.saat pH 2.0 3.saat pH 2.0
MAS-1 0.02+0.00 0.03+0.00
MAS-2 0.04+0.00 0.03+0.00
MAS-3 0.03+0.00 0.03+0.00
MAS-4 0.05+0.00 0.04+0.00
MAS-5 0.05+0.00 0.04+0.00

Cizelge 4.8. S.thermophilus MAS suslarinin pH 2.5 spektrofotometrik degerleri.

S.thermophilus suslar: O.saat pH 2.5 3.saat pH 2.5
MAS-1 0.03+0.00 0.03+0.00
MAS-2 0.04:+0.00 0.03+0.00
MAS-3 0.04:+0.00 0.04+0.00
MAS-4 0.04:+0.00 0.04+0.00
MAS-5 0.04:+0.00 0.04+0.00
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Cizelge 4.9. S.thermophilus MAS suslarinin pH 3.0 spektrofotometrik degerleri.

S.thermophilus suslar: O.saat pH 3.0 3.saat pH 3.0
MAS-1 0.02+0.00 0.02+0.00
MAS-2 0.03+0.00 0.03+0.00
MAS-3 0.03+0.00 0.03+0.00
MAS-4 0.04:+0.00 0.04+0.01
MAS-5 0.04+0.01 0.04+0.00

Cizelge 4.10. S.thermophilus MAS suslariin %0.3 safra spektrofotometrik degerleri

S.thermophilus suslari 0.saat %0.3 safra 3.saat %0.3 safra
MAS-1 0.06+ 0.00 1.23+0.00
MAS-2 0.06+0.00 1.46+0.00
MAS-3 0.04+0.00 1.12+0.00
MAS-4 0.08+0.00 1.44+0.01
MAS-5 0.06+0.00 1.45+0.01

Cizelge 4.11. S.thermophilus MAS suslarinin %1 safra spektrofotometrik degerleri.

S.thermophilus suslar 0.saat %1 safra 3.saat %01 safra
MAS-1 0.06+ 0.00 1.29+0.00
MAS-2 0.06+0.00 1.42+0.01
MAS-3 0.05+0.00 0.05+0.00
MAS-4 0.06+0.00 1.38+0.01
MAS-5 0.05+0.00 1.38+0.01

4.6. Antimikrobiyal Aktivite

Calismada S.thermophilus MAS suslarinin  siipernatantlart gesitli insan-gida
patojenleri, balik patojenleri ve Candida tiirlerine karsi antimikrobiyal aktiviteleri
kuyu difiizyon metodu ile belirlenmistir. Elde edilen verilere gbre on alt1 adet gida-
insan patojenine S.thermophilus MAS suslarinin higbirinin antimikrobiyal aktivite

gostermedigi tespit edilmistir (Cizelge 4.12.).
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Cizelge 4.12. S.thermophilus MAS suslarinin gida-insan patojenleri iizerine
antimikrobiyal aktiviteleri.

Test Mikroorganizmalar1 | MAS-1 | MAS-2 |[MAS-3 | MAS-4 | MAS-5
Escherichia coli ATCC 11229 - - - - -
Escherichia coli 0157:H7 - - - - -
Bacillus megaterium (Pasteur
Ens.5117)

Salmonella enteritidis RSKK
171

Bacillus cereus RSKK 863 - - - - -
Bacillus subtilis RSKK 244 - - - - -
Escherichia coli ATCC 35218 - - - - -
Micrococcus luteus NRRL B-
4375

Salmonella enteritidis ATCC
13076

Shigella sonnei MU:57 - - - - -
Staphylococcus aureus ATCC
25923

Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853

Yersinia enterocolitica ATCC
11175

Enterococcus faecalis ATCC
29212

Listeria monocytogenes ATCC
7644

Staphylococcus epidermidis

ATCC 11228
(-) :Inhibisyon zonu yok (direngli)

S.thermophilus MAS-1, MAS-4, MAS-5 suslarinin uygulanan balik patojenlerinin
tamaminda antimikrobiyal aktivite gostermedigi tespit edilmistir. MAS-2 susunun
V.anguillarium M1 patojenine kars1 gostermis oldugu antimikrobiyal aktivite zon ¢api
degeri 1.88mm, V.anguillarium A4 (Sekil 4.12.b) patojenine karsi géstermis oldugu
antimikrobiyal aktivite zon ¢ap1 degeri 3.34mm ve MAS-3 susunun V.anguillarium
M1 patojenine kars1 géstermis oldugu antimikrobiyal aktivite zon ¢ap1 degeri 2.07mm,
V.anguillarium A4 patojenine karsi gostermis oldugu antimikrobiyal aktivite zon ¢ap1
degeri 2.36mm olarak kaydedilmistir. MAS-2 ve MAS-3 suslarinin  balik
patojenlerinden L.garvieae, V.alginolyticus, Y.ruckeri, A.hydrophila, S.agalactiae

tizerinde hicbir antimikrobiyal etkisinin olmadig: tespit edilmistir.
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Cizelge 4.13. de MAS suslarinin balik patojenleri lizerine antimikrobiyal aktivite
sonuglart yer almaktadir. MAS-1 susu V.anguillarium A4 antifungal aktivite petri

gorintiisii Sekil 4.12.a’da verilmistir.

Cizelge 4.13. S.thermophilus MAS suslarinin balik patojenleri iizerine antimikrobiyal
aktiviteleri.

TestMikroorganizmalari

MAS-1

MAS-2

MAS-3

MAS-4

MAS-5

V.anguillarium M1

1.88+0.43

2.07+0.3

V.anguillarium A4

3.34+0.29

2.36+0.33

L.garvieae - - - - -
V.alginolyticus - - - - -
Y.ruckeri - - - - -
A.hydrophila - - - - -
S.agalactiae - - - - B

Sekil 4.12. a) S.thermophilus MAS-1 V.anguillarium A4 b) S.thermophilus MAS-2
V.anguillarium A4 antifungal aktivitesi.

belirlenmesi MAS-1
(Sekil.4.13.a), MAS-4, MAS-5’in C.albicans ATCC 10231 ve C.glabrata tizerinde

Antifungal  aktivitenin dogrultusunda  S.thermophilus
antifungal etki gostermedigi, MAS-3 susunun C.glabrata tizerinde antifungal etki
gostermedigi, MAS-2 susunun C.albicans ATCC 10231 (Sekil4.13.b) patojenine karsi
gostermis oldugu inhibisyon zon degeri 2.62mm ve C.glabrata RSKK 04019 iizerinde
2.78mm inhibisyon zon degeri kaydedilerek antifungal etki gosterdigi ve MAS-3
susunun C.albicans ATCC 10231 iizerinde 2.87mm inhibisyon zon degeri ile

antifungal etki gosterdigi tespit edilmistir (Cizelge 4.9).
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Cizelge 4.14. S.thermophilus MAS suslarinin mayalar {izerine antimikrobiyal

aktiviteleri.

Test

. . MAS-1 MAS-2 MAS-3 | MAS-4 | MAS-5
Mikroorganizmalar:

C.albicans ATCC

10231 - 2.62+0.26 | 2.87+0.46 - -
C.glabrata RSKK

04019 - 2.78+0.34 - - -

Sekil 4.13. a) S.thermophilus MAS-1 C.albicans ATCC 10231 b) S.thermophilus
MAS-2 C.albicans ATCC 10231

4.7 Agregasyon Ozellikleri

4.7.1 Otoagregasyon

S.thermophilus MAS-2 (Sekil4.15.) ve MAS-3 (Sekil4.16.) suslarinin %99 orani ile en
yiiksek otoagregasyon 0zelligi gosteren suslar oldugu tespit edilmistir. Bunlar1 takiben
en yliksek oranlar %98 ile MAS-1 (Sekil4.14), %97 ile MAS-4 ve %95 ile MAS-5
suslarinin oldugu tespit edilmistir (Cizelge4.15.).

Cizelge 4.15. S.thermophilus MAS Suslarinin % otoagregasyon degerleri.

S.thermophilus suslari % Otoagregasyon
MAS-1 98
MAS-2 99
MAS-3 99
MAS-4 97
MAS-5 95

31



Sekil 4.15. S.thermophilus MAS-2 otoagregasyon mikroskop goriintiisii.
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Sekil 4.16. S.thermophilus MAS-3 otoagregasyon mikroskop goriintiisii.
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4.7.2 Koagregasyon

Koagregasyon yetenegi yararli mikroorganizmalarin mide bagirsak gecidinde canli
kalarak ve epitel hiicrelere yapisarak burada kolonize olup ayni zamanda patojen
mikroorganizmalara yapisarak ve onlarin gelisimini inhibe ederek yarar saglamasi

acisindan biiyiik 6nem tagir.

S.thermophilus MAS suslarinin tamamiin balik patojenleri ile koagregasyon
gosterdigi ve bu oranin %54 ile %61 oraninda degistigi tespit edilmistir. MAS-1
susunun A.hydrophila, S.agalactiae, V.alginolyticus, L.garvieae, Y.ruckeri ile %60,
V.anguillarium M1, V.anguillarium A4 ile %59 oraninda koagregasyon yetenegi
gosterdigi tespit edilmistir. MAS-2 susunun A.hydrophila, V.alginolyticus, L.garvieae,
Y.ruckeri ile %60, S.agalactiae, V.anguillarium M1, V.anguillarium A4 (Sekil 4.19)
ile %59 oraninda koagregasyon yetenegi gosterdigi tespit edilmistir. MAS-3 susunun,
S.agalactiae ve V.anguillarium M1 ile %59, L.garvieae (Sekil4.17) ile %61,
A.hydrophila, V.alginolyticus, V.anguillarium A4 (Sekil4.18), Y.ruckeri ile %60
oraninda koagregasyon yetenegi gosterdigi tespit edilmistir. MAS-4 susunun
A.hydrophila ile %54, V.anguillarium M1 ile %57, S.agalactiae ve Y.ruckeri ile %58,
V.alginolyticus, V.anguillarium A4 ve L.garvieae ile %59 oraninda koagregasyon
yetenegi gosterdigi tespit edilmistir.

MAS-5 susunun A.hydrophila ile %54, V.anguillarium M1 ile %56, S.agalactiae ile
%58, V.alginolyticus, V.anguillarium A4, L.garvieae, Y.ruckeri (sekil 4.20) ile %59

oraninda koagregasyon yetenegi gosterdigi tespit edilmistir. (Cizelge 4.16.)

Cizelge 4.16. S.thermophilus MAS suslarinin gesitli balik patojenleri ile %
koagregasyon yetenekleri

Test Mikroorganizmalari MAS-1 | MAS-2 | MAS-3 | MAS-4 | MAS-5
A.hydrophila 60 60 60 54 54
S.agalactiae 60 59 59 58 58

V.alginolyticus 60 60 60 59 59
V.anguillarium M1 59 59 59 57 56
V.anguillarium A4 59 59 60 59 59

L.garvieae 60 60 61 59 59
Y.ruckeri 60 60 60 58 59
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Sekil 4.18. S.thermophilus MAS-3 V.anguillarium A4 koagregasyon mikroskop
goruntisu.
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Sekil 4.19. S.thermophilus MAS-2 V.anguillarium A4 koagregasyon mikroskop
goruntusu.
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Sekil 4.20. S.thermophilus MAS-5 Y.ruckeri koagregasyon mikroskop goriintiisii.

S.thermophilus MAS suslariin tamaminin test edilen yedi adet gida-insan patojeni ile
gosterdikleri koagregasyon yetenekleri en diisiik %55, en yliksek %60 oraninda oldugu
kaydedilmistir. B.cereus RSKK 863 MAS-1 ile %58, MAS-2-MAS-3-MAS-4 ile %56,
MAS-5 ile %60 oraninda koagregasyon gostermistir. B.megaterium 5117 i¢in MAS-
1-MAS-4 ile %59, MAS-3-MAS-5 %58, MAS-2 %60 oranlar1, B.subtilis RSKK 244
icin MAS-1-MAS-4-MAS-5 %59, MAS-2-MAS-3 %60, Y.enterolitica ATCC 11175
icin MAS-1 %58,MAS-2 %56, MAS-3-MAS-4 %55, MAS-5 %59, S.sonei MU:57
icin MAS-1 %57, MAS-2 %60, MAS-3 %60, MAS-4 %59, MAS-5 %58, S.aureus
ATCC 25923 i¢in MAS-1-MAS-2-MAS-3 %59,MAS-4 %58, MAS-5 %60,
P.aeruginosa ATCC 27853 i¢in MAS-1 %58, MAS-2-MAS-3-MAS-4 %60, MAS-
5 %59 oranlart koagregasyon degerleri olarak kaydedilmistir (Cizelge4.17).
Mikroskop goriintiileri ise Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23 ve Sekil 4.24’de

verilmistir.
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Cizelge 4.17. S.thermophilus MAS suslarinin gida-insan patojenleri ile %
koagregasyon yetenekleri.
Test Mikroorganizmalari MAS-1 | MAS-2 | MAS-3 | MAS-4 | MAS-5
B.cereus RSKK 863 58 56 56 56 60
B.megaterium 5117 59 60 58 59 58
B.subtilis RSKK 244 59 60 60 59 59
Y.enterolitica ATCC 11175 58 56 55 55 59
Shigella sonei MU:57 57 60 60 59 58
S.aureus ATCC 25923 59 59 59 58 60
P.aeruginosa ATCC 27853 58 60 60 60 59
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Sekil 4.21. S.thermophilus MAS-4 P.aeruginosa ATCC 27853 koagregasyon

mikroskop goriintiisii.
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Sekil 4.22. S.thermophilus MAS-5 Shigella sonei MU:57 koagregasyon mikroskop

goruntisu.
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Sekil 4.23. S.thermophilus MAS-3 P.aeruginosa ATCC 27853 koagregasyon
mikroskop goriintiisii

Sekil 4.24. S.thermophilus MAS- 2 Y.enterolitica ATCC 11175 koagregasyon
mikroskop goriintiisii.

4.8 Hidrofobisite

Suslarin probiyotik olarak degerlendirilmesinde bir kriter olan epitel ylizeylere
tutunmasinda agregasyon oOzelligi ile birlikte hidrofobisite 6zelliginin de olmasi
gerekmektedir. Hidrofobik 6zellik, bakterilerin epitele tutunma kabiliyetinde
oldugunu gostermektedir. S.thermophilus MAS suslarinin hidrofobisite 6zelliklerinin
belirlenmesi dogrultusunda tiim suslarin  hidrofobik 6zellige sahip oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.18). MAS-1 hidrofobisite goriintiisii Sekil 4.24°de, MAS-5
ise Sekil 4.26’da verilmistir.
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Cizelge 4.18. S.thermophilus MAS suslarimin hidrofobisite 6zellikleri.

S.thermophilus suslari Hidrofobisite

MAS-1
MAS-2
MAS-3
MAS-4
MAS-5

+| |+ +] +

Sekil 4.25. S.thermophilus MAS-1 hidrofobisite goriintiisii.

Sekil 4.26. S.thermophilus MAS-5 hidrofobisite goriintiisii.

4.9 Nisin Direncliligi

Yapilan ¢alisma sonucunda S. thermophilus MAS suslarinin tamaminin test edilen
dokuz degisik nisin konsantrasyonuna (1.25, 2.5, 5, 10, 20, 25, 50, 100 ve 150 pg/ml)
direngli oldugu bulunmustur (Cizelge 4.19). S. thermophilus MAS-1 nisin direngliligi
Sekil 4.27°de, S. thermophilus MAS-2 nisin direngliligi Sekil 4.28°de, S. thermophilus

MAS-5 nisin direngliligi Sekil 4.29°da verilmistir.
38



Cizelge 4.19. S.thermophilus MAS suslarinin nisin direngliligi.

S.thermophilus
suslari

Nisin Konsantrasyonlar1 (ng/ml)

5 | 10| 20 25 | 50 | 100

MAS-1

MAS-2

MAS-3

MAS-4

MAS-5

Sekil 4.28. S. thermophilus MAS-2 nisin direngliligi
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Sekil 4.29. S. thermophilus MAS-5 nisin direngliligi

4.10 Antioksidan Aktivite

Calismada elde edilen verilere gore S.thermophilus MAS suslarinin DPPH radikalini

indirgeme aktiviteleri %29.84-36.90 degerleri

S.thermophilus MAS suslarinin arasinda en yiiksek antioksidan aktivite %36.90 degeri
ile MAS-4 susu, en disik aktivite ise %29.84 degeri ile MAS-1 susu i¢in

kaydedilmistir.

S.thermophilus MAS suglariin demir iyonu selatlama aktiviteleri ise %23.44-30.13
deger araliginda kaydedilmistir. Tim S.thermophilus MAS suslarinin arasinda en

yiiksek antioksidan aktivite %30.13 degeri ile MAS-4 susu igin, en diisiik aktivite

arasinda kaydedilmistir.

ise %23.44 degeri ile MAS-1 susu i¢in kaydedilmistir (Cizelge4.20.).

Cizelge 4.20. S.thermophilus MAS suslarinin antioksidan aktiviteleri.

S. thermophilus suslar:

% DPPH radikalini

% Demir iyonu

indirgeme Selatlama
MAS-1 29.84 23.44
MAS-2 36.06 28.55
MAS-3 35.36 27 56
MAS-4 36.90 3013
MAS-5 32.35 24 .44
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4.11 Sodyum Benzoat Direncliligi

S.thermophilus MAS suslarinin sodyum benzoat gida katki maddesine direng

ozellikleri spektrofotometrik ve canli hiicre saymmi ile belirlenmistir. Bu
amagcla %0.015 ile %1 araliginda on farkli sodyum benzoat konsantrasyonuna sahip
besiyerine ekimi yapilan MAS suslarinin OD degerleri spektrofotometrik olarak
belirlenmis ve bu degerler Cizelge 4.21’de verilmistir. Wibbertmann vd., (2000),
sodyum benzoatin pH 4.5 ve altinda aktif oldugunu bildirmistir. Bu nedenle deneyde
pH 4.5 degerine ayarlanan gruplarda kullanilmistir. Bu gruplarin spektrofotometrik
Olclim, asit liretme ve canli sayimlart sirasiyla Cizelge 4.24., Cizelge 4.25. ve Cizelge

4.26. de verilmistir.

Bunun yami sira spektrofotometrik Ol¢iim yapilan her grubun pH degerleri de

kaydedilmis ve bu degerler Cizelge 4.23’de verilmistir.

%0.1 sodyum benzoat konsantrasyonu igin koloni sayimi sonuglarinin (Cizelge 4.22)
logaritmik verileri 8.50-9.47 deger araliginda oldugu tespit edilmistir.%0.1 sodyum

benzoatli ortamda MAS-3 susunun canliligin arttirdigr tespit edilmistir.

PH 4.5 degerinde yapilan seyreltme yapilmaksizin uygulanan ekim sonrasi yapilan
canli sayim logaritmik degerleri MAS-1, MAS-4, MAS-5 (5.27-5.06-5.20) Log
Cfu/mL olarak kaydedilmistir.

Cizelge 4.21. S.thermophilus MAS suslarimin sodyum benzoat direng 6zellikleri
(spektrofotometrik).

Sthermophilus| \iasy | MAS-2 | MAS-3 | MAS-4 | MASS

suslar

*éor%tga' 1.43+0.00 | 1.6140.00 | 1.58+0.01 | 1.66+0.01 |1.61+0.00
0.015 mg/mL | 1.50£0.11| 1.63£0.02 | 1.56+0.01 | 1.67+0.00 | 1.62+0.01
0.025 mg/ mL | 1.430.00 | 1.63£0.01 | 1.7140.43 | 1.66=0.00 | 1.60+0.02
0.075mg/ mL | 1.42£0.07 | 1.6120.01 | 1.48+0.01 | 1.58+0.00 | 1.59+0.04
0.1mg/ mL | 1.430.03| 1.64+0.01 | 1.5240.01 | 1.53+0.08 | 1.62+0.00
0.2mg/mL | 143+0.02| 1.63+0.01 | 1.41£0.02 | 1.50+0.03 | 1.62+0.00
0.3mg/mL | 1.43£0.00| 1.61%0.00 | 1.34+0.02 | 1.33+0.03 | 1.60+0.01
0.4mg/mL | 1.420.01| 1.60+0.01 | 1.27+0.02 | 1.19+0.02 | 1.54+0.04
05mg/ mL | 1.38£0.01| 1.59+0.01 | 1.14+0.00 | 1.14+0.01 | 1.59+0.00
Img/mL | 1.33+0.01] 1.54+0.02 | 0.97+0.01 | 1.05+0.09 |1.56+0.02
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Cizelge 4.22. S.thermophilus MAS suslarinin 0.1 mg/mL sodyum benzoata direng
ozellikleri (Log Cfu/mL)

Canh Hiicre Degerleri
Kontrol Grubu Log 0.1 mg/mL
S. thermophilus suslari Cfu/mL sodyum benzoat
Log Cfu/mL
MAS- 1 9.81 9.24
MAS- 2 9.35 9.47
MAS- 3 7.79 8.50
MAS- 4 8.82 8.81
MAS- 5 9.63 9.25

Cizelge 4.23. S.thermophilus MAS suslarinin sodyum benzoatli ortamda asit {iretme

yetenekleri.
7oy Baslangic
benzoat MAS-1 | MAS-2 | MAS-3 | MAS-4 MAS-5
(mg/mL) i

0.015 7.6 5.8 6.0 5.8 5.6 6.0
0.025 7.6 5.9 6.0 5.8 5.7 6.0
0.050 7.6 5.9 6.0 o.7 5.6 5.9
0.075 1.7 5.7 5.9 5.8 5.6 6.0
0.1 7.6 5.4 6.0 5.8 o.7 6.0
0.2 7.6 5.8 6.0 5.8 5.6 5.4
0.3 1.7 59 5.8 5.6 o.7 6.0
0.4 7.6 5.8 6.0 5.8 o.7 5.9
0.5 7.6 6.0 6.2 5.9 5.7 5.9
1 7.6 6.2 6.2 6.2 5.9 6.1
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Cizelge 4.24. S.thermophilus MAS suslarinin sodyum benzoat direng O6zellikleri
(spektrofotometrik pH4.5).

S,
thegr;gfr‘l"us MAS-1 | MAS-2 | MAS3 | MAS4 | MASS
Kontrol
Grubu 0212009 | 0.05:0.06 | 0.050.00 | 0.2940.01 | 0.31+0.03
0.015 mg/mL | 0.1520.01 | 0.01£0.00 | 0.0040.00 | 0.25:0.00 | 0.16+0.01
0.025 mg/mL | 0.02-0.00 | 0.0140.00 | 0.0140.00 | 0.16£0.00 | 0.17£0.00
0.050 mg/mL | 0.0020.00 | 0.000.00 | 0.00£0.00 | 0.01£0.00 | 0.02£0.00
0.075mg/mL | 0.01£0.00 | 0.00£0.00 | 0.0120.00 | 0.01£0.00 | 0.02£0.01
0.1mg/mL | 001£0.00 | 0.00=0.00 | 0.01=0.00 | 0.01=0.00 | 0.01+0.00
0.2mg/mL | 0.01£0.00 | 0.02£0.00 | 0.01=0.00 | 0.01=0.01 | 0.01+0.00
03mg/mL | 0.01£0.00 | 0.0120.01 | 0.01£0.00 | 0.010.00 | 0.01%0.00
0.4mg/mL | 002£0.00 | 0.01=0.00 | 0.01=0.00 | 0.020.01 | 0.02:0.00
0.5mg/mL | 0.01£0.00 | 0.0120.00 | 0.0120.00 | 0.0120.00 | 0.010.00
1mg/mL | 0.01£0.00 | 0.0120.00 | 0.02£0.00 | 0.020.00 | 0.02:0.00

Cizelge 4.25. S.thermophilus MAS suslarinin sodyum benzoatli ortamda asit {iretme
yetenekleri (pH4.5).

% Sodyum | Baslangic | MAS-1 | MAS-2 | MAS-3 | MAS-4 | MAS-5

benzoat pH

(mg/mL)
0.015 4.3 4.6 4.7 4.7 4.6 4.6
0.025 4.6 4.7 4.6 4.6 4.6 4.6
0.050 4.5 4.5 4.5 4.5 4.6 4.5
0.075 4.6 4.6 4.6 4.6 4.6 4.6
0.1 4.7 4.6 4.6 4.6 4.6 4.6
0.2 4.5 4.6 4.6 4.6 4.6 4.6
0.3 4.5 4.6 4.6 4.6 4.6 4.6
0.4 4.4 4.6 4.6 4.6 4.6 4.6
0.5 4.6 4.7 4.7 4.7 4.7 4.7

1 4.6 4.7 4.7 4.6 4.6 4.7
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Cizelge 4.26. S.thermophilus MAS suslarinin 0.1 mg/mL sodyum benzoata direng
ozellikleri (Log Cfu/mL pH4.5).

S. thermophilus suslari Canh Hiicre Degerleri
Kontrol Grubu Log 0.1 mg/mL sodyum
Cfu/mL benzoat Log Cfu/mL
MAS-1 9.96 5.27
MAS-2 8.89 -
MAS-3 - -
MAS-4 9.53 5.06
MAS-5 9.68 5.20

-:Koloni gozlenmedi

4.12 Amilaz, Likenaz, Proteaz, Seliilaz Enzim Aktiviteleri

Enzim aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalar dogrultusunda MAS
suglarinin hepsinin amilaz negatif, likenaz pozitif, proteaz negatif oldugu ve MAS-3
susunun ise seliilaz negatif, MAS-1, MAS-2, MAS-4 ile MAS-5 suslarinin seliilaz
pozitif oldugu belirlenmistir (Cizelge4.27.).

MAS-1, MAS-2, MAS-3 suslarinin amilaz enzim aktivite gortintiisii Sekil 4.30°da,
likenaz Sekil 4.32°de, proteaz Sekil 4.34°de, seliilaz Sekil 4.36°da verilmistir. MAS-4
ve MAS-5 suslarinin amilaz enzim aktivite goriintiisii Sekil4.31° de, likenaz Sekil
4.33’de, proteaz Sekil 4.35°de, seliilaz Sekil 4.37°da verilmistir.

Cizelge 4.27. S.thermophilus MAS suslarinin enzim aktiviteleri

S. Proteaz Proteaz
thermophilus
suslar1 Amilaz | Likenaz %7 %10 Seliilaz
Skimmilk | Skimmilk
MAS-1 - + - R n
MAS-2 - + - - +
MAS-3 - + - - -
MAS-4 - + - - +
MAS-5 - + - - +
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Sekil 4.30. S.thermophilus MAS-1, MAS-2 ve MAS-3 amilaz enzim aktivite
goruntiisu.

Sekil 4.32. S.thermophilus MAS-1, MAS-2 ve MAS-3 likenaz enzim aktivite
goruntisu
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Sekil 4.33.S.thermophilus MAS-4 ve MAS-5 likenaz enzim aktivite goriintiisii.

Sekil 4.34. S.thermophilus MAS-1, MAS-2 ve MAS-3 proteaz enzim aktivite
goruntiisu.

Sekil 4.35. S.thermophilus MAS-4 ve MAS-5 proteaz enzim aktivite goriintiisii.
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Sekil 4.36. S.thermophilus MAS-1, MAS-2 ve MAS-3 seliillaz enzim aktivite
goruntusu.

Sekil 4.37. S.thermophilus MAS-4 ve MAS-5 seliilaz enzim aktivite goriintiisii.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Calisma kapsaminda, daha dnce yapilan bir proje kapsaminda anne siitiinden izole
edilen laktik asit bakterileri, PCR tabanli molekiiler tanimlama yontemi ile genetik
olarak tanimlanmistir. Molekdiler olarak karakterize edilen farkli anne siitlerinden bes
adet S.thermophilus MAS (MAS-1, MAS-2, MAS-3, MAS-4 ve MAS-5), susunun
probiyotik ve starter kiiltiir olarak kullanimlarinda giivenilirliklerini belirlemek i¢in
antibiyotik direnci, hemolitik ve jelatinaz enzim aktiviteleri belirlenmistir. Teknolojik
caligmalarda kullanim potansiyellerini belirlemek ig¢in diisik pH (2.0, 2.5, 3.0)
toleransi, safra toleransi, agregasyon koagregasyon yetenekleri test edilmistir. Ayrica
nisin, sodyum benzoat gibi gida katkilarina toleranslari belirlenmistir. Bunun yanisira
MAS suglarinin antimikrobiyal, antioksidan aktiviteleri, amilaz, likenaz, seliilaz,

proteaz enzim aktiviteleri, hidrofobisite ve hemolitik aktivite 6zellikleri arastirilmistir.

S.thermophilus MAS suslarinin probiyotik dzelliklerinin belirlenmesi ¢alismalarinda,
suglarin tamaminin Kloksasilin, Nalidiksik Asit ve Polimiksin B antibiyotiklerine kars1
direng, Kloromfenikol antibiyotigine kars1 hassasiyet gosterdigi belirlenmistir. MAS
suslarmin klinik antibiyotiklere kars1 direng gdstermesi, suslardan probiyotik kiiltiir

olarak yararlanim potansiyelini arttirmaktadir.

Probiyotik bir kiiltiir olarak karakterize edilen bir susun gama hemolitik aktiviteye
sahip olmasi, susun biyoproseslerde kullaniminin giivenirligi agisidan 6nemli bir in
vitro se¢im kriteridir. Hemolitik aktivitenin olmamas1 suglarin probiyotik ve starter
kiiltir olarak kullanimlarinda giivenilir olduklarini gdstermektedir. Bu bilgiler
dogrultusunda MAS-1 ve MAS-3 alfa hemolitik, MAS-2, MAS-4, MAS-5 gama

hemolitik olarak tespit edilmistir.

Jelatinaz aktivitesi, jelatin basta olmak {izere kollojen, kazein, hemoglobin, insiilin ve
bazi diger biyoaktif peptitleri hidrolize edebilir (Lopes ve ark., 2006). Bu da canlilar
acisindan istenmeyen bir durumdur. Bu nedenle S.thermophilus MAS suslarinin
tamaminin jelatinaz aktiviteye sahip olmadiklar1 ve probiyotik, starter kiiltiir olarak

kullanimlar1 agisindan giivenilir olduklar tespit edilmistir.
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Probiyotik olarak karakterize edilecek susun gastrointestinal sistemde safrayi tolere
etme, bagirsak sistemine ulasabilmesi ve burada tutunarak kolonize olup etki
gosterebilmesi agisindan biiyiikk bir gerekliliktir (Azcarate-Peril vd., 2008). Bu
baglamla uygulanan asitlik ve safra toleranslarina MAS suslarinin direng seviyeleri
test edilmistir. S.thermophilus MAS suslarinin aside dayaniklilik performansinin pH 2
ve 2.5 degerinde canli sayimlarda koloni olusumu gozlemlenmemistir. Ancak pH 3
degerinde 0. saatlerde MAS-3 susu disindaki tiim suslarda canlilik tespit edilmis, 3.
saatte ise canli kalan suslarin azalarak da olsa biiyiik oranda canliliklarini siirdiirdiigii
belirlenmistir. Denenen safra konsantrasyonlarindan tiimiinde MAS suslari
canliliklarini artirarak korudugu ancak MAS-3 susunda %1 safra konsantrasyonunda
0. Saatte 7 Cfu/mL iken 3. Saatte 6.176 Cfu/mL ya diistiigii ancak yinede yiiksek
oranda canliligim1 korudugu goézlemlenmistir. Genel olarak safranin gelisimi

destekledigi kaydedilmistir.

Laktik asit bakterilerinin bir ¢ok enterik patojenin gelisimini inhibe etmede ve hem
insanlar hem de hayvanlarda goriilen gastrointestinal sistem bozukluklar1 tedavisinde
onemli bir rol oynadig: bildirilmistir (Fernandez vd., 2003). Bu nedenle probiyotik
kiiltiir olarak tanimlanacak olan bir susun gelisip yayilma gosterdigi bir habitatta cesitli
antimikrobiyal maddeler salgilayarak, patojen mikroorganizmalarin gelisimini inhibe
etmesi beklenmektedir. MAS suslarinin E. coli ATCC 11229, E. coli O157:H7, B.
megaterium (Pasteur Ens.5117), S. enteritidis RSKK 171, B. cereus RSKK 863,
B.subtilis RSKK 244, E. coli ATCC 35218, M. luteus NRRL B-4375, S.enteritidis
ATCC 13076, S. sonnei MU:57, S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853,
Y. enterocolitica ATCC 11175, E. faecalis ATCC 29212, L.monocytogenes ATCC
7644, S. epidermidis ATCC 11228 patojenlerine antimikrobiyal aktivite géstermedigi
saptanmigtir. MAS-2 ve MAS-3 suslar1 balik patojenlerinden V.anguillarium M1 ve
V.anguillarium A4 iizerinde 1.88mm ile 3.34mm araliginda antimikrobiyal etki
gostermistir. Mayalar iizerinde ise MAS-3 susu yalmiz C.albicans ATCC 10231
2.87mm, MAS-2 ise C.albicans ATCC 10231 2.62mm, C.glabrata da ise 2.78mm etki
gosterdigi tespit edilmistir.

MAS suslarinin otoagregasyon yetenekleri %95 ila %99 degerleri arasinda

kaydedilmistir. MAS suslar1 balik patojenleriyle koagregasyonunda en diisiik %54, en
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yiiksek %61 degeri, MAS suslar1 gida-insan patojenleriyle koagregasyonunda ise en
diisiik %55, en yiiksek %60 degeri kaydedilmistir. Otoagregasyon yeteneginin yiiksek
olmast mikroorganizmalarin bagirsaklarda kolonize olarak giiclii bir bariyer
olusturmasi1 ve bu sayede patojen mikroorganizmalarin bu alanlarda kolonize

olmalarin1 6nlemeleri agisindan olduk¢a 6dnemlidir.

Bakteriyosinlerden olan nisin, konserve gidalar, siit tirinleri, peynir, siit ve bebek
mamasina ilave edilmektedir. 50'den fazla iilkede 0.25-37.50mg/L (veya mg/kg)
konsantrasyonlar1 arasinda dogal bir gida koruyucu olarak kullanilmaktadir. Tim
suslarin test edilen dokuz degisik nisin konsantrasyonuna (1.25, 2.5, 5, 10, 20, 25, 50,
100 ve 150pug/mL) direngli oldugu bulunmustur. Yapilan caligma sonucunda,
S.thermophilus MAS suslarinin nisinle birlikte gida katkilar1 olarak gida sanayinde

kullanilabilecegini gostermistir.

Serbest radikallerin ve reaktif oksijenin seviyesinin artarak besinlerde birikmesi
sonucunda gida bozulmalari meydana gelmektedir. Antioksidan ozellik tasiyan
maddelerin ROS ve serbest radikalleri indirgemesi ve zararli etkilerini azaltmasi veya
yok etmesi oldukga kritik bir durumdur. Son yillardaki ¢alismalarda bitki kokenli
bilesenlerin antioksidan 6zellikleri daha ¢ok calisilsa da cesitli fonksiyonel 6zellikleri
tastyan laktik asit bakterilerinin kendilerini yenileme siiresinin kisa olmasi, metabolik
aktivitelerinin hizli olmas1 ve kolay elde edilebilirligi bir avantaj olusturmaktadir.
S.thermophilus MAS suslarinin DPPH radikalini siiptirme aktiviteleri %29.84-36.90,
demir iyonu selatlama aktiviteleri ise %23.44-30.13 deger araliginda kaydedilmistir.
Tiim MAS suglarinin arasinda en yiiksek antioksidan aktivite her iki metot ile de MAS-

4 susu i¢in, en distik aktivite ise MAS-1 susu i¢in kaydedilmistir.

Sodyum benzoat gida sanayiinde koruyucu olarak kullanilan yapay bir gida katki
maddesidir (Chen vd., 2009). Bu nedenle sodyum benzoat kimyasal katki maddesinin
gida igeriginde dogal olarak bulunan veya sonradan eklenen probiyotik

mikroorganizmalar {izerine etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.

%0.1 sodyum benzoat konsantrasyonu i¢in koloni sayimi sonuglarinin logaritmik
verileri 8.50-9.47 Cfu/mL deger araliginda oldugu tespit edilmistir. Sodyum benzoatin
MAS-3 susunun gelisimini tegvik ettigi belirlenmistir.
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Mikroorganizma kokenli enzimler, gida, tekstil, deterjan, kagit, alkollii icki iiretimi
gibi sanayinin bir¢ok alaninda da kullanilmaktadir. Mikrobiyal enzimler arasinda
amilaz, karboksimetil seliilaz, f-(1,3-1,4)-glukanaz (likenaz) ve proteaz endiistriyel
enzimler olup gida ve igecek tiretimi gibi ¢esitli endiistrilerde kullanilmaktadir.
Literatiirde, Streptococcus spp.’den amilaz, karboksimetil seliilaz, likenaz ve proteaz
enzimlerinin iretimi iizerine c¢alismalar olduk¢a smirlidir. Enzim aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalar dogrultusunda MAS suslarinin hepsinin
amilaz negatif, likenaz pozitif, proteaz negatif oldugu ve MAS-3 susunun ise seliilaz
negatif, MAS-1, MAS-2, MAS-4 ile MAS-5 suslarinin seliilaz pozitif oldugu

belirlenmistir.

Hidrofobisite probiyotik 6zelliklerin belirlenmesi amaciyla 6nemli bir se¢im kriteridir.
Hidrofobisitenin kazandirdigi en 6nemli 6zellik mikroorganizmalarin epitel hiicrelere
tutunmasini saglamasidir. Potansiyel probiyotik suslarin bagirsak epitel hiicrelerine
yapigsma yeteneginin olmasi énemli bir 6zelliktir. Probiyotik bakterilerin intestinal
sistemde patojenlere karsi bariyer olusturarak epitele yapismasini engelledigi
distintilmektedir.  S.thermophilus MAS suslarmin hidrofobisite 6zelliklerinin
belirlenmesi dogrultusunda tiim suslarin hidrofobik 6zellige sahip oldugu, intestinal
mukozal hiicrelere tutunma 6zelliginde oldugu belirlenmistir. Hidrofobisiteye sahip
olan suslarin probiyotik nitelik ortaya koymasi agisindan deney sonuglart olumlu

netice vermistir.

S. thermophilus MAS suslarinin nispeten safra ve asite direnglilikleri, antimikrobiyal
ve antioksidan aktiviteleri, antibiyotik hassasiyetleri, hemolitik ve jelatinaz
aktitelerinin olmamasi nedeniyle giivenilir olmalari, agregasyon ve koagregasyon
yeteneklerinin yaninda epitel hiicrelerine tutunmasini saglayan hidrofobisite 6zelligine
sahip olup probiyotik nitelik tasimalari, gida katkis1 nisin ve sodyum benzoata ile
birlikte kullanildiklarinda canliliklarini yitirmemeleri ve sanayinin degisik alanlarinda
kullanilan ¢esitli enzimleri tretebilmeleri nedenleri ile S.thermophilus MAS suslari
daha ileri ¢alismalar yapildiktan sonra ¢esitli biyoteknolojik uygulamalarda

kullanilabilme potansiyeli tasimaktadir.
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EK .A. S.thermophilus MAS suslarinin PCR ile molekiiler olarak identifikasyonu

EK.A.1. S.thermophilus MAS-1 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA forward

transkripsiyon) sekans dizileri.
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EK.A.2. S.thermophilus MAS-2 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA forward

izileri.
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EK.A.3. S.thermophilus MAS-3 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA forward

izileri.
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EK.A.4. S.thermophilus MAS-4 susunun PCR ile elde edilen (16 S RNA forward

izileri.
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EK.B. S.thermophilus MAS suslarinin antibiyotik hassasiyeti inhibisyon zon degerleri.

S-thermophilus |, | AP B C K NA| OFX P PB SXT
suslar1 X
MAS-1 | 9.28+0.32 | - - 24.07+0.73 | 10.691.15 | - | 19.97+0.51 | 25.331.11 . 20.13£0.8
MAS-2  |12.59+0.31| - | 13.25+0.67 | 29.79+0.22 - - | 21212084 | 16.02+0.48 | 8.54+0.53 | 11.24+1.3
MAS-3 | 15.66+0.78 | - | 15.47+0.69 | 34.02+1.29 - - | 25.74+£0.07 | 16.25+0.72 | 9.02+0.24 | 15.25+0.55
MAS-4 8.7740.19 | - | 13.024051 | 30.58+1.2 - - | 2096113 | 26.83+0.2 i .
MAS-5  |18.0240.75| - | 14.17+0.92 | 34812019 | 10354046 | - | 24.0240.4 | 1529+0.64 |10.37+0.63| 16.30+1.1

AK: Amikasin  APX:Kloksasilin B:Basitrasin C:Kloromfenikol K:Kanamisin NA:Nalidiksik Asit OFX:Ofloksasin P:Penisilin PB:Polimiksin B SXT:Trimethoprim
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