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ONSOZ

Anne siitii yeni dogmus bebekler i¢cin 6nemli bir gida kaynagidir. Birgok ¢alisma bu
stvinin yeni dogan bebeklerin sagligi ilizerinde birgok olumlu etki olusturdugunu
gostermektedir. Bu olumlu etkilere neden olan faktorlerden birisi de anne siitiiniin
iceriginde bulunan sagliga faydali laktik asit bakterileridir.

Probiyotik ve starter olarak da kullanilan laktik asit bakterileri sindirim sisteminin
dogal iiyeleri olmakla birlikte bu bakteriler bagirsak yiizeyine tutunarak enterik
enfeksiyon riskini azaltirlar ve metabolizmaya yardimci olurlar. Bazi toksik gida
bilesenlerini pargalayarak ve istenmeyen mikroorganizmalarin zararli metabolitler
olusturmalarni Onleyerek saglikli bir yasamin devamini miimkiin kilmaktadirlar.
Ayrica bu bakterilerin laktoz hidrolizi, serum kolesterol diizeyinin azaltilmasi, kolon
kanserinin dnlenmesi, bagisiklik sisteminin uyarilmasi gibi pek ¢ok faydasi da vardir.
Probiyotik LAB’nin, gida ve saglik alanindaki 6nemi, bu bakterilerin siit ve siit
tiriinlerinde, dogal kosullarda yaygin olarak bulunmasi gibi sebepler g6z Oniine
almarak bu caligmada anne siitlerinden LAB’i izole edilerek, karakterizasyonu
yapilmig ve bu izolatlarin bazi probiyotik ve starter olma 6zellikleri arastirilmustir.
Bu ¢alisma ASU BAP 2013/70 numarali Aksaray Universitesi Bilimsel Arastirma

Projesi tarafindan desteklenmistir.
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OZET
ANNE SUTUNDEN LAKTIK ASIT BAKTERILERININ IZOLASYONU,
KARAKTERIZASYONU VE BAZI PROBIYOTIiK VE STARTER
OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

Konakg1 sagligi izerinde olumlu etkiler gosteren canli mikroorganizmalar probiyotik
olarak adlandirilirlar. Anne siitii yeni dogmus bebekler icin 6nemli bir gida kaynagi
olmakla birlikte iceriginde probiyotik 6zellik gosteren laktik asit bakterilerini de
barindirmaktadir.

Calismada anne siitlerinden laktik asit bakterileri izole edildikten sonra elde edilen
izolatlarin bazi fenotipik yontemlerle karakterizasyonlar1 yapilmistir. Daha sonra izole
edilen bakterilerin APl 20 Strep kiti ile tiir tayinleri yapilmigtir. Yapilan tiir tayini
sonunda 2 adet Streptococcus salivarius,1 adet Lactococcus lactis subsp. cremoris
suglar1 ile ¢alismaya devam edilmistir. Belirlenen bu 3 susun bazi starter olma
Ozellikleri incelenmistir. Tanimlanan bu izolatlar %4 ve %5 lik tuz
konsantrasyonlarinda gelisme gosteritken, en son 48. saatteki pH Olctimleri
incelendiginde her 3 susunda asit tiretimi pH 5,40 ve pH 6,93 arasinda bulunmustur,
S. salivarius (M14-365) susunun ekzopolisakkarit iiretim miktar1 en fazla olan sus
olarak gozlenirken (8,71 g/L) L. lactis subsp. cremoris (M4-157) ve S. salivarius (M4-
11) suslarinin ise EPS iiretim miktarlar sirasiyla 4,94 g/L ve 5,49 g/L olarak tespit
edilmistir. Tiim suslarin nisine Karst direngli oldugu tespit edilmistir. Suslarin bazi
probiyotik olma 6zellikleri de arastirilmistir. Ug susun kanamisin antibiyotigi hari¢
test edilen diger antibiyotiklere (ampicillin, gentamicin, kanamycin, erythromycin ve
penisilin G) hassas oldugu belirlenmistir. Ayrica bu suslarin gesitli insan ve balik
patojenleri iizerine antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmistir. Sadece insan kaynakli
patojenlerden olan P. aeruginosa iizerinde S. salivarius suslarinin (M4-11 ve M14-
365) antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Anne siitii, izolasyon, karakterizasyon, laktik asit bakterileri,
probiyotik, starter
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ABSTRACT
ISOLATION, CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF SOME
PROBIOTIC AND STARTER FEATURES OF LACTIC ACID BACTERIA FROM
HUMAN BREAST MILK

Live microorganisms showing positive effects on host health are called probiotics.
Besides milk is an important food source for newborn babies contains lactic acid
bacteria showing probiotics characteristics.

In this study, Lactic acid bacteria isolated from breast milk. After isolation it has made
the characterization of isolates by some phenotypic method. Then the identification of
isolated bacteria were done with API 20 Strep system. End of this identification two
Streptococcus salivarius and one Lactococcus lactis subsp. cremoris strain are
obtained and continued with these strains in this work. Determined these three strains
are examined for starter feature. As these isolates have shown growth in salt
concentration between 4% and 5%. At last 48 hours, pH concentrations are measured
and acid production rate are monitored between pH 5.40 and pH 6.93 for these three
strains. Also exopolysaccharide production of these strains was determined and S.
salivarius (M14-365) was observed the highest rate (8.71 g/L). EPS production of L.
lactis subsp cremoris (M4-157) and S. salivarius (M4-11) strains were determined as
4.94 g/L and 5.49 g/L respectively. It was determined that all strains were resistance
against nisin. Some probiotic features of these strains were investigated. And they were
tested with antibiotics (ampicillin, gentamicin, kanamycin, erythromycin and
penicillin G) was found to be sensitive to this antibiotics except three strain kanamycin
antibiotic. Besides antimicrobial activity on various human and fish pathogens of these
strains was investigated. Only S. salivarius strains (M4-11 and M14-365) showed
antimicrobial activity against P. aeruginosa pathogen of human.

Key Words: Breast milk, isolation, characterization, lactic acid bacteria, probiotic,
starter
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KISALTMALAR DiZiNi

LAB Laktik Asit Bakterileri

GRAS Generally Recognised as Safe/ Genelde Giivenilir olarak Bilinen

E.coli Escherichia coli
Lb. Lactobacillus

L. Lactococcus

S. Streptococcus

EPS Ekzopolisakkarit
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1. GIRIS

Bebeklerde dogal yolla bagisiklik sistemlerini giiclendiren anne siitli, yilda
milyonlarca ¢ocugun o6liimiinii 6nleyen, besleyici, ekonomik, yan etkisi olmayan ve
bebege verilitken 6zel bir islem gerektirmeyen steril bir gidadir. Yeni dogmus
bebeklerin biiylimesi ve gelismesi i¢in gerekli olan tiim s1vi, enerji ve besin 6gelerini
igeren, biyoyararliligr yiiksek, sindirimi kolay dogal bir besindir. Anne siitiiniin
iceriginde bulunan yag, karbonhidrat, protein, mineral ve vitaminler gibi ¢esitli
biiylime faktorlerinin yani sira probiyotik 6zellik tagiyan laktik asit bakterileri (LAB)
icermektedir. Probiyotik 6zellik tasiyan laktik asit bakterileri sindirim sisteminin dogal
tiyeleridir ve faydali olarak nitelendirilen bu bakterilerin, gidalarin sindirimine,
vitamin {retimine ve zararli mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin
onlenmesine yardimci oldugu bilinmektedir. Siit sanayinde starter kiiltiir yapiminda
kullanilan laktik asit bakterileri gida sanayinde kullanilan en 6nemli gruplarindan da
birini olusturmaktadir.

Probiyotik bakterilerinin gida ve saglik alanindaki 6nemi, bu bakterilerin siit ve siit
riinlerinde, dogal kosullarda yaygin olarak bulunmasi, bakteriyosin iiretme
potansiyelinin olmasi ve antimikrobiyal 6zellik gostermesi gibi sebepler g6z 6niine
alimarak bu calismada anne siitiinden laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve
karakterizasyonu yapilmis ayrica bu bakterilerden belirlenen suslarin bazi probiyotik

ve starter olma potansiyeli arastirilmistir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Laktik Asit Bakterileri

Gram pozitif basil ve koklardan olusan laktik asit bakterileri Firmicutes subesine ait
cesitli bakteri cinslerinden olusmaktadir. Spor olusturmayan ve katalaz negatif olan bu
grubun Onemli cinsleri arasinda Carnobacterium, Lactobacillus, Lactococcus,
Lactosphaera,  Leuconostoc, = Melissococcus,  Oenococcus,  Pediococcus,
Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weisella yer almaktadir. Biitiin laktik
asit bakterileri anaerobik kosullar altinda gelisim gosterebilseler de pek ¢ok anaerobik
bakterinin tersine oksijene kars1 duyarl degildirler, yani oksijen varliginda da gelisim
gosterebilmektedirler. Bu nedenle de aerotolerant anaerob organizmalar olarak
adlandirilmaktadirlar. Fermantasyon sonucu ana {irlin olarak laktik asit iireten bu
bakteriler sitokrom igermemekte ve elektron tasima sistemi tasimamaktadirlar. Bu
nedenle laktik asit bakterilerinde enerji eldesi yalnizca substrat diizeyinde
fosforilasyon ile gerceklestirilmektedir. Karbonhidrat metabolizmalari goz Oniine
alindiginda homofermentatif ve heterofermentatif olarak iki alt gruba ayrilan LAB
taksonomisi uzun yillardan beri bakterilerin fenotipik 6zellikleri baz alinarak ger-
ceklestirilmekte ve bu degerlendirmeye gore LAB; (i) Thermobacterium, (ii)
Streptobacterium ve (iii) Betabacterium seklinde {i¢ alt gruba ayrilmaktadir (Beasley,
2004; Giirsoy ve Kinik, 2005; Madikan ve Matrinko, 2006).

2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Bulundugu Yerler

LAB, insanlarla mutualist yasayan ¢ok sayidaki bakteri grubunu igerir. Bu bakteriler
cok onemli probiyotik mikroorganizmalar olup dogal ortamlar olarak mukozal
yiizeylerde, 6zellikle de gastrointestinal sistemde, ag1z ve burun bosluklarinda, deride
kisacasi insan viicudunun dis ortamin etkisinde kalan ve bakterilerin hayatta kalmasi
i¢in uygun kosullara sahip tiim bolgelerinde bulunabilmektedir (Sanders, 2000; Tok
ve Aslim, 2007). Anne siitiiyle beslenen bir bebegin bagirsak mikrobiyotasinin en
baskin iiyeleri laktik asit bakterileridir. Ayrica gida olarak tiiketilen bitkiler (meyveler,
sebzeler ve tahil taneleri), sarap, siit ve ette de LAB bulunmaktadir (Wood ve

Holzapfel, 1995; Wood ve Warner, 2003; Makarova ve Koonin, 2007).



2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Islevleri

Geleneksel fermente gidalarda bulunan laktik asit bakterileri genel olarak {iriinlere
kendine o6zgii koku, tat ve yap1 kazandirmaktadir (Sagdig, 2002). Urettikleri
metabolitler ile koruyucu 6zellige sahiptirler, fermente olabilen sekerleri tiiketip diger
mikrobiyotay1 olugturan bakterilerin ¢ogalmasini kontrol ederler, ortamin oksidasyon-
rediiksiyon potansiyelini diigiirlirler. Laktik asit bakterilerinin pek ¢ok iiyesinin bakte-
riyosin irettigi bilinmektedir. Antibakteriyal etki Lactobacillus acidophilus tarafindan
tiretilen acidophilin ve lactocidin, Lactobacillus plantarum tarafindan tiretilen lactolin
ya da Lactococcus lactis tarafindan iretilen nisin gibi antibiyotik ve antibiyotik
benzeri maddeler iizerinden tamimlanmustir. Uretilen bakteriyosinler araciligiyla
bakteriyosinin tiirline bagli olarak 6zellikle Staphylococcus aureus, Listeria spp.,
Bacillus cereus, Clostridium perfringens gibi gida kokenli patojen bakterileri inhibe
edebilmektedirler. LAB tarafindan firetilen bakteriyosinler arasinda L. lactis subsp.
lactis tarafindan iiretilen nisin en iyi karakterize edilmis olandir. Nisin genis
spektrumda antimikrobiyal aktiviteye sahip olmasi, gida koruyucusu olarak uzun yillar
giivenle kullanilmis olmasi gibi olumlu 6zellikleri nedeni ile ticari ve ekonomik
anlamda ayrica 6nem arz etmektedir (Dinger vd., 2009).

Urettikleri laktik asitle {iriiniin korunmasina yardimei olurlar. Yogurtta bulunan laktik
asit bakterilerinin kolesterol diisliriicti, iiretilen laktik asit ve yogurdun sahip oldugu
diger antibakteriyel maddeler, kalin bagirsakta skatol ve indol gibi fenolik bilesikler
tireterek canli dokuya zarar veren ve hatta kanser baslangicina neden olan bakterilere
kars1 engelleyici, bagisiklik sistemini giiglendirici, viicudu koruyucu ve enfeksiyonlari
engelleyici, kadinlarda hamilelik siiresince ve sonrasinda kan basincini diizenleyici
etkisi oldugu belirtilmektedir (Canan vd., 2004).

Sucukta laktik asit bakterileri karbonhidratlar: indirgeyerek aroma olusumuna katk1
saglar. pH disiirtict etkisiyle liriin daha ¢abuk kurur, nitritin pargalanmasini ve renk
olusumunu hizlandirir (Alperden, 1993).

Anne siitii alan bebeklerde asidik bir luminal ortam yaratan laktik asit bakterileri,
oligosakkaritlerin varligi mukoza yiizeyindeki reseptorler igin bakterilerle yarigmaya

girerek patolojik bakteri kolonizasyonunu 6nlemektedir.



2.4. Anne Siitiinde Bulunan Mikroorganizmalar

Anne siitiinde Streptokok, Staphilokoklar, Enterokoklar, Bifidobakteriumlar ve
Laktokoklar bulunmaktadir (Fernandeza vd., 2014). Lactococcus ve Lactobacillus
cinsine ait tiirler biiyiikk bir gogunlukla GRAS (Generally recognized as safe-genel
olarak giivenli bilinen) statiisiinde bulunurken, Streptococcus ve Enterococcus
cinslerine ait tiirler ve birkag LAB cinsi liyesi firsat¢i patojenleri igermektedir.

Anne siitiinde bulunan ve son yillarda probiyotik olma 6zelliginden dolay1 yaygin
olarak yararlanilan bakterilerden bir digeri ise Bifidobacterium’lardir. Bu bakteriler
insan sindirim sisteminde en fazla bulunan bakterilerden birisidir (Grigor vd., 2001).
Son yillarda hazirlanan probiyotik preparatlari igerisinde Bifidobacterium tiirlerine
genis dlciide yer verilmektedir. Ozellikle bagisiklik sistemi problemi olan kisilerde pek
¢ok olumlu etkilerinin oldugu belirtilmistir. Ayrica yeni doganda sindirim sistemine
ilk olarak yerlesen ve patojenlerin gelisimini sinirlayan bakteri oldugu
distiniilmektedir.

Yine anne siitiinden elde edilen diger bir bakteri tiirii ise Enterococcus tiirleridir
(Martin vd., 2007). Yapilan bir ¢alismada tanimlama testleri sonucunda izole edilen
bakterilerin pek ¢ogunun Enterococcus faecium oldugu belirlenmistir. Enterococcus
cinsi bakteriler iizerinde yapilan calismalar diger laktik asit bakterileri {izerinde
yapilan ¢aligmalar kadar yaygin degildir. Bu cinse ait tiirler firsat¢i patojen olarak
taninmis  ve olumlu Ozelliklerinin incelenmesi hususunda yeterli ¢alisma
yapilmamistir. Ancak son yillarda gerek anne siitiinde gerekse sindirim sisteminde
yogun bir sekilde bulunduklari ve pek ¢ok fonksiyonel 6zellige sahip suslarmin varlig
kanitlanmigtir (Zeyner ve Boldt, 2006). Giiniimiizde bu 6zelliklerinin belirlenmis
olmasindan dolayr Enterococcus tiirleri tizerindeki aragtirmalar yogunlagsmig ve bu
bakterinin sanilandan daha fazla yararli bazi etkileri olabilecegi konusu &nem
kazanmustir.

Anne siitii ile yapilan bazi ¢aligmalarda siit 6rneklerinin incelenmesi ile izole edilen
suslar sirasiyla; Lb. brevis, Lb. plantarum, Lb. acidophilus, Lb. casei ve Lb. fermentum
olarak teshis edilmistir. Lactobacillus brevis’ in ise dominant tiir oldugu gorilmistiir
(Basyigit, 2004).



2.5. Probiyotikler

Probiyotik latince kokenli bir kelime olup dilimizdeki karsiligi yasam igindir.
Probiyotikler hayvan ve insanlarin sindirim sistemindeki mikrobiyal dengeyi
saglayarak konakgiya fayda saglayan tek bir tiir veya birden fazla tiirdeki “canhi
mikroorganizmalar” olarak tanimlanmistir. Probiyotikler ve sagliga olumlu etkileri
tizerine ilk ¢alisma ise 19. yiizyilin sonlarinda Rus bilim adami1 Metchnikoff tarafindan
yapilmistir. Metchnikoff mikrofloranin olusmasi iizerine sistematik olarak calismis ve
fermente siit irlinlerinin viicutta bulunan toksik bir maddeden zehirlenmeyi
engelledigini 6ne siirmiistiir (Fuller, 1989; Fuller, 1999; Gismondo ve Drago, 1999).
Fuller ise probiyotikleri konak¢inin intestinal mikroflorasinin gelisimini tesvik eden
yararl etkileri olan canli mikrobiyal besin elementleri olarak tanimlamistir. Bu
tanimlama Huisin’t Veld tarafindan, insanlarin veya hayvanlarin dogal mikroflorasina
ait ozellikleri gelistiren, tiikketilmeleri sonucunda agizda gastrointestinal sistemde, tist
solunum yollarinda ya da iirogenital kanallarda yararli etkileri ile konakg¢inin
sagliginda iyilesmeye sebep olan tek veya karisik canlt mikroorganizma kiiltiirleri
seklinde genisletilmistir (Klaenhammer ve Kullen, 1999).

Iyi bir probiyotik; patojen olmamali ve kullamldig1 insan ve hayvanda yan etki
olusturmamali, mide ve duodenumdan gecisi sirasinda buradaki yiiksek asitlige
toleransli olmali, ince bagirsagin list kismindan gecisi sirasinda safra tuzlarina karsi
direngli olmali, bagirsak epitel hiicrelerinde kisa siirede kolonize olup ¢ogalmali,
antimikrobiyal maddeler iireterek patojen mikroorganizmalarin sindirim sisteminde
barinmalarint 6nlemeli, insan ve hayvan sagliginda c¢esitli nedenlerden dolayi
kullanilan antibiyotiklere kars1 direngli olmali, patojen bakterilere kars1 antagonistik
etkileri olmali, bakteriyosin, hidrojen peroksit, laktik asit gibi organik asitler
sentezleyebilmeli ve bagirsagin pH’sin1 diisiirmeli, mide ve bagirsak kanalindan
gecisleri sirasinda canli kalabilmeli, epitel ylizeylere tutunmay: saglayan maddeler
(ekzopolisakkarit, lektin vb.) iretebilmeli, bakterinin ylizeyi hidrofobik yapida olmali,
agregasyon ve koagregasyon yetenegine sahip olmali, depolanma siiresince canliligini
ve stabilitesini korumali, konak¢iya spesifik olmali, antikor iiretimini tesvik ederek
bagisiklik sistemini giiglendirmelidir (Nousiainen ve Setala, 1993; Tuncer, 2000).
Genel olarak probiyotikler, insan ve hayvanlarda bagirsak sisteminin mikrobiyal

dengesini iyilestirerek yararl etkiler gdstermektedir.

5



Probiyotik olarak kullanilan en yaygin LAB smiflandirmada 6 gruba ayrilirlar
(Tannock, 1997). Bunlar; Lactobacillus, Streptococus, Enterococcus, Leuconostoc,
Pediococcus ve Bifidobacterium’dur. Insan beslenmesinde ve hayvan yem katkisi
olarak kullanilan bazi probiyotik mikroorganizmalar arasinda Lb. acidophilus, Lb.
casel, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb. reuteri, S. thermophilus gibi LAB yer
almaktadir (Basyigit, 2004).

Insanlarda probiyotiklerin tiiketimi sonucu belirtilen faydalar1; laktoz toleransini
arttirmasi, sindirim sistemi enfeksiyonlarin1 engellemesi, kanser riskini azaltmasi,
kolesterolii diisirmesi ve kalp-damar hastaliklarini engellemesi, sindirim zorluklarini
gidermesi, c¢esitli vitaminler sentezleyerek besleyiciligi artirmasi ve bagigiklik
sistemini kuvvetlendirmesi olarak 6zetlenmektedir (Salminen vd., 1998; Fooks vd.,
1999; O’sullivan, 2006).

2.6. Starter Mikroorganizmalar

Starter kiiltiirlerin ilk kullanimmin tizerinden yaklasik 100 yil gegmistir. Storch,
Kopenhag’da; Weigmann, Kiel’de birbirlerinden bagimsiz olarak eksi krema ve peynir
alt1 suyundan peynir iretiminde laktik asit ve diasetil iiretiminden sorumlu olan
mezofilik laktik asit bakterilerini izole etmeyi basarmislardir. Giiniimiizde tiim diinya
tilkelerinde fermente siitler, krema olgunlastirma ve degisik peynir cesitlerinin
tiretiminde dominant olarak Lactococcus tiirleri kullanilmakta, bazi peynir gesitleri ile
stit igeceklerinin yapiminda mezofilik lactobasillerden de yararlaniimaktadir. Bunlar
asitlik olusturduklart gibi proteolitik aktif bakterilerdir. Hatta bazilar1 probiyotik
ozellige de sahiptir (Kilig, 2001).

Yapilan ¢alismalarda E. durans, E. faecalis, E. faecium bakterilerinin gesitli suslarinin
destek kiiltiir olarak cheddar peynirinde kullaniminda olumlu sonuglar verdigi
gorilmiistiir (Giirsoy ve Kinik, 2006).

Yogurt, tereyagi, peynir gibi siit tirlinlerinin kendine 6zgii yapilari ile begenilen tat ve
aromalariin olugmalarini saglamak amaciyla kullanilan, istenen 6zelliklere sahip saf
mikroorganizma kiiltiirlerine saf kiiltiir veya starter kiiltiir denilmektedir (Kilig, 2001).
Starter kiiltlir olarak iiriine bagli olmak kaydi ile genellikle mezofilik laktik asit
bakterilerinden L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris ya da termofillerden

S. thermophilus, Lb. helveticus ve Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus kullanilmaktadir
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Yogurt ve benzeri tirlinler ile sert ve pihtisi pigirilen peynirlerin yapiminda yararlanilan
termofilik laktik kiiltiirler ise Lb. delbruecki spp. bulgaricus ve Lb. delbruecki spp.
lactis, Lb. helveticus, Lb. acidophilus ile S. salivarius spp. thermophilus’tan
olusmaktadir (Kilig, 2001; Oumer, 2001) L. lactis subsp. cremoris, L. lactis subsp.
lactis, L. lactis subsp. lactis var diacetylactis ve Leuconostoc mesenteroides subsp.
cremoris igeren ticari starter kullanilarak inek ve koyun siitii karigimindan yart sert bir
Ispanyol peyniri olan Hispanico peyniri iiretmistir.

Lb. paracasei spp. paracasei, birgok peynir tiiriiniin dogal laktik florasinda baslica
laktik asit bakterisi olarak bulunabilmektedir. Lb. paracasei spp. paracasei suslari esas
olarak probiyotik mikroorganizmalardir (Giirsoy ve Kinik, 2006). Starter kiiltiirlerin
onemli 6zellikleri hizli asidifikasyon, siitiin mikrobiyal olarak muhafazasi, {iriine 6zel
aroma olusturmalari, yap1 olusturma kapasiteleri ve saglik etkileridir. Bakteri gelisimi
sirasinda laktozun fermentasyonu siitiin asitliginin artmasina sebep olur ve bu sekilde
siit, siitlin bozulmasina sebep olan bakterilere ve patojen bakterilerin gelismesine karsi

korunmus olur (Ruas-Madiedo vd., 2002).

2.7. Lactococcus Cinsi Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Fermente gida endiistrisinde 6nemli bir yere sahip olan LAB’ lar icerisinde yer alan
lactokoklar (Lactococcus spp.); Gram-pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan,
hareketsiz, fakiiltatif anaerob bakteriler olarak tanimlanmaktadirlar. DNA
hibridizasyonu, immunolojik analizler, lipotaykoik asit yapisi, yag asidi profillerinin
karsilastirilmas1 gibi tami testlerinden elde edilen verilere dayanilarak Lactococcus
cinsi olusturulmustur (Schleifer vd., 1985).

Lactococcus cinsi bakteriler kok morfolojisinde olup, gelisme ortamlarinda tek (0,5—
1,5 um), kok ciftleri ya da kisa zincirler halinde bulunabilmektedir. Optimum gelisme
sicakliklart 30 °C olan laktokoklar, 10 °C ve 45 °C arasinda gelisme
gosterebilmektedir.  Tirleri arasinda 40 °C iizerinde ve yiiksek tuz
konsantrasyonlarinda (>% 4 sodyum kloriir) gelisebilme ve farkli sekerlerden (laktoz,
mannitol ve rafinoz) asit olusturma 6zellikleri bakimindan farkliliklar gériilmektedir
(Schleifer 1985; Schlegel 1997; Furet vd., 2002). % 6,5 NaCl varliginda ve ortam
pH’simnin 9,6 olmasi durumunda gelisme gostermezler (Biiyiikyorik vd., 2010).

Laktozu fermente etme yetenegi, 6zellikle siit endiistrisinde starter olarak kullanilan
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laktokoklar i¢in kritik bir 6nem tasimaktadir. Sekerleri homofermentatif yolla laktik
aside doniistiirmek sureti ile enerji elde etmektedirler. Laktokoklar bu 6zellikleri ile
streptokoklardan ve enterokoklardan ayrilirlar.

Laktokoklar genellikle bitkilerde ve hayvanlarin derilerinde bulunmaktadir. L.
garvieae en ¢ok baliklardan, hayvanlardan ve siitten, L. piscium somon baligindan, Lb.
plantarum c¢ogunlukla bitkilerden izole edilmektedir (Williams vd., 1990). L.
raffinolactis ise nadiren de olsa ¢ig siitte ve peynirlerde bulunmaktadir (Perez
Elortondo vd., 1999; Lopez-Diaz vd., 2002). L. lactis tiirtine ait L. lactis subsp.
cremoris ve L. lactis subsp. lactis alt tiirlerine ¢ogunlukla ¢ig siit, yumusak ve sert
peynirler, eksi kremalar ve bu gibi mandira tiriinlerinde rastlanmaktadir (Ward vd.,
2002; Casalta and Montel 2008) Lactococcus cinsini olusturan bakteriler igerisinde L.
lactis tiirii, ¢ig siitte ve fermente siit tirtinlerinde genellikle en baskin bulunan laktik

asit bakterisidir.

2.8. Streptococcus Cinsi Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Streptococcus cinsindeki tiirler kiiresel ve oval morfolojiye sahip, gram pozitif, katalaz
negatif ve genellikle hareketsiz bakterilerdir. Hiicreleri ikili veya zincir halinde
bulunan homofermentatif laktik asit bakterisidir (Mitchell ve Sandine, 1984). Caplari
0,7-0,9 um olan hiicreler gram pozitif ve katalaz negatif 6zellige sahiptir. Optimum
olarak 40- 45 °C’ de gelisen S. thermophilus’ un minimum ve maksimum gelisme
sicakliklart sirasiyla 20 °C ve 52 °C’ dir. Bu mikroorganizma termodurik karakterdedir
ve pastorizasyon sicakligina dayanabildiginden (65 °C’ de 30 dk. veya 75 °C’ de 15

dk.) pastorize siitlerde bulunabilir.



3. MALZEME VE YONTEM

Bu calisma Aksaray Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma
Merkezi Tarim Uriinleri Gelistirme Laboratuvari’nda yapilmistir. Anne siitiinden izole
edilen laktik asit bakterilerin izolasyonu ve karakterizasyonu yapilarak, bu bakterilerin

bazi probiyotik ve starter 6zelliklerine belirlenmistir.

3.1. Siit Orneklerinin Toplanmasi

Bu ¢alismada 2013/27 karar sayil1 etik kurul izin belgesi ile goniillii 16 anneden siit
ornegi alinmistir. Annelerden 6rnek alinmasi amaciyla tek kullanimlik 10 mL hacimli
cam steril 6rnek kaplar1 kullanilmis ve bu kaplarin igerisine anneden 1-5 mL kadar
ornek almarak steril kosullarda laboratuvara getirilmistir. Ornek alimmadan &nce
memenin aerola bolgesi steril su ile temizlenmistir.

izole edilen suslarin muhafazasi icin 1,5 mL’lik agz1 kapakl tiiplere yaklasik 0,4 mL
gliserol konularak steril edilmistir. Bakteriler uygun sivi besi ortaminda iki kez
aktiflestirilmis. Aktiflestirilen kiiltiirlerden 0,6 mL gliserol igeren steril agz1 kapakl
tiiplere konularak ve -20 °C’de muhafaza edilmistir. Muhafazaya alinan stoklar iki

ayda bir yenilenmistir (Cetin, 1983; Tok, 2007).

3.2. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Farkli annelerden alinan siitlerden LAB’nin izole edilip saf kiiltlirlerinin elde
edilmesinde genel olarak Lactobacillus tiirleri icin MRS agar ve Lactococcus tiirleri
icin M17 agar besi ortamlarindan yararlanilmistir (de Man vd., 1960). Temin edilen
stit ornekleri agarli besi yerine inokiile edildikten sonra 2 giin siireyle anaerobik
kosullarda Lactobacillus tiirleri i¢in MRS agar da 37 °C’de inkiibe edilmistir
(Casteele, 2006; Holt vd., 2000; Halkman, 2005). Sterptococcus ve Lactococcus tiirleri
M17 agarda 30 °C’de 2 giin siireyle inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda elde edilen
izolatlar saflastirilincaya kadar pasajlanmistir (Holt vd., 2000; Halkman, 2005;
Casteele, 2006).

Saflagtiritlan LAB’nin karakterizasyonuna bazi fenotipik yontemler kullanilmistir.



3.3. Laktik Asit Bakterilerinin Baz1 Fenotipik Yontemlerle Karakterizasyonu
3.3.1. izolatlarin Mikroskobik Morfolojileri ve Gram Boyama

S1v1 besiyerindeki kiiltiirden mikropipet ile yaklasik 30 pL alinarak, lam iizerine
konulmustur. Lam ilk olarak havada kurutulmus sonra bek alevinden 3 kez gegirilerek
fiksasyon yapilmis ve sogutulmustur. Preparat once kristal violet ile boyanarak 1
dakika beklenmis ve fazla boya akitilmistir. Sonra iyot-lugol ¢ozeltisi ile boyanarak 1
dakika beklemeye birakilmistir. Fazla boya akitilarak, alkol ile 6 saniye muamele
edilmistir. Distile su ile alkol yikanarak uzaklastirilmis ve son olarak preparat safranin
ile boyanarak 30 sn bekletilmistir. Fazla boya distile su ile yikanarak havada kendi
halinde kurumaya birakilmistir. Preparata immersiyon yagi damlatildiktan sonra

mikroskopta 100'liik objektifte incelenmistir (Tamer vd., 1989; Akgelik vd., 1999).

3.3.2. Katalaz Testi

Genellikle fakiiltatif anaerobik ve aerobik mikroorganizmalarin sahip oldugu katalaz
enzimi, ortamdaki hidrojen peroksiti oksijen ve suya ayristirir. Sivi veya kati
besiyerinde gelistirilen bakteri kiiltiiriine H20; ilave edildiginde, serbest oksijenin gaz
kabarciklar1 halinde gozlenebilmesi, hidrojen peroksitin ayrigmasini, dolayisiyla
katalaz enziminin varligin1 gdsterir (Durlu ve Ozkaya, 2012). Saflig1 saglanan ve Gram
(+) 1zolatlarin aktif kiiltiirleri, steril 10 mL optimum gelisim gosterdikleri (MRS veya
M17) broth iceren tiiplere inokiile edilerek, anaerobik kosullarda 24 saat siire ile aktive
edilmistir. Bu aktif kiiltiirler tizerine % 3 hidrojen peroksit damlatilarak gaz
kabarciklarmin ¢ikip ¢itkmadigr gézlenmistir. Gaz kabarcig1 goriilen kiiltiirler i¢in test
pozitif, gaz kabarcigi goriilmeyen kiiltiirler i¢in 1ise test negatif olarak

degerlendirilmistir (Tamer vd., 1989).

3.3.3. Hareketlilik Testi

S1v1 besiyerinde gelisen bakteriler tiiplerde dik olarak hazirlanmig yumusak agarli (%
0,8 agar) besiyerine igne uglu 6ze ile batirma kiiltiir seklinde inokiile edilmistir. 24
saat uygun sicaklik kosullarinda inkiibasyondan sonra inokiilasyon hattinda
inokiilasyon boyunca iiremenin gozlendigi bakteriler hareketsiz, bulaniklik olanlar ve

yanlara dogru gelisenler ise hareketli olarak degerlendirilmistir (Collins vd., 1995;
Temiz, 1996).
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3.3.4. Glukozdan Gaz Olusturma

LAB’nin heterofermentatif veya homofermentatif olup olmadiklarin1 belirlemek
amaciyla glukozdan gaz iiretim 6zellikleri arastirilmistir. Bu amagla stok kiiltiirdeki
bakteri Orneklerinden 0ze yardimiyla alinan ornekler 10 mL’lik besiyerlerine
inokiilim yapilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyon islemi gergeklestirilmistir. Daha
sonra 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek, siipernatant dokiildiikten sonra tiipte kalan
bakteri kiiltiirlerinden 1 mL alinip i¢erisinde durham tiipii bulunan glukoz fosfat broth
igeren tiiplere ilave edilmistir. Gelisme sicakliklarinda 24 saat inkiibe edilerek durham

tiipt igerisindeki gaz olusumu degerlendirilmistir (Facklam vd., 2002).

3.3.5. Hidrojen Siilfiir Testi

Bu test, mikroorganizmalarin siilfiir iceren bazi aminoasitleri (sistin, sistein, metionin,
glutation) veya bilesikleri (siilfatlar1) ayristirarak hidrojen siilfiir (H2S) olusturmalarini
belirlemek igin yapilmaktadir. izolatlarin H,S iiretimleri TSI (Triple Sugar Iron Agar)
kat1 besiyerinde gergeklestirilmistir (Fowler vd., 1975). Izolatlar uygun sivi
besiyerinde 37 °C’de 24 saatte aktiflestirildikten sonra. Aktif kiiltiirlerden paralel
olarak yatik TSI agar besiyerine yiizeysel ekimleri yapilarak, 37 °C’de CO2’li ortamda
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda bakterinin olusturdugu H>S, besiyerinin
bilesimindeki demir ile reaksiyona girerek siyah renkli demir siilfiir olusmaktadir.
Buna gore besiyeri renginin siyaha doniismesi H2S olustugunu gostermektedir. HoS
testinde pozitif kontrol olarak Salmonella spp. ve negatif kontrol olarak E. coli ATCC
35218 bakterileri kullanilmistir (Anonim, 2005; Beyatli vd., 2010).

3.4. izolatlarin Tammlanmasi

3.4.1. API 20 Strep Testi

Izolatlardan Sterptococcus ve Lactococcus cinsi bakterilerin tanimlanmasi amaciyla
API 20 Strep kiti kullanilmistir.

API 20 Strep, genis bir kapasiteye sahip 20 kimyasal testi kombine eden
standartlagtirilmig bir metoddur. Birgok Streptokok ve Enterokokun grup veya tiir
diizeyinde tanimlanmasini saglar. API 20 Strep stribi, sekerlerin enzimatik aktivitesi
ya da fermentasyonunun belirlenmesi i¢in dehidrate substratlar iceren 20 mikrotiipten

olusmaktadir.
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Enzimatik testler, enzimatik substratlar1 yeniden hidrate etmek i¢in kullanilan saf bir
kiiltiirden yapilmis yogun bir organizma siispansiyonu ile inokiile edilir. inkiibasyon
periyodu sirasinda ortaya ¢ikan metabolik son tiriinler spontan olarak ya da reaktiflerin
eklenmesiyle ortaya ¢ikan renk degisiklikleri meydana gelir. Fermentasyon testleri,
seker substratlart meydana getiren zenginlestirilmis bir madde ile inokiile edilir.
Karbonhidratlarin fermentasyonu pH indikatoriinde bir kayma ile saptanir.
Reaksiyonlar, okuma tablosuna gére okunur ve tanimlama, bilgisayar tanimlama

programi kullanilarak elde edilir.

3.4.2. API 20 Strep ile Tanimlamanin Yapilmasi

Ampuller dikkatlice agilmistir. 2-8 °C” de muhafaza edilen besiyerleri ve kuyucuklar,
kullanmadan o6nce oda sicakligia getirilmistir (20+5 °C). Ampul, ampul
koruyucusuna yerlestirilmistir. Dik pozisyonda tek elle koruyucu ampulii tutulmustur
(beyaz plastik kapak en iistte). Kapak, basparmak kapagin diizlestirilmis kismina
dayanarak miimkiin oldugu kadar asagiya dogru bastirilmistir. Ardindan kapak
bagparmagin disa dogru hareketiyle ittirilerek, ampuliin tepesinin kirilip ayrilmasi
saglanmistir. Ampul koruyucusundan ¢ikarilmis ve koruyucu bir sonraki kullanim igin
saklanmistir. Kapak dikkatlice uzaklastirilmistir.

Bir ekiivyon kullanarak, petride gelismis olan tiim bakteriler toplanip API Suspension
Medium (2 mL) ampuliine aktarilmistir. Bu sekilde 4 Mc Farland’dan daha bulanik
yogun bir stok silispansiyon hazirlanmasi saglanmistir. Stok siispansiyon
hazirlandiktan hemen sonra kullanilmistir. Hazirlanan stok siispansiyondan stribin ilk
yarisina (VP’ den ADH’ ye kadar olan kuyucuklara) hava kabarcigi olmayacak sekilde
dagitilmistir. VP’ den LAP’ a kadar testler i¢in her kuyucuga yaklasik 100 uL, ADH
test kuyucuguna ise boynuna kadar stok siispansiyondan konulmustur. APl GP
Medium ampulii baslangicta agiklandigi sekilde agilip stok siispansiyonun geri kalani
bu ampule aktarilmis (yaklagik 0,5 mL) ve iyice karistirilmistir. Stribin ikinci yarisina
(RIB’ den GLYG’ ye kadar olan kuyucuklara) bu yeni siispansiyondan dagitilmistir.
Siispansiyon, bu kuyucuklara da hava kabarcigi kalmayacak sekilde boynuna kadar
doldurulmustur. Alt1 ¢izili olarak belirtilen kuyucuklara (ADH’ den GLYG’ ye kadar
olan kuyucuklar) hafif konveks bir yapi1 olusturacak sekilde mineral yag

doldurulmustur. Kuyucuklarin bulundugu tepsinin iistii kapak ile kapatilmistir. Bu
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sekilde hazirlanan stripler 37 °C + 2°C” de inkiibasyona tabi tutulmusturlar. Ik okuma
4 - 45 saat sonunda, ikinci okuma da 24 saat (+ 2 saat) sonunda yapilmis ve
degerlendirmeler takip tablosuna isaretlenmistir. 4 saat inkiibasyondan sonraki
kontrolden once ilgili reaktifler ait olduklar1 kuyucuklara damlatilmistir. Buna gore;
VP test kuyucuguna sirasiyla birer damla VP 1 ve VP 2 reaktifleri, HIP test
kuyucuguna 2 damla NIN reaktifi, PYRA, GAL, GUR, GAL, PAL ve LAP test
kuyucuklarina sirastyla birer damla ZYM A ve ZYM B reaktifleri damlatilmigtir. 10
dakika beklenip siire sonunda gergeklesen reaksiyonlar okuma tablosuna gore
degerlendirilmistir.

Okumada pozitif (+) olarak degerlendirmesi gereken reaksiyonlar Sekil 3,1°de

verilmistir.
N N

Y e e
U& B QUQ' R v 9w

A ASE

VP HIP ESC PYRA aGAL BGUR SGAL PAL LAP ADH RIB AHA MAN SOR LAC TRE \NL mr AMD_GLYG

| yapizo STREP

Sekil 3.1: API 20 Strep inkiibasyon sonu pozitif (+) reaksiyonlar

Okumada negatif (-) olarak degerlendirmesi gereken reaksiyonlar Sekil 3,2’de

verilmistir.

yopi20 STREP

v R UL LLLLL,
A A G

VP HIP ESC PYRA «GAL ABGUR BGAL PAL AP ADH RIB ARA MAN SOR LAC TRE INU BAF /\MD GLY

Sekil 3.2: API 20 Strep inkiibasyon sonu negatif (-) reaksiyonlar

Bu okuma isleminden sonra striplerin inkiibasyonuna devam edilmis ve 24 saat (£2
saat) sonunda ESC kuyucugunda degisiklik olup olmadig:1 kontrol edilip, ADH ile
RIB’den GLYG’ye kadar olan kuyucuklarda da ikinci kez okuma gerceklestirilmistir.
Okumada pozitif (+) ve negatif (-) degerlendirmeler yukarida belirtildigi gibi yapilmis
ve takip tablosuna islenmistir.

Takip tablosunda soldan saga dogru tiim kuyucuklar t¢lii gruplar halinde
smiflandirilmis ve her bir Giglii gruptaki kuyucuklar sirasiyla 1, 2 ve 4 seklinde
rakamlar ile tanimlanmistir. Her bir Gglii grup i¢in, pozitif (+) olarak isaretlenen

kuyucuk puanlari toplanarak sayisal profil belirlenmistir. Sayisal profil degeri, ti¢lii
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gruplarin alt kisminda bulunan yuvarlak i¢ine not edilmistir. Bu sekilde yedi rakamli
sayisal profil elde edilmistir. Okunan reaksiyonlara iligskin isaretlemeler ve 7 rakamli
sayisal profil, APl 20 Strep Analitik Profil indeksi (Ref. 20 690) ve bilgisayar
tamimlama programi yardimiyla tizerinde c¢alisilan bakterinin identifikasyonunda
kullanilmistir.

API 20 Strep ile identifikasyon asamalarini gosteren uygulama akis semasi Sekil 3.3’te

verilmistir.
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UYGULAMA AKIM SEMASI
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3.5. Izolatlarin Baz1 Starter Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.5.1. Farkh Sicakliklarda Gelisme Testi

Saflig1 saglanan izolatlarin aktif kiiltiirleri steril 10 mL optimum gelisme gosterdikleri
(M17) broth igeren tiiplere inokiile edilerek 15 °C ve 45 °C'deki sicakliklarda
anaerobik kosullarda 7 giin boyunca 48 saat inkiibasyona birakilmistir (Lewus vd.,
1991; Facklam vd., 2002).

3.5.2. Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisme Testi

M17 broth siv1 besiyerine % 2, % 4, % 5 ve % 6,5 oranlarinda NaCl ayr1 ayr1 olmak
tizere ilave edilerek, steril edildikten sonra 24 saatlik aktif kiiltiirler optimum gelisim
gosterdikleri besi yerlerine inokiile edilmistir. Ardindan anaerobik kosullarda uygun
sicaklik kosullarinda (30 °C veya 37 °C’de) 2 giin siireyle inkiibasyona birakilmis
gelisimleri takip edilmistir (Holt vd., 2000; Aric1 vd., 2011).

3.5.3. Izolatlarin Asit Uretme Yeteneklerinin Belirlenmesi

M17 broth besiyeri cam tiiplere 3 tekrarl olacak sekilde 20’ser mL dagitilmis ve steril
hale getirilmistir. Sterilizasyon isleminden sonra M4-11, M14-365 ve M4-157
numarali suslar besiyerine inokiile edilmis. Ardindan 30 °C ve 37 °C’de anaerobik
kosullarda inkiibasyona birakilmistir. pH Ol¢iimii i¢in inkiibasyona birakilan
besiyerlerinden steril kosullarda cam tiiplere alinarak pH metre ile 6l¢iim yapilmus. 3,
6, 12, 24, 36 ve 48. saatlerde pH ol¢iimii yapilmistir (Sagdi¢ vd., 2002).

3.5.4. Suslarin Ekzopolisakkarit (EPS) Uretiminin Belirlenmesi

EPS’ler bakterinin olumsuz ¢evre sartlarina karsi korunmasini saglamaktadir. EPS’nin
bakteriyi koruma ozelligi ayrica antibiyotiklere karsida fiziksel bir koruyuculuk
seklinde de ortaya g¢ikmaktadir. Yiiksek EPS tiretimine sahip olan bakterilerin
probiyotik olarak uygun olacagi vurgulanmaktadir. Bu amagla Smitinont vd. (1999)
tarafindan kullanilan EPS ekstraksiyon yontemi uygulanmistir. EPS iiretiminin
belirlenmesi igin LAB izolatlar1t M17 broth besiyerinde gelistirilerek yine M17 broth
besiyerine % 2 oraninda inokiile edilmis ve 30 °C’ de 2 giin boyunca inkiibasyona tabi
tutulmustur. Inkiibasyondan sonra EPS’ in ekstraksiyonu igin érneklerden yaklasik 10°

ar mL santrifiij tliplerine alinarak 20 °C’ de 5000 rpm’ de 20 dakika boyunca
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santrifiijlenmistir. Siire sonunda hiicreler tortu seklinde ayrilmistir. Ustte kalan sivi
kisim ise; EPS’ in ¢oktiiriilmesi amaciyla % 95’ lik etanol ile bire bes (1/ 5) oraninda
kanistirilmistir. Etil alkol ile hazirlanmis olan karisim ayni santrifiij ile bu kez 4 °C ve
5000 rpm’ de 20 dakika siireyle santrifiijlenmistir. Bu islem sonunda EPS dipte tortu
olarak ayrilmistir. Santrifiijleme islemi sonrasinda tiipler tartilarak 60 °C’ de
kurutulmus ve islem sonunda tartilmistir. Tiiplerin daralart da belirlenmis olup EPS
miktar1 son kiitlenin baslangigtaki hacme oranindan belirlenmis ve g/L olarak ifade

edilmistir.

3.5.5. Izolatlarin Nisin Direncliligi

Izolatlarin nisine kars1 gosterdikleri duyarlilik veya direnclilikleri agar difiizyon
teknigi kullanilarak Tsai ve Sandine (1987)’ye gore belirlenmistir. Suslar, 37 °C’de iki
kez ard arda siv1 besi ortaminda aktiflestirilerek, aktif kiiltiirlerin optikal yogunluklar1
spektrofotometre 600 nm de 0,64+0,02’ye ayarlanip, OD degerleri ayarlanan
kiiltiirlerden 100 uL alinip, kat1 besi ortamina ilave edilmistir. Ilave edilen kiiltiirlerin
besi ortaminin ylizeyinde dagilimi homojen bir sekilde saglanmistir. Besi ortaminda
0,3 cm ¢apindaki steril ¢ubukla kuyular agilarak ve dipleri steril ayn1 besi ortami ile
kaplanmistir. 0,02 N HCI’de 10 mg/mL olacak sekilde stok nisin c¢ozeltisi
hazirlanmistir. Suslarin nisine karsi gosterdikleri duyarlilik veya direngliliklerini
belirlemek amaciyla, 50-100-150-200-250-300 pg/mL’ lik farkli konsantrasyonlarda
nisin stoklar1 hazirlanmigtir. Besi ortaminda agilan kuyulara 30 uL stoklardan ilave
edilmis. Petriler, 30 °C ve 37 °C’de anaerobik kosullarda 48 saat inkiibasyona
brrakilmistir. Inkiibasyon bitiminde farkli konsantrasyonlarda nisin igeren kuyularmn
etrafindaki inhibisiyon zon ¢aplar1 Sl¢iiliip, suslarin nisine karsi gostermis olduklari

duyarlilik veya direnglilikleri tespit edilmistir.

3.6. izolatlarin Baz1 Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.6.1. Diisiik pH’da Gelisme Testi

Sivi besi yerlerinin pH’lar1 3,9’a ayarlanarak ve sterilize edildikten sonra 24 saatlik
aktif kiiltiirler optimum gelisim gosterdikleri besi yerlerine inokiile edilmistir.

Ardindan anaerobik kosullarda, uygun sicaklik kosullarinda (30 °C veya 37 °C’de) 7
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giin siireyle inkiibasyona birakilmis ve gelisimleri takip edilmistir (Cetin, 2002;
Isleroglu vd., 2008b; Yigit, 2009).

3.6.2. Antibiyotik Duyarhhk Testi

Calismada starter ve probiyotik bakteri kiiltiirlerinin gelisimini olumsuz etkiledigi
diisiiniilen ve klinikte kullanim1 yaygim olan antibiyotikler kullamlmistir. izole edilen
suslarin  antibiyotik duyarliklarinin  belirlenmesinde disk diflizyon yOntemi
kullanilmistir (Warminska-Radyko, 2002). Calismada, ampicillin (10 pg); gentamisin
(10 pg), eritromisin (15pg), kanamisin (30 pg) ve penisilin G (10ug) antibiyotikleri
kullanilmistir. Anne siitiinden izole edilen M4-11, M4-157 ve M14-365 numarali
suslarin  antibiyotik duyarliklarinin  belirlenmesinde disk diflizyon yOntemi
kullanilmustir.

M17 agar besiyeri hazirlanarak otoklav ile sterilizasyon islemi yapilmistir.
Sterilizasyondan sonra besiyeri 45-50 °C’ye sogutularak, 9 cm ¢apindaki steril plastik
(tek Kkullanimlik) petri kutularma 15-20 mL olacak sekilde steril kosullarda
dokiilmiistiir.

M4-11, M4-157 ve M14-365 numarali suslar hazirlanan iki kez art arda
aktiflestirildikten sonra fizyolojik tuzlu su ile Mc Farland No: 0,5 (10® kob/ml)
bulanikligina ayarlanmistir. Hazirlanmis olan diliisyonlarin her birinden 100 pL
alinarak daha 6nceden hazirlanmis ve petrilere aktarilmig olan M17 agar besiyerine,
steril kosullar altinda ekim yapilmistir. Ekim yapilan petriler, steril kosullarda,
kapaklart agik bicimde 5-10 dk. siireyle bekletilerek yilizeylerinin kurumasi
saglanmistir. Ardindan ticari olarak satilan ve belirlenmis olan antibiyotik diskleri
(ampicillin, gentamisin, eritromisin, kanamisin ve penisilin-G) petrilere steril
kosullarda, her bakteri i¢in liger 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 30 °C ve 37 °C de anaerobik
kosullarda inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda petrilerdeki zon c¢aplari

oOlgiilerek sonuclar kaydedilmistir (Rollins ve Joseph, 2000; Halami vd., 2000).
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3.6.3. Elde Edilen izolatlarin Patojen Mikroorganizmalara Antimikrobiyal Etkisi
Izolatlarin insanlarda ve baliklarda gida veya su kaynakli patojen olan bazi
mikroorganizmalar {izerindeki inhibitor etkisini arastirmak amaciyla M4-11, M4-157
ve M14-365 numarali suslar M17 Broth siv1 besiyerinde anaerobik kosullarda 30 °C
ve 37 °C’de 24 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirler 5000 rpm’de 15
dk. santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonunda olusan berrak kisim (siipernatant) steril
sartlar altinda 0,22 um’lik tek kullanimlik steril filtre ile sterilize edilmistir.
Antimikrobiyal aktivite igin se¢ilen test mikroorganizmalari (Staphylococcus aureus
ATCC 29212, Salmonella enteritidis RSKK 171, Candida glabrata RSKK 04019,
Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli 0157:H7, Pseudomanas aeruginosa
ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 35218, Salmonella enteritidis ATCC 13076,
Shigella sonnei Mu:57, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Aeromanas hydrophila
ATCC 19570, Lactococcus garvieae, Yersinia ruckeri, Vibrio anguillarum M1, Vibrio
alginolyticus) s1vi besi ortaminda aktiflestirilerek, uygun sicakliklarda gelistirilmis 24
saatlik aktif kiilttirler % 0,875’lik serum fizyolojik ¢ozeltisi ile 2 kez yikanmistir. 0,5
Mc Farland yogunluguna ayarlanan bakteri siispansiyonundan steril petrilerdeki M17
agar besiyerine 100 pL aktarilmigtir. Donan kati besiyeri iizerinde 7 mm ¢apindaki
steril ¢ubukla kuyular a¢ilmistir. Kuyularin tabanlar steril agarla tekrar sivanmis ve
bu kuyulara izolatlarinin mikrofiltrasyona tabi tutulmus siipernatantindan 100 pL ilave
edilerek 30 °C ve 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
kuyu cevresinde olusan zonlarin ¢ap1 kumpas ile 6l¢iilmiis ve sonuclar kaydedilmistir

(Reinheimer vd., 1990; Beyatli vd., 2010; Toksoy, 1996).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Farkli 16 anneden temin edilen siit 6rnekleri agarli besiyerine inokiile edildikten sonra
2 giin siireyle anaerobik kosullarda Laktobasiller (MRS agar) 37 °C’de, Streptokoklar
(M17 agar) 37 °C’de, Laktokoklar ise (M17 agar) 30 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi petrilerde tek diisen, morfolojik olarak birbirinden farkli olan ve
laktik asit bakterisi oldugu sanilan koloniler segilerek fenotipik yontemlerle
karakterizasyonlar1 yapilmaistir.

Fenotipik karakterizasyon sonrasinda elde edilen veriler sonucunda 100 adet koloni
belirlenmistir. Secilen kolonilerin fenotipik test sonuclar1 Cizelge 4.1°de verilmistir.
Anne siitleri ile inokiile edilmis besiyerlerinin anaerobik jarlarda inkiibasyonu Sekil

4.1. de verilmistir.

Sekil 4.1: Siit ile inokiile edilmis besiyerlerinin anaerobik jarlarda inkiibasyonu
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4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Fenotipik Yontemlerle Karakterizasyonu

4.2.1. izolatlarin Mikroskobik Morfolojileri ve Gram Boyama

Izolatlarin mikroskobik morfolojileri ve gram reaksiyonlari gram boyama ile
incelenmistir. Pembe renkli olan bakteriler gram (-), mor renkli olan bakteriler ise
Gram (+) olarak degerlendirilmistir (Tamer vd., 1989; Akgelik vd., 1999). Caligmaya
Gram (+) bakterilerle devam edilmistir. Gram boyama sonucu Gram (+) kolonilerin

sekli agsagida verilmistir (Sekil 4.2:, Cizelge 4.1:).

Sekil 4.2: Gram boyama sonucu mor renkli gram pozitif koloniler
4.2.2. Katalaz Testi

Saflig1 saglanan izolatlara boliim 3.3.2°de anlatilan katalaz testi uygulanmistir. Gaz
kabarcig1 goriilen suslar i¢in test pozitif, gaz kabarcigi goriilmeyen suslar igin ise test
negatif olarak degerlendirilmistir. Calismaya katalaz (-) suslarla devam edilmistir.
Katalaz testi sonucu, katalaz (+) ve katalaz (-) sus 6rnekleri Sekil 4.3. te verilmistir
(Cizelge 4.1).

Katalaz (+) Katalaz (-)

Sekil 4.3: Katalaz (+) ve katalaz (-) suslar
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4.2.3. Hareketlilik Testi

Siv1 besiyerinde gelisen bakteriler i¢in bolim 3.3.3’de anlatilan hareketlilik testi
uygulanmistir. LAB hareketsiz olduklar1 i¢in inokiilasyon hatti boyunca gelisen
bakterilerle calismaya devam edilmistir. Hareketlilik testi sonug¢ 6rnegi Sekil 4.4’de

verilmistir (Cizelge 4.1).

Sekil 4.4: Harketlilik testi

4.2.4. Glukozdan Gaz Olusturma

Stok kiiltiirdeki bakteri 6rneklerine boliim 3.3.4°de anlatilan glukozdan gaz olusturma
yontemi uygulanmstir. inkiibasyon sonrasi gaz olusturan bakteriler heterofermentatif,
olusturmayanlar ise homofermentatif olarak smiflandirilmistir (Cizelge 4.1).

Glukozdan gaz olusturan ve olusturmayan suslar Sekil 4.5’de verilmistir.

Sekil 4.5: Glukozdan gaz olusturan ve olusturmayan suslar
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4.2.5.Hidrojen Siilfiir Testi
Izolatlara béliim 3.3.5’te anlatilan hidrojen siilfiir testi uygulanmustir. Test sonuglarina

gore besiyeri renginin siyaha doniismesi H2S olustugunu goéstermektedir. Hidrojen

stilfiir testi Sekil 4.6.da verilmistir (Cizelge 4.1).

ofi  M4-11  M14-365

Sekil 4.6: Hidrojen Siilfiir Testi
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Cizelge 4.1: Segilen kolonilerin fenotipik test sonuglari

: Glukozdan o
Koloni _|Gram - Hidrojen
Koloni ad1 | Kiiltiir kosullar: Morfoloji Katalaz | Hareketlilik |gaz
sayisi boyama siilfiir
olusturma
iiretimi

1 M2- 3 MRS-37°C anaerobik | basil (+) ) ) ) )

2 M2-4 MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )

3 M2-5 MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )

4 M2-6 MRS-37°C anaerobik | basil (+) ) ¢) (+) )

5 M2-8 MRS-37°C anaerobik | basil (+) ) ) ) )

6 M2-9 MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )

7 M2-12 MRS-37°C anaerobik | basil (+) ) ) ) )

8 M1-14 MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )

9 M2-23 MRS-37°C anaerobik | kokobasil | (+) ) ) ) )

10 M2-24 MRS-37°C anaerobik | basil (+) ) ) ) )

11 M2-20 M-17-37°C aerobik | kok (+) ) ) ) )

12 M2-29 MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )

13 M2-30 MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )

14 M2-40 MRS-37°C anaerobik | basil (+) ) ) ) )
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15 M2-41 MRS-37°C anaerobik | basil (+) ) ¢) ¢) )
16 M2-42 MRS-37°C anaerobik | basil (+) ) ¢) ) )
17 M2-43 MRS-37°C anaerobik | basil (+) “) ¢) ) )
18 M2-44 MRS-37°C anaerobik | basil (+) ) ¢) ) )
19 M3-46 MRS-37°C anaerobik | basil (+) ) ¢) ) )
20 M3-47 MRS-37°C anaerobik | basil (+) ) ¢) ) )
21 M3-48 MRS-37°C anaerobik | basil (+) ) ¢) ) )
22 M3-49 MRS-37°C anaerobik | basil (+) ) ) ) )
23 M3-50 MRS-37°C anaerobik | basil (+) ) ) ) )
24 M1-61 MRS -37°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
25 M1-81 M-17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
26 M1-82 M-17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
27 M2-91 M-17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
28 M2-94 M-17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
29 M3-102 | M-17-30°C anaerobik |kok (+) ) ) ) )
30 M3-103 | M-17-30°C anaerobik |kokobasil |(+) (-) ) ¢) )
31 M3104 M-17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
32 M3-105 | M-17-30°C anaerobik |kok (+) ) ) ) )
33 M2-64 MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
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34 M2-114 | MRS-37°C aerobik | kok (+) ) ) Q) Q)
35 M4-118 | MRS-37°C anaerobik |kokobasil | (+) ) ¢) (+) ()
36 M4-120 | MRS-37°C anaerobik | kokobasil | (+) ) ¢) (+) ()
37 M4-121 | MRS-37°C anaerobik | kokobasil | (+) ) ¢) (+) ()
38 M4-123 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) (+) )
39 M4-124 | MRS-37°C anaerobik |kok (+) () () ) )
40 M4-125 | MRS-37°C anaerobik |kok (+) ) ) (+) )
41 M4-128 | MRS-37°C anaerobik |kok (+) ) ) () )
42 M4-132 | MRS-37°C anaerobik |kok (+) ) ) ) Q)
43 M4-134 | MRS-37°C anaerobik |kok (+) ) ) (+) )
44 M4-145 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) (+) )
45 M4-147 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) (+) )
46 M4-153 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) () ) )
47 M4-155 | M17-30°C anaerobik | kokobasil |(+) ) ) ) Q)
48 M4-157 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) () ) )
49 M4-159 | M17-30°C anaerobik |kok (+) () ) ©) )
50 M4-162 | M17-30°C anaerobik |kok (+) () ) ©) )
51 M4-11 M17-42°C aerobik | kok (+) ) ) ©) )
52 M4-33 M17-42°C aerobik | kok (+) ) ) ) Q)
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53 M5-190 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) () ) (+) )
54 M5-193 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) (+) )
55 M3-79 MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ¢) ) )
56 M5-184 | MRS-37°C anaerobik | bacil (+) ) ¢) (+) )
57 M4-46 M17-42°C aerobik kok (+) ) ¢) ) )
58 M2-17 M17-37°C aerobik kok (+) ) ¢) ) )
59 M1-176 | M17-30°C anaerobik |kok (+) ) ¢) ) )
60 M6-198 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
61 M6-199 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
62 M6-200 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
63 M6-201 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
64 M6-205 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
65 M10-206 |MRS-37°C anaerobik | kokobacil | (+) () ) (+) )
66 M10-207 |MRS-37°C anaerobik | kokobacil | (+) () ) (+) )
67 M10-208 | MRS-37°C anaerobik | kokobacil | (+) () ) (+) )
66 M11-210 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
67 M11-211 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
68 M11-212 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
69 M11-213 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
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70 M10-220 |M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ¢) ¢) )
71 M10-222 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ¢) ) )
72 M10-223 |M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ¢) ) )
73 M8-232 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ¢) ) )
74 M8-235 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ¢) ) )
75 M9-247 | MRS-37°C anaerobik | bacil (+) ) ¢) ) )
76 M9-248 | MRS-37°C anaerobik | bacil (+) ) ¢) ) )
77 M7-237 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
78 M8-246 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
79 M9-249 MRS-37°C anaerobik |kok (+) () ) (+) )
80 M9-251 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
81 M10-253 | MRS-37°C anaerobik | kokobacil | (+) () ) (+) )
82 M10-254 | MRS-37°C anaerobik | kokobacil | (+) () ) (+) )
83 M-10-255 | MRS-37°C anaerobik |kokobacil |(+) () ) (+) )
84 M-10-258 | MRS-37°C anaerobik |kokobacil |(+) () ) (+) )
85 M-8-233 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
86 M-8-243 | MRS-37°C anaerobik |kok (+) () ) (+) )
87 M-11-259 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
88 M-11-261 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )

28




89 M-11-262 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ¢) ¢) )
90 M-11-264 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ¢) ) )
91 M-7-269 | M-17-37°C anaerobik | kok (+) ) ¢) ) )
92 M-7-265 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ¢) ) )
93 M-7-266 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ¢) ) )
94 M-7-268 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) ¢) ) )
95 M-9-273 | MRS-37°C anaerobik | bacil (+) ) ¢) ) )
96 M12-290 | MRS-37°C anaerobik | kok (+) ) &) ) 0
97 M13-363 | M17-30°C anaerobik |kok (+) ) ) ) )
98 M14-365 | M17-30°C anaerobik | kok (+) ) ) ) )
99 M15-327 | MRS-37°C - anaerobik | kok (+) ) &) ) 0
100 |M16-330 |MRS-37°C - anaerobik | kok (+) ) &) ) 0
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Yigit, (2009) yaptig1 peynir, kefir, ¢ig siit, pastorize siit ve anne siitiinden izole ettigi
209 izolatin gram boyama ve katalaz aktivitesi sonucunda hepsinin gram (+) katalaz
(-) oldugu tespit etmis; peynir 6rneklerine ait 100 izolattan 3’{iniin (% 3) basil, 2’sinin
(% 2) kokobasil, 95’inin (% 95) kok, kefirde 24 izolatin tamaminin (% 100) kok, ¢ig
stitte 37 izolattan 2’sinin (% 5) basil, 35’inin (% 95) kok, pastorize siit ve anne siitiine

ait izolatlarin tamaminin (% 100) kok oldugunu belirlemistir.

4.3. izolatlarinTanimlanmasi

4.3.1. API 20 Strep Testi

API 20 Strep testlerinde ise iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda gerekli reaktifler
damlatildiktan sonra gelisen renk degisimine gore degerlendirilmistir. Tanimlanmaya
calisilan izolatlar kuyucuklarda bulunan karbon kaynagini kullandigr zaman mevcut
indikator nedeniyle renk degisimi meydana gelmektedir. Pozitif ve negatif olarak
degerlendirilen sonuglar yonetici firma tarafindan optimize edilmis olan veri tabanina
girilerek tiir tayinleri gergeklestirilmistir. Yiiksek tanimlama oranlarina ve kok
morfolojisine sahip 3 sus segilerek bunlarin bazi starter ve probiyotik olma
ozelliklerine bakilmigtir.

Izolatlarin API 20 Strep ile tanimlanmasina ait resimler Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil
4.9.da verilmistir.

Gergeklestirilen tiir tayinine gore M4-11, M4-157 ve M14-365 numarali suslardan
M4-11 numarali susu ve M14-365 numaral1 susun Streptococcus salivarius, M4-157
nolu susun ise Lactococcus lactis subsp. cremoris oldugu tespit edilmis ve
identifikasyon sonuglari Cizelge 4.2.’de verilmistir.

Cizelge 4.2: M4-11, M14-365 ve M4-157 numaral1 suslarin API 20 Strep sistemi ile
identifikasyonu

Sus No | Cins Adi Tiir Adx apiweb™ 9o
M4-11 Streptococcus spp. S. salivarius % 96,1
M14-365 | Streptococcus spp. S.salivarius % 81,6
M4-157 | Lactococcus spp. L.lactis subsp. cremoris | % 92,7
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Sekil 4.7: 24 saatlik siire sonucunda M14-365 susunun API 20 Strep ile tanimlanmasi

Sekil 4.8: 24 saatlik siire sonucunda M4-11 susunun API 20 Strep ile tanimlanmasi

Sekil 4.9: 24 saatlik siire sonucunda M4-157 susunun API 20 Strep ile tanimlanmasi

Boliikbasi, (2007) 45 yogurt 6rneginden 24 tane izolat hazirlamistir. Bu bakteri
izolatlarmin tanimlamasint API1 50 CHL ve API 20 Strep test kitleri ile yapmustir. API
20 Strep test Kiti ile yapilan ¢alisma sonucunda ise L. lactis ssp. lactis, E. durans ve E.
faecium bakterilerini tanimlanmustir.

Sanlibaba ve Akgelik, (2000) ¢ig siit ve peynir alt1 suyundan izole ettikleri 73 adet
bakterinin tanimlanmasini geleneksel yontemlerle gergeklestirmis, ¢alisma sonucunda
laktokok izolatlariin 50 adedinin L. lactis subsp. lactis, 7 adedinin L. lactis subsp.
diacetylactis ve 16 adedinin de L. lactis subsp. cremoris susu oldugunu saptanmustir.
Sagdi¢ vd., (2002) 20 farkli tereyagi orneginden 55 adet LAB izole etmisler ve
yaptiklar1 geleneksel tanilama g¢alismasi sonucunda bu tiirleri S. salivarius ssp.
thermophilus (%21.2), S. ssp. (%4.7), Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus (%20), Lb. caseli
ssp. casei (%15.3), Lb. paracasei ssp. paracasei (%2.3), E. faecium (%18.8),
Leuconostoc pseudomesenteroides (Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum)
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(%7.1), Leuconostoc gelidum (Leuconostoc mesenteroides ssp. mesenteroides) (%4.7)
ve Weissella paramesenteroides (Leuconostoc paramesenteroides) (%5.9) olarak

tanimlamislardir.

4.4. izolatlarin Baz Starter Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.4.1. Farkh Sicaklhiklarda Gelisme Testi

Saflig1 saglanan izolatlarin aktif kiiltiirleri steril 10 mL optimum gelisme gosterdikleri
M17 broth igeren tiiplere inokiile edilerek 15 °C ve 45 °C'deki sicakliklarda anaerobik
kosullarda 7 giin boyunca 48 saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyona birakilan
M4-11, M4-157, M14-365 suslarinin gelisim durumlar1 Cizelge 4.3 deki gibidir.

Cizelge 4.3: Izolatlarin farkli sicakliklarda gelisme durumu

SUS
15°C 45°C

NO

M4-11 - +

M4-157 * -

M14-365 - +

-1 Gelisme yok, +: Gelisme var, *: Cok zayif gelisim

M4-11 ve M14-365 numarali suslar 15 °C sicaklikta gelisim gostermemisken, 45 °C’
de gelisim gostermislerdir. M4-157 numarali sus ise 15 °C’de zayif gelisim gostermis,
45 °C’ de ise gelisim gostermemisdir.

Yigit, (2009) peynir 6rneklerinden izole ettigi 100 izolattan 47’sinin (% 47) 4 °C, 15
°C ve 45 °C’de; 20’sinin (% 20) sadece 15 °C ve 45 °C’de; 7’sinin (% 7) sadece 45
°C’de gelistigini belirlemistir. Izolatlarm geri kalan 26’s1 (% 26) ise 4 °C, 15 °C ve 45
°C’lerden bir veya birkaginda zayif gelisim gostermistir. 24 kefir izolatinin 11°1 (%
46) 4 °C, 15 °C ve 45 °C’de; 5’1 (% 21) sadece 15 °C ve 45 °C’de; 471 (% 17) sadece
45 °C’de gelismistir. Geri kalan 4’ (% 17) ise 4 °C, 15 °C ve 45 °C sicakliktaki
ortamlardan bir veya birkaginda zayif gelisim gostermistir. Cig siitte 37 izolatin 19°u
(%51)4°C, 15°Cved5°C’de; 2’si (% 5) sadece 15 °C ve 45 °C’de; 2’si (% 5) sadece
45 °C’de gelismistir. Geri kalan 14’1 (% 38) 4 °C, 15 °C ve 45 °C’lerden bir veya
birkaginda zayif gelisim gostermistir. Pastorize siitte 28 izolattan 13’1 (% 46) 4 °C, 15
°C ve 45 °C’de; 1’1 (% 3) sadece 15 °C ve 45 °C’de; 1’1 (% 3) sadece 45 °C’de
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gelismistir. Geriye kalan 13’1 (% 46) 4 °C, 15 °C ve 45 °C’lerden bir veya birkaginda
zay1f gelisim gostermistir. Anne siitiinde 20 izolatin tamami (% 100) 4 °C, 15 °C ve

45 °C’de gelisim gostermistir.

4.4.2. Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisme Testi

% 2,% 4, % 5 ve % 6,5 oranlarinda NaCl igeren M 17 Broth siv1 besiyerinde inokiile
edilen ve anaerobik kosullarda 30 °C ve 37 °C’de de 24 saat siireyle inkiibasyona
birakilan M4-157, M14-365 ve M4-11 numarali suslarin gelisim durumlar1 Cizelge
4.4.’te verilmistir.

Cizelge 4.4: izolatlarn farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme durumu

iII(J)S % 2 NaCl % 4 NaCl % 5 NaCl % 6,5 NaCl
M4-157 + * * )
M14-365 - + * ]
M4-11 - * * ]

+: Gelisim gostermis, -: Gelisim gostermemis

M4-157 numarali sus % 2, % 4 ve % 5 NaCl siv1 besiyerinde gelisim gosterirken, M14-
365 ve M4-11 numarali suslar % 4 ve % 5 NaCl siv1 besiyerinde gelisim gostermis
fakat % 2 NaCl sivi besiyerinde gelisim gosterememislerdir. % 6,5 NaCl sivi
besiyerinde ise test edilen tiim koloniler gelismemistir.

Kiran, (2006) tarafindan yapilan bir ¢alismada, hazir gidalardan izole edilen ve gesitli
kiltiir koleksiyonlarindan temin edilen laktik asit bakterileri arasinda, % 4 tuzda tiim
bakterilerin gelistigi, % 6,5 tuzda 5 tanesi hari¢ digerlerinin gelistigi, % 12 tuzda 4
tanesinin zayif gelisme gosterdigi digerlerinin gelisemedigi, % 18 tuz
konsantrasyonunda ise hicbirinin gelismedigi belirtilmistir.

Arslankoz, (2011) tarafindan yapilan ¢alismada LAB'in % 3, % 6,5, % 10 ve % 12 tuz
konsantrasyonlarinda gelisme yetenekleri incelenmistir. %3 tuz konsantrasyonunda
tiim bakterilerin gelisme gosterdigi, % 6,5 tuz konsantrasyonunda en iyi gelismeyi Lb.

plantarum tiirlerinin  gosterdigi, 3 bakterinin gelisemedigi; % 10 tuz
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konsantrasyonunda Pediococcus ethanolidurans ve Lb. plantarum tiirlerinin en iyi

gelisim gosterdigi, 12 bakterinin gelismedigini tespit etmistir.

4.4.3. Izolatlarin Asit Uretme Yetenekleri

M17 sivi besiyerinde inokiile edilen M4-157 (30 °C), M4-11 ve M14-365 numarali
suslar anaerobik kosullarda (37 °C) de inkiibasyona birakildiktan sonra 3, 6, 12, 24,
36, 48. saatlerde pH 6l¢timii yapilmis olup ¢izelge 4.5’deki sonuglar elde edilmistir.

Cizelge 4.5: Izolatlarin asit iiretme yetenekleri

SuUS 3. SAAT |6.SAAT |12. SAAT |24.SAAT 36. SAAT |48. SAAT
NO pH* pH* pH* pH* pH* pH*

M4-11 6,26+0,11 |5,50+0,01 |5,41+0,01 |5,44+0,01 5,40+0,07 |5,40+0,03
M4-157 | 7,15+0,01 |6,18+0,00 |6,02+0,00 |6,02+0,01 6,02+0,01 |6,09+0,02
M14-365 |6,86+0,00 |5,98+0,00 |5,69+0,01 |5,55+0,000 |5,46+0,01 |5,45+0,01

*: Ortalama =+ Standart Sapma

M17 siv1 besiyerinin pH’s1 7,2+0,2 olarak ol¢iilmistiir. M4-11, M4-157, M14-365
numarali suslarin inkiibe edildigi besiyerlerindeki 3, 6, 12, 24, 36 ve 48. saatlerdeki
pH olgiimleri incelendiginde {i¢ susta da pH degerlerinin giderek azaldigi
goriilmektedir. Dolayisiyla her {i¢ susta da asit tiretimi gézlenmistir. Ancak 48. saatteki
pH degerleri karsilagtirildiginda en diisiik pH M4-11,en yiiksek pH ise M4-157
numarali susta goriilmiistiir.

Cheriguene vd., (2006) kegi siitiinden izole ettikleri, Lb. paracasei tiirleri tarafindan
24 saat sonunda 0.39-0.76 g/100 mL, Lb. rhamnosus tiirleri tarafindan 24 saat sonunda
0.75-0.80 g/100 mL, Lb. plantarum tiirleri tarafindan 24 saat sonunda 0.55-0.68 g/100
mL, E. feacium tiirleri tarafindan 24 saat sonunda 0.59-0.60 g/100 mL asit iiretildigini

bildirmislerdir.

4.4.4. Ekzopolisakkarit (EPS) Uretiminin Belirlenmesi
M4-11, M4-157 ve M14-365 numarali izolatlarin EPS {iretimlerinin belirlenmesi i¢in
boliim 3.5.5.’de anlatilan EPS ekstraksiyon yontemi uygulanmis ve sonuglar Cizelge

4.6.’da verilmistir.
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Cizelge 4.6: Izolatlarin EPS iiretim miktarlar

SUS NO EPS Uretim Miktar1 (g/L)
M4-11 5,49
M4-157 4,94
M14-365 8,71

M14-365 numarali sus 8,71 g/L ile EPS iiretim miktar1 olan en fazla olan sus olarak
belirlenmistir. M4-11 numarali susun EPS iretim miktart 5,49 g/L olarak
belirlenmistir. EPS tiretim miktar1 en diisiik olan sus ise 4,94 g/L ile M4-157 numarali

sustur. Izolatlarin EPS iiretim miktarlar1 Sekil 4.10.’da verilmistir.

Sekil 4.10: Izolatlarin EPS iiretim miktarlari

Yiiksekdag ve Aslim, (2005) yogurt kaynakli laktobasil suslarinda EPS miktarin1 116
-255 mg/L olarak bildirmistir.

Mehrnia vd., (2014) anne siitii ile beslenen bebeklerin diskisindan izole ettikleri
Lactobacillus bakterilerin EPS iiretim miktarlart 142,99 mg/L (L. casei LB17), 425,16
mg/L (L. casei LB74) arasinda degisiklik gostermistir ( L. casei LB61 (383,99 mg/L),
L. casei LB49 (369,19 mg/L) ve L. brevis LB63 (348,3 mg/L) olarak tespit etmislerdir.
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Yapilan ¢aligmalarda, insan kaynakli izolatlarin EPS {iretiminin, siit ve siit iirlinleri
kaynakli izolatlarin irettigi EPS miktarindan fazla oldugu dikkat cekicidir. Bu
calismada da kullanilan bakterilerin EPS {iretim miktarlarimin diger ¢alismalardan
yiiksek oldugu goriilmektedir. ¢alismalarda elde edilen sonuglarda EPS {iretimlerinin
tiirler ve hatta suslar arasinda farklilik gosterdigi goriilmektedir. Arastirmacilar bunun
nedeninin izolasyon kaynagi, fermantasyon sartlari (sicaklik, inkiibasyon siiresi ve pH)
ve besiyeri kompozisyonunun (karbon ve nitrojen kaynagi) farkli olmasindan dolay1

oldugunu ifade etmektedirler.

4.4.5. Tzolatlarn Nisin Direncliligi

Izolatlarin nisine kars1 gdsterdikleri duyarlilik ve direngliligini belirlemek amaciyla
boliim 3.5.6.’da anlatilan yontemle hazirlanan besiyerlerindeki kuyulara 50-100-150-
200-250-300-400-450-500 pg/m’ lik farkli konsantrasyonlarda nisin ¢ozeltilerinden
her kuyuya 30ul olacak sekilde ilave edildikten sonra uygun sicaklik kosullarinda ve
anaerobik kosullarda 48 saat inkiibasyona birakilmis ve kuyularin etrafindaki 6l¢iilen
zon ¢aplar ¢izelge 4.7.”de verilmistir.

Cizelge 4.7: Izolatlarin nisin direncliligi

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
Zon Capi{Zon Capr (Zon Cap1 (Zon Cap1 |Zon Capr |Zon Capr |Zon Capr (Zon Cap1 (Zon Cap1 (Zon Cap1
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

M14-365

M4-157

M4-11

Sonug olarak nisinin tiim konsantrasyonlarina (50-500pg/ml) karsit M14-365, M4-157

ve M4-11 suslarinin direngli oldugu goriilmiistiir.

4.5. izolatlarin Bazi1 Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.5.1. Diisiik pH’da Gelisme Testi

pH’s1 3,9’ya ayarlanmis besiyerinde inokiile edilen M4-157 (30 °C ), M14-365 (37
°C) ve M4-11 (37 °C) numaral1 suslar anaerobik kosullarda inkiibasyona birakildiktan
sonra 24. saatlerdeki sonuglar Cizelge 4.8’de belirtilmistir.
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Cizelge 4.8: Izolatlarin pH=3,9 *da gelisimleri

SUS NO pH=3,9

M4-157 *

M14-365 -

M4-11 -

-: Gelisim yok, *: Zayif gelisim

Buna gore M4-157 numarali sus pH 3,9 da zayif gelisim gosterirken M4-365 ve M4-
11 numarali Suslar gelisim gostermemislerdir.

Vinderola ve Reinheimer, (2003) mide 6zsuyuna benzer bir ortam hazirlayarak 24 adet
probiyotik bakterinin asit ortamda dayanimini incelemis, pH 3’de 3 saat sonunda Lb.
casei ve Lb. rhamnosus’un 2,7-5,9 logaritmik birim azaldigini belirlemistir.

Ehrmann vd., (2002) 6rdek kokenli 112 adet laktik asit bakterisinden sadece 2 adedinin
pH 3 ve 2’de 4 saat sonunda canli kalabildigini bildirmistir. Bu ¢aligmada ise elde
ettigimiz izolatlar dan 2 tanesi pH 3,9 gelisim gosterememisken birisi de oldukca zayif
gelisim gostermistir. Bu durumda gosteriyor ki aside dayanim ozellikleri sustan susa
farklilik gostermektedir.

Yigit, (2009) yaptig1 bir ¢aligmada, anne siitiinden elde ettigi 20 izolatin tamami1 pH
3,9 da gelisim gostermistir.

Yavuzdurmaz, (2007) anne siitlerinden laktik asit bakterilerini izole etmis. Izole ettigi
bakterilerden ii¢ tanesi probiyotik 6zellik gostermistir. Bu izolatlar, mide pH sma (pH
3,0) direng gostermistir.

Kiran, (2006) tarafindan yapilan bir ¢calismada, hazir gidalardan izole edilen ve cesitli
kiiltiir koleksiyonlarindan temin edilen laktik asit bakterilerinden hig¢birinin pH 2.0 ve
pH 3.0'da gelisemedigi; pH 4.0, pH 5.0 ve pH 6.0 degerlerinde hepsinin gelistigi; pH
9.6 degerinde Pedio pentocaceus tiirlerinin bir kisminin gelistigi bazilarinin zayif
gelisme gosterdigi; L. plantarum, L. brevis ve L. fermentum tiirlerinin gelistigi,

Leuconostoc cinslerinin zayif gelisme gosterdigi belirtilmistir

4.5.2. Antibiyotik Duyarhhk Testi
MRS agar besiyerine Mc Farland No: 0,5 (108 kob/mL) bulanikligina ayarlandiktan
sonra M14-365, M4-157 ve M4-11 numarali suglar inokiile edilip besiyerlerine
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antibiyotik diskler yerlestirilmis, M14-365 ve M4-11 37 °C de, M4-157 30 °C’de, 24

saat sonra diskler etrafindaki zonlar 6l¢iilmiis ve sonuglar Cizelge 4.9.’da belirtilmistir.

Cizelge 4.9: izolatlarin antibiyotik duyarlilik testi zon ¢aplar1 (mm)

Ampicillin | Gentamicin | Erythromycin | Kanamycin | Penicillin G
Sus No Zon Cap1* | Zon Cap1* Zon Capr* Zon Cap1* | Zon Capr*
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

M14-365 | 16,20+1,23 | 10,38+0,21 26,27+1,32 - 25,05+0,26

M4-157 | 25,41+1,53 | 9,61+0,70 13,64+0,68 - 10,94+1,16

M4-11 26,64+2,01 | 9,89+0,62 21,53+0,13 - 37,06+0,38
*: Ortalama+Standart Sapma, -: Zon yok

Cizelge 4.8.e¢ gore test edilen antibiyotiklerin icerisinde M14-365 susu

erythromycin’e karst en yiiksek inhibisyon zon c¢api gosterirken sonra sirasiyla
penicillin G, ampicillin, gentamicin antibiyotiklerine karsi hassasiyet gdzlenmistir.
M4-157 susu en yiiksek inhibisyon zon ¢apini1 ampicilline kars1 gostermis sonra sirasi
ile erythromycin, penicillin G, gentamicin’e kars1 hassasiyet gozlenmistir. M4-11 susu
ise en yiiksek inhibisyon zon ¢apini penicillin G ye kars1 gostermis sonra sirast ile
ampicillin, erythromycin, gentamicin antibiyotiklerine kars1 hassasiyet gdzlenmistir.
Her 3 sus da ise kanamycine kars1 direng gostermistir.

Bayar, (2007) yaptig1 ¢alismada siit iriinlerinden elde ettigi Streptococcus izolati
tizerinde antibiyotiklerin disk difiizyonu ile degerlendirilmesi sonucunda, % 62
duyarlilik orami ile en az etkili antibiyotik streptomycin olarak bulunmustur.
Kanamycin ve neomycin ise % 0 direng orani ile en etkili antibiyotikler olarak tespit
edilmistir. Bu ¢alismada da kanamycin Streptococcus ve Lactococcus izolatlart
tizerinde de zon olusturmayarak izolatlar tizerinde herhangi bir inhibisyon etkisinin
olmadig1 anlagilmistir.

Aslim ve Beyatli, (2004) yogurtlardan izole edilen S. thermophilus tiirlerinde plazmit
tastyiciligl ve bu tiirlerin antibiyotik direnclerini incelemislerdir. S. thermophilus’un
suslarin biiylik bir cogunlugunun gentamisine (%79) penisilin G’ye (%64) direncli,

kloramfenikole (%94) ve tetrasikline (%88) ise hassas olduklarini bulunmuslardir.
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Yokokuro ve Mutai, (1976) yaptiklari calismada insan diskisindan izole edilen 45 adet
L. fermentum susunda penisilin direncinin minimum inhibe edici konsantrasyonunun
(MIC) sadece 2 izolatta 17 ve 13 U/mL oldugunu, diger izolatlarin ise 0,03-0,44 U/mL

konsantrasyonda inhibisyon gosterdiklerini tespit etmislerdir.

Sekil 4.11: M4-11 Sekil 4.12: M14- Sekil 4.13: M4-157
numaral1 susun 365 numarali susun numarali susun
ampicilline kars1 ampicilline kars1 ampic_ill_ine !(ars1
antibiyotik antibiyotik antibiyotik
duyarlilik testi duyarlilik testi duyarlilik testi

Sekil 4.14: M4-11 Sekil 4.15: M14- Sekil 4.16: M4-157
numarali susun 365 numarali susun numarali sugun
eritromisine karsi eritromisine karsi eritromisine kars1
antibiyotik antibiyotik antibiyotik
duyarlilik testi duyarlilik testi duyarlilik testi
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Sekil 4.17: M4-11 Sekil 4.18: M14- Sekil 4.19: M4-

numarali susun 365 numarali susun 157 numaral
gentamisine kars1 gentamisine kars1 susun gentamisine
antibiyotik antibiyotik kars1 antibiyotik
duyarlilik testi duyarlilik testi duyarlilik testi

Sekil 4.20: M4-11 Sekil 4.21: M14- Sekil 4.22: M4-157
numarali susun 365 numarali susun numarali susun
penicilin G’ye karst penicilin G’ye kars1 penicilin G’ye kars1

antibiyotik antibiyotik antibiyotik duyarlilik
duyarlilik testi duyarlilik testi testi

4.5.3. Elde Edilen izolatlarin Patojen Mikroorganizmalara Antimikrobiyal EtkKisi
Calismada M14-365, M4-157 ve M4-11 numarali suslarin insan ve balik patojen
mikroorganizmalara karsi1 antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore sadece insan orijinli patojenlerden P. aeruginosa tiirii iizerinde M14-
365 ve M4-11 numarali suslar antimikrobiyal aktivite géstermistir. Zon ¢aplar1 dikkate
alinarak M4-11, P. aeruginosa ATCC 27853 iizerinde M14-365’¢ kiyasla daha yiiksek
antimikrobiyal aktivite gostermistir. Izolatlarn balik patojen mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal aktivitesi tespit edilmemistir.

Elde edilen sonuglar Cizelge 4.10. ve 4.11.’de verilmistir.
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Cizelge 4.10: Izolatlarin insan patojen mikroorganizmalara antimikrobiyal etkisi

Sus N S. aureus S.enteritidis | C. glabrata C . albicans E. coli P. aeruginosa E. coli S. enteritidis S.sonnei | L.monocytogenes
e ATCC 2912 | RSKK 171 | RSKK 04019 ATCC 10231 | O157:H7 | ATCC 27853 | ATCC 35218 | ATCC 13076 Mu:57 ATCC 7644
M14-365 - - - - - 7,31+1,27 - - - -
M4-157 - - - - - - - - -
M4-11 - - - - - 15,26+0,54 - - - -
Cizelge 4.11: izolatlarin balik patojenleri iizerine antimikrobiyal etkisi
A. hydrophila ] | V.anguillarum ] )
Sus No L . garvieae | Y. ruckeri V. alginolyticus
ATCC 19570 M1
M14-365 - - - -
M4-157 - - - -
M4-11 - - - -
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Sekil 4.23: M14-365 ve M4-157 suslarinin P. aeruginosa patojenine antimikrobiyal
etkisi

Yapilan bir ¢alismada Burkina Faso Fermente siitlerinden bakteriyosin iireten 8 adet
laktik asit bakteri susu izole edilmis ve bu suslarin Enterococcus faecalis103907 CIP,
Bacillus cereus 13569 LMG, Staphylococcus aureus ATCC 25293, Escherichia coli
105182 CIP test bakterilerine karsi antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir. Lb.
fermentum, Pediococcus spp., Lactococcus spp., Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides suslar1 laktik asit bakterileri olarak tanimlanmustir. inhibisyon zon
¢aplar1 8 mm ve 12 mm arasinda 6l¢iilmiistiir. Lb. fermentum tiirti 12 mm ile en biiyiik
zon c¢apmi E. faecalis tizerinde vermistir. Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroides susu ise Enterococcus faecalis iizerinde en kiigiik zon ¢apini
olusturmustur (Savagado vd., 2004).

Yine insan orijinli Gardneralla vaginalis, Pseudomonos aeroginosa, Proteus vulgaris,
Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Streptococcus milleri, Staphylococcus aureus
ve Candida albicans gibi patojenlerin indikatér mikroorganizma olarak kullanildigi
baska bir ¢calismada suslarin higbirisi S. aureus ve C. albicans iizerinde antimikrobiyal
aktivite gostermemistir (Karaoglu vd., 2002).

Yavuzdurmaz, (2007) izole ettigi probiyotik Ozellikteki bakterileri Salmonella
thyphimurium CM 5445, Escherichia coli 0157:H7 NCTC 129000 ve Escherichia coli
NRRL B-3008 indikatéor mikroorganizmalara kars1 da antimikrobiyal aktivite
gostermislerdir.

Mehrnia vd., (2014) anne siitii ile beslenen bebeklerin diskisindan izole ettikleri 15
laktobasil susunun agar diflizyon teknigi ile patojen bakterilere karsi inhibisyon
kapasiteleri degerlendirmistir. Laktobasil suslarinin %100°i S. enteritidis ATCC
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13076, S. typhimurium CCM5445 ve P. aeruginosa ATCC 27853 test bakterilerine
kars1 inhibisyon etkisi gosterirken, denenen tiim test bakterileri icerisinde en yliksek
inhibisyon zonuna L. monocytogenes ATCC 7644’°¢ kars1 L. casei LB61 (21,8 mm)
susunun sahip oldugu belirlenmistir.

Bu calismada ise sadece insan orijinli patojenlerden P. aeruginosa iizerinde S.
salivarius (M14-365, M4-157) susunun aktivite gosterdigi gozlemlenmistir. Ayrica
diger c¢alismalardan farkli olarak balik patojenleri kullanilmis ve suslar patojenlere

kars1 antimikrobiyal aktivite gostermemistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Son yillarda, {ilkelerde gelismislik diizeyi arttikca yetiskinlerin ve ¢ocuklarin
mikroplara kars1 direngleri de gittikce azalmistir. Olumsuz ¢evre kosullari, sezaryen
dogumlarin artmasi, ¢alisan annelerin artist ile bebeklerin anne siitinden mahrum
olmalari, kontrolsiiz ve sagliksiz gidalarin kullanimi insanlarin bakteri florasindaki
dogal probiyotik miktarim1 gittikce azaltmistir. Hatta pek cok bebek sezaryen ile
dogdugu andan itibaren viicutlarinda yararli bakteri diizeyinin hi¢ olmadig1 ortaya
cikmigtir. Kullanilan bir¢ok ilag ve antibiyotikler, canlinin sindirim sistemindeki
mikrofloradaki dengeyi bozmakta, birgok organda uzun siirede onarilamayacak birgok
rahatsizliga sebep olmaktadir. Potansiyel patojenler ortamda baskin duruma gelerek
bagirsak, vajina, bdbrek gibi Onemli organlarda enfeksiyonlarin olusumunu
hizlandirmaktadir. Antibiyotiklere duyarli olan laktik asit bakterilerinin sayis1
azaldigindan bagirsak reaksiyonu degismekte, ortama patojen mikroorganizmalar
hakim olmaktadir. Oysa gerek gelisme faktorii olarak, gerekse hastaliklarin
tyilestirilmesi amaciyla antibiyotiklerin yerine organizmadaki metabolik faaliyetleri
olumlu yonde etkileyen, destekleyen dogal iirlinler olan probiyotikler, bir alternatif
olarak kullanilabilmektedir. Boylece intestinal mikroflora stabilitesi saglanarak, uygun
sekilde yonlendirilerek, olumsuzluk ve sakincalar1 tesvik etmeden antibiyotiklerin
zararl etkileri de engellenmis olunmaktadir (Kilig, 2001). Probiyotiklerin yararl
etkilerini i¢ine alan mekanizmalar, antibakteriyel bilesikler iiretip besinler icin veya
kolonizasyon bdlgeleri igin yarisarak patojen bakterileri bask: altinda tutmaktadirlar
(Kilig, 2001). Probiyotik bakterilerinin gida ve saglik alanindaki 6nemi, bu bakterilerin
anne siitiinde bulunmasi, antimikrobiyal 6zellik gostermesi ve bakteriyosin liretme
potansiyellerinin yiiksek olmasi gibi sebepler géz oniine alinarak bu calismada anne
stitlerinden laktik asit bakterilerin izolasyonu ve karakterizasyonu yapilmis ve bu
bakterilerin bazi probiyotik ve starter 6zelliklerine bakilmustir.

Calismamizda oncelikle farkli 16 anneden alinan siitlerden LAB’nin izole edilip saf
kiiltirlerinin elde edilmesinde genel olarak Lactobacillus tiirleri icin MRS agar ve

Lactococcus ve Streptococcus i¢in M 17 agar besi ortamlarindan yararlanilmistir.
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Inkiibasyon siireci tamamlandiktan sonra agar iceren petrilerden; tek diisen, morfolojik
olarak birbirinden farkli olan ve laktik asit bakterisi oldugu sanilan 100 adet koloni
secilerek (mat, krem rengi, beyaz, kiiclik ve ozellikle petrinin alt yiizeyinde bulunan
koloniler) 6ze yardimiyla aliarak sivi besiyerine inokiile edilmistir. izolasyonun ilk
asamasina bazi fenotipik yontemlerle (morfoloji, gram boyama, Kkatalaz testi,
glukozdan gaz olusturma, hareketlilik testi, hidrojen siilfiir testi gibi) karakterizasyonla
baslanmustir. Sonug olarak elde ettigimiz 100 susun morfolojileri kok, basil, kokobasil
goriintimlii, gram (+), katalaz (-), hareketlilik (-), 9 adet heterofermentatif, 91 adet
homofermentatif, hidrojen siilfiir testi (-) oldugu tespit edilmistir. Sonra LAB olarak
elde ettigimiz 100 sustan kok morfolojisine ve yiiksek tanimlama oranlarina sahip 3
sus secilerek API 20 Strep testi ile tiir tanimlamasi yapilmistir.

Gergeklestirilen tiir tayinine gore M4-11, M4-157 ve M14-365 numarali suslardan
M4-11 numarali susu ve M14-365 numaral1 susun Streptococcus salivarius, M4-157
numaral1 susun ise Lactococcus lactis subsp. cremoris oldugu tespit edilmistir.
Sonrasinda ise tanimlanan bu 3 susun bazi starter olma 6zellikleri tespit edilmistir.
Starter olma 6zelliklerinden 15 °C ve 45 °C'deki sicakliklarda gelisme testi sonuglarina
gore M4-11 ve M14-365 numarali suglar 15 °C’deki sicaklikta gelisim
gostermemisken, 45 °C’ de gelisim gostermiglerdir. M4-157 numarali sus ise 15 °C’de
zayif gelisim gostermis, 45 °C’ de ise gelisim gosterememislerdir. Farkli tuz
konsantrasyonlarinda gelisme testinde M4-157 numarali sus % 2, % 4 ve % 5 NaCl
stv1 besiyerinde gelisim gosterirken, M14-365 ve M4-11 numarali suslar % 4 ve % 5
NaCl siv1 besiyerinde gelisim gostermis fakat % 2 NaCl sivi besiyerinde gelisim
gostermemislerdir. % 6,5 NaCl sivi besiyerinde ise test edilen suslardan higbiri
gelismemistir. Izolatlarin asit iiretme yeteneklerine bakildiginda ise suslarin inkiibe
edildigi besiyerlerindeki 3, 6, 12, 24, 36 ve 48. saatlerdeki pH 6l¢iimleri incelendiginde
ic susta da pH degerlerinin giderek azaldig1 goriilmektedir. Dolayisiyla her ii¢ susta
da asit tiretimi gézlenmistir. EPS tiretimlerine bakildiginda ise S. salivarius (M14-365)
susu EPS iiretim miktar1 en fazla olan sus olarak goézlemlenmis, L. lactis cremoris
(M4-157) susunun ise EPS {iretim miktar1 en diisiik olarak gézlemlenmistir. Starter
olma 6zelliklerinden son olarak nisin direngliligine bakilmis sonug olarak 3 susunda

nisine direngli oldugu goriilmiistiir.

45



Ayrica suglarin probiyotik olma Ozelliklerinden diisik pH’ya dayanim testi
uygulanmis test sonucunda ise M4-157 numarali sus pH 3,9 da zayif gelisim
gosterirken M4-365 ve M4-11 numarali suslar higbir gelisim gostermemislerdir.
Sonrasinda  antibiyotik  duyarliik  testi  yapilarak  izolatlarin  patojen
mikroorganizmalara antimikrobiyal etkisine bakilmigtir. Antibiyotik olarak ampicillin,
gentamicin, erythromycin, kanamyecin ve penicillin G kullanilmistir. Sonug olarak test
edilen antibiyotiklerin igerisinde M14-365 susu erythromycin’e karsi en yiiksek
inhibisyon zon ¢ap1 gosterirken sonra sirasiyla penicillin G, ampicillin, gentamicin
antibiyotiklerine kars1 hassasiyet gozlenmistir. M4-157 susu en yiiksek inhibisyon zon
capint ampicilline karst gostermis sonra sirasi ile erythromycin, penicillin G,
gentamicin’e kars1 hassasiyet gostermistir. M4-11 susu ise en yliksek inhibisyon zon
capini penicillin G” ye kars1 gostermis sonra sirasi ile ampicillin, erythromycin ve
gentamicin antibiyotiklerine karsi hassasiyet gostermistir. Her 3 susun da ise
kanamycine kars1 direngli oldugu tespit edilmistir.

Izolatlarin patojen mikroorganizmalara antimikrobiyal etkisine bakildiginda ise test
patojeni olarak kullandigimiz insan ve balik patojenleri igerisinde insan orijinli
patojenlerden yalnizca P. aeruginosa tizerinde M 14-365 ve M4-11 numarali suslarinin
aktivite gosterdigi gdzlemlenmistir.

Calisma sonuglarina bakildiginda M4-157 numarali susun 15 °C’deki sicaklikta zayif
gelisim gosterebilmesi, M14-365, M4-11 suslarinin ise 45 °C'deki sicaklikta
gelisebilmesi, bununla birlikte her 3 susunda % 4 ve % 5 NaCl siv1 besiyerinde geligim
gostermis olmasi ve her 3 susdada asit tiretimi gézlenerek, EPS iiretim miktarlarinin
yiikksek olmasi goz Oniine alindiginda izolatlarin starter olarak kullanilabilme
potansiyeli tasimadigi ortaya ¢cikmaktadir.

M4-157 numarali susun pH 3,9°da zayif gelisim gostermesi, tanimlanan izolatlardan
M14-365 ve M4-11 (S. salivarius) suslarinin antimikrobiyal aktivite géstermesi ve 3
susunda kanamycin, antibiyotigine kars1 direngli olmalar1 probiyotik olma agisindan
kayda deger o6zelliklerdir.

Calismada elde edilen sonuglar dikkate alindiginda izolatlarin iyi bir probiyotik ve
starter olma potansiyeli tasidigi gézlenmistir. Ayrica yapilacak ilave ¢alismalarla bu

sonuclar desteklenebilecektir.
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