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Laktik asit bakterileri (LAB), siitiin hizli asitlendirilmesi gibi temel starter 6zellikleri
yaninda, peynirin olgunlasmasi sirasinda da ikincil mikrobiyota olarak islev
gormektedirler. Cig siitte bu tiir dinamik LAB topluluklan tarafindan iiretilen enzimler,
peynirin lezzet ve dokusunun temel olusturuculart olarak proteolizi ve lipolizi
destekledikleri i¢in gok 6nemlidirler. Bunun yani sira, son zamanlarda, pek ¢ok LAB tiirii,
insan saglhigini basarili bir sekilde destekleyen probiyotikler olarak karakterize edilmis ve
kullanima sunulmustur. Bu tez ¢alismasinda, Gaziantep, Sanlurfa ve Mardin illerinden
toplanan, geleneksel olarak iiretilmis ev yapimi peynirlerden izole edilen laktik asit
bakterilerine ait sugslarin, bazi teknolojik ozellikleri arastirilmistir. Bu dogrultuda
yirittiigiimiiz calismalar sonucunda; degisik indikator bakterilere karsit yliksek
antibakteriyel aktiviteye sahip izolatlar belirlenmis ve asit iiretme yetenekleri, proteolitik
ve dekarboksilaz aktiviteleri, in vitro kosullarda gastrointestinal sistemde diisiik pH,
pepsin, pankreatin, safra tuzuna karsi direnglilikleri, otoagregasyon ve koagregasyon
yetenekleri, Caco-2 hiicrelerine tutunma diizeyleri tanimlanarak, bu izolatlarin giiclii
starter kiiltiir ve probiyotik adaylari oldugu belirlenmistir. Bu izolatlarin 16S rDNA dizi
analizleri ile tamimlanmalar1 sonucunda ise, tim izolatlarin Pediococcus acidilactici
suslar1 oldugu saptanmistir. Gelismis iilkelerde endiistriyel starter kiiltiir kullanimi ¢ok
uzun bir gecmise sahip oldugu i¢in yeni starter kiiltiir ya da probiyotik adaylarinin
tanimlanmas1 neredeyse olanaksiz hale gelmistir. Bunun aksine halen yaygin bir sekilde
geleneksel peynir liretiminin yapildigi iilkemizde starter kiiltiir 6zelligine sahip potansiyel
aday suslarin bulunma olasilig1 oldukga yliksektir. Bu sebepten dolay1 ¢calismamiz hem
0zgiin deger hem de bilimsel/katma deger bakimindan 6nem arz etmektedir.
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Lactic acid bacteria (LAB) function as secondary microbiota during cheese ripening, in
addition to their primary starter properties such as rapid acidification of milk. The
enzymes produced by such dynamic LAB communities in raw milk are very important as
they support proteolysis and lipolysis as key constituents of cheese flavor and texture. In
addition, recently, many LAB species have been characterized and introduced as
probiotics that successfully support human health. In this thesis, some technological
properties of lactic acid bacteria strains isolated from traditionally produced homemade
cheeses collected from Gaziantep, Sanlurfa and Mardin provinces were investigated. As
a result of the studies carried out in this direction; isolates with high antibacterial activity
against different indicator bacteria were identified and their acid producing abilities,
proteolytic and decarboxylase activities, resistance to low pH, pepsin, pancreatin, bile
salt, autoaggregation and coaggregation abilities, adhesion to Caco-2 cells in the
gastrointestinal tract under in vitro conditions were identified and these isolates were
determined to be strong starter culture and probiotic candidates. Identification of these
isolates by 16S rDNA sequence analysis revealed that all isolates were Pediococcus
acidilactici strains. Since the use of industrial starter cultures has a long history in
developed countries, it has become almost impossible to identify new starter cultures or
probiotic candidates. On the contrary, in our country where traditional cheese production
is still widespread, the possibility of finding potential candidate strains with starter culture
properties is quite high. For this reason, our study is important both in terms of original
value and scientific/additive value.
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1. GIRIS

Peynir iiretiminin, yaklasik 8000 yil once Irak'ta Dicle ve Firat nehirleri arasindaki
“Bereketli Hilal/Fertile Crescent”de gergeklestirildigi bilinmektedir. S6z konusu
cografyanin bu sekilde adlandirilmasinin temel sebebi, iki biiyiik nehir barindirmasi ve
iklimsel ozelliklerinden ileri gelmektedir (Fox vd. 1996). Bu bolge, cografi konumu ve
ikliminden dolay1 insanlik tarihine iligkin arastirmalarda son derece onemli bir odak
noktas1 olmustur. Cok sayida antropolog ve arkeolog tarafindan yiiriitiilen ¢aligsmalar
sonucunda, insanogluna en Onemli besin kaynaklarinin buradan saglandigi tespit
edilmistir. Tarim devriminin (Neolitik Cag) en erken evrelerinden itibaren, insanlarin siit
tilkettigi bilinmektedir. Yine bu doneme ait yazitlardaki figiirlere bakildiginda, peynirin
tretildigini gosteren sekiller tespit edilmistir. Peynirin yapiminda kullanilan siitiin
fermentasyonu olayi ise koyun, inek gibi tiirlerin evcillestirilmesinden sonra baglamistir.
Asya’da, Ortadogu’da, Anadolu’da ve Makedonya’da evcillestirilen bu tiirler sayesinde
stit insanlarin diyetine girmistir. Kesin bir bilgi olmamakla beraber, yaklagik 8000 yil
oncesinde Mezopotamya veya Indus vadisinde ¢obanlarin iirettigi diisiiniilen peynir,
tarim toplumlarinda her zaman 6nemli ve gerekli bir gida maddesi olmustur. Bir
diisiinceye gore ise, siitiin tesadiifen eksimesiyle ve sonrasinda da bilingli bir sekilde
eksitilmesiyle peynirin ilk defa Avrasya’da tretildigi on goriilmektedir. Siit, kolay
kontamine olmasi agisindan 6zellikle sicak iklimlerde raf dmrii kisa olan bir tirlindiir. Bu
nedenle Afrika ve Hindistan gibi ¢ogunlukla yagish ve sicak bolgelerdeki insanlarin

peynir ile tanigmalar1 diger bolgelere gore daha gec¢ olmustur (Walther vd. 2008).

Fermente siit tirtinleri igerisinde en yliksek cesitlilige sahip gida peynirdir (Cakmakci
2011). Diinyada yaklasik 4000, Tiirkiye’de ise 150°den fazla peynir tiirii bulunmaktadir
(Steele ve Unlii 1992). Siitii kullanilacak hayvanin beslenme tipi, siitiin cinsi (koyun, kegi,
inek siitli peyniri), siite uygulanan islem (pastorize, ¢ig peynir), siitiin yag kapasitesi (tam,
az, yagsiz), tuz miktar1 (tuzlu, tuzsuz), katkisal bilesenler (otlar, farkli baharat tiirleri,
tuzlar, kiifler), striiktiirii (tam sert, sert, yumusak ve akiskan), piht1 olusturma yontemi
(asit, maya peynirleri), olgunluk karakteri (olgunlastirilmamis, orta diizeyde
olgunlastirilmis ya da tamamen olgunlastirilmis) gibi faktorler, peynirlerin ¢esitlenmesini

saglayan ana unsurlardir (Durlu-Ozkaya ve Giin 2007).



Siit ve siit tirtinleri gastrointestinal sistem (GIS) i¢in dnemli ve pozitif yonde etkili gida
maddeleridir. Peynir de bunlara bir 6rnektir. Bu iiriinlerde dogal olarak yer alan laktik
asit bakterileri (LAB), fermente siit tiriinlerinin elde yapisal 6zelliklerinin olusumunda,
olgunlagmasinda, aroma ve tat bilesiklerinin iiretiminde anahtar rol oynamaktadir.
Gastrointestinal sistem i¢in faydali olan bu laktik asit bakterilerine ‘probiyotik’ ad1
verilmektedir. Yunancadan tiiretilen probiyotik teriminin anlami ‘yasam i¢in’ demektir
(Gupta ve Garg 2009). Lilly ve Stilwell 1965 yilinda probiyotik terimini kullanan ve
tanimlayan ilk arastirmacilar olmuslardir. Probiyotik terimini, diger mikroorganizmalarin
gelisimini destekleyen maddeler olarak tanimlamiglardir. Fermente siit. tirlinlerindeki
laktik asit bakterileriyle ilk caligsmalar1 yapan bilim insani1 Elie Metchnikoff’tur (Lilly ve
Stilwell 1965).

Probiyotiklerin mide asidi, pankreatik enzimler, safra tuzu gibi etmenlere karsi direng
seviyeleri, GIS’de etkinliklerinin tanimlanmasinda kullanilan ana kriterlerdir. Cilinkii
probiyotikler, GIS’in antimikrobiyel bariyerlerine kars1 gosterdikleri diren¢ sayesinde
konak sisteme yararli olabilirler. Probiyotiklerin, GRAS (Generally Regarded As Safe)
statiisiindeki bakterilerden secilmesi temel hareket noktasini olusturmaktadir. Yani
viicuda alindiklarinda sagliga herhangi bir zarar1 olmamali ve toksin tiretmemelilerdirler.
Bu sebeple bir bakterinin probiyotik olmasi ve gida sistenlerinde kullanilabilmesi i¢in
baz1 secim kriterlerine uymas1 gerekir. Bu secim kriterleri arasinda; insan kaynakli
olmalari, patojenik karakter tasimamalari, mide bagirsak sisteminin bakteriyel yasami
kisitlayan kosullarina kars1 direng gostermeleri, mikroorganizmalarin genis spektrumuna
kars1 antagonistik bilesikler iiretme yetenekleri, antibiyotiklere karsi duyarli olmalari,
immiin sistem uyarim yetenekleri, bagirsak metabolizmasima katkida bulunmalar
(kolesterol asimilasyonu, laktaz aktivitesi, vitamin iiretimi) ve gida iiretim siireglerine
uyumlu olmalari olarak dzetlenebilir (Collins vd, 1998, Dunne vd, 2001, Onal-Darilmaz,

2010, Uymaz, 2010, Erem vd, 2013, Kechagia vd, 2013, Comak-Goger vd, 2016).

Ulkemizde iiretilen ¢ok sayida peynir tiiriiniin dogal mikrobiyal florasmin tespiti ve
karakterizasyonu, bu geleneksel peynirlerin endiistriyel {iretimi i¢in son derece iiyiik bir

onem arz etmektedir. Gelismis iilkelerde uzun zamandir iiretim siirecinde faydalanilan



standart starter kiiltiirlerin kullanimi, iilkemizde ayni seviyede degildir. Endiistriyel
tiretimde belirli starter kiiltlirlerin kullanildig1 gelismis {ilkelerin aksine hala yaygin bir
sekilde geleneksel peynir liretiminin yapildigi iilkemizde, starter kiiltiir 6zelligine sahip
potansiyel aday suslarin bulunma olasilig1 olduk¢a yiiksektir. Bu sebepten dolayi
calismamiz hem 6zgiin deger bakimindan hem de bilimsel/katma deger bakimindan 6nem

arz etmektedir.

Bu c¢alismada, starter kiiltiir kullanilmadan geleneksel tekniklerle iiretilen ev yapimi
yoresel peynirlerden LAB’leri izole edilmistir. LAB’ne ait bu suslarin, teknolojik olarak
onem arz eden bazi ozellikleri (asit tiretme yetenekleri, proteolitik ve dekarboksilaz
aktiviteleri, bakteriyosin tiretimi ve degisik indikator bakterilere karsi bakteriyosinin
aktivite spektrumu, in vitro kosullarda suslarin gastrointestinal sistemde diisiik pH,
pepsin, pankreatin, safra tuzuna kars1 direngliligi) ve biyokimyasal testler/16S rRNA gen

sekanslama yontemi ile tanimlamalari yapilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1 Peynir

Tarim toplumlarinda siit tiikketiminin baslamasiyla, 6zellikle sicak iklimlerde raf omri
kisa olan siitiin, dogal yollarla fermantasyona ugrayip, kati, yenilebilir bir gidaya yani
peynire dontstiigii diisiincesi, peynirin ilk nasil elde edildigi sorusuna bir Ongorii
olusturmaktadir. Giiniimiize kadar gelen bu siirecte siitlin bilingli bir sekilde fermente
edilip peynire doniistiiriilmesinin temel nedeni; hizla bozulan bir giday1 korumaya almak,

dayanikli ve depolanabilir bir {irlin haline getirmektir (Walther vd. 2008).

Tiirkiye, cografyasi itibariyle hem hayvan yetistiriciligine uygunlugu ve hem de
yiizyillarca farkli medeniyeti barindirmasindan dolay: peynir ¢esitliligi agisindan zengin
bir iilkedir (Cakmake1 ve Salik, 2021). Popiiler olan Kasar peyniri, Beyaz peynir, Tulum
peyniri disinda Antep, Otlu, Urfa, Hellim, Ezine gibi de bircok peynir cesidi
bulunmaktadir. Bu peynirlerin bazilar1 yapildig: yerin adini alirken, bazilari ise igerigi ile
adlandirilmaktadir (Cizelge 2.1). Diinyada da binlerce ¢esidi olan peynirin
siniflandirilmasi; kullanilan siite (inek, koyun, ke¢i, manda), liretim yoOntemine
(rennet/peynir mayasi, eksi siit peyniri, ultrafiltrasyon), kivamina (taze, yumusak, yar1
yumusak, yar1 sert, sert, ekstra sert peynir), yag icerigine (¢eyrek yagli, yarim yagl, dortte
¢ yagl, tam yagl, kremali, ¢ift kremali peynir), fermantasyon tipine (laktik asit, laktik
ve propiyonik asit, biitirik asit), ylizeyine (sert, yumusak, lekeli, kiiflii) ve i¢ yapisina
(gozenek, kiif) gore yapilabilmektedir. Ayrica, peynirler tat ve bazi biyoaktif bilesenler
acisindan da farklilik gostermektedirler. Bu bilesenler genellikle farkli olgunlasma
asamalarindaki ana bilesenler olan laktoz, protein ve yagin fermantasyon, proteoliz ve
lipoliz yoluyla parcalanmasiyla olusmaktadir. Bu siire¢ler, peynirin aromasini, dokusunu
ve besin degerini belirleyen molekiiler diizeydeki degisiklikleri icermektedir (Walther vd.
2008).



Cizelge 2.1 Tiirkiye’deki bazi peynir ¢esitlerinin siniflandirilmasi (Phelan vd. 1993)

Peynir adi Yapisi

Beyaz Peynir  Koyun siitiinden veya siit karisimlarindan yapilan salamurada
olgunlastirilan yar1 sert peynir

Mihali¢ Peyniri  Cig koyun siitiinden yapilan ve salamurada olgunlastirilan sert
peynir

Tulum Peyniri  Koyun siitiinden veya siit karigimlarindan yapilan sert peynir

2.1.1 Peynir iiretimi

Peynir iiretiminde ilk asama, kullanilacak siitiin se¢cimidir. Bu amagla genellikle koyun,
keci, inek veya manda siitii kullanilmaktadir. Bu siitlerin her biri farkli molekiiler
bilesenlere sahip oldugu i¢in, bunlardan tiretilen peynirlerin tat, doku ve besin igerigi de
farklilik gdstermektedir. Siit, peynir yapimina baslamadan once bazi islemlerden
gecmektedir. Bu islemlerden biri olan pastorizasyon, siitli mikroorganizmalardan
arindirirken, homojenizasyon, siitteki yag globiillerini daha homojen bir dagilim
saglamak igin pargalamaktadir. Ikinci sirada gelen koagiilasyon asamasi, peynir
yapiminin en Onemli adimlarindan biridir. Bu asamada, siitte bulunan proteinler
(genellikle kazeinler) birbirine baglanarak pithti olusturmaktadir. Piht1 olusumu, rennet
enzimi tarafindan tetiklenmektedir (Fox vd., 1996). Bu enzim kimozin, pepsin ve lipaz
gibi enzim tiirlerini de icermektedir. Rennet, pihtilagmayi baglatarak kazein proteinlerinin
yapilarim1 degistirmekte ve birbirine baglanmalarin1 saglamaktadir. Olusan piht1, bigak
veya bagka bir kesim araciyla kesilerek su ve peynir kiitlelerine ayrilmaktadir. Peynir
kiitlelerinin yogunlugunu arttirmak i¢in peynirin daha fazla suyunun ¢ikarilmasi, 1sitilip
islenerek saglanmaktadir. Bir sonraki agama olan fermantasyon asamasinda, peynirin tadi
ve aromast bliylik Ol¢iide belirlenmektedir. Ayrilan peynir Kkiitleleri, belirli
mikroorganizmalarla ~muamele edilerek fermantasyona birakilmaktadir. Bu
mikroorganizmalar, siitiin sekerlerini fermente etmekle beraber, asit ve diger aromatik
bilesiklerin olusumuna da katkida bulunmaktadir. Son olarak, olgunlagsma agamasinda

belirli bir siire beklenmektedir. Bekleme siiresi, peynirin c¢esidine gore farklilik



gostermektedir. Bazen haftalar veya aylar siirebilmektedir. Bu siire boyunca peynirin tadi,

dokusu ve aromasi gelismektedir (Fox vd 1996).

Peynir iiretiminde kullanilacak siitiin asitliginin, pastorizasyon ve pihtilagsma evresi
arasinda belirli bir seviyeye (pH 6,3-6,5) getirilmesi gerekmektedir. Ciinkii pastorizasyon
asamasinda bazi enzimler inaktif hale gelmekte ve olgunlasma sirasinda onemli rol
oynayacak bircok mikroorganizma canliligini kaybetmektedir. Bu nedenle starter kiiltiir
katilim1 da, pastdrize edilen ve fermantasyon sicakligina (28°C-34°C) sogutulan siite

yapilmaktadir (Fox vd 1996).

Peynirin nihai olarak tiiketici tarafindan kabul edilebilir olmasi biiyiik dl¢iide duyusal
ozelliklere (lezzet, aroma) baglidir. Peynirin bu 6zellikleri ise, onu olusturan cesitli
bilesiklere ve molekiillere gore degisiklik gostermektedir. Bu bilesiklerin ve molekiillerin
varligl da iklim, cografi konum, kullanilan teknoloji ya da olgunlagsma kosullar1 gibi
peynir yapim siirecindeki faktorlerle iliskilidir. Dolayisiyla peynir yapiminda kullanilan
starter kiiltiir icerigi, peynir kalitesi ve aromasinin belirlenmesinde kilit rol oynayan bir

etmendir (Buffa vd. 2004, Soggiu vd. 2016, Pino vd. 2018).
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Sekil 2.1 Temel peynir tiretim agamalar1



2.2 Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB); asit toleransli, organotrof (enerjisini organik bilesiklerden
alan), fakiiltatif anaerob, sitokromlardan yoksun, dolayisiyla  porfirinleri
sentezleyemeyen, oksidaz ve katalaz negatif, vitaminler ve aminoasitler gibi biiylime
faktorlerine ihtiya¢ duyan, karbonhidrat fermantasyonu ile temel son iiriin olarak laktik
asit ireten, spor iiretimi yapamayan (Sporolactobacillus inulinus harig), hareketsiz, kok
veya ¢ubuk seklinde Gram pozitif mikroorganizmalardir (Konig ve Frohlich 2009). Bu
bakteriler ok gesitli yerlerde bulunabilmektedir. Ornegin; fermente gidalarda, insan agiz,
nazofaringal mukoza, bagirsak ve vajina mukozasinda, hayvanlarin iirogenital ve
gastrointestinal sistemlerinde, ekolojik olarak da su ve toprak gibi ortamlarda yer

alabilmektedirler.

Laktik asit fermantasyonunun bilimsel olarak kesfedilmesi, Isvecli Carl Wilhelm Scheele
tarafindan, 1780 yilinda, fermantasyona ugramis siitten laktik asidin izole edilmesi ve
kimyasal karakterizasyonuyla baslamistir. Daha sonralarinda Louis Pasteur’un laktik asit
fermantasyonuyla ilgili 1857°de yayinladigi makalede, s6z konusu fermantasyonun
nedeninin bakteriler oldugunu kanitlamistir. Ilk bakteriyel saf kiiltiir ise, Joseph Lister
tarafindan 1873’te tesadiifen elde edilmistir. Lister, bu bakteriyi ‘Bacterium lactis’ olarak
tamimlamugtir. Fakat Felix Lohnis 1909’da bu bakteriyi ‘Streptococcus lactis’ olarak
tekrar adlandirmistir. Su anda kabul edilen adi ise, Karl-Heinz Schleifer’in son
smiflandirmasina (1987) gore Lactococcus lactis’dir. Pasteur ve Lister’in deneylerine
dayanarak, Wilhelm Storch ve Hermann Weigmann, 1890 yilinda, eksi siit ve peynir
fermantasyonlarindan sorumlu olan laktik asit bakterilerini, kendiliginden fermente
olmus siit ve kremadan izole eden ilk kisilerdir. Izolasyon sonucunda, Weigmann
tarafindan, 1905-1908 yillar1 arasinda ortaya atilan, siit endiistrisi i¢in saf kiiltiirler

tiretmek amaciyla kullanilacak olan ‘starter kiiltiir’ kavrami1 dogmustur (Teuber 1993).

2.2.1. Laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasi

LAB’nin taksonomisinde oncii olarak bilinen Orla-Jensen, 1919 yilinda yapmis oldugu

calismasinda, bu bakterilerin siniflandirilmasiyla ilgili net bir farklilagma iceren bir



sistem Onermektedir. Bu sistemde; seker fermantasyonu, gaz olusumu (homolaktik,
heterolaktik), morfoloji (kok veya basil), oksijene karst davranig ve (katalaz pozitif veya
negatif) optimum biiyiime sicakligi (mezofilik, termofilik) temelinde bir siniflandirma
yapilmaktadir. Orla-Jensen’in bu sistemi, son 20 yilda ortaya ¢ikan evrim agac¢larinin
Onerilmesine kadar esas alinmis ve taksonomik gruplandirmalar yapilmistir. Glinlimiizde
tir ve susa Ozgii niikleotid dizileri igeren oligoniikleotitlerinin olusturulmasiyla
tanimlama islemi hizli ve kolay bir sekilde yapilmaktadir. Fakat pratik uygulama
acisindan Orla-Jensen’in semas1 hala ¢ok degerlidir ve rutin bakteriyolojik
laboratuvarlarda kolayca belirlenebilen 6zellikler kullanilarak tanimlamalar yapilmaya

devam edilmektedir (Teuber 1993).

Laktik asit bakterileri, ilk olarak, glikozun fermantasyonundan laktik asidin cesitli
izomerlerini olusturma yetenekleriyle karakterize edilmistir. Laktik asit, fermantasyon
sonucu ortaya c¢ikmaktadir ve optik olarak 15181 dondiirme yetenegine gore tige
ayrilmaktadir. Eger donme saga dogru ise Dekstro (D), sola dogru ise Levo (L), hem D
hem de L’nin bir karisimi varsa (DL) rasemik olarak adlandirilmaktadir (Carr vd. 2002)
(Sekil 2.2).

COCOH COCOH
HO H H OH
CHs CHs
L(+) laktik asit D(-) laktik asit

Sekil 2.2 Laktik asit izomerleri

LAB, fermantasyondaki biiylime optimumlarina gore ikiye ayrilmaktadir. Biiyiime
sicakligi 20-30°C arasinda olan LAB’ne mezofilik, 30-45°C arasinda olan LAB’ne ise
termofilik ad1 verilmektedir (Rakhmanova vd. 2018). Mikroskobik morfolojilerine gore
de ikiye ayrilan bu bakteriler yuvarlak bir bigime sahipse kok, ¢ubuk seklindeyse basil

adin1 almaktadirlar.



LAB, farkli cinslerden olussalar da, heksoz fermantasyonunun (glikoliz) son {iriiniine
gore homofermenterler ve heterofermenterler olarak ikiye ayrilmaktadirlar.
Homofermenterler, glikoliz sonucu ana iiriin olarak laktik asit iiretmektedirler.
Heterofermenterler ise, laktik asit tiretmek disinda, karbondioksit, asetik asit ve etanol
gibi bilesikler de agiga ¢ikartmaktadirlar. Homofermenterler, aldolaz ve heksoizomeraz
enzimlerine sahiplerdir ve Embden-Meyerhoff-Parna (EMP) diger bir adiyla Fruktoz-di-
fosfat metabolik yolunu dogrudan kullanarak, 1 molekiil glikozdan 2 molekiil laktik asit
fermente edebilmektedirler. Heterofermenterler, fosfoketolaz enzimine sahiplerdir ve
glikoliz i¢in alternatif Pentoz-Fosfat diger bir adiyla Heksoz-Monofosfat metabolik
yolunu kullanmaktadirlar. Fosfoketolaz enzimi, bu yol ile, alt1 karbonlu (heksoz) sekeri,
bes karbonlu (pentoz) sekere indirgemektedir. Bu siiregte, asetaldehit ve diasetil gibi
ortaya ¢ikan organik bilesikler, liretilmek istenen gida maddelerinin kendilerine has olan
aroma, tat ve doku 6zelliklerini belirlemede 6nemli bir rol oynamaktadir. Dolayisiyla
heterofermenterler, homofermenterlere gore siit endistrisinde daha siklikla

kullanilmaktadir (Carr vd. 2002) (Sekil 2.3).

Peynirin olgunlagsma asamasinda meydana gelen degisimlerden birisi olan fermantasyon,
laktozun laktik aside doniismesiyle olusmaktadir. Laktozun neredeyse tamamu birkag giin
icinde laktik aside doniismektedir. Ortamdaki heterofermantatif laktik asit bakterileri,
laktik asit disinda olusturdugu asetik asit, etil alkol, propiyonik asit, formik asit,
asetaldehit, diasetil ve CO2 gibi molekiiller ile peynirin dokusunu, tadini vs.
etkilemektedir. Peynirin yapis1 farkli asidik pH diizeylerinden de etkilenmektedir. Bu
sebeple, sert ve yari sert peynirlerin pH araligi 5.0-5.2 olurken, yumusak peynirlerin pH
aralig1 4.6’ya kadar diisebilmektedir. Peynirdeki g6z olusumu ise fermantasyondaki CO>

tiretimiyle belirlenmektedir (Frohlich-Wyder 2004).
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Sekil 2.3 Homofermantatif ve heterofermantatif metabolizma yolaklar1 (Cheah vd.
2002°den esinlenilmistir)

2.2.2 Laktik asit bakterilerinin starter Kkiiltiir olarak kullanimlari

Fermente edilmis gidalar, starter kiiltlir olarak kullanilip kullanilmama durumuna gore

endiistriyel ve geleneksel (antisanal) olmak tizere iki baslik altinda toplanabilmektedir.

Starter kiiltiiriin  kullanilmadigi ve fermantasyonun tamamen hammaddedeki ve

etrafindaki LAB tiirleriyle gergeklestigi fermantasyona, geleneksel fermantasyon adi

verilmektedir. Endiistriyel gida iiretimi ise, LAB tiirlerinin, starter kiiltlir veya ilave

(adjunct) kiiltiir olarak kullanilmasiyla gerceklestirilmektedir (Burns vd. 2012). Siitiin

fermantasyonuyla meydana gelen ve endiistriyel olarak da iiretilebilen peynirin, iiretim

ve olgunlasma asamalarinda, mikroorganizmalar, 6zellikle de LAB kiiltiirleri nemli rol
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oynamaktadir. Bu mikroorganizmalar da starter kiiltiir ve ikincil flora olarak ikiye
ayrilabilmektedir. Peynir iretiminde, laktozu fermantasyona ugratarak laktik asit
iretilmesini  saglayan mikroorganizmalar, starter laktik asit bakterileri olarak
adlandirilmaktadir. Starter denmesinin nedeni, laktik asit liretimini baslatmalaridir. Bu
bakteriler ayn1 zamanda olgunlasma asamasina da katkida bulunmaktadirlar. ikincil flora
ise, neredeyse tiim olgunlagsmis peynirlerde ortak olarak bulunan, ancak starter 6zelligi
tasimayan bakterileri, mayalar1 ve kiifleri icermektedir. Bu mikroorganizmalar, peynir
iiretimi esnasinda, laktik asit iiretimine fazla katkida bulunamasalar da, olgunlasma
stirecinde 6nemli rol oynamaktadirlar (Beresford vd. 2001). Starter olmayan (ikincil flora
tiyeleri) laktik asit bakterileri, peynirin spesifik 6zelliklerini yani tat, doku, aroma ve
yapisint  gelistirmeye, Ozellikle katkida bulunmaktadirlar. (Antonsson vd. 2003).
Olgunlasmamis olan peynirler haricindeki, herhangi bir siire olgunlagmas biitiin peynirler,
starter olmayan laktik asit bakterileri icermektedir. Genellikle fakiiltatif heterofermantatif
laktobasilleri, bilhassa da Lactobacillus casei ve L. paracasei’yi bulundurmaktadirlar.
Ancak bazen Pediococcus spp. ve zorunlu heterofermantatif Lactobacillus spp.’yi
(Lactobacillus brevis ve L. fermentum) de ikicil flora olarak igerebilmektedirler
(Hayaloglu, 2016).

Starter kiiltiirlerin baglica roli, siitli asitlestirmek ve bdylece istenmeyen bakterilerin
cogalmasimi engellemektir. Patojen bakterileri inhibe etme Ozellikleri sayesinde de
riiniin raf omriinii uzatmaktadirlar. Boylece, mikrobiyolojik olarak giivenli iirlinlerin
iretilmesi saglanmaktadir. Yiiksek kaliteli peynir elde etmek i¢in ise asidin optimum
miktarda ve zamanda {iiretilmesi gerekmektedir (Fox vd. 2017a). Ayrica starter kiiltiirler,
peynirde, tuz ve nem seviyesi agisindan uygun peynir mayasi enzimi aktivitesine ve
ikincil mikroorganizmalarin biiyiimesine engel olmayacak sekilde bir ortam
olusturmalidirlar. Starter kiiltliriin bilingli olarak eklenmesiyle iiretilen peynirlerde,
starter kiiltiirlin asit {iretme oram1 ve fajlara karsi duyarsiz olmasi1 da LAB’nin se¢im
kriterleri arasinda yer almaktadir. Tiim bu sebeplerden dolayi, starter kiiltiirlerin dogru
secimi, peynir liretiminin sonuna kadar olan siirecte, tekrarlanabilir organoleptik ve

yapisal 6zelliklere sahip tiriinler elde etmek i¢in ¢ok énemlidir (Coelho vd. 2002).
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En yaygin kullanilan starter kiiltiirler; Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc ve Enterococcus cinslerinin {yeleridir. Bu kiiltiirler, kullanildiklari
inkiibasyon ve iretim sicakliklarina gore mezofilik (optimum 30°C) ve termofilik
(optimum 40-45°C) olarak kategorize edilebilmektedirler. Mezofilik starter kiiltiirler,
daha ¢ok Lactococcus ve Leuconostoc cinslerini igermektedir (Coelho vd. 2002)
Termofilik starterlar ise Str.thermophilus, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, Lb.
delbrueckii subsp. lactis, Lb. acidophilus, Lb. helveticus, Lb. casei ve Lb. Plantarum gibi
tiirleri icermektedir (Fox vd. 2017b).

2.2.3 Laktik asit bakterilerinin probiyotik olarak kullanimlar:

Probiyotik terimi, Latince’den kdken almis olup ’yasam igin’ anlamina gelmektedir.
Yillar gectikce probiyotik mikroorganizmalarla ilgili calismalar cogalmakta ve bu
mikroorganizmalar hakkinda daha fazla bilgiye ulasabilmekteyiz. FAO/WHO,
probiyotikleri, ‘yeterli miktarlarda uygulandiginda konakg¢iya saglik agisindan fayda
saglayan canli mikroorganizmalar’ olarak tanimlamaktadir (FAO/WHO, 2002). 20.
yiizyilin baglarinda, probiyotiklerin faydali etkilerine dair ilk calismalar1 yapan Nobel
odilli Rus bilim adami Elie Metchnikoff, bu caligmasiyla, laktik asit bakterileriyle
bagirsak mikrobiyatas1 arasindaki iligkiyi gortiniir hale getirmistir. Metchnikoff’a gore
saclarin  kirlagsmasi, burusukluklar, kinisikliklar, unutkanhik ve gligsiizliikk, dost
fagositlerin (beyaz kan hiicreleri) bagirsak kaynakli toksinlerle birlikte zararli hale
gelmesiyle ilgiliydi. Bagirsaktaki zararli mikroorganizmalarin ortadan kaldirilmasiyla
yaslanmanin geriye dondiiriilebilecegine inanmaktaydi. Ayrica Metchnikoff, siit ve siit
trlinlerini ¢okca tiiketen Katkas ve Bulgar koyliilerinin uzun bir yasam silirdiigiinii
gozlemlemisti. Bunlara bagli olarak, fermente siit iriinleri sayesinde, bagirsaktaki
fermantasyonun arttigini ve asir1 laktik asit olustugunu sdyleyen Metchnikoff, bu olayin
zararli mikroorganizmalarin g¢ogalmasini inhibe ettigini 1srarla belirtmekteydi (Ozden
2006). Ferdinand Vergin ise, probiyotik terimini makalesinde gegiren ilk bilim insaniydi.
‘Anti-und Probiotika’ (antibiyotik ve probiyotik) isimli makalesinde, antimikrobiyal
maddeler ile patojen olmayan, yararli bakterilerin iliskisini anlatmaktadir (Corthier
2004).
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Probiyotik mikroorganizmalarin birgogu, patojenitesi olmayan cesitli bakteri ve maya
tiirlerini icermektedir (Holzapfel 2001). Gram pozitif veya negatif olabilen bu bakteriler,
genellikle sporsuz (Bacillus spp. hari¢) ve morfolojik olarak da basil veya kok seklinde
bakterilerdir. S6z konusu mikroorganizmalarin bazilari, insan sindirim sisteminde dogal
olarak bulunmakta ve bagirsaklarda olmasi istenmeyen bakterilerin ¢ogalmasini kontrol
ederek, dogal floray1r denge halinde tutmaktadirlar (Araujo vd. 2012). Cogunlugu laktik
asit bakterilerini (en ¢ok Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerinin iiyeleri) i¢eren
probiyotikler, bakteriler haricinde, bir maya olan S.bolulardii’yi de igermektedirler
(Cizelge 2.2). S.bolulardii, ilk defa Dr. Boulard tarafindan, tropikal bir meyvenin kabuk
kismindan izole edilen bir maya mantaridir (Reid ve Bocking 2003). GiS’de ince
bagirsakta en ¢ok miktarda kolonize olan laktik asit bakterileri, Lactobacillus tiirleridir.
Bifidobacterium’lar ise daha ¢ok kalin bagirsakta bulunmaktadirlar. Bir
mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilmesi igin belirli sartlar1 karsilamasi

gerekmektedir. Bu kriterler Sekil 2.4’ de gosterilmektedir.

LAB, diisik pH, pepsin, pankreatin ve safra tuzlari gibi gastrointestinal sistemdeki
zorluklara karsi direnme yetenekleriyle bilinmektedirler. Bu bakteriler, sindirim
sistemindeki zorlu kosullara dayanikliliklart nedeniyle, fonksiyonel ve probiyotik
triinlerin gelistirilmesinde 6nemli bir rol oynamaktadirlar. Probiyotik olarak hayatta
kalmalar1 ve islevsellikleri, onlarin gastrointestinal sistemden gecerek bagirsaklarda
faydali etkilerini gostermelerini saglamaktadir. Direng yetenekleri, patojenik bakterilere
kars1 antimikrobiyal 6zellikleriyle birlikte, onlar1 probiyotik uygulamalar i¢in degerli

adaylar yapmaktadir (Conway vd. 1987).

LAB’nin bagirsak yiizeylerine yapigmalar1 igin, oOtoagregasyon ve koagregasyon
yetenekleri de ¢ok Onemlidir. S6z konusu bakterilerin, potansiyel patojenlerle
koagregasyonu, zararli bakterilerin bagirsakta kolonize olmasini engellemeye yardime1
olmaktadir (Dias vd. 2013). Bu etkilesimler, laktik asit bakterilerinin, probiyotik
etkilerine katkida bulunmaktadir. S6z konusu etkilesimler arasinda, bagirsaklarda
besinler ve alan i¢in patojenlerle rekabet etme yetenegi onemli bir yer tutmaktadir

(Wedajo 2015). LAB’nin yiiksek hidrofobiklikleri, bagirsak mukozasina kars gii¢lii bir
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afinite kazanmalarim1 saglayarak, kolonizasyon potansiyellerini ve probiyotik

islevselliklerini arttirmaktadir (Shao 2023).

LAB'nin, Caco-2 hiicrelerine yapismasi, bir¢ok calismanin odak noktasi olmustur ve
bulgular, LAB suslarinin bu hiicrelere yapisabilecegini ve sitokin salgilanmasini modiile
edebilecegini gostermistir (Feng vd. 2016). Caco-2 hiicrelerine yapisma, konak-mikrop
etkilesimlerini etkileyen ve bagirsak bariyerine koruma saglayan potansiyel bir
probiyotik belirteg olarak kabul edilmektedir (Sharma ve Kanwar 2017). Bazi1 LAB
izolatlarinin, ilaglara direngli Salmonella suslar1 tizerinde inhibitor etkiler gosterdigi,
Caco-2 hiicrelerini istiladan korudugu ve yangi ile iliskili belirli genlerin ekspresyonunu

azalttig1 gozlemlenmistir (Hai vd. 2021).

Cizelge 2.2 Probiyotik olarak tanimlanan belli basli mikroorganizmalar (Holzapfel vd.

2001)
Lactobacillus Bifidobacterium  Pediococcus Diger LAB LAB olmayan tiirler
tiirleri tiirleri tiirleri tiirleri
Lb. acidophilus B. adolescentis P. cerevisiae,  E. faecalis Bacillus cereus var.
toyoi
Lb. amylovorus B. animalis P. acidilactici  E. faecium Escherichia coli
nissle
Lb. casei B. bifidum P. pentosaceus L. lactis Propionibacterium
freudenreichii
Lb. crispatus B. breve Leu. S. cerevisiae
mesenteroides
Lb. delbrueckii B. infantis Sporolactobacillu  S. boulardii
subsp. bulgaricus s inulinus
Lb. gallinarum B. lactis Streptococcus
thermophilus
Lb. gasseri B. longum
Lb. johnsonii

Lb. paracasei
Lb. plantarum
Lb. reuteri

Lb. rhamnosus
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Sekil 2.4 Probiyotik secim kriterleri

Bu kriterleri karsilayan ve probiyotik adi verilen laktik asit bakterilerinin bulundugu gida
tirtinlerinin iceriginde, tiiketici tizerinde saglik agisindan faydali olabilmesi i¢in, yeterli
konsantrasyonda LAB bulunmalidir. Bahsi edilen miktarin, yapilan c¢alismalar
neticesinde, probiyotik mikroorganizmalarin saglik yararlarma goére degistigi
belirlenmistir. Minimum gegerli seviye olarak 10° kob/gr tavsiye edilmektedir (Shah vd.
1995). Bununla birlikte, nihai gida tirtiniindeki (islenmis gida) probiyotik kiiltiirlerin etkili
diizeyleri, 10%-10" kob/gr olarak tamimlanmistir (Talwalkar vd. 2004). Zira bu sayi,
giinliik 100 gr veya 100 mL probiyotik gida tiiketimi ile 108-10° kob’a ulagmakta ve

bdylece insan sagligi i¢in etkin konsantrasyona ulagmaktadir (Jayamanne vd. 2006).

Starter kiiltiir olarak faydalanabildigimiz LAB’1, fermente siit ve yogurtlara eklenerek,
probiyotiklerin tasinmasinda ana aracglar olarak kullanilmaktadir. Fakat bu
probiyotiklerin, sagliga fayda saglamasi amaciyla, gida iirliniinde, depolama veya
olgunlagma siiregleri boyunca canliliklarini siirdiirebilmeleri beklenmektedir. Bu hedef
dogrultusunda, probiyotiklerin yiiksek seviyede bulunmasi ve canliligini koruyabilmesi
icin uygun olan optimum bir ortam saglanmalidir. Yogurt ve fermente siitlerin yan1 sira

peynir de probiyotiklerin taginmasi i¢in kullanilan ve daha yiiksek pH’a, daha kat1 kivama
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ve nispeten daha yiiksek yaga sahip olan bir gida tirliniidiir. Peynirde bulunan bakterilerin
metabolik aktiviteleri, peynirin olgunlagmasi siirecinde birka¢ hafta i¢inde anaerobik
probiyotik mikroorganizmalarin gelisimini ve canlii@in1 destekleyen bir ortam
olusmaktadir. Bu  06zellikleri  sebebiyle, diger {irlinlere kiyasla peynir,
mikroorganizmalarin canliligini uzun siire koruma acisindan daha fazla katkida
bulunmaktadir. Cogunlukla, peynirlerin pH seviyesi (pH 4.8-5.6), fermente siit
tirtinlerinin pH seviyesine (pH 3.7-4.3) gore daha yiiksektir. Bu durum, asit duyarl
probiyotik mikroorganizmalarin uzun siire canli kalmasini saglayarak, daha stabil bir
ortam sunmaktadir (Giirsoy ve Kinik 2006). Ayrica peynirin asit ndtralizasyon kapasitesi,
yogurda gore daha yiiksektir. Ornek vermek gerekirse; gastrik siviya 5 gr peynir
eklendiginde pH degeri 2’den 4.74’e yliikselirken, 5 mL yogurt eklendiginde pH degeri
2’den 3.65’e yiikselmektedir (Gardiner vd. 1999, Ross vd. 2002).

Probiyotik mikroorganizmalar, ¢esitli peynir tiirlerinin {iretiminde basariyla
kullanilmaktadir. Peynirlerde probiyotik bakterilerin eklenmesinin basarisi, kullanilan tiir
ve susa, liretim asamasinda kullanilan LAB aktivitesine, peynirin kompozisyonuna ve
iiretim ile olgunlagma kosullarina bagli olarak degismektedir. Pratik uygulamada, peynir
tretiminde en sik karsilagilan probiyotik mikroorganizmalar genellikle Bifidobakteriler
ve Laktobasiller olarak belirlenmektedir. Probiyotik peynir liretiminde kullanilacak
suslarin titizlikle secilmesi de, peynir matrisindeki probiyotik bakterilerin canliligini

korumasi ve devam ettirebilmesi agisindan kritik bir faktordiir (Giirsoy ve Kinik, 2006).

Probiyotiklerin sagliga faydalar1 arasinda; laktoz intoleransinin hafifletilmesi, ishalin
Onlenmesi veya azaltilmasi, alerjilerin 6nlenmesi, mutajenite ve kanserojenite ile iligkili
riskin azaltilmasi, kolestroliin azaltilmasi, baz1 mide lserlerinin ve diger bagirsak
patojenlerine sebep olan Helicobacter pylori, Streptococcus tiirleri, E. coli, S.
Typhimirium, Clostridium difficile gibi mikroorganizmalarin inhibisyonu, iltihaph
bagirsak hastalifinin 6nlenmesi ve bagisiklik sisteminin modiilasyonu bulunmaktadir

(Fox vd. 2017a) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5 Probiyotiklerin saglik faydalar1 (Yakoob ve Pradeep 2019)

2.2.3.1 Pediococcus tiirleri

Pediococcus cinsinin ilk tanimi, Wochnschre F. Balcke tarafindan, 1884'te yapilmustir.
Pediokoklar, Gram pozitif, katalaz liretmeyen, fakiiltatif anaerobik, homofermantatif,
hareketsiz ve spor olusturmayan laktik asit bakterileridir ve Lactobacillales takiminin
Lactobacillaceae ailesi igerisinde siniflandirilmaktadirlar. Kok morfolojisine sahip olan
bu bakteriler, iki simetri diizlemi boyunca bdliinmeleri sonucunda spesifik tetradlar
olusturmaktadirlar. Bu mikroorganizmalar, sitokromlardan yoksundur ve Katalaz
negatiftir (Carr vd. 2002).

Bira, bitki ve baz1 fermente gidalarda (peynir, sarap, tursu) bulunan pediokoklar, dnceleri
tek tiir olarak (P. cerevisia) siniflandirilmistir. Fakat daha sonrasinda yapilan arastirmalar

neticesinde, biradan izole edilen pediokok P. damnosus, bitkiden izole edilen pediokok
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ise P. pentosaceus olarak tanimlanmigtir (Yoriik ve Giiner 2011). Bu cinsin gida ve siit
ortamlarinda en yaygin olarak bulunan iki tiirli ise P. pentosaceus ve P. acidilactici’dir
(Banwo vd. 2013).

LAB iiyesi olan Pediococcus spp.min, gida ve saglik endiistrisindeki uygulamalar
sonucunda, antimikrobiyal peptitlerin (bakteriyosinler) iiretiminde etkili oldugu
gosterilmistir. Bakteriyosinlerin iiretimi, biyokoruma siireclerinde kullanimi ve son
zamanlarda insan ve veteriner hekimliginde kullanimlari tizerine ¢ok sayida calisma
yayinlanmistir. En yaygin olarak kullanilan ikinci bakteriyosin, gesitli Pediococcus
suslari tarafindan iiretilen ve gida endiistrisinde kullanilan pediocin PA-1'dir. Ozellikle
Gram pozitif patojenlerin, bilhassa da Listeria monocytogenes’lerin neden oldugu
kontaminasyonu Onlemek ve kontrol etmek i¢in bir biyokoruyucu olarak
kullanilmaktadir. Bu sayede {iriiniin raf 6mrii uzamakta ve {iriin, tiiketim i¢in giivenli bir

hale gelmektedir (Todorov vd. 2023).

P. acidilactici nin iizerinde yiiriitiilen bir calismada, bu bakterinin prediyabet (PreD) ve
Tip II Diyabet (T2D) tedavisinde tasidig1 potansiyel, 6zellikle aclik kan sekerinin ve diger
faktorlerin  diizenlenmesi iizerindeki etkileri incelenerek degerlendirilmistir. Bu
arastirmada, yiiksek yagl diyet (HFD) ile beslenen iki grup erkek farenin (birinci grubun
diyetinde plasebo, ikini grubun diyetine ise P. acidilactici pAlc susu ilave edilmis) viicut
indeksleri karsilastirilmistir. HFD’nin, lokal enflamasyonu indiikleyerek ve bagirsak
gecirgenliginin artmasini tetikleyerek, yiiksek kan sekeri seviyelerine ve disbiyoza neden
oldugu bilinmektedir (Rohr vd. 2015). 12 haftalik ¢oklu viicut indekslerinin takibinden
ve sabit doku orneklerinin (pankreas ve ince bagirsak) analiz sonuglarindan, pAlc'nin
aclik kan sekeri diizeylerini iyilestirdigi, insiilin sekresyonunu destekledigi ve [3-
pankreatik adacik fonksiyonlarmi korudugu kanitlanmistir. Ayrica insiilin salgilanmasi
icin hayati onem tasiyan GLP-1 inkretininin serum seviyesinin ve hepatik glukoz
sentezinin, pAlc tedavisinden sonra arttig1 saptanmistir. pAlc’in ayn1 zamanda glukoz
diizenleyici enzimler olan G6P, PEPCK ve GCK'nin ekspresyonunu da azaltarak
glukoneogenezi diizenledigi de bu ¢alismada tespit edilen 6nemli bir bulgudur. Genel
olarak P. acidilactici, bagirsaktaki birden fazla faktorii diizenleyerek kan sekeri

seviyelerinin kontrol edilmesine ve pankreasin korunmasina yardimei olmaktadir. Bu da
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onun Diyabet 6ncesi ve T2D hastalari i¢in potansiyel bir koruma ve tedavi olabilecegine

isaret etmektedir (Cabello-Olmo vd. 2022).

P. acidilactici tizerine yapilan baska bir ¢alismada, s6z konusu bakterinin bagirsak
mikrobiyatasini ve metabolomunu nasil etkiledigi ve bunun da viicut i¢in toksik olan agir
metallerin (HM) birikimini nasil engelledigi 6rneklenmistir (Feng vd. 2022). Deney, 12
hafta boyunca; (1) HM'ye direngli P. acidilactici GR-1 tiirii iceren probiyotik yogurt veya
(2) geleneksel yogurt tiiketen, metal endiistrisinde ¢alisan 76 is¢iden olusan iki grup
tizerinde gergeklestirildi. Geleneksel yogurtla karsilastirildiginda, HM'ye direncgli P.
acidilactici GR-1 susu igeren probiyotik yogurt, daha diisiik agir metal seviyelerine ve
gelismis serum biyokimyasal indekslerine dair kanitlar gdstermistir. Probiyotiklerle ilgili
daha fazla aragtirma, yiiksek agir metal seviyelerine ve diger toksik metal maruziyetine
kars1 etkili ve erisilebilir seceneklerin Oniinii acacaktir. Deney, GR-1'in bagirsaklarin
antioksidatif fonksiyonundaki metallere kars1 koruyucu etkisini dogrulamistir (Feng vd.
2022).

Hiperpigmentasyon, epidermis (cilt) parcalarinin ¢evredeki cildin geri kalanindan daha
koyu oldugu, tipik olarak zararsiz bir durumdur. Mikrobun, ciltte melanin birikmesinin
neden oldugu hiperpigmentasyonla miicadele edip edemeyecegini gormek icin P.
acidilactici PMC48 ile bir klinik ¢alisma gergeklestirilmistir. Deneme katilimcilart UV
kaynakli 1sinlarla yapay olarak bronzlastirilmis ve PMC48 dogrudan ciltlerine
uygulanmugtir. 22 denekte 8 hafta siiresince gorsel degisiklikler, cilt parlakligi ve melanin
indeksi izlenmistir. Deneme sonucunda PMC48 susunun, hem cilt beyazlatmada hem de
yapay olarak indiiklenen pigmentli cildin melanin indeksini azaltmada 6nemli olumlu
etkiler gosterdigi tespit edilmistir. Bronz ten rengi yogunlugunda % 7,647 azalma, cilt
parlakliginda % 8,098 artis, melanin indeksinde % 11,818 azalma ve cilt neminde %
20,943 artis tanimlanmistir. PMC48, hem in vitro hem de in vivo analizlerde higbir
toksisite belirtisi gostermemistir. Sonuglar, P. acidilacticimin kozmetik veya ilag
endiistrisinde ciltle ilgili bozukluklar veya tedavilerle miicadelede umut verici roliinii

ortaya koymustur (Park vd. 2023).
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P. acidilactici tizerine yiiriitiilen arastirmalarinin ¢ogu, probiyotiklerin insan viicudunun
i¢ sistemi tizerindeki potansiyel etkilerine odaklanmaktadir. Hongqu piring sarabindan
izole edilen P. acidilactici FZU106 susunun, hiperlipidemi ve lipid metabolizmasi
tizerindeki etkisinin incelendigi arastirmada; bu susun yiiksek yagli diyetle indiiklenen
hiperlipidemik sicanlarin karacigerinde meydana gelen yikima veya lipit metabolize etme
stireglerine miidahale etme kapasitesi irdelenmistir. Susun, yag asitlerini hiicrelere tagiyan
CD36'daki mRNA seviyelerini azalttigi ve bdylece yag asitlerinin alimini onledigi
bulunmustur. FZU106 tarafindan o6nemli Ol¢iide diizenlendigi gozlemlenen diger
karaciger genleri CD36, CYP7A1, SREBP-1c, BSEP, LDLr ve HMGCR olarak tespit
edilmigtir. Arastirma bulgulari, FZU106'in lipit metabolizmasina ve oksidatif strese
miidahale ederek viicut agirligindaki anormal artislar gibi siiregleri inhibe edebildigini

kanitlamistir (Zhang vd. 2022).
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Peynir ornekleri

Aragtirma kapsaminda, Gaziantep’in Nizip ilgesinde (4 ¢esit), Mardin ilinde (1 gesit),
Sanlurfa ilinde (1 ¢esit) ve Birecik ilgesinde (2 ¢esit), geleneksel iiriinlerin yapildigi ve
satildig1 kdylerden temin edilen 8 adet, ¢esitli, geleneksel yontemlerle tiretilen, islem
gérmemis peynir numuneleri toplanmistir. S6z konusu numuneler, aseptik kosullarda
alinmis ve soguk zincir kosullarina dikkat edilerek, analiz zamanina dek +4°C’de

saklanmustir.

3.1.2 Bakteriler

Laboratuvara getirilen numunelerden izolasyonu gerceklestirilen potansiyel laktik asit
bakterilerinin antibakteriyel aktivitelerinin degerlendirilmesi amaciyla, c¢alisma
grubumuz laboratuvarlarindan temin edilen 8 adet indikator bakteri susu [Bacillus cereus
ATCC 11776 (M28), Escherichia coli ATCC 25922 (M26), Enterococcus faecalis ATCC
29212 (M32), Klebsiella pneumoniae (M48), Listeria monocytogenes ATCC 7644
(M27), Pseudomonas aeruginosa (M54), Salmonella Typhimurium 14028 (M43),
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (M29)] kullanmilmistir. Bahsi gegen bakteriler,
gliserol iceren (% 60), LB (Luria Broth) ve TSB (Tryptic Soy Broth) besiyerlerinde
hazirlanarak, -20°C’de saklanmistir. Biyolojik numuneler arastirma boyunca, gliserol
icermeyen LB ve TSB besiyerlerinde 7 giinde bir transfer yapilarak, aktif kiiltiirler halinde

muhafaza edilmistir.

Probiyotik ozellikleri arastirilmak {izere izolasyonu yapilan suslarin iiremesi ve
izolasyonu i¢in, de Man Rogosa Sharpe (MRS), M17, Kanamisin Eskiilin Azid (KEA) ve
Nutrient besiyeri kullanilmigstir. Bahsi gegen bakterilerin stok kiiltiirleri, % 60 oraninda

steril gliserol eklenmis, iiremesine uygun olan MRS, M17 ve NB besiyerinde
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hazirlanarak, -20°C’de saklanmistir. Calisma siiresince numuneler, gliserol icermeyen

MRS, M17 ve NB besiyerlerinde 7 giinde bir, transfer yapilarak aktif kiiltiirler halinde

muhafaza edilmistir.

3.1.3 Besiyerleri ve ¢ozeltiler

Bu calismada kullanilan besiyerleri Cizelge 3.1.’de verilmistir. Besiyerlerinin

hazirlanmalar1 iiretici firmalarin talimatlar1 dogrultusunda yapilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan besiyerleri ve agar

p Katalog
Besiyeri ismi Uretici Firma Numarasi
de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Agar Maggle" Germany 1.10660
de Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Broth g Germany 69966
M17 Broth Merck, Germany 1.15029
Kanamycin Esculin Azide (KEA) Agar N Cergmy 1.05222
Nutrient Broth Neogen, USA 7146A
LB Broth Merck, Germany 1.10285
Tryptic Soy Broth (TSB) Merck, Germany 1.05459
Applichem,

Agar Germany ASATT
MRS Agar
Pepton 10.0
Et ekstrakti 8.0
Maya ekstrakti 4.0
D(+)-Glikoz 20.0
Dipotasyum hidrojen fosfat 2.0
Sodyum asetat trihidrat 5.0
Triamonyum sitrat 2.0
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO4.7H20) 0.2
Manganez siilfat tetrahidrat (MnSO4.4H>0) 0.05

*Ekstra Tween 80 (1 mL/L) (Fisher-BP338, USA) eklenir.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan besiyerleri ve agar (devam)

MRS Broth

Pepton 10.0
Et ekstrakt1 8.0
Maya ekstrakti 4.0
D(+)-Glikoz 20.0
Dipotasyum hidrojen fosfat 2.0
Sodyum asetat trihidrat 5.0
Triamonyum sitrat 2.0
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO4.7H20) 0.2
Manganez siilfat tetrahidrat (MnSO4.4H,0) 0.05

*Ekstra Tween 80 (1 mL/L) (Fisher-BP338, USA) eklenir.

M17 Broth

Soya peptonu 5.0
Et peptonu 2.5
Kazein peptonu 2.5
Et ekstrakti 5.0
Maya ekstrakti 2.5
Laktoz monohidrat 5.0
Askorbik asit 0.5
Sodyum B-gliserofosfat 19.0
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSO4.7H20) 0.25
KEA Agar

Kazein peptonu 20.0
Maya ekstrakti 5.0
Sodyum kloriir (NaCl) 5.0
Sodyum sitrat (NazCsHs07) 1.0
Sodyum azid (NaNs) 0.15
Kanamisin siilfat (C1gHzsN4O15S) 0.02
Eskulin (C15H1609) 1.0
Amonyum demir(l11) sitrat (CsH11FeNO7) 0.5

Nutrient Broth
Jelatinin enzimatik dijesti 5.0
Sig1r eti ekstrakt 3.0
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan besiyerleri ve agar (devam)

Skim Milk Agar g/L
Skim Milk tozu (Fluka-70166, Germany) %10
Agar 15.0
Dekarboksilaz Aktivitesi Teshis Ortamm g/L
Tripton (Merck-1.07213.1000, Germany) %0.5
Maya ekstrakt (Merck-1.03753, Germany) %0.5
Sodyum kloriir (NaCl) (Merck-1.06400, Germany) %0.5
Glikoz (Merck-1.08342, Germany) %0.1
Tween 80 (Fisher-BP338, USA) %0.05
Magnezyum siilfat heptahidrat (MgSOas. 7H20) (Merck-5882, Germany) %0.02
Kalsiyum karbonat (CaCOz) (Merck-1.02066, Germany) %0.01
Bromokrezol mor (Merck-1.03025, Germany) %0.006
Manganez siilfat tetrahidrat (MnSO4.4H>0) (Merck-1.02786, Germany) |  %0.005
Demir siilfat heptahidrat (FeSO4.7H20) (Merck-1.03965, Germany) %0.004
Agar %2
Tirozin (Merck-1.08371, Germany) %2
Fenilalanin (Merck-1.07256, Germany) %2
Arjinin (Merck-1.01542, Germany) %2
Triptofan (Merck-1.08374, Germany) %2

%2 Sodyum Sitrat Cozeltisi

Tri Sodyum Sitrat Dihidrat (Merck 1.06448, Germany) 20.0

Manyetik 1siticida ¢ozdiiriiliir ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanir.

%0.1 Pepton Tuz Cozeltisi (Peptone Salt Solution)

Bakteriyolojik pepton (OXOID-LP0037, USA) 1.0

Sodyum kloriir (NaCl) (Merck-1.06400, Germany) 9.0

Manyetik 1siticida ¢ozdiiriiliir ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanir.

1X Fosfat Tamponlu Salin (PBS)

Sodyum kloriir (NaCl) (Merck-1.06400, Germany) 8.0
Potasyum kloriir (KC1) (Merck-1.04936, Germany) 0.2
Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO,) (Merck-1.06586, Germany) 1.44
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO,4 ) (Merck-1.04873, Germany) 0.24

Manyetik 1siticida ¢ozdiiriiliir ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanir. pH ayarlamak i¢in (Naoh ve HCl ile)
800 mL distile suyla hazirlanip, iistii 1 L’ye tamamlanir.

%60°Iik Gliserol
Gliserol (Fisher-BP229-1, USA) 60.0
Distile su 40.0

Manyetik 1siticida ¢ozdiiriiliir ve 121°C’de 15 dakika otoklavlanir.
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan besiyerleri ve agar (devam)

%1 Agaroz jel
1X TAE (Tris-asetat-EDTA) tampon 100.0 mL
Agaroz (Sigma-A5093, Germany) 1g

Liziz Tamponu (Genomik DNA izolasyonu icin)
20 mM Tris-HCI, pH 8.0 (Sigma-T-5941, Germany)
2 mM EDTA (Merck-1.08418.1000, Germany)

%1.2 Triton X-100 (Merck-1.08603.1000, Germany)
Lizozim (20 mg/mL) (Sigma-L6876, Germany)
Niikleaz icermeyen su (Bioshop-7732-18-5, Canada)

Agarli besiyerleri, uygun bir erlene, uygun miktarda besiyeri eklenmis ve 1000 mL distile
su ilavesi ile tamamlanmistir ve otoklavda sterilize edilmistir (121°C, 15dk).
Sterilizasyondan sonra steril petrilere, serolojik pipet yardimiyla 20 mL olacak sekilde
dokiilmiistiir ve katilagsmasi beklenmistir. Agarsiz besiyerleri (broth) cam tiiplere 5’er mL
seklinde konularak hazirlanmis ve otoklavda sterilize edilmistir. Kat1 besiyerleri, broth

ortamlarina 15g/1000mL olacak sekilde agar eklemesi ile elde edilmistir.

Skim milk agar hazirlanirken, uygun bir erlene, belirtilen miktarda Skim Milk tozu
eklenerek 1000 mL distile su ilavesi ile tamamlanmistir ve 121°C’de 5 dakika siire
(karamelizasyona ugramamasi i¢in) ile otoklavda sterilize edilmistir. Sterilizasyondan
sonra steril petrilere, serolojik pipet yardimiyla 20 mL olacak sekilde dokiilmiistiir ve
katilasmast beklenmistir. Broth Skim Milk de ayn1 yontemle agar eklenmeden

hazirlanmustir.

Dekarboksilaz aktivitesi teshis ortami hazirlanirken, uygun bir erlene, belirtilen
miktarlarda kimyasallar eklenmis ve 1000 mL distile su ilavesi ile tamamlanmistir ve bu
ortam 121°C’de 10 dakika siire ile otoklavda sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra
steril petrilere, serolojik pipet yardimiyla 20 mL olacak sekilde dokiilmiis ve katilagmast

beklenmistir.
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3.2 Yontem

3.2.1 Peynir o6rneklerinin toplanmasi

Peynir 6rnekleri, steril kosullarda toplanarak, 20’ser gram olacak sekilde aseptik numune
kaplarina alinmistir. Kopiik strafor kutuya, buz akiileri yerlestirilmis ve aralarina peynir
orneklerinin bulundugu numune kaplart konulmustur. Bu kosullar altinda, en kisa
zamanda laboratuvara getirilerek analize alinmaya baslanmistir. Analizler, Ankara
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Prokaryotik Genetik laboratuvarinda

gerceklestirilmistir.

3.2.2 Bakterilerin izolasyonu

Peynir ornekleri, bir havan aracilifiyla ezilmis ve homojenizasyonun yapilmasi i¢in,
Sonics marka (Vibra Cell VCX 130, USA) ultrasonik homojenizatdr kullanilmistir. 8 adet
uygun erlene, 180 mL’ser % 2 sodyum sitrat c¢ozeltisi (6zellikle peynirlerin
homojenizasyonu amaciyla kullanilan bir seyreltme ¢ozeltisidir) eklenmis ve her erlene
farkli peynir 6rnegi (20 gr) konularak homojenizator yardimiyla homojenize olana kadar
belirli araliklarla frekans verilmistir. Homojenizasyon boyunca islem goérmeyen

erlenlerin iistii kontaminasyona maruz kalmamasi1 amaciyla parafilm ile kapatilmistir.

Steril petriler, farkli peynir 6rnekleri i¢in diliisyon sayisina bagli olarak, 3 paralel olacak
sekilde etiketlenmistir. Cam sisedeki, 90 mL’ser 8 adet pepton tuz ¢ozeltilerinin (tuzda
bliylime egilimine sahip bakterileri se¢gmek ic¢in kullanilan bir ¢6zeltidir) {istiine, 10’ar
mL daha 6nceden homojenizasyonu yapilmis, % 2 sodyum sitrat ¢ozeltisi i¢indeki farkli
peynir Ornekleri, serolojik pipet yardimiyla eklenmis ve 100 mL’ye tamamlanmistir.
Steril tiiplere 900 uL PBS konularak, 100 pL pepton tuz ¢ozeltisi ve sodyum sitrat
¢ozeltisi ile birlestirilen peynir 6rnekleri, 10 seyreltmeye kadar seri diliisyon yapilmustir.
Her seyreltme derecesi 3 paralel olarak MRS, M17 ve KEA besiyerlerine, steril drigalski
spatiilii yardimiyla, yayma ekim yontemiyle ekilmis ve 48 saat inkiibasyona (MRS ve

KEA 37°C’de, M17 30°C’de) birakilmastir.
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48 saat inkiibasyondan sonra sayilabilecek kadar iireyen bakterilerin oldugu petriler
arasindan, olabildigince c¢esitli morfolojide kolonilerden, laktik asit bakterisi olma
potansiyeli olan bakteriler secilmistir. Se¢ilen kolonilerin gozle goriilebilen morfolojik
Ozellikleri (bliytikligl, yapisi, sekli) not edilmistir. Bu bakteriler, 6ze yardimiyla tek
koloni aliarak, 5’er mL’lik tiiplerdeki MRS, M17 ve Nutrient (37°C’de) (KEA yerine)
sv1 besiyerlerine ekilmis ve uygun sicakliklardaki statik inkiibatorlere, inkiibasyon i¢in
birakilmistir. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda yeterince lireme gergeklestiren bakteriler,
uygun kat1 besiyerlerine (NB’deki KEA’ya), ¢izgi ekim metoduyla ekilmistir ve tekrar

uygun sicakliklardaki inkiibatorlere, 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.

Cizgi ekim sonrasi, tek koloni iireyen bakteriler, biyokimyasal testler icin muhafaza
edilmeleri amaciyla sivi besiyerlerinden alinarak, %40’lik stoklarda (334 pL sivi

besiyerindeki bakteri + 666 pL gliserol), -20°C’de saklanmistir (Strobel 2009).

3.2.3 Bakterilerin antimikrobiyal aktivite spektrumlarinin belirlenmesi

Potansiyel probiyotik suslarin, patojenlere karsi antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek

amaciyla kuyu difiizyon testi yapilmustir.

LAB potansiyeli olan bakteriler ve indikator olarak kullanilacak patojen bakteriler, bir
giin 6ncesinden, liremelerine uygun sivi besiyerlerine pasajlanarak, uygun sicaklikta, 18
saatlik inkiibasyona birakilmistir. Ayn1 zamanda, patojen bakterilerin iiremesine uygun
kat1 besiyerleri (LB ve TSB) de hazirlanmis ve steril petrilere dokiilmiistiir. Deneyin
yapilacag giin, patojenlerin liremesine uygun yar1 kati (soft) besiyerleri (%0,5 agar) (LB

ve TSB) 5’er mL’lik tiiplerde hazirlanmistir.

Pasajlanan izolatlarin aktif kiiltlirlerinden 1’er mL alinarak, 1.5 mL’lik mikrosantrifiij
tiiplerine konulmustur. Bu bakteriler, 6000 rpm’de, 15 dakika, oda sicakliginda santrifiij
edilmistir. Santrifiijden sonra, tliplerdeki slipernatantlar (iist s1iv1), mikropipetle ¢ekilerek
0.22 uM por ¢apli membran filtrelerden (GVS Acrylic Blue membr.-7089972, USA)

gecirilmis ve yeni steril mikrosantrifiij tiiplerine aktarilmistir.
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Yar kat1 besiyerleri katilagsmadan, i¢lerine 100’er uL olacak sekilde, her birine farkli,
pasajlanmig patojenlerden eklenmis ve homojenize edilmistir. Homojenize edilen
tiiplerdeki yar1 kati besiyerleri, bir giin dncesinden hazirlanmis agar plakalara, hizlica
dokiilmiis ve petrinin her yerine esit gelecek sekilde yayilmustir. indikatérleri igeren yar
kat1 besiyerleri katilastiktan sonra, agar delici (corkborer) yardimiyla, her petriye 4 adet
5 mm’lik kuyucuklar agilmistir. Kuyucuklarin igine 1 tanesi negatif kontrol olacak
sekilde, 3 kuyucuga 100°er pL’ser filtrat inokiile edilmistir. Petriler ters ¢evrilmeden
37°C’de 24 ssat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda, probiyotik
suslarin test edilen patojen bakterilere karsi olusturduklari inhibisyon zonlar1 incelenmis
ve zon olusturan izolatlar, inhibitor aktiviteye sahip suslar olarak degerlendirilmistir

(Balouiri vd. 2016, Bayram ve Yildirim 2016, Bhunia vd. 1991, Biswas vd. 1991).

3.2.4 Gram boyama

Kuyu difiizyon metoduna pozitif sonug¢ veren izolatlarin, morfolojik 6zelliklerini
mikroskop altinda tespit etmek i¢in gram boyama yapilmistir. Gram boyama islemi igin

Merck boyama seti (1.11885.0001, Germany) kullanilmistir.

3.2.5 Asidifikasyon aktivitesi

Kuyu diflizyon metoduna pozitif sonug¢ veren izolatlarin, laktoz fermantasyonu sonucu
asitlik artisina bagli olarak pH’da meydana gelen degisiklikleri belirlemek amaciyla,

asidifikasyon aktivitesi testi yapilmustir.

Aktif kiiltlir olusturmak i¢in, bir glin 6nceden MRS s1v1 besiyerlerine ekilen izolatlar, 18
saatlik inkiibasyona birakilmistir. 50 mL’lik tiiplere, 10’ar mL’lik Skim Milk sivi
besiyerleri 3 paralel olacak sekilde hazirlanmistir. Skim Milk’lere, aktif kiiltiirlerden
(OD’leri 600 nm’de 0.05-0.2’ye gore ayarlanmis) %1 oraninda asilama yapilmis ve 37
°C’de inkiibasyona birakilmistir. Negatif kontrol olarak aktif kiiltiir konulmamis, bos

besiyeri kullanilmig ve deneyler 3 tekrar seklinde yapilmistir.
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Inkiibasyonun 0, 3, 6, 9, 24. saatlerinde, tiiplerden 2 mL 6rnek alinmis ve steril tiiplere
konularak, aseptik kosullarda pH 6l¢limleri not edilmistir. Baglangi¢ ve bitis pH degerleri
dikkate almarak ApH degerleri hesaplanmistir (Akoglu vd. 2016, Durlu-Ozkaya vd.
1999).

3.2.6 Proteolitik aktivite

Calismada kullanilacak suslar1 aktiflestirmek igin, bir giin Onceden MRS sivi
besiyerlerine ekilen izolatlar, 18 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Bakteri izolatlarinin
proteolitik aktivitesini belirlemek amaciyla Skim Milk agar hazirlanmistir. Steril petrilere
dokiilen agarin katilagmasi beklenmistir. Petriler hayali dort es parcaya ayrilmis ve 1’1
kontrol olmak {izere 3 noktaya, mikropipet yardimiyla, aktif kiiltiirlerden 10 pL’ser
damlatilmistir.  Petriler, 37°C’de 7 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra olusan zonlar, proteolitik aktivitenin olusumunun géstergesi olarak

degerlendirilmistir (Harrigan 1998).

3.2.7 Dekarboksilaz aktivitesi

Aktif kiiltiir elde etmek amaciyla bir giin 6nceden MRS siv1 besiyerlerine ekilen izolatlar,
18 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Bakteri izolatlarinin dekarboksilaz aktivitesini
belirlemek amaciyla, belirli aminoasitleri igeren bir teshis ortami hazirlanmis ve steril
petrilere dokiilmiistiir. Petriler hayali dort es parcaya ayrilmis ve 1’1 kontrol olmak {izere
3 noktaya, mikropipet yardimiyla, aktif kiiltiirlerden 10 pL’ser damlatilmistir. Petriler, 37
°C’de 7 giin boyunca anaerobik inkiibasyona (Biomerieux, GENBox anaer, France)
birakilmistir.  inkiibasyondan sonra olusan zonlar, dekarboksilaz aktivitesinin

olusumunun gdstergesi olarak degerlendirilmistir (Joosten ve Northolt 1989).

3.2.8 izolatlarin farkh cevresel kosullara kars: direngliliklerinin belirlenmesi

Izolatlarin, probiyotik dzelliklerinin belirlenmesinde ilk olarak, diisiik pH’a kars1 direng

arastirilmistir. Bu amagla MRS agar ortami hazirlanmis ve 18 saatlik aktif kiiltiirlerden

30



I’er mL alinarak, OD’leri 600 nm’de 0.5 McFarland’a gore ayarlanmistir. OD’si
ayarlanmus kiiltlirlerden 1’er mL alinmis ve 1.5 mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine transfer
edilerek, 12000 rpm’de, 5 dakika, +4°C’de c¢oktiiriilmiistiir. Siipernatant atilmis ve
peletler, PBS (pH 7.2) ile yikanmistir. Tekrar santrifiij yapilmais, siipernatant atilmis ve
peletler, PBS (pH 7.2) ile yikanmustir. Son olarak santrifiij gergeklestirilerek siipernatant
ortamdam uzaklastirilmig ve peletlerin lizerine, her bir izolat i¢in ayr1, pH’1 1.0, 2.0, 3.0
ve 7.4’e (kontrol) ayarlanmis olan PBS’ler ilave edilmistir. Bu ortamlar 37°C’de 3 saat
siireyle bekletilmistir. Bu zaman diliminde 0., 1, 2. ve 3. saatlerde test 6rnekleri alinmis
ve PBS (pH 7.2) ile 10ya kadar seyreltme yapilmistir. Son diliisyon iiriinii, MRS agara
3 paralel seklinde yayma ekim metoduyla ekilmis ve 37 °C sicakliktaki inkiibatore
konulmustur. 48 saat inkiibasyondan sonra canli hiicre sayimlar1 gergeklestirilmis ve %
hayatta kalma oranlar1 log(kob/mL) cinsinden hesaplanmistir. Deneyler 3 paralel, 3 tekrar
seklinde yapilmistir ve % canlililik asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmigtir
(Maragkoudakis vd. 2006) ;

% Canlilik = (Xﬁ) x 100

0

Xo: Pozitif kontroldeki canli hiicre sayisi

X: Denemeye tabi tutulan bakterilerdeki canli hiicre sayisi

Izolatlarin, pepsine karsi direnglerinin belirlenmesinde, gastrointestinal ~sistem
kosullariin olusturulabilmesi i¢in, 3 mg/mL pepsin (Sigma-P7000, Germany) iceren,
pH’12.0 ve 3.0’e ayarlanmis PBS kullanilmistir. Bu amagla MRS agar hazirlanmis ve 18
saatlik aktif kiiltiirlerden 1’er mL aliarak, OD’leri 600 nm’de 0.5 McFarland’a gore
ayarlanmigtir. OD’si ayarlanmig kiiltiirlerden 1’er mL alinmis ve 1.5 mL’lik
mikrosantrifiij tiiplerine transfer edilerek, 12000 rpm’de, 5 dakika, +4 °C’de
¢Oktiiriilmiistiir. Siipernatant atilmisg ve peletler, PBS (pH 7.4) ile yikanmigtir. Tekrar
santrifiij yapilmis, siipernatant atilmis ve peletler, PBS (pH 7.4) ile yikanmistir. Son
olarak santrifiij islemi gergeklestirilmis ve olusan siipernatant ortamdan uzaklastirilmistir.
Peletlerin lizerine, her bir izolat i¢in ayr1, pH’1 2.0, 3.0 ve 7.4’e (kontrol) ayarlanmis olan
PBS’ler ilave edilmis ve 37°C’de 3 saat bekletilmistir. Sonra bekleme stiresinin 0., 1. ve

3. saatlerinde kontrol ve test gruplarindan 6rnek alinarak, PBS (pH 7.2) ile 10’ ya kadar
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seyreltme yapilmistir. Son diliisyon {iriinii, MRS agara 3 paralel seklinde yayma ekim
metoduyla ekilmis ve 37 °C sicakliktaki inkiibatore konulmustur. 48 saat inkiibasyondan
sonra canli hiicre sayimlar1 gerceklestirilmis ve % hayatta kalma oranlar1 log(kob/mL)

cinsinden hesaplanmistir (Maragkoudakis vd. 2006).

Izolatlarin, pankreatine kars1 direnglerinin belirlenmesinde, 1 mg/mL pankreatin (Merck-
P7545, Germany) igeren, pH’1 8.0’a ayarlanmisg PBS kullanilmistir. Bu amagla MRS agar
hazirlanmis ve 18 saatlik aktif kiiltiirlerden 1’er mL alinarak, OD’leri 600 nm’de 0.5
McFarland’a gore ayarlanmistir. OD’si ayarlanmis kiiltiirlerden 1’er mL alinmis ve 1.5
mL’lik mikrosantrifiij tiiplerine transfer edilerek, 12000 rpm’de, 5 dakika, +4°C’de
coktliriilmisgtiir. Stipernatant atilmis ve peletler, PBS (pH 7.4) ile yikanmistir. Tekrar
santrifiij yapilmis, siipernatant atilmis ve peletler, PBS (pH 7.4) ile yikanmustir. Tekrar
santrifiij islemine tabi tutulan bu ortamlardan siipernatant uzaklastirildiktan sonra,
peletlerin {izerine her bir izolat i¢in pH’1 8.0 ve 7.4’¢ (kontrol) ayarlanmis olan PBS’ler
ilave edilmis ve 37°C’de 4 saat bekletilmistir. Sonra bekleme siiresinin 0. ve 4. saatlerinde
kontrol ve test gruplarindan drnek alinarak, PBS (pH 7.2) ile 10®ya kadar seyreltme
yapilmistir. Son diliisyon {iriinii, MRS agara 3 paralel seklinde yayma ekim metoduyla
ekilmis ve 37°C sicakliktaki inkiibatore konulmustur. 48 saat inkiibasyondan sonra canli
hiicre sayimlar1 gergeklestirilmis ve % hayatta kalma oranlar1 log(kob/mL) cinsinden

hesaplanmistir (Maragkoudakis vd. 2006).

[zolatlarin, safra tuzuna kars1 toleranslarmin belirlenmesinde, farkli oranlarda safra tuzu
(Fluka-48305, Germany) igeren MRS sivi besiyerleri kullanilmistir. Bu amagla, %0.3,
%0.5 ve %1 konsantrasyonlarinda safra tuzu bulunduran, besiyerleri hazirlanmigtir. 18
saatlik aktif kiiltiirlerden 1’er mL alinarak, OD’leri 600 nm’de 0.5 McFarland’a gore
ayarlanmigtir. OD’si ayarlanmig kiiltiirlerden 1’er mL alinmis ve 1.5 mL’lik
mikrosantrifiij tiiplerine transfer edilerek, 12000 rpm’de, 5 dakika, +4°C’de
¢oktiiriilmistiir. Siipernatant atilmis ve peletler, PBS (pH 7.4) ile yikanmigtir. Tekrar
santrifiij yapilmis, siipernatant atilmis ve peletler, PBS (pH 7.4) ile yikanmistir. Son
santrifiij islemi uygulanarak silipernatant atilmis ve peletler, her bir izolat i¢in ayr1, %0.3,
%0.5, %1 ve %0 (kontrol) konsantrasyonlarinda safra tuzu bulunduran MRS

besiyerlerinde ¢Ozdiirilmiistiir. Bu ortamlar 37°C’de 4 saat silireyle bekletilmistir.
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Inkiibasyonun 0. ve 4. saatlerinde tiim deneme deseni numunelerinden érnekler almarak,
PBS (pH 7.2) ile 10 ya kadar seyreltme yapilmustir. Son diliisyon iiriinii, MRS agara 3
paralel seklinde yayma ekim metoduyla ekilmis ve 37°C sicakliktaki inkiibatore
konulmustur. 48 saat inkiibasyondan sonra canli hiicre sayimlar1 gergeklestirilmis ve %

hayatta kalma oranlar1 log(kob/mL) cinsinden hesaplanmistir (Maragkoudakis vd. 2006).

3.2.9 Otoagregasyon

Izolatlarin kendi aralarinda bir araya gelerek kiimeler olusturma siirecini ve birbirlerine
tutunma derecelerini yani otoagregasyonu belirlemek amaciyla Vandevoorde ve ark.

(1992) tarafindan onerilen metot kullanilmis ve deneyler 3 tekrar seklinde yapilmistir.

Bu amagla, iki ardisik pasaj islemi uygulanarak aktiflestirilmis 18 saatlik kiiltiirler, 1’er
mL ve 3 paralel olacak sekilde mikrosantrifiij tiiplerine alinmistir. Tiipler, 10000 rpm’de,
15 dakika, 4 °C’de santrifiij edilmistir. Santriflij uygulamasindan sonra, iist s1v1 atilmig
ve peletler 1x, 7.2 pH’l1 PBS ile yikanmustir. Tiipler tekrar 10000 rpm’de, 15 dakika, 4
°C’de santrifiij edilmistir. Ust stv1 atilmis ve peletler, 1x, 7.2 pH’I1 PBS ile yikanmistir.
Yikama sonrasinda elde edilen drnekler, 15 mL’lik tiiplere transfer edilmistir. Uzerlerine
9 mL, 1x, 7.2 pH’l1 PBS eklenmis ve yavas¢a karistirilmistir. 0. Saat OD’leri (600 nm),
spektrofotometrede Ol¢iilmiis ve not edilmistir. Daha sonra 37°C’de, 24 saatlik
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon boyunca 4, 20 ve 24. saatlerde, tiiplerin iist
kisimlarindan, karistirilmadan, 1’er mL 6rnekler alinarak, absorbanslari 6l¢iilmiis ve not
edilmistir. Bu degerler ile otoagregasyon (OA olarak ifade edilmek iizere) formiilii

kullanilarak, agregasyon yiizdesi hesaplanmistir (Vandevoorde vd. 1992).
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3.2.10 Koagregasyon

Izolatlarin, patojen bakterilerle etkilesime girerek kiimeler olusturma siirecini yani
koagregasyonu belirlemek amaciyla Handley ve ark. (1987) tarafindan gelistirilen metot

kullanilmis ve deneyler 3 tekrar seklinde yapilmaistir.

Bu amagla, 18 saatlik aktif deney suslar1 ve patojen bakteri kiiltiileri, 1’er mL, 3 paralel
olacak sekilde mikrosantrifiij tiiplerine alinmistir. Tipler, 10000 rpm’de, 15 dakika,
4°C’de santrifiij edilmigtir. Santrifiijden sonra, Uist siv1 atilmis ve peletler 1x, 7.2 pH’I1
PBS ile yikanmustir. Tiipler tekrar 10000 rpm’de, 15 dakika, 4°C’de santrifiij edilmistir.
Ust sv1 atilmis ve peletler, 1x, 7.2 pH’l1 PBS ile yikanmistir. Yikama sonrasinda elde
edilen orneklerin, 0. Saat OD’leri (600 nm), spektrofotometrede Ol¢iilmiis ve 0.05-0.2
absorbans degerleri arasina ayarlanmistir. Esit miktarlardaki, absorbansi ayarlanmig
izolatlar ve patojenler, ayni tiipte yavasca karistirtlmistir ve tekrar OD’leri 6l¢iiliip not
edilmistir. Daha sonra 37°C’de, 20 saatlik inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
boyunca 4 ve 20. saatlerde, tiiplerin {ist kisimlarindan, karistirilmadan, 1’er mL 6rnekler
alinarak, absorbanslar1 dlciilmiis ve not edilmistir. Bu degerler ile koagregasyon (KA
olarak ifade edilmek iizere) formiilii kullanilarak, agregasyon yiizdesi hesaplanmigtir
(Handley vd. 1987).

(ODpat + ODizolat) - ODmix
ODpat + ODizolat

%KA = x 100

ODyat: Patojenlerin, 0. Saat optikal dansitesi
ODyrovio: izolatlarin, 0. Saat optikal dansitesi

ODmix: Karisimin, 4/20 saat sonraki optikal dansite
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3.2.11 izolatlarin Caco-2 hiicrelerine tutunmasi

Agregasyon denemeleri sonucu, en verimli aktivite gosteren iki izolat i¢in, Cac0-2
hiicrelerine tutunma testi gerceklestirilmistir. Caco-2 hiicreleri, insan ince bagirsak epitel
hiicrelerine benzer 6zellikler gosterirler. Bu sebeple, izolatlarin, bu hiicrelere ne derecede
tutundugunu belirlemek amaciyla, Caco-2 (insan kolon epidermal adenokarsinom hiicre
hatt1) hiicrelerine tutunma testi yapilmistir. Deneyler 3 tekrar seklinde yapilmistir

(Jankowska vd. 2008).

On hazirlik olarak Caco-2 hiicreleri, %10’luk fetal sigir serumu (FBS) ve antibiyotik
ilaveli, Dulbecco Modifiye Eagle besiyerinde (DMEM) (GIBCO, USA), 37°C’de, % 5
CO: anaerobik sartlarinda gelistirilmistir. Gelistirilen hiicreler, 24 kuyuya sahip hiicre

kiiltiir plakalarina ekilmis ve iki giinde bir yenilenerek pasajlanmistir.

Izolatlarin 18 saatlik aktif kiiltiirleri, 8000 g’de, 5 dakika boyunca ¢oktiiriilmiistiir ve iki
kere PBS ile yikama yapilmstir. Hiicre kiiltiirlerinin konsantrasyonlar;, DMEM ile 2x10’
kob/mL’ye ayarlanmig ve 1,5 uL hacimli mikrosantrifiij tiiplerine alinmigtir. Tiiplerdeki
hiicreler, iclerinde Caco-2 hiicre hatt1 bulunan kuyucuklarin {izerine 130 pL olacak
sekilde ilave edilmistir. Denemeler 3 paralel olacak sekilde hazirlanmistir. Kiiltiir
plaklari, 37°C’de, % 5 CO; anaerobik sartlarinda, 90 dakika boyunca inkiibasyona
birakilmigtir. Belirtilen siirenin sonunda, tutunmamis bakteri hiicrelerini ortamdan
uzaklastirmak icin, bakteri siispansiyonu steril bir pipet kullanilarak alinmis ve
kuyulardaki Caco-2 hiicreleri iki kez PBS tamponu ile yikanmigtir. Caco-2 hiicrelerine
tutunmus bakterileri kuyulardan almak i¢in, hiicrelere, 250 pL tripsin-EDTA, 37 °C'de
10 dakika boyunca uygulanmistir. Daha sonra, tripsin reaksiyonunu durdurmak amaciyla,
250 pL FBS igeren besiyeri eklenmistir. Kuyulardan alinan bakteriler, steril tiiplere
alinmis ve PBS ile 10%ya kadar seyreltme yapilmistir. Diliisyonlar, 3 paralel olacak
sekilde, MRS agara yayma ekim gerceklestirilmis ve 37°C'de, 18 saat bekletilmistir. Bu
islem bitiminde, canli hiicre sayimlar1 gergeklestirilmis ve % hayatta kalma oranlari
log(kob/mL) cinsinden 3.2.8”deki gibi hesaplanmistir. Kontrol olarak, Caco-2 hiicrelerini

icermeyen izolatlar kullanilmistir (Maragkoudakis vd. 2006).

35



3.2.12 16S rDNA dizi analizi ile izolatlarin tanimlanmasi

izolatlarin tamimlamasi, bu metotla yapilmistir. Metota gore; genomik DNA’nin
izolasyonu yapilip, PZR’la cogaltilmistir. Baz dizi siralari, Sanger analiziyle belirlenmis
ve dizilerin FASTA formatlar1 kullanilarak, NCBI veri tabaninda bulunan diger

mikroorganizmalarla karsilagtirilip, tanimlanmalar1 yapilmstir.

3.2.12.1 Genomik DNA izolasyonu ve saflagtiriimasi

Genomik DNA izolasyonu ve saflagtirilmasi, Thermo Scientific GeneJET Genomic DNA
Purification Kit (Kit Numarasi: K0722, USA) yardimiyla yapilmistir. Gram pozitif
bakterilerin hiicre duvarin1 kirmak daha zor oldugu igin, kitte de belirtildigi gibi,
oncesinde bir liziz tamponu hazirlanmistir. Liziz tamponu igin gerekli olan malzemeler
metot kisminda belirtilmistir. 50 mL son hacme ayarlanan liziz tamponunu kullanmadan

hemen Once lizozim eklenmistir.

18 saatlik aktif kiiltiirler, 2 mL’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine, 2 mL olacak sekilde
alinmistir. Tiipler, 5000 g’de, 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Santrifiijden sonra,
tiplerdeki st sivilar uzaklastirilmistir. Kullanima hazir, lizozim eklenmis, liziz
tamponundan 180 pL’ser alinarak her pelete konulmus ve siispanse (pipetleme yoluyla)
edilmistir. Siispanse edilen Ornekler, 37 °C’de, 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra, her érnege 200 pL Liziz ¢dzeltisi ve 20 pL Proteinaz K eklenmistir.
Diizgiin bir slispansiyon elde etmek i¢in 6rnekler, nazik¢e karistirilmistir. Homojen hale
gelen ornekler, 56 °C'de, 30 dakika inkiibe edilmistir. inkﬁbasyon esnasinda, hiicreler
tamamen parcalanana kadar, ara sira karistirilmistir. inkiibasyondan sonra ise, her érnege
20 pL RNase A c¢ozeltisi eklenmis ve karistirilmistir. Elde edilen karisim, oda
sicakliginda, 10 dakika boyunca inkiibe edilmistir. Daha sonra her 6érnege, 200 puL Liziz
cozeltisi eklenmis ve homojen bir karigim elde edilinceye kadar yaklasik 15 saniye
boyunca elle karigtirtlmistir. 400 pl, % 50 konsantrasyona sahip etanol de eklendikten
sonra, tim Ornekler yine, homojenliginden emin olunana kadar pipet yardimi ile
karistirllmistir. Hazirlanan her bir tiip, ayr1 ayri, kitten ¢ikan saflastirma kolonlarina

transfer edilmistir ve altlarina yine kitten ¢ikan toplama tiipleri yerlestirilmistir. Bu

36



kolonlar, 6000 g’de, 1 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Toplama tiipleri atilmig ve
yerine, steril toplama tiipleri konulmustur. Saflastirma kolonlarinin iizerine, 500 pL
yikama tamponu I eklenmis ve 8000 g’de 1 dakika boyunca santrifiij yapilmistir. Santrifiij
sonrasi, toplama tiipleri atilmis ve tekrar, steril toplama tiipleri konulmustur. Saflagtirma
kolonlarinin {izerinden bu sefer, 500 pL yikama tamponu II eklenmis ve 12000 g’de, 3
dakika boyunca santrifiijlenmistir. Toplama tiipleri atilmis ve Orneklerin iginde
bulundugu saflastirma kolonlar1, 1.5 mL’lik steril mikrosantrifiij tiiplerine alinmistir.
Genomik DNA'y1 ayristirmak i¢in, saflastirma kolonlarinin merkezine, 200 puL Eliisyon
tamponu eklenmis ve oda sicakliginda 2 dakika boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra tiipler, son kez, 8000 g’de 1 dakika boyunca santrifiijlenmis ve
saflastirma kolonlar1 atilarak, mikrosantrifiij tiiplerinin kapaklar1 kapatilmistir. Genomik
DNA orneklerinin, NanoDrop yardimiyla safliklar1 6l¢lilmiis ve polimeraz zincir

reaksiyonunda (PZR) kullanilmast amaciyla, -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.12.2 16S rDNA bolgesinin PZR ile cogaltilmasi

Peynirlerden izolasyonu gerceklestirilen bakterilerin, genomik DNA’larindaki 16S rDNA
bolgelerini ¢ogaltmak amaciyla, Beasley ve Saris’(2004) dizayn edilen, 16S ileri (5'-
CCGTCAATTCCTTTG AGT TT-3') ve 16S geri (3-AGAGTT TGATCC TGG CTC
AG-5") primerleri kullanilmustir. Orneklerin genomik DNA’lar1, thermal cycler (Techne-
TC 512, England) araciligiyla, yukarida verilen primerler kullanilarak ¢ogaltilmistir. Bu
amagla, 500 pL’lik PZR tiiplerine, son hacim 25 pL olacak sekilde sirastyla; 12.5 pL
ExpressGO™ PreMix-CE 2X PCR Master Mix (BiOptic, Taiwan), 10.5 uL molekiiler
steril su (niikleaz icermeyen) 0.5 uL 16S ileri primeri, 0.5 pL 16S geri primeri ve 1 pL
kalip DNA eklenmis ve mikropipet yardimiyla iyice karistirilmistir. Hazirlanan tiipler,
PZR cihazina yerlestirilmis ve PZR dereceleri ve adimlari, Cizelge 3.2°deki gibi
ayarlanarak PZR islemi gerceklestirilmistir.
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Cizelge 3.2 16S PZR adimlar1

PZR adimlan Sicakhik Zaman

Denatiirasyon (¢ift zincirin agilmasi) 94°C 45 sn

Baglanma (primerlerin baglanmast) 46°C 60 sn

Uzama (zincir uzamasi) 72°C 60 sn
*Toplam 30 ¢evrimlik

3.2.12.3 Agaroz jel elektroforezi

16S PZR sonucu elde edilen iiriinlerin, molekiiler biiytikliiklerini belirlemek amaciyla,
agaroz jel elektroforezi yapilmistir. Bu amagla %1 oraninda agaroz igeren 100 mL’lik,
1X, Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu hazirlanmistir. Hazirlanan tamponun igerisindeki
agarozun c¢ozlinmesi igin, 2 dakika boyunca mikrodalga firin kullanilarak, tampon
homojenize edilmistir. 45 °C’ye kadar sogutulan tampon, her yere esit gelecek sekilde
plakaya dokiilmiis ve uygun tarak yerlestirilip, agarozun polimerizasyonu beklenmistir.
Elektroforez tankina, yiizeyi kaplayacak kadar TAE eklenmistir. Plakaya dokiilen agaroz
jelin polimerizasyonu tamamlandiktan sonra, tarak ¢ikarilmistir. PZR’1 yapilan 6rneklere,
yiikkleme boyast (loading dye) (Fermentas, R0611, USA) eklenmis ve agaroz jel
kuyucuklarina yiikklenmistir. Markor olarak, GeneRuler 1 kb (1000 bg¢) DNA Ladder
(Fermentas, SM0311, USA) kullanilmistir. Elektroforez islemi, 100 V’da, 50 dakika
boyunca gerceklesmistir. Siire bitiminde, agaroz jel tanktan alinmis ve 30 dakika EtBr
icinde, sonrasinda da 15 dakika boyunca distile su i¢inde bekletilmistir. Sonra UV 1s1n
altinda fotograflar1 ¢ekilmis ve kaydedilmistir. PZR {irlinleri, tanimlanmalar1 amaciyla

dizi analizine gonderilmistir

3.2.12.4 Sanger DNA dizi analizi

Izolatlarn 16S rDNA bolgeleri PZR ile ¢ogaltildiktan sonra, analizi yapilmak iizere
AgriGenomics Hub (Ankara, Tiirkiye) firmasina, hizmet alim1 yapilarak, sonuglar elde
edilmistir. Daha sonra dizilerin, MEGA11 programi kullanilarak, FASTA formatlari elde
edilmistir. NCBI veri tabani iizerinde bulunan diger mikroorganizmalarla karsilastiriimig

ve tanimlanmalar1 yapilmstir.
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3.2.13 istatistiki analizler

Istatistiksel analizlerde, R paket programi kullanilmistir. Koloni sayimi icermeyen yanit
degiskenleri i¢in tekrarlayan gozlemli ANOVA modelleri kurulmustur ve gruplar arasi
farkliliklar varyans analizi (ANOVA) yapilmistir. Tekrarlayan gozlemli ANOV A modeli
kullanilmasinin amaci, zamana bagl birey i¢i degiskenligin dikkate alinmasidir. Sayim
iceren yanit degiskenleri igin, Poisson regresyonu yapilmistir. Gruplar aras1 farkliliklar,

sapma analizi ile incelenmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Peynir Orneklerinin Yapisal Ozellikleri

Calismada kullanilan gida iirtinleri, Tiirkiye’nin 3 farkli sehrinden toplanmis, 8 adet,
geleneksel yollarla iiretilmis olan peynirlerdir. Bu kapsamda kullanilan peynirler,

toplandig1 yerler ve yapisal ozellikleri Cizelge 4.1 ve Sekil 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 Peynirlerin toplandiklar1 yerler ve yapisal 6zellikleri

Peynir kodlar Toplandig: yer Yapisi
A-1 Birecik/Sanlurfa Yumusak
A-2 Gaziantep Yumusak
A-3 Nizip/Gaziantep Yumusak
A-4 Birecik/Sanliurfa Yumusak
A-5 Nizip/Gaziantep Yumusak
A-6 Nizip/Gaziantep Sert
A-7 Siverek/Sanlurfa Yari sert
A-8 Mardin Yumusak

Sekil 4.1 Calismada kullanilan peynir tiirleri
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4.2 Izolatlarin Antimikrobiyal Aktivite Ozellikleri

Izolatlarin, baz1 patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite spektrumlarinin belirlenmesi
amaciyla yapilan kuyu difiizyon zon sonuglar1 Cizelge 4.2’de verilmistir. Zon vermeyen

izolatlar elenerek cizelgeye ve diger calismalara dahil edilmemistir.

Cizelge 4.2 Izolatlarm patojenlere kars1 etkinlik gdsterdigi kuyu difiizyon zon sonuglar

Indikator bakteriler Izolat kodu Zon cap1 (mm)
Salmonella Typhimurium 14028 AS53 13,6
Escherichia coli ATCC 25922 AS57 11,6
Escherichia coli ATCC 25922 AS66 11,3
Escherichia coli ATCC 25922 AS53 10
Escherichia coli ATCC 25922 AS40 10,6
Escherichia coli ATCC 25922 AS26 12,3
Escherichia coli ATCC 25922 AS32 11,3
Pseudomonas aeruginosa AS26 12,3
Pseudomonas aeruginosa AS57 11,3
Pseudomonas aeruginosa AS66 10,6
Pseudomonas aeruginosa AS53 9
Pseudomonas aeruginosa AS32 11,3
Klebsiella pneumoniae AS40 10,6
Klebsiella pneumoniae AS57 13
Klebsiella pneumoniae AS26 12,6
Klebsiella pneumoniae AS53 12,3
Klebsiella pneumoniae AS32 11,6
Klebsiella pneumoniae AS66 11,3
Enterococcus faecalis ATCC 29212 AS40 10
Enterococcus faecalis ATCC 29212 AS32 10,3
Enterococcus faecalis ATCC 29212 AS57 11
Enterococcus faecalis ATCC 29212 AS26 11,3
Enterococcus faecalis ATCC 29212 AS53 11,3
Listeria monocytogenes ATCC 7644 AS53 8
Listeria monocytogenes ATCC 7644 AS26 10,6
Listeria monocytogenes ATCC 7644 AS32 8
Bacillus cereus ATCC 11776 AS57 12,3
Bacillus cereus ATCC 11776 AS26 8,5
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Kuyu difiizyon denemesi yapilan 6 farkli izolatin her birinin, en az bir indikator patojene
kars1 antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir. Kullanilan yedi patojene kars1 inhibitor
etkisi olan tek susun, AS26 oldugu tespit edilmistir. AS53 susunun, Bacillus cereus
ATCC 11776 harig diger alt1 patojene karsi, AS57 susunun, Salmonella Typhimurium
14028 ve Listeria monocytogenes ATCC 7644 harig bes patojene karsi, AS32 susunun,
Salmonella Typhimurium 14028 ve Bacillus cereus ATCC 11776 harig bes patojene karsi
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Diger yandan; AS40 susunun sadece, Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ve Enterococcus faecalis ATCC 29212
patojenlerine karst ve AS66 susunun da Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella
pneumoniae ve Pseudomonas aeruginosa patojenlerine karsi etkinlik gosterdigi

saptanmistir.

4.3 Gram Boyama

Kuyu difiizyon yapilip, antimikrobiyal aktivite gosteren izolatlarin gram boyama

sonuclarinin goriintiileri Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2 Gram boyama goriintiileri
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AS53 AS57 AS66

Sekil 4.2 Gram boyama goriintiileri (devam)

Gram boyama sonucu, 6 izolatin hepsi, Gram pozitif olarak belirlenmistir.

4.4 Asidifikasyon Aktivitesi

Izolatlarin, 3, 6, 9 ve 24. saatlerdeki fermantasyon sonucunda olusturduklar: asit iiretme,
buna bagl olarak pH degisimleri Sekil 4.3’de ve ApH degerleri de Cizelge 4.3’de
verilmistir. Nihai degerler, birbiriyle iligkisiz ii¢ paralelin ortalamasi alinarak elde

edilmistir.
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Asidifikasyon Aktivitesi

8

6

I 4

3

2

1

0
AS26 AS32 AS40 AS53 AS57 AS66
m0.saat 6,89 6,89 6,89 6,89 6,89 6,89
m 3.saat 4,94 4,91 4,95 4,87 4,85 4,82
B 6.saat 4,87 4,71 4,77 4,66 4,72 4,79
9.saat 4,86 4,68 4,85 4,82 4,82 4,89
24.saat 4,75 4,8 4,88 4,79 4,75 4,81

Sekil 4.3 Izolatlarin asidifikasyon aktivitesi

Cizelge 4.3 izolatlarin asidifikasyon aktivitesi ApH degerleri

Izolat kodu ApH (6s) ApH (24s)
AS26 2,02 2,14
AS32 2,18 2,09
AS40 2,12 2,01
AS53 2,23 2,1
AS57 2,17 2,14
AS66 2,1 2,08

Asitlik derecesini (pH’1), 6 saatlik siirenin bitiminde en fazla diisliren izolatlar; AS53,
AS32 ve AS57 olarak tespit edilmistir. Ote yandan, pH’1, 24 saatlik siirenin bitiminde en
cok azaltan izolatlarin ise AS26 ve AS57 oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte,

izolatlarin hepsinin, 24 saat sonunda ApH degerlerinin 2’nin iizerine ¢iktig1 saptanmigtir
(Sekil 4.3 ve Cizelge 4.3).
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4.5 Proteolitik Aktivite

Izolatlarin, proteolitik aktivitelerini belirlemek i¢in yapilan deneyde, 7 giin sonunda

olusan zonlarin ¢aplar1 Sekil 4.4’de verilmistir.

Proteolitik Aktivite

Asee |, - 0,3

Ass7 I, . 0,3

Ass3 I 10
Asao |+ 10
As32 | ©,3

As26 |, &

0 2 4 6 8 10 12

izolat kodu

zon gapi (mm)

Sekil 4.4 Proteolitik aktivite 6l¢timleri

7 giinliik inkiibasyon sonunda, izolatlarin tamaminin farkli ¢aplarda zon olusturarak,

yiiksek diizeyde proteolitik aktivite igerdigi tespit edilmistir (Sekil 4.4).

4.6 Dekarboksilaz Aktivitesi

Izolatlarin, proteolitik aktivitelerini belirlemek igin yapilan deneyde, 7 giin sonunda

olusan zonlari ¢aplar1 Sekil 4.5’de verilmistir.
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Dekarboksilaz Aktivitesi

asec I ¢

ass7 - - >
pss: I

asso | -
rs32 I 7,

ps26 N ¢,

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

izolat kodu

zon gap! (mm)

Sekil 4.5 Izolatlarin dekarboksilaz aktivitesi zon sonuglar

7 giinliik inkiibasyon sonunda, izolatlarin tamaminin zon olusturarak, dekarboksilaz

aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir.

4.7 izolatlarn in vitro Kosullarda Gésterdigi Probiyotik Potansiyel

Calismamizda izolatlarin probiyotik potansiyellerinin belirlenmesinde kullanilan ilk
kriter, onlarin mide asidine direncinin yani diisiik pH’a direncinin belirlenmesi olmustur.
Bu analizlere iliskin sonuclar Sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4.9, 4.10, 4.11°de verilmistir. Analiz

sonucu ortaya ¢ikan %canlilik sonuglar1 da EK-2’de verilmistir.
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log(KOB/mL)
o = N w SN ol (o]

m (.saat
m 1.saat
m 2 saat

3.saat

Sekil 4.6 AS26’nin diisiik pH’a direnci (K: Kontrol= 7.4 pH, 1: 1.0 pH, 2: 2.0 pH, 3: 3.0 pH)

log(KOB/mL)
N w SN ()] D ~

-

m 0.saat
| ] saat
= 2.saat

3.saat

Sekil 4.7 AS32’nin diisiik pH’a direnci (K: Kontrol= 7.4 pH, 1: 1.0 pH, 2: 2.0 pH, 3: 3.0 pH)

AS26-K
5,653212514
5,544068044
5,397940009
5,477121255

AS32-K
5,301029996
5,301029996
5,477121255
5,301029996

AS26-1
5,653212514
5,653212514

5,77815125
5,698970004

AS32-1
5,477121255
4,698970004
4,698970004
5,397940009
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AS26'n1n asidik pH'a direnci

AS26-2
5,929418926
5,903089987
5,929418926
5,698970004

AS32'nin asidik pH'a direnci

0

AS32-2
5
5,301029996
5,301029996
5,301029996

AS26-3
5477121255
5,544068044
5,301029996
5,477121255

AS32-3
5,301029996
5,176091259
5,176091259
5,176091259



AS40'm asidik pH'a direnci

9

8

7
T 6
E I [
8 5
¥ 4
hs
o 3

2

1

0 AS40-K AS40-1 AS40-2 AS40-3
m(.saat 0 5,653212514 5,301029996 5,301029996
| 1.saat 5,740362689 5,544068044 5,740362689 4,698970004
m 2 saat 5,602059991 5,544068044 5,544068044 5,397940009

3.saat 5,602059991 5,477121255 5,653212514 5,903089987

Sekil 4.8 AS40’1n diisiik pH’a direnci (K: Kontrol= 7.4 pH, 1: 1.0 pH, 2: 2.0 pH, 3: 3.0 pH)

AS53"in asidik pH'a direnci

8
7
6
_E' 5 I I I
@
e 4
X
‘_ga’ 3
2
1
0 AS53-K AS53-1 AS53-2 AS53-3
m 0.5aat 5,301029996 5 5,397940009 0
m 1.saat 6,352182518 6,618048097 5,301029996 4,698970004
m 2.saat 5 4,698970004 5 4,698970004
3.saat 5,176091259 5,176091259 4,698970004 4,698970004

Sekil 4.9 AS53’iin diisiik pH’a direnci (K: Kontrol= 7.4 pH, 1: 1.0 pH, 2: 2.0 pH, 3: 3.0 pH)
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log(KOB/mL)
= N w B ol

0

m (.saat
m 1 saat
m 2 saat

3.saat

AS57-K
5,301029996
5,176091259
5,301029996
5,653212514

AS57'nin asidik pH'a direnci

AS57-1
5,602059991
5,977723605
5,903089987
6,041392685

AS57-2
6,021189299
5,84509804
5,653212514
5,698970004

AS57-3
5,397940009
5,544068044
5,301029996
5,477121255

Sekil 4.10 AS57’nin diisiik pH’a direnci (K: Kontrol=7.4 pH, 1: 1.0 pH, 2: 2.0 pH, 3: 3.0 pH)

log(KOB/mL)
o [l N w By (3] (o2} ~ [oe] o

m (.saat
m 1.saat
= 2 saat

3.saat

Sekil 4.11 AS66’nin diisiik pH’a direnci (K: Kontrol=7.4 pH, 1: 1.0 pH, 2:

AS66-K
5,84509804
5,84509804

5,812913357
5,602059991

AS66'nin asidik pH'a direnci

AS66-1
5,397940009
5,397940009
5,397940009
5,176091259
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AS66-2
5,653212514
5,477121255
5,740362689
5,740362689

I IIII III IilI

AS66-3
5,77815125
5,903089987
5,812913357
5,812913357

2.0 pH, 3: 3.0 pH)



Bu sonuglara gore, izolatlarin saatlere ve pH’lara gore canlilik oranlar1 degisse de, tiim
izolatlarin, 3 saat boyunca, pH 1.0, 2.0 ve 3.0’te canliliklarin1 siirdiirdiikleri

gbzlemlenmistir.

Izolatlarin, pepsine kars1 direnglilikleri Sekil 4.12, 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17°de

verilmistir.
AS26'in pepsine direnci
9
8
7
~ 6
-
£ L {
5 5
@)
X 4
=)
L2 3
2
1
0
AS26-K AS26-2 AS26-3
0.saat 5,740362689 5,740362689 5,77815125
m 1 saat 5,84509804 5,740362689 5,740362689
m 3.saat 5,903089987 5,698970004 5,875061263

Sekil 4.12 AS26’nin pepsine direnci (K: Kontrol= 7.2 pH, 2: 2.0 pH, 3: 3.0 pH)
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AS32'nin pepsine direnci

;
6
5
z
S 4
o
X 3
(@]
]
2
1
0 AS32-K AS32-2 AS32-3
= 0.saat 5,397940009 4,698970004 4,698970004
m 1.saat 4,698970004 4,698970004 5
m 3.saat 4,698970004 4,698970004 4,698970004

Sekil 4.13 AS32’nin pepsine direnci (K: Kontrol= 7.2 pH, 2: 2.0 pH, 3: 3.0 pH)

AS40'im pepsine direnci
8
7
6
=
E 5
8 4
¥
g 3
2
1
0 AS40-K AS40-2 AS40-3
w 0.saat 5,176091259 5,176091259 5
= 1 .saat 5 5,176091259 5,176091259
m 3.saat 5,544068044 5 5,176091259

Sekil 4.14 AS40’n pepsine direnci (K: Kontrol= 7.2 pH, 2: 2.0 pH, 3: 3.0 pH)
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AS53'lin pepsine direnci

7
6
5
-
E 4
[a)]
o)
X 3
()]
gs!
2
1
0
AS53-K AS53-2 AS53-3
# 0.saat 5,397940009 5,301029996 5,176091259
® 1.saat 5,812913357 5,653212514 5,176091259
m 3.saat 5,653212514 5,301029996 5,397940009

Sekil 4.15 AS53’lin pepsine direnci (K: Kontrol= 7.2 pH, 2: 2.0 pH, 3: 3.0 pH)

AS57'nin pepsine direnci

7
6
5
z
5 4
O
X 3
>
o
2
1
0
AS57-K AS57-2 AS57-3
= 0.saat 5,544068044 5,602059991 5,176091259
B 1.saat 5,653212514 5,602059991 5,544068044
m 3.saat 5,653212514 5,653212514 5,301029996

Sekil 4.16 AS57’nin pepsine direnci (K: Kontrol= 7.2 pH, 2: 2.0 pH, 3: 3.0 pH)
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AS66'n1n pepsine direnci

7
6
5
E
5 4
O
X 3
>
°
2
1
0
AS66-K AS66-2 AS66-3
0.saat 5,176091259 5,176091259
m 1.saat 5,397940009 5,301029996 5,301029996
| 3.5aat 5,397940009 5,176091259 5,301029996

Sekil 4.17 AS66’nin pepsine direnci (K: Kontrol= 7.2 pH, 2: 2.0 pH, 3: 3.0 pH)

Bu sonuglara gore, izolatlarin saatlere ve pH’lara gore pepsine karst canlilik oranlar
degisse de, tiim izolatlarin, 3 saat boyunca, pH 2.0 ve 3.0°te canliliklarini
stirdiirebildikleri tespit edilmistir.

Bakteri izolatlarinin pankreatine direncinin 6l¢iildiigii denemelere ait sonuglar Sekil 4.18,

4.19,4.20,4.21,4.22, 4.23 de verilmistir.
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log(KOB/mL)
N w B (6]

[y

0.saat
m 4 saat

log(KOB/mL)
w = (6]

N

1

0

0.saat
m 4 saat

AS26'nin pankreatine direnci

II II

AS26-K AS26-pankreatinli
5,740362689 5,602059991
5,77815125 5,397940009

Sekil 4.18 AS26’nin pankreatine direnci (K: Kontrol= pankreatinsiz)

AS32'nin pankreatine direnci

{ I I

AS32-K AS32-pankreatinli
5,653212514 5,653212514
5,602059991 5,698970004

Sekil 4.19 AS32’nin pankreatine direnci (K: Kontrol= pankreatinsiz)
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log(KOB/mL)
N w B ol

[EEN

0

0.saat
® 4 saat

log(KOB/mL)
o [l N w SN (6] o ~ [ee] ©

0.saat
W 4 saat

AS40'1n pankreatine direnci

II [I

AS40-K AS40-pankreatinli
5,84509804 5,875061263
5,397940009 5,698970004

Sekil 4.20 AS40’1n pankreatine direnci (K: Kontrol= pankreatinsiz)

ASS53'lin pankreatine direnci

_ ' I i

AS53-K AS53-pankreatinli
6,096910013 5,903089987
5,812913357 5,77815125

Sekil 4.21 AS53’iin pankreatine direnci (K: Kontrol= pankreatinsiz)
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(o}

(]

log(KOB/mL)
w B

N

1

0

0.saat
m 4 saat

log(KOB/mL)
N w S~ ()] (o}

[EEN

0

0.saat
m 4. saat

AS57'nin pankreatine direnci

{' II

AS57-K AS57-pankreatinli
5,84509804 5,740362689
5,77815125 5,77815125

Sekil 4.22 AS57’nin pankreatine direnci (K: Kontrol= pankreatinsiz)

AS66'nin pankreatine direnci

AS66-K AS66-pankreatinli
5,740362689 5,903089987
5,875061263 5,812913357

Sekil 4.23 AS66’nin pankreatine direnci (K: Kontrol= pankreatinsiz)
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Bu sonuglara gore, izolatlarin 4 saat boyunca pankreatine karst canlilik oranlar1 degisse

de, tiim izolatlarin, 4 saat sonuna kadar, canliliklarini siirdiirdiikleri saptanmistir.

Safra tuzuna direncinin 6l¢iildiigii biyodeneme sonuglari ise Sekil 4.24, 4.25, 4.26, 4.27,
4.28, 4.29°da verilmistir.

AS26'nin safra tuzuna direnci

ol (2]

log(KOB/mL)
SN

3

2

1

0 AS26-K AS26-% 0,3 AS26-% 0,5 AS26-% 1
m 0.saat 0 5,397940009 5,176091259 5,544068044
m 4 saat 5,301029996 5,397940009 5,477121255 5,903089987

Sekil 4.24 AS26’nin safra tuzuna direnci (K: Kontrol= %0 safra tuzu, %0,3= %0,3 safra tuzu,
9%0,5= %0,5 safra tuzu, %1= %1 safra tuzu)
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AS32'nin safra tuzuna direnci

AS32-K AS32-% 0,3 AS32-% 0,5 AS32-% 1
m 0.saat 5,301029996 5 5 5,477121255
m 4 saat 5,602059991 5,397940009 5,544068044 5,740362689

log(KOB/mL)
N w IS o (o]

[EEN

o

Sekil 4.25 AS32’nin safra tuzuna direnci (K: Kontrol= %0 safra tuzu, %0,3= %0,3 safra tuzu,
%0,5= %0,5 safra tuzu, %1= %1 safra tuzu)

AS40'1n safra tuzuna direnci

o o

log(KOB/mL)
S

3

2

1

0 AS40-K AS40-% 0,3 AS40-% 0,5 AS40-% 1
m (.saat 5,698970004 5,653212514 5,544068044 5,653212514
m 4 saat 6,204119983 5,812913357 5,77815125 6,041392685

Sekil 4.26 AS40°1n safra tuzuna direnci (K: Kontrol= %0 safra tuzu, %0,3= %0,3 safra tuzu,
%0,5= %0,5 safra tuzu, %1= %1 safra tuzu)
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AS53'lin safra tuzuna direnci

(6]

log(KOB/mL)
S

3
2
1
AS53-K AS53-% 0,3 AS53-% 0,5 AS53-% 1
m 0.saat 4,698970004 5,301029996 5,176091259 5,301029996
m 4 saat 0 5,477121255 6,217483944 5,301029996

Sekil 4.27 AS53’{in safra tuzuna direnci (K: Kontrol= %0 safra tuzu, %0,3= %0,3 safra tuzu,
9%0,5= %0,5 safra tuzu, %1= %1 safra tuzu)

AS57'nin safra tuzuna direnci

(6]

SN

log(KOB/mL)
w

2

1

0 AS57-K AS57-% 0,3 AS57-% 0,5 AS57-% 1
m 0.saat 5,176091259 5,397940009 5,176091259 5
H 4 saat 5,176091259 5,176091259 5 0

Sekil 4.28 AS57’nin safra tuzuna direnci (K: Kontrol= %0 safra tuzu, %0,3= %0,3 safra tuzu,
%0,5= %0,5 safra tuzu, %1= %1 safra tuzu)
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AS66'"1n safra tuzuna direnci

7
6
0 5
E
o 4
g
>
o 2
1
0
AS66-K AS66-% 0,3 AS66-% 0,5 AS66-% 1
m 0.saat 5,176091259 4,698970004
m 4 saat 5 5,176091259 5,301029996 4,698970004

Sekil 4.29 AS66’nin safra tuzuna direnci (K: Kontrol= %0 safra tuzu, %0,3= %0,3 safra tuzu,
9%0,5= %0,5 safra tuzu, %1= %1 safra tuzu)

Bu sonuglara gore, izolatlarin 4 saat boyunca safra tuzuna karsi canlilik oranlar1 degisse
de, tiim izolatlarin, 4 saat sonuna kadar, %0,3, %0,5 ve %1 oranlarinda safra tuzu iceren

ortamlarda, canliliklarini siirdiirebilme yeteneginde olduklar1 tespit edilmistir.

4.8 Otoagregasyon

Izolatlarin birbirlerine tutunma derecelerini belirlemek amaciyla yapilan otoagregasyon

denemesinin sonuclar1 Cizelge 4.4’de ve Sekil 4.30’da verilmistir.

Cizelge 4.4 izolatlarin %otoagregasyonlar

) 4.saat 20.saat 24 .saat
Izolat kodu
%otoagregasyon | %ootoagregasyon | %ootoagregasyon

AS26 9,7+0,017 18,5+0,015 23,03+0,011
AS32 6,6+0,018 17,05+0,005 21,45+0,009
AS40 14,240,024 23,04+0,019 25,13+0,028
AS53 5,05+0,005 13,130,019 19,05+0,004
AS57 14,9+0,029 24,740,025 28,81+0,021
AS66 12,440,122 22,51+0,091 25,640,092
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35
30

25

AS26 AS32 AS40 AS53 AS57 AS66

%OTOAGREGASYON
= N
3 o

[y
o

(]

4.saat ®20.saat m24.saat

Sekil 4.30 Izolatlarin %otoagregasyon sonuglari

Otoagregasyon denemeleri sonucuna gore, izolatlarin % otoagregasyon oranlar1 % 5,05
ile % 28,8 arasinda tespit edilmistir. Degerlendirilen biitiin suslar otoagregasyon 6zelligi
gostermekle beraber, AS57 susu, 6l¢iim yapilan tiim saatlerde en yliksek otoagregasyon
kabiliyeti gosterirken, en diisiik otoagregasyon yetenegine sahip sus, AS53 olarak

belirlenmistir.

4.9 Koagregasyon

Izolatlarin, patojen bakterilerle etkilesime girerek kiimeler olusturma siirecini yani
koagregasyonu belirlemek amaciyla yapilan ve Salmonella Typhimurium (Cizelge 4.5’de
ve Sekil 4.31) ve Listeria monocytogenes (Cizelge 4.6’da ve Sekil 4.32) ile yiiriitiilen

koagregasyon denemelerinin sonuglari, asagida verilmistir.
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Cizelge 4.5 izolatlarin Salmonella ile % koagregasyonlari

Izolat kodu 4.saat %okoagregasyon | 20.saat %okoagregasyon
AS26 46,2+0,007 57,6+0,01

AS32 52,5+0,011 64,6+0,008

AS40 50,7+0,005 63,440,014

AS53 47,740,003 53+0,023

AS57 43,06+0,007 56,8+0,015

AS66 27,740,009 50,6+0,009

70

Salmonella ile %KOAGREGASYON

60
50 - = —
40
30 —
20
10
0

AS26 AS32 AS40 AS53 AS57 AS66

4.saat m20.saat

Sekil 4.31 Izolatlarin Salmonella ile % koagregasyon sonuglar1 (Salmonella: Salmonella
Typhimurium ATCC 14028)

Koagregasyon sonucuna gore, izolatlarin S. Typhimurium ATCC 14028 susu ile %
koagregasyon oranlar1 % 27,7 ile % 64,6 arasinda tespit edilmistir. Degerlendirilen biitiin
suslar, patojen ile koagregasyon 6zelligi gdstermekle beraber, AS32 susu, 6l¢lim yapilan
tiim saatlerde en yiiksek koagregasyon kabiliyeti gosterirken, en diisiik koagregasyon

yetenegine sahip sus, AS66 olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.6 izolatlarin Listeria ile %koagregasyonlar

Izolat kodu 4.saat Y%okoagregasyon | 20.saat %okoagregasyon
AS26 65,9+0,007 66,7+0,001

AS32 74,9+0,012 72,9+0,017

AS40 66,03+0,002 72,2+0,002

AS53 68,8+0,019 70,85+0,003
AS57 73,3+0,003 71,9+0,004

AS66 67,8+0,008 72,1+0,003

76

74

Listeria ile %0 KOAGREGASYON
N SN (o)} [e¢] o

o

AS26 AS32 AS40 AS53

m 4 saat ®20.saat

72
7
6
6
6
6
6

ASS57 AS66

Sekil 4.32 izolatlarin Listeria ile % koagregasyon sonuglar1 (Listeria: Listeria monocytogenes)

Koagregasyon sonucuna gore, izolatlarin L. monocytogenes ile % koagregasyon
oranlarinin % 65,9 ile %74,9 arasinda degistigi tespit edilmistir. Degerlendirilen biitiin
suslar, patojen ile koagregasyon 6zelligi gdstermekle beraber, AS32 susu, 6l¢tim yapilan

tim saatlerde en yiiksek koagregasyon kabiliyetine sahip bulunurken, en diisiik

PR

koagregasyon yetenegine sahip sus, AS26 olarak belirlenmistir.
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4.10 izolatlarin Caco-2 hiicrelerine tutunmasi

Agregasyon denemeleri sonucu, en verimli aktivite gosteren iki izolat olan AS32 ve AS40

i¢cin, Caco-2 hiicrelerine tutunma testi sonuglar1 Sekil 4.33’de verilmistir.

Caco-2 hiicrelerine tutunma diizeyleri
12,75

12,7
12,65
12,6
12,55
12,5
12,45
12,4

12,7

% Canlilik

12,5

AS32 AS40

Sekil 4.33 AS32 ve AS40’1n Caco-2 hiicrelerine tutunma diizeyleri

AS32 ve AS40’m, Caco-2 hiicrelerine tutunma diizeyleri sonucuna gore izolatlar

strastyla, %12,5 ve %12,7 oranlarinda tutunma gergeklestirmistir.

4.11 16S rDNA Dizi Analizi ile izolatlarin Tanimlanmasi

4.11.1 16S rDNA bdélgesinin PZR ile ¢ogaltilmasi

Antimikrobiyal aktiviteye sahip olan peynir kaynakli izolatlarin, genotipik
karakterizasyonunu gerceklestirmek i¢in, 6 farkli bakteriden izolasyonu yapilan genomik
DNA’lar, 16S rDNA primerleri araciligiyla cogaltilmistir. Cogaltilan 16S rDNA

bolgelerinin, 900 b¢’lik agaroz jel lizerindeki goriintiileri Sekil 4.34°de verilmistir.
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1000 b €——
750 be
500 b

250 bg

Sekil 4.34 izolatlarm gogaltilmis 16S rDNA bélgelerinin PZR bant gériintiileri (M: Markor)

4.11.2 izolatlarin tamsi

Calismada probiyotik 6zellikte belirlenen izolatlarin nihai tanisi, 16 rDNA dizi analiz
verileri ve bu analizlerin NCBI veri tabaninda degerlendirilmesi esas alinarak

gerceklestirilmistir ve bu sonuclar EK-1’de gosterilmistir.

Bu verilere gore incelenen tiim izolatlar Pediococcus acidilactici suslart olarak

tanimlanmastir.

4.12 Istatistiki Analiz Sonuclar

Asidifikasyon denemeleri igin yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore; stoklar, saatler
ve stok-saat etkilesimi agiklayici, pH iizerinden belirlenen asidifikasyon yanit degiskeni
olarak ele alinip kurulan tekrarlayan gézlemli ANOV A modeli sonuglarina gore, stoklar
ve saatin asidifikasyon iizerinde etkili oldugu (p < 0.05) gozlemlenmistir. Bu modelin

parametre tahminlerine gore saate gore asidifikasyonun arttig1 tespit edilmistir.

Proteolitik aktivite denemeleri i¢in yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore; stoklarin

aciklayici, zon ¢ap1 lizerinden belirlenen proteolitik aktivite yanit degiskeni olarak ele
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alinip kurulan ANOVA modeli sonuglarina gore, stoklarin proteolitik aktivite tizerinde
istatistiksel olarak anlamli (p < 0.05) bir etkisi oldugu gozlemlenmistir. Bu modelin

parametre tahminlerince, saate gore proteolitik aktivitenin arttig1 tespit edilmistir.

Dekarboksilaz aktivitesi denemeleri igin yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore;
stoklarin agiklayici, zon ¢api iizerinden belirlenen dekarboksilaz aktivitesinin yanit
degiskeni olarak ele alinip kurulan ANOVA modeli sonuglarina gore, stoklarin
dekarboksilaz aktivitesi lizerinde istatistiksel olarak anlamli (p < 0.05) bir etkisi oldugu

gbzlemlenmistir.

Diisiik pH’a direng denemeleri i¢in yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore; saatin ve
pH seviyesinin agiklayici, gozlemlenen koloni sayisinin yanit degiskeni olarak ele
alindig1 Poisson regresyon modelinde, saatin ve pH seviyesinin gézlemlenen koloni
sayisini istatistiksel olarak anlamli (p < 0.001) bir sekilde agikladig1 gozlemlenmistir.
Model katsayilar1 incelendiginde, saatin, koloni sayisinda, pH seviyesinden daha biiyiik

bir etkisi oldugu gozlemlenmistir.

Pepsine direng denemeleri i¢in yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore; stogun, pH
seviyesinin, saatin ve pepsin uygulamasimin agiklayici; gézlemlenen koloni sayisinin
yanit degiskeni olarak ele alindig1 Poisson regresyon modelinin sapma analizinde, saatin
ve kullanilan stoklarin anlamli farkliliklar gosterdigi gozlemlenmistir (p < 0.01). Model
katsayilar1 incelendiginde, koloni sayilar1 arasindaki farkliligin AS26, AS53 ve AS57

stoklarindan kaynaklandig1 goriilmektedir.

Pankreatine diren¢ denemeleri i¢in yapilan istatistiksel analiz sonuglarina goére; stogun,
pankreatin uygulamasinin ve saatin agiklayici, koloni sayisinin agiklanan degisken olarak
alindig1 Poisson regresyon modelinde, sadece stoklarin anlamli oldugu gézlemlenmistir.
Bu ¢ikarimin ardindan, araci degisken analizine benzer bir sekilde, stok harici etkileri
dikkate almak amaciyla modelden stok ¢ikarilip kalan degiskenlerin etkisi incelenmistir.
Bu analizin sonucunda ise, stok etkisi goz ardi edildiginde de, koloni sayis1 lizerinde
pankreatinin 6nemli bir etkisi olmadig1 gozlemlenmistir. Bu durum, koloni sayisinin,

bakteri sayisindan ayr bir dl¢iit olarak kullanilmasindan kaynaklaniyor olabilir.

66



Safra tuzuna diren¢ denemeleri i¢in yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore; safra
tuzu uygulamasinin ve saatin agiklayici, gdzlemlenen koloni sayisinin agiklanan degisken
oldugu modelde; stok, saat ve stok-safra tuzu orani etkilesiminin mantikli oldugu
gozlemlenmistir (p < 0.05). Model parametreleri incelendiginde, AS40 ve ASS57

stoklarinin safra tuzu ile etkilesiminin anlamli olduguna kanaat getirilmistir (p < 0.05).

Otoagregasyon denemeleri i¢in yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore; stoklarin ve
zamanin agiklayici, optik densite araciligiyla hesaplanmis otoagregasyonun agiklanan
degisken olarak alindigr tekrarlayan gozlemli ANOVA modelinde, stoklarin
otoagregasyon lizerinde anlamli bir etkisi oldugu gozlemlenmistir (p < 0.01). Model
parametreleri incelendiginde, otoagregasyon iizerindeki etkileri acisindan stoklar;

(coktan aza) AS57, AS40, AS66, AS26, AS32 ve AS53 olarak siralanmaktadir.

Koagregasyon denemeleri icin yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore; bakteriler
arasindaki etkilesim ¢iftleri ve saat agiklayici, optik densite yoluyla gozlemlenmis
koagregasyon agiklanan degisken olmak tizere kurulan tekrarlayan gézlemli ANOVA
modelinin sonuglarina gore, biitiin etkilesimler koagregasyon agisindan anlamlidir

(p<0.05).

Caco-2 hiicrelerine tutunma denemeleri icin yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore;
stoklarin agiklayici, Caco-2 tutunmasinin agiklanan degisken olarak alindigr Poisson
regresyonu modelinde, stoklarin tutunma {izerindeki etkisinin oldugu gézlemlenmistir
(p<0.001). Ancak model parametreleri incelendiginde stoklar arasinda istatistiksel olarak

anlaml bir fark olmadig1 gézlemlenmektedir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Peynir, yiizyillardir insan beslenmesinin ayrilmaz bir pargast olan karmasik ve yaygin
olarak tiiketilen bir siit iirtintidiir. Peynir {iretimi, ¢esitli mikroorganizmalarin, dzellikle
laktik asit bakterilerinin (LAB), faaliyetlerine biiyiik 6lgiide dayanan ¢ok yonlii bir
stirectir (Henning vd. 2006). Laktik asit bakterileri, peynir iiretiminde kritik bir rol
oynamakta ve son {iriiniin karakteristik lezzetinin, dokusunun ve giivenliginin gelisimine
katkida bulunmaktadir. Ayn1 zamanda, peynir de dahil olmak iizere fermente gidalarin
tiretiminde baskin mikroorganizmalardir (Voidarou vd. 2020). Bu bakteriler, peynir
stitiinde, peynir yapim siirecinde kritik bir adim olan hizli asitlenmeden sorumludurlar.
Asitlenme hizi ve derecesi, peynirin baslangic dokusunu belirlemektedir. Laktik asit
bakterileri, siitteki ana seker olan laktozu metabolize etmekte ve laktik aside
dontistiirmektedir. Bu da peynir siiti pH''mi diisiirmekte ve siit proteinlerinin
pthtilasmasima yardimci olmaktadir (Murtaza vd. 2014). Peynir olgunlagmasi sirasinda
meydana gelen biyokimyasal degisiklikler de nihai lezzet profilinin gelisimi i¢in ¢ok
onemlidir. Laktik asit bakterileri, glikoliz ve proteoliz dahil olmak iizere, ¢esitli metabolik
yollarla bu degisikliklere katkida bulunmaktadirlar (Forde ve Fitzgerald 2000, Andi¢ vd.
2015).

LAB, konak saglig1 iizerinde ¢esitli faydal etkiler gostererek gastrointestinal sistemde de
kritik bir rol oynamaktadir. Konak gastrointestinal gelisimini tesvik etme, sindirim
fonksiyonunu artirma, mukozal toleransi artirma, bagisiklik tepkilerini gili¢lendirme ve
hastaliklara karst direnci arttirma yetenekleri nedeniyle, bagirsakta olumlu
mikroorganizmalar olarak kabul edilmektedirler (Ringe vd. 2018). Bu bakteriler,
fermantasyon sirasinda, laktik asit iiretme kapasiteleri ile islevsel ozelliklerine katkida
bulunmaktadirlar. Bu 0zellikleriyle beraber, organik asitler, hidrojen peroksit ve
bakteriyosinler gibi zararli bagirsak bakterilerinin biiylimesini engelleyen antimikrobiyal
bilesikler {iretmekte ve saglikli bir bagirsak ortamiin korunmasina yardimci
olmaktadirlar (Lombogia vd. 2020). Dahasi, LAB'nin bagisiklik sistemini uyarma, lipid
birikimini inhibe etme ve enerji metabolizmasini arttirma ile iligkilendirildigi, konak

sagligindaki cesitli iglevlerini gostermektedir (Gu vd. 2022).
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Yukarida kisaca bahsedilen bilgiler 1s18inda, tez ¢calismamizda, farkli yorelerden temin
edilen, geleneksel olarak, starter kiiltiir kullanilmaksizin {tretilmis, 8 adet peynir
orneginden, antimikrobiyal aktivite gosteren 6 laktik asit bakteri izolati1 ile ¢aligsmalar
yiiriitiilmistir. Bu izolatlarin, peynir iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilabilirligi
acisindan teknolojik olarak 6nemli bazi1 6zellikleri (asit iiretme yetenekleri, proteolitik ve
dekarboksilaz aktiviteleri, bakteriyosin iiretimi ve degisik indikator bakterilere karsi
bakteriyosinin aktivite spektrumu, in vitro kosullarda suslarin gastrointestinal sistemde
diisiik pH, pepsin, pankreatin, safra tuzuna kars1 direngliligi) ve biyokimyasal testler/16S

rRNA gen sekanslama yontemi ile tanimlamalari yapilmustir.

Antimikrobiyal aktivite yetenegine sahip bakterilerin genelinde goriildiigi gibi,
patojenlere  karsi  goOsterdikleri  inhibisyon etkisi, bakteriyosin iiretiminden
kaynaklanmaktadir. Bu bulgu sonucunda, bakteriyosinlerin, bakteriler araciligiyla yaygin
olarak tiretilmesi fikri desteklenmektedir. Giiniimiizde hala kabul edilen bu fikre gore,
dogada biitiin bakterilerin, en az bir tiir bakteriyosin metaboliti iirettigi 6ne stiriilmektedir
(Hernandez vd. 2005). Buna gore, izolatlarin, antimikrobiyal aktivite spektrumunun
belirlenmesi amaciyla, bazi patojenlerle yapilan kuyu difiizyon denemesi sonucu,
izolatlarin tlimiiniin, en az bir patojene karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigi
gozlemlenmistir. Calismada yararlanilan yedi patojene de karsi inhibitor etki gosteren tek
susun, AS26 oldugu tespit edilmistir. Diger 5 izolatin, zon ¢aplarina bakilarak elde edilen
sonuglara gore, patojenlere karsi en ¢ok inhibitdr etkiye sahip suslar da sirastyla; AS53,

AS57, AS32, AS66, AS40 olarak saptanmustir.

Gram boyama denemesi sonucuna gore, antimikrobiyal etki gOsteren 6 izolat da, 151k
mikroskobu altinda Gram pozitif olarak goriilmiistiir. Dolayisiyla, Gram pozitif laktik asit
izolatlarinin, fermantasyon yoluyla {irettigi asitler, kimyasal bilesenler ve metabolitler
gibi yapilarin, Gram negatif patojenlerin membran yapilarin1 bozarak, antimikrobiyal

aktiviteyi arttiric etkilerinin olmast yiiksek thtimaldir.

LAB, laktik asidi, laktoz fermantasyonunun ana son iirlinii olarak iireterek, asitlesme
siirecinde 6nemli rol oynamaktadir (Mayo vd. 2021). Asitlesme aktivitesinin artmasi,

peynir gibi fermente {iriinlerde oldugu gibi, nihai {iriiniin duyusal 6zelliklerine (tat, doku,
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aroma) katkida bulunmakta ve ayni zamanda patojenlere karst koruma saglamaktadir
(Casey vd. 2015). Buna gore, izolatlarin asidifikasyon aktivitesi denemeleri sonucu, 6
saat sonunda, pH’1 en ¢ok diisiiren yani en ¢ok asit lireten izolatlarin AS53, AS32 ve
AS57 oldugu tespit edilmistir. Diger yandan, 24 saat sonunda, en ¢ok asit iireten
izolatlarin AS26 ve AS57 oldugu saptanmistir. Deney sonucunda, tiim izolatlarin, 24 saat
sonraki ApH degerleri hesaplanmis ve hepsinin 2’nin iizerine ¢iktigt belirlenmistir.
Yapilan bir ¢alismada, 24 saat sonunda hesaplanan ApH’in 2.09 oldugu Lc. lactis spp.
lactis PeLc2 susunun, yilksek asidifikasyon yetenegi nedeniyle endiistriyel
fermantasyonlar i¢in potansiyel bir sus olabilecegi belirtilmistir (Ertiirkmen ve Oner

2015).

LAB, gida fermantasyonu endiistrisinde fonksiyonel starter kiiltiirler olarak kullanilmakta
ve proteolitik aktiviteleri, fermente iriinlerde aroma gelisimine ve dokuya katkida
bulunmaktadir (Leroy ve Vuyst 2004). Hiicre i¢i enzimlerin, 6zellikle proteazlarin serbest
birakilmasini saglayan proteolitik aktivite, laktik asit bakterilerinin belirgin bir 6zelligidir
ve peynir liretimi gibi siirecler i¢in kritiktir (Kandil ve Soda 2015). Calismalar, laktik asit
bakterisi izolatlarinin dnemli bir ylizdesinin proteolitik aktivite sergiledigini géstermistir
ve bu enzimlerin ¢esitli uygulamalardaki 6nemini vurgulamaktadir (Silva vd. 2019). Buna
gore, izolatlarin proteolitik aktivitesi denemeleri sonucu, 6 izolatin da zon verdigi ve

sonug olarak proteolitik aktivite gosterdikleri tespit edilmistir.

Peynirin olgunlagma siireci boyunca, 6zellikle starter LAB, peynirin lezzetini ve kalitesini
etkileyebilen amino asit dekarboksilasyon siireclerinde yer almaktadir (Marino vd. 2008).
Starter LAB, esas olarak laktoz fermantasyonu ve laktik asit tiretiminden sorumludurlar
(Hassanzadazar vd. 2017). Ayrica, laktik asit bakterilerinin fermantasyon sirasinda,
biyojen aminler trettigi bilinmekte ve bu durum peynirin giivenligi ve kalitesini
etkileyebilmektedir (Visciano ve Schirone 2022). Peynirin gilivenligi ve kalitesi i¢in
LAB’nin, dekarboksilasyon yetenegine sahip olmasi gerekmektedir. Buna gore,
izolatlarin dekarboksilaz aktivitesi denemeleri sonucu, 6 izolatin da zon verdigi ve sonug

olarak dekarboksilaz aktivitesi gosterdikleri tespit edilmistir.
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Gida maddelerinin sindirimi sirasinda besinler, midede yaklasitk 3 saat boyunca
kalmaktadir. Bu siire zarfinda, midedeki pH orani 1 ile 4 arasinda degismektedir.
Probiyotik mikroorganizmalarin ise, GIS’e ulasmadan 6nce, midedeki bu diisiik pH
kosullarinda hayatta kalabilmesi gerekmektedir (Vinderola ve Reinheimer 2003). Buna
gore, diisiik pH’a direng denemeleri sonucu tiim izolatlarin, 3 saat boyunca, pH 1.0, 2.0
ve 3.0’te canliliklarim1 kaybetmedikleri ve direngli olduklar1 tespit edilmistir. Ayrica,
LAB'nin probiyotik O6zelliklerini etkili bir sekilde gosterebilmeleri igin pepsin ve
pankreatin enzimatik aktivitesine dayanikli olmalar1 gerekmektedir. Bazi LAB suslarinin
pepsin ve pankreatine tolerans gosterebildigi ve probiyotik olarak potansiyellerini
vurguladigr tespit edilmistir (Kang vd. 2019). Buna gore, pepsine direng denemeleri
sonucu tiim izolatlarin 3 saat boyunca, pH 2.0 ve 3.0’te canliliklarin1 kaybetmedikleri ve
direngli olduklar1 tespit edilmistir. Pankreatine diren¢ denemeleri sonucu ise tiim
izolatlarin, 4 saat boyunca, pH 8.0’deki bir pankreatin ¢dzeltisinde varliklarin1 devam
ettirebildikleri saptanmistir. LAB'nin, safra tuzlarinin varhiginda serum kolesterol
seviyelerini azaltabilecegi bildirilmistir, bu da LAB'nin yararlh etkileri i¢in safra
tuzlarinin ~ 6nemini  gdstermektedir (Hamed 2021). GiS’deki safra tuzunun
konsantrasyonu, %0.3 ile %0.5 oranlarinda degismektedir (Begley vd. 2005). Buna gore,
safra tuzuna diren¢ denemeleri sonucu tiim izolatlarin, 4 saat boyunca, %0,3, %0,5 ve %1
oranlarinda safra tuzu igeren ortamlarda, canliliklarini devam ettirdikleri ve direngli

olduklar1 saptanmugtir.

LAB’nin, otoagregasyon ve koagregasyon yetenekleri, hem probiyotik etkinlik hem de
bagirsak saglig1 a¢isindan onemlidir. Ayn1 zamanda peynir liretiminde ve kalitesinde de
kritik 6neme sahiptir. Bu siirecler, mikrobiyal stabiliteyi artirir, olgunlasma siirecini
optimize eder ve peynirin nihai lezzet ve tekstiir 6zelliklerini gelistirir. Otoagregasyon
yetenekleri, peynirin homojen olgunlasmasinda, biyofilm olusturarak bakterilerin peynir
yiizeylerinde ve i¢ yapisinda hayatta kalmasin1 saglamasinda etkilidir. Koagregasyon
yetenekleri ise, peynirin mikrobiyal dengesini saglamada ve patojen mikroorganizmalarin
gelisimini inhibe etmede etkilidir (Hevia vd. 2013, Collado vd. 2007). Buna gore,
otoagregasyon denemeleri sonucu 6 izolatin da otoagregasyon yeteneginin oldugu ve
%otoagregasyonlarinin %35,05 ile %28,8 arasinda oldugu tespit edilmistir. AS57 susu,

tiim saatlerde en yliksek otoagregasyon kabiliyeti géstermis, en diisiik otoagregasyon
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yetenegine sahip sus, AS53 olarak saptanmigtir. Koagregasyon denemeleri sonucu, 6
izolatin da Salmonella ve Listeria patojenlerine karsi koagregasyon yeteneginin oldugu
tespit edilmistir. Izolatlarin Salmonella ile olan % koagregasyonlar1, % 27,7 ile % 64,6
arasinda oldugu ve AS32 susunun en yliksek koagregasyon 6zelligi, AS66 susunun ise en
diisiik koagregasyon ozelligi gosterdigi saptanmistir. Izolatlarin Listeria ile olan %
koagregasyonlari, % 65,9 ile % 74,9 arasinda oldugu ve AS32 susunun yiiksek
koagregasyon 0zelligi, AS26 susunun ise daha diisiik koagregasyon 6zelligi gosterdigi

saptanmistir.

LAB’nin adezyon yetenegini ve probiyotik potansiyelini degerlendirmek i¢in, Caco-2
hiicreleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Caco-2 hiicrelerine etkili bir sekilde yapisan
LAB suslarmin, Salmonella gibi patojenik bakterilere karsi bu hiicreleri koruma
konusunda umut vaat ettigi gosterilmistir (Hai vd. 2021). Arastirmalar, belirli LAB
suslariin zorlu kosullar altinda hayatta kalabildigini, patojen iiremesini engelledigini ve
Caco-2 hiicrelerine yapigabildigini, boylece probiyotik olarak potansiyel tasidigini
gostermistir (Feng vd. 2016). Otoagregasyon ve koagregasyon sonuglarma gore en iyi
sonucu veren iki izolatin, Caco-2 hiicrelerine tutunma denemesi yapilmistir. Buna gore
AS32 ve AS40 izolatlariin, Caco-2 hiicrelerine tutunma diizeyleri sirasiyla, %12,5 ve

%12,7 oranlarinda tespit edilmistir.

Yukarida 6zetlenen veriler 15181inda probiyotik potansiyelleri detayl1 bir sekilde dokiime
edilen geleneksel Tiirk peynirleri kokenli 6 adet izolatin, 16S rDNA dizi analizi ¢alismasi
sonucunda Pediococcus acidilactici susu oldugu belirlenmistir. Bu suslarin tez
caligmasinda denenen tiim fizyolojik testlere birbirinden farkli sonug vermesi, her birinin
ayr1 P. acidilactici susu olduguna isaret etmektedir. Insan saglifma yarar saglayan
olgunlagsmis veya olgunlagsmamis peynir {irlinleri olarak tanimlanan probiyotik peynir
cesitleri, pastorize ¢ig siit veya pihtiya presleme sonrasi yardimci fermantasyon maddesi
olarak probiyotiklerin eklenmesi, peynir altt suyunun uzaklastirilmast ve ana
fermantasyon maddelerinin eklenmesiyle iiretilmektedir (da Cruza vd. 2009). Eklenen bu
probiyotik yardimci kiiltlirler, peynir iiretiminin ve olgunlagmasinin, dokusunun ve
lezzetinin tizerinde belirleyici etkilere sahiptir. Bu etkiler probiyotik proteazlar, lipazlar

veya diger mikrobiyal enzimler veya metabolitlerden (6rn. laktazlar, hiicre dis1
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polisakkaritler, antibakteriyel bilesikler ve asagi yonlii fonksiyonel bilesenler)
kaynaklanmakta ve peynirin yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerinin yani sira lezzetini ve
kalitesini de etkilemektedir (Settanni ve Moschetti 2010, Plessas vd. 2012). Su anda
Lactobacillus, Bifidobacterium, Pediococcus, Staphylococcus ve Enterococcus gibi
probiyotikler, insan sagligmma faydali {riinler kazandirmak ve ayni zamanda gida
giivenligini tehlikeye atan zararli mikroorganizmalarin iremesini engellemek i¢in peynir
kiiltiirlerine eklenmektedir (Eugster vd. 2019; Heo vd. 2020). Bu tiir girisimler, peynir
algimiz1 su sekilde degistirmis ve peynir, giderek artan bir sekilde, maksimum saglik
yarart igin probiyotik organizmalarin uzun vadeli yasayabilirligini destekleyen

biyomatriks igeren probiyotik olarak kabul edilmeye baglanmuistir.

P. acidilactici, Gram pozitif fakiiltatif anaerobik laktik asit bakterisidir. Son yillarda
yapilan galismalarda potansiyel probiyotik degeri olan ¢esitli P. acidilactici suslart
tanimlanmistir (Abbasiliasi vd. 2017, Gupta ve Sharma 2017, Ghazanfar ve Arif 2019).
Bu suslarin; serum lipitleri, inflamatuar adezyon molekiilleri ve inflamatuar faktorlerin
seviyelerini diizenleyerek sicanlarda erken aterosklerozun etkili bir sekilde dnlenmesi ve
hafifletilmesi dahil olmak iizere 6nemli fonksiyonel 6zellikler sergiledigi de saptanmistir
(Wang vd. 2019). Calismamizda farkli peynir tiirlerinden izole edilerek probiyotik
Ozellikleri tanimlanan alt1 susun tamaminin P. acidilactici suslari olarak belirlenmesi, bu
bakterinin gii¢lii probiyotik potansiyeline dikkat ¢geken en 6nemli noktadir. Bu 6zellikleri
nedeniyle ¢calismamizda tanimlanan tiim suslarin, geleneksel ve endiistriyel peynir iiretim
stireclerinde probiyotik katki bilesenleri olarak kullanimini Oneriyoruz. Ancak bu
asamaya ulasmak icin s6z konusu suslarin sagliga yararh etkilerinin hayvan denemeleri

ile detayl bir sekilde dokiime edilmesi gerekmektedir.
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+ Add organism
Query ID IcliQuery_5339493
Description None Percent Identity E value Query Coverage
Molecule type  dna ‘ ] to ’ \ | to| ‘ | [ to I ‘
Query Length 954 ‘ : :
Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
Desc ph y Alig T
Sequences producing significant alignments Download ¥ Select columns ~ Show 2]
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results ~ MSA Viewer
Max Total Query E Per
s =7 Score Score Cover value Ident m." o0 Accession
v - - B -
E strain GC215 16S RNA gene, partial sequence Pediococcus aci .. 1640 1640 94% 00 9955% 1481 OR7931841
P train HDMS 16S nibos RNA gene_partial sequence Pediococcus aci .. 1637 1637 94% 00 9933% 1481 OR4857091
Pediococcus acidilactia strain A1602 chromosome. compiete genome Pediococcusagi... 1633 8167 94% 00 99.22% 1912403 CP120528.1
strain lol FS10 Pediococcusaci . 1633 8147 94% 00 99.22% 1961433 CP1099131
Pediococcys loli stran CJ66 16S nibosomal RNA gene. partial sequence Pediococcus aci... 1633 1633  94% 00 9922% 1525 KJS804281
P strain BA28 16S RNA gene_partial sequence Pediococcusaci .. 1633 1633 94% 00 9922% 1462 431 1
Pediococcus acidilachial gene for 16S fRNA, partial sequence. strain. NBRC 12231 Pediococcus aa.. 1633 1633 94% 00 9922% 1502 AB680266.1
acidilacticl strain ULS 16S RNA gene. partial Pediococcus aci .. 1633 1633  94% 00 9922% 1568 F 71
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AS57 izolatinin 16S rDNA dizi analizi sonucu tanisi

RID 6SVZCAWJ013 Search expires on 06-16 00:29 am Download All v

Program BLASTN@  Citation v Organism _only top 20 will appear [ exclude
Database n See details v | Type common name, binomial, taxid or group name |
Query ID Icl|Query_3063421 Fos i

Description None Percent Identity E value Query Coverage
3 ™ e

Query Length 954

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download Select col, ~ Show | 100Y | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results MSA Viewer
Max Total Quer Per.
Description ScientifoName % 700 o '_:_ ont A2 160 Accession
v v - - -
Pediococcus acidilactici strain G1 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Pediococcus aci... 1652 1652 95% 00 9901% 1482 KTB895267.1
Pediococcus acidilactici strain A1602 chromosome, complete genome Pediococcus aci... 1650 8250 95% 00 99.01% 1912403 CP129528.1
B acidilacicl sirain lolil FS10 chromosome Pediococcus aci 1650 8228 95% 00 9901% 1961433 CP109913
B loli sirain CJ66 165 RNA gene_partial Pediococcus aci 1650 1650 95% 00 9901% 1525 KJ580428 1
Pediococcus acidilactici strain BA28 16S ribosomal RNA gene. partial sequence Pedi cusaci... 1650 1650 95% 00 9901% 1462 JX431046.1
Pediococcus acidilactici gene for 165 RNA, pariial sequence. sirain’ NBRC 12231 Pediococcus aci... 1650 1650 95% 00 9901% 1502 ABGB026G 1
Pediococcus acidilactici strain UL5 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Pediococcus aci.. 1650 1650 95% 00 ©99.01% 1568 EF059987.1
1 gene, partial sequence Pediococcys aci... 1650 1650 95% 00 9901% 1402 EF050086.1

AS66 izolatinin 16S rDNA dizi analizi sonucu tanisi

RID 6SWBPIPJO13 Search expires on 06-16 00:34 am Download All v

Program BLASTN@ Citation v coly o0 20 el D exclude

Database nt  See details v ’ Type common name, binomial, taxid or group name l
+ Add organism

Query ID Icl|Query_5640221

Description None Percent Identity E value Query Coverage

T ..

Query Length 951

Other reports Distance tree of results MSA viewer @ m
- 4 - h

Sequences producing significant alignments Download *  Select columns ~ Show  100¥ | ©

2 selectall 100 sequences selected GenBank Graphics Distancetree of results  MSA Viewer
Max Total Query E Per.

v ScientficName  score Score Cover value  Ident "L Accession

v - w - -
P strain A1602 _complete genome Pediococcusaci.. 1609 8047 95% 00 9825% 1912403 CP1205281
Pediococcus train G1 165 RNA gene_partial sequence Pediococcusac . 1600 1600 95% 00 9825% 1482 KI895267 1
aciditactici strain Iol 0 chromosome Pediococcusaci .~ 1609 8029 95% 00 9825% 1061433 CP1009131
Pediococcus loli strain CJ66 16S ribosomal RNA gene. partial sequence Pediococcus aci . 1609 1600 95% 00 9825% 1525 KJ5804281
E strain BA28 16S RNA gene. partial sequence Pediococcusac . 1609 1600 95% 00 9825% 1462 431046 1
Pediococcus acidilactici gene for 16S rRNA. partial sequence. strain’ NBRC 12231 Pediococcusaci .. 1609 1609 95% 00 9825% 1502 ABGB0266 1
Pediococcus acdilactia strain ULS 16S nbosomal RNA gene. partial sequence Pediococcusaci .. 1609 1609 95% 00 9825% 1568 [EF059987.1
F strain UVA1 16S RNA gene. partial sequence Pediococcusac . 1609 1600 95% 00 9825% 1492 EF0500861
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EK 2 %CANLILIK DUZEYLERI

Izolatlarin diisiik pH’a direnc % canlilik diizeyleri

AS26 O.saat 1l.saat 2.saat 3.saat
pH 1 2100 =100 =100 =100
pH 2 =100 =100 =100 =100
pH 3 96,89 =100 98,2 =100

AS32 O.saat 1l.saat 2.saat 3.saat

pH1 2100 88,64 85,79 =100
pH 2 94,32 2100 96,78 =100
pH 3 2100 97,64 94,5 97,64
AS40 O.saat 1l.saat 2.saat 3.saat
pH 1 - 96,58 9896 97,77
pH 2 - 2100 9896 =100
pH 3 - 81,86 96,36 =100
AS53 O.saat 1l.saat 2.saat 3.saat
pH 1 94,32 2100 93,98 =100
pH 2 2100 83,45 =100 90,78
pH 3 0 73,97 93,98 90,78
AS57 O.saat l.saat 2.saat 3.saat
pH 1 2100 =100 =100 =100
pH 2 2100 =100 =100 =100
pH 3 2100 =100 =100 96,89
AS66 O.saat 1l.saat 2.saat 3.saat
pH 1 92,35 92,35 92,86 92,4
pH 2 96,72 93,7 98,75 =100
pH 3 98,85 =2100 =100 =100
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Izolatlarin pepsine direng %canlilik diizeyleri

AS26 O.saat 1l.saat 3.saat
pH 2 =100 98,21 96,54
pH 3 =100 98,21 99,53
AS32 O.saat 1l.saat 3.saat

pH 2 87,05 =100 =100
pH 3 87,05 =100 =100
AS40 O.saat 1.saat 3.saat
pH 2 >100 2100 90,19
pH 3 96,6 =100 93,36
AS53 O.saat 1.saat 3.saat
pH 2 98,2 97,25 93,77
pH 3 95,80 89,04 95,48
AS57 O.saat 1l.saat 3.saat

pH 2 2100 99,1 =100
pH 3 93,36 98,07 93,77
AS66 O.saat 1.saat 3.saat
pH 2 96,6 98,2 95,89

pH 3 >100 982 982
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Izolatlarin pankreatine direng %canlilik diizeyleri

O.saat 4.saat
AS26-pankreatinli 97,59 93,42

O.saat 4.saat
AS32-pankreatinli =100 =100

O.saat 4.saat
AS40-pankreatinli 2100 2100

O.saat 4.saat
AS53-pankreatinli 96,82 99,4

O.saat 4.saat
AS57-pankreatinli 98,21 2100

O.saat 4.saat
AS66-pankreatinli =100 98,94

88



Izolatlarin safra tuzuna direng %canlilik diizeyleri

AS26
0,3%
0,5%
1%

AS32
0,3%
0,5%
1%

AS40
0,3%
0,5%
1%

AS53
0,3%
0,5%
1%

AS57
0,3%
0,5%
1%

AS66
0,3%
0,5%
1%

O.saat 4.saat
- 2100
- 2100
- 2100

O.saat 4.saat
94,32 96,36
94,32 98,96

2100 =100

O.saat 4.saat
99,2 93,69
97,28 93,13
99,2 97,38

O.saat 4.saat

2100 -
2100 -
2100 -

O.saat 4.saat

2100 =100
2100 96,6
96,6 0

O.saat 4.saat

2100 =100
2100 =100
93,98 93,98
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