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OZET

FARKLI GIDALARDAN iZOLE EDIiLEN LAKTIK ASIiT BAKTERILERININ
NUMERIK TAKSONOMISi

Ertekin, Ozlem
Yiiksek Lisans Tezi, Gida Miihendisligi ABD
Tez Yoneticisi: Dog. Dr. Ahmet Hilmi CON

Eyliil 2007, 161 Sayfa

Arastirmada Lactobacillaceae familyasinin iiyelerinin geleneksel olarak uygulanan
karbonhidrat fermantasyon testleri ile yapilan tamimlanmalarinda karsilasilan yetersizlik
ve siipheli durumlarin niimerik taksonomi ile asilmasi amaclanmistir. Bakteriyal
izolatlarin tanimlanmasinda morfolojik, metabolik ve fizyolojik karakterlerin, standart
tip suslar (izolatlar) ile birlikte belirlenip niimerik taksonomi esaslar1 dahilinde
degerlendirilerek homojen gruplar halinde siniflandirilmalar1 ve teknolojik 6zelliklerin
tanimlanmalar gerceklestirilmistir.

Aragtirmada peynir, tursu, sucuk, eksi hamur gibi farkli gidalardan elde edilen 32
izolat, 10 tip ornegi ve rastgele secilen 7 duplike izolat karbonhidrat fermantasyon, agir
metallere dayaniklilik, antibiyotiklere duyarlilik, biyokimyasal testler (Farkli sicaklik,
tuz, pH, ox-bile katkilarinda gelisebilme, arginin hidroliz ve -Galaktosidaz aktivitesi,
Gram boyama) bagliklar1 altinda denemeye tabi tutulmustur. Testler sonucunda elde
edilen veriler X-Taxon Programi kullanilmak suretiyle +/- olarak kaydedilmistir.
Duplike izolatlarin da dahil oldugu veri tabanindaki +/- sonuglar 1/0 formatina
doniistiiriildiikten sonra NTSy, istatiksel bilgisayar destekli paket program
kullanilarak analizler yapilmistir. Niimerik taksonomi sonucu izolatlarin Sgy-UPGMA
analizine gore aralarindaki benzerlik iligkisine gore dendogramlari olusturulmustur.

Niimerik taksonomiye gore izolatlar 7 iiyeli (benzerlik %89.4), 15 iiyeli (benzerlik
%89.4) ve 3 iiyeli (benzerlik %90.7) olmak iizere 3 adet ¢ok iiyeli, 15 adet de tek iiyeli
kiimeye ayrilmistir. 3 cok iiyeli kiimenin birbiri ile benzerligi %80’dir. Bu degerler
nimerik taksonomi degerlendirme kriterlerine gore taksonomik yapimin iyi
sonuclandigin1 gostermektedir.

Arastirmada izolatlarin starter kiiltiir iiretimi ve probiyotik 6zellik agisindan biiyiik
Oonem tasiyan bazi endiistriyel karakterleri de belirlenmistir. Arastirmada kullanilan
izolatlarin pH degerleri 7. giin i¢in 3.30-4.41 pH arasinda ve ortalama 3.86 pH, asitlik
dereceleri %1.07-2.47 arasinda ve ortalama %1.79 olarak bulunmustur. Izolatlarin
hidrofobisite degerleri %0-50.82 arasinda saptanmistir. izolatlardan L.plantarum ve
P.pentosaceus’lar yiliksek tuz ve safra tuzuna dayaniklilik, 3.5 ve 9.6 pH’da gelisebilme
acisindan daha toleransli bulunurken; izolatlarin tamami genellikle antimikrobiyal
aktivite gosterme, gastrik suya, agir metallere, antibiyotiklere ve H,O,’ye dayaniklilik,
B-Galaktosidaz aktivitesi ve proteolitik aktivite gosterme ve %10-12 alkolde gelisme
acisindan starter kiiltiir icin aranan degerlere sahip bulunmuslardir. izolatlarin plazmid
DNA profilleri de 0-8 plazmid araliginda bulunmustur. Tiim bu veriler izolatlarin
endiistriyel acidan onemli Ozelliklere sahip olduklarini, starter ve probiyotik kiiltiir
olarak potansiyel tasidiklarini gostermektedir.
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ABSTRACT

NUMERICAL TAXONOMY OF LACTIC ACID BACTERIA
ISOLATED FROM DIFFERENT FOOD

Ertekin, Ozlem
M. Sc. Thesis in Food Engineering
Supervisior: Assoc.Prof. Dr. Ahmet Hilmi CON

September, 161 Pages

In the research, numeric taxonomic study has been aimed at overcoming
insufficiency and uncertain conditions which were encountered in the identification of
members of the family Lactobacillaceae with classical tests of carbohydrate
fermentation. In the identification of bacterial isolates, it was performed that
morphological, metabolic and physiological characters were classified in homogeneous
groups and their technological properties were characterized by specifying them with
standard type of strains (isolates) and evaluating within the bases of numeric taxonomic
study.

In the research, 32 isolates derived from different foods like cheese, pickle, sausage
and sourdough; 10 specimens of them and the system of randomly selected 7 duplicate
isolates carbohydrate fermentation tests have been subjected to the tests like endurance
to heavy metals, sensitivity to antibiotics, biochemical tests (maturing at different
temperature, salt, pH, ox-bile additives, activity of hydrolysis of arginine and B-
Galactosidase, Gram straining). Data collected from the tests were recorded as +/-
using X-Taxon Program. After converting +/- results in the database, including
duplicate isolates, into 1/0 format, analysis of data was performed by using NTSy,.,c
statistical computer-aided program. After numeric taxonomic study, by Ssy-UPGMA
analysis, dendrograms of the isolates were generated according to the similarities
among them.

According to numeric taxonomy, the isolates, having 7 members (similarity is
89.4%), 15 members (similarity is 89.4%) and 3 members (similarity is 90.7%) were
seperated into groups of 3 multi-members and 15 single members. The similarity of the
three groups is 80%. These values show that taxonomic structure led to a good result
according to taxonomy valuation criterion.

In the research, some industrial characters of the isolates, which were of vital
importance in starter culture production and probiotic property, were specified as well.
pH values of the isolates used in the research were found between 3.30-4.41 pH for the
70 day, 3.86 pH on average; and acidity degrees of which were found between 1.07-
2.47%, 1.79% on average. Hydrophobicity values of the isolates used in the research
were determined between 0-50.82%. L.plantarum and P.pentosaceus isolates were
found more tolerant in endurance to high salt, bile salt and maturation at 3.5 and 9.6
pH; all the isolates were generally found to have required values for starter culture in
antimicrobial activity, endurance to gastric water, heavy metals, antibiotics and H,0,,
showing B-Galactosidase activity, proteolytic activity and maturing in 10-12% alcohol.
Plasmid DNA profiles of the isolates were determined within the plasmid interval of 0O-
8 . All these data show us that the isolates have industrially important characteristics
and also have potentials as starter and probiotic culture.
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1.GIRIS

Taksonomi; organizmalarin 6zelliklerini ve gesitliliklerini, organizmalar arasindaki
farkliliklar1 ve iligkileri ortaya koyan, siniflandirma, isimlendirme, identifikasyon,
genetik mekanizma analizi, filogeni ve evrimsel siirecleri iceren temel bir bilim dalidir.
Genel sistematik igerisinde yeralan bakteriyal sistematik, baslangicta, sezgiye dayali bir
bilim dali olarak ortaya ¢ikmis olmasina ragmen, daha sonralari, kimyasal, molekiiler
ve niimerik fenetik islemlerin uygulanmasi ve hizla artan gelisimi ile bir bilim dali

haline gelmistir (Goodfellow ve Q’Donnell 1993, Goodfellow ve Q’Donnell 1994).

Bu bilimin temelleri, giiniimiizden yaklasik 250 yil kadar once Isvegli botanik
bilgini Carl von Linne’nin taksonomik kategoriler i¢in genel kurallar1 ortaya koymasi
ile atilmistir. von Linne canlilarin 6zelliklerini tanimak ve tarif etmek icin bir sistem
koymanin yani, her organizmaya ayri bir isim vermenin bilimsel ¢aligmalarda kaosu

onleyecegini ¢cok 6nceden diisiinmiistiir (Johansson 1999).

Bakteriyal siniflandirma ilk olarak patojenik bakterilerin ayirt edilmesine
gereksinim duyulmasindan ortaya ¢ikmustir. Ozellikle buna sebebiyet veren o6zel
hastaliklar; typhoid, tiiberkiiloz, frengi ve antrakstir. Bu hastalik etmenleri ile ayni
habitat icinde bulunan komensal ve saprofit bakterilerin birbirinden ayrilmasi
hedeflenmistir. Antibiyotik cagdan 6nce bakteriyal taksonomi tibbi mikrobiyologlarin
en Onemli ilgi alani olmustur. Bu alana ilgi patojenik mekanizmalar ve mikrobiyal
direnc iizerine ilginin artmasi ile azalmistir. Bununla beraber, epidemiyolojik ¢alismalar
ve takipler i¢in kesin tanimlamalara halen ciddi gereksinim duyulmakta ve tiir bazinda
identifikasyon en O©nemli epidemiyolojik isaret olarak kabul edilmektedir. Bu
aragtirmalar biyoteknoloji ve taksonomide c¢ok biiyiikk gelismeler saglamistir.
Taksonomik metotlar, endiistrinin ve modern ila¢ iiretiminin gereksinim duydugu
molekiiler karakterizasyon testleri ile deneysel biyokimyasal testlerin kombine edilerek

kullanimyla gittik¢e gelismektedir (Grimont 1999).

Taksonomi; smiflandirma, isimlendirme ve tamimlama olmak {iizere birbirinden
farkli ama kendi iclerinde birbirleri ile iliskili ti¢ alan1 kapsamaktadir (Grimont 1999,

Johansson 1999).



Smiflandirma, organizmalarin gruplandirilarak veya ortak benzerlikleri ya da
evrimdeki iligkileri esas almarak takson (cogulu: taksa) adi verilen gruplar iginde
diizene konmasidir. Isimlendirme, her organizma tiiriiniin ¢esitli taksonomik dizilerine
yayimmlanmis kurallara uygun olarak isim verme islemidir. Tanimlama ise taksonominin
uygulamali yoniidiir; organizmalarin 6zelliklerini saptama ve kaydetme, dolayisi ile
hangi taksona ait olduklarini tayin etme islemidir. Bu sekilde bu organizmalar tam bir

taksonomik sema icinde yerlestirilebilirler (Grimont 1999, Johansson 1999).

Smiflandirmada giiniimiize kadar kullanilan bazi ozellikler asagidaki sekilde

aciklanabilir.

Morfolojik Karakterler: Morfolojik ozelliklerin karsilastirilmasinin
mikroorganizma taksonomisinde biiyiikk degeri vardir, ¢iinkii bir¢ok genin
ekspresyonuna baglh olan yapi 6zellikleri genetik bakimdan genellikle sabittir ve en
azindan Okaryotlarda ¢evredeki degismelere bagli olarak biiyiik dl¢iide degismez. Kati
besiyerinde koloni morfolojileri ve siv1 besiyerinde gelisme karakteristikleri genellikle
cins karakteristikleri olarak degerlendirmeye alinmaktadir (Cakmak¢1 ve Karahan 1995,

Grimont 1999, Johansson 1999).

Bakterilerin yapisinda yer alan veya almayan flagella, pili, kapsul ve endospor gibi
yapilar siniflandirmaya yardimci olabilmektedir. Bdylece morfolojik benzerlik iyi bir
filogenetik iligki goOstergesi olmaktadir. Ayrica bakterilerin teshislerinde boyanma
farkliliklan teshisin ilk basamagini teskil etmektedir. Hiicre sekli, hiicre biiyiikliigii,
koloni morfolojisi, boyanma 6zelligi, siller ve filagella, hareket mekanizmasi,
endosporun sekli ve yeri, spor morfolojisi ve yeri, hiicredeki i¢ cisimler ve renk
morfolojik 6zellikler olarak siniflandirmada 6nem tasimaktadir (Cakmake¢1 ve Karahan

1995, Grimont 1999, Johansson 1999).

Fizyolojik ve Metabolik Ozellikler: Bu 6zellikler mikroorganizma enzimleri ve
transport proteinlerinin yap1 ve aktiviteleri ile dogrudan ilgili oldugundan c¢ok
onemlidir. Proteinler gen {iriinleri oldugundan bu 6zelliklerin analizi mikroorganizma
genomlarimin karsilagtirilmasina dolayl olarak olanak saglar. Diger yandan atmosferik
oksijenin varliginda gelisme yetenegi taksonomik belirleyicilikte énemlidir (Grimont
1999, Johansson 1999). Taksonomik belirleyicilikte dnemli olan baz1 fizyolojik ve
metabolik o6zellikler; karbon ve azot kaynaklari, hiicre duvart yapilari, 151n sagma,

hareket, ozmotik basinca dayanma, oksijenle iligkiler, cogalma icin (optimum, en



yiiksek, en diisiik) sicaklik dereceleri, ¢ogalma icin (optimum, en yiiksek, en diisiik) pH
dereceleri, genel beslenme tipi, enerji doniisiimii mekanizmalari, enerji kaynaklari,
fermantasyon iiriinleri, fotosentez pigmentleri, tuz gereksinimleri ve tuz toleransi,
metabolik inhibitorlere ve antibiyotiklere duyarlilik, olusturulan ikincil metabolitler ve

depo maddeleri olarak gosterilebilir (Johansson 1999).

Ekolojik Ozellikler: Mikroorganizmalarin bulunduklar1 ortamla iliskilerini
etkileyen ekolojik oOzellikler taksonomi acisindan da degerlidir. Zira, ¢ok yakin
mikroorganizmalar bile ekolojik o6zellikleri agisindan 6nemli farklar gosterebilirler.
Simbiyotik iligkilerin niteligi, belli bir konakta hastalik yapabilme yetenegi, 1s1, pH,
oksijen ve ozmotik yogunluk gereksinimleri taksonomik bakimdan onemli ekolojik

ozelliklerdir (Johansson 1999).

Biyokimyasal Aktiviteler: Mikrobiyolojide kullanilan biyokimyasal testler,
bakterilerin metabolik aktivitelerinin ortaya konulmasinda faydalanilan deneysel
calismalardir. Biyokimyacilarin kullandig testlere karsin (bilinen protein igerikleri ile
hiicre ekstratlar1 tizerine kantitatif olarak yapilan), mikrobiyologlar tarafindan
kullanilan testler genel olarak kompleks bir besiyeri icerisindeki substratlar1 ve
belirlenmemis bir bakteri sayisim igerecek sekilde yapilir. Karbon kaynagi kullanim
testleri taksonomi i¢in ¢ok yararlidir (Grimont 1999). Bu testin uygun minimal agar, saf
karbon kaynagi, dogru sicaklik ile NaCl, MgCl, ve gelisme faktorlerini igeren

besiyerinde yapilmasi gereklidir.

Karbonhidrat kaynaklan {izerine etki eden enzimatik aktivite bakteriler arasindaki
farkliliklan tespitte genis Olciide kullanilir. Hatta son derece birbirine yakin bakteriler
secilmis karbonhidratlarin kullanim kabiliyetine gore birbirlerinden ayrilabilir

(Cakmake1 ve Karahan 1995).

Genetik Ozellikler: Okaryotlarin cogu eseyli iireyebildiklerinden bunlarin
siniflandirilmasinda genetik analizlerin biiyiik yarart olmustur. Prokaryotlarda eseyli
tireme olmadigi halde transformasyon ve kojugasyon yolu ile genlerdeki degisimin
incelenmesi siniflandirmada bazen yararli olmaktadir. Transformasyon farkli bakteri
tirleri arasinda olur, farkli cinsler arasinda gerceklesmesi nadirdir. Bakterilerde
transformasyon genomlar benzer olmadikca gerceklesemediginden iki kdken arasinda

transformasyonun gosterilmesi yakin benzerligin belirtisidir (Johansson 1999).



Konjugasyon caligmalari, 0©zellikle enterik bakteriler arasinda yapilanlar,
taksonomiye yararlt veriler saglamaktadir. Plazmidler de bir¢cok bakteri tiiriinde
bulunmadiklar1 ve cogu fenotipik 6zellikleri kodlayan genler tasidiklarindan taksonomi

icin 6nemlidirler (Johansson 1999).

Molekiillere Ait Ozellikler: Proteinler ve niikleik asitlerin incelenmesi
taksonomiye biiylik yarar1 olan ¢aligmalardir. Bu molekiiller ya dogrudan gen iiriinii
olduklarindan ya da genlerin kendileri olduklarindan, protein ve niikleik asitlerin
karsilastirilmas1 gercek benzerlikler hakkinda onemli bilgiler verir. Bu ozellikler ii¢
baslik altinda incelenir. Bunlar; protein iceriklerine gore siniflandirma, niikleik asitlerin

baz siralanigina gore siniflandirma, niikleik asit hibridizasyonuna gore siniflandirmadir.

Serolojik Ozellikler: Seroloji kan serumu ile ilgili bilime verilen isimdir. Ozellikle
serumda bagisiklik ozellikleri esas alimir. Bakteriyal hiicreler cok farkli antijenler
icerirler. Bu antijenler monoklonal veya poliklonal antikorlar ile farkli immunolojik
yontemler ile belirlenebilirler. Yiizey antijenleri protein, polisakkarit, lipopolisakkarit
ozelliktedirler ve monospesifik poliklonal antikorlarla tiim hiicre aglutinasyon testi ile
kolayca belirlenebilirler. Antijenik karakteristikler bakterileri serotip veya serogruplara
ayirmada kullanlirlar. Antikorlar proteinlerdir, kanda dolasirlar ve bakterilere yiiksek
oranda baglanirlar. Bu antikorlara antiserum adi verilmektedir. Antiserumlar
giiniimiizde ticari olarak iiretilmekte ve tibbi bakimdan 6nemli bakterilerin teshisinde

kullanilmaktadir (Cakmak¢1 ve Karahan 1995, Johansson 1999).

Kimyasal Kompozisyon: Lipitlerin, fosfolipitlerin, mikolik asitlerin, yag
asitlerinin, isoprenoid quinonesin, peptidoglikan hidrolizatlariin kromatografisi
kemotaksonomiyi olusturur. Bu metotlar baz1 bakteri gruplart icin esastir. Yag
asitlerinin gaz likit kromatografisi sonuglar standardize edilmis ve karakterizasyon i¢in
bir sistem olusturulmustur. Bakterilerin tanimlanmasinda ticari olarak kullanilmaktadir

(Grimont 1999).

Bazi laboratuvarlarda tiim hiicrenin protein elektroforezi tanimlama amacli olarak
kullanilmaktadir. Ancak sonug¢ ¢cok kompleks oldugu icin degerlendirme bilgisayar ile
yapilabilmektedir. ~ Ayrica, elde edilen sonuglarin  laboratuvarlar  arasi
karsilastirilabilirligi de diisiiktiir (Grimont 1999). Enzim elektroforezi ise 6nemli bir
taksonomik degerdir. Bu yontemde tek gen iiriinii olan 10-20 enzim elektroforeze tabi

tutulur. Her bir enzim i¢in belirlenen elektromorf kaydedilir ve her bir farkli susun



gosterdigi genetik farklilik elektromorflar arasindaki farkliliktan hareketle belirlenir. Bu
yontem bakteriyal populasyon icinde ancak belirli klonlar icin kullanilabilir. Farkl

tiirler ise bu yontem ile kolayca ayrilir.

Glinlimiize kadar bakteriyal smiflandirma filogenetik (dogal) ve yapay
siniflandirma olarak ikiye ayrilmaktaydi. Bunlardan filogenetik siniflandirma i¢in basit
morfolojik ve fizyolojik ©zellikler yeterli gelmemektedir. Ciinkii bu siniflandirma
akrabalig1 dikkate almakta ve ¢ok daha karmagik kimyasal 6zelliklerin belirlenmesini
de gerektirmektedir. Yapay siniflandirma ise arastirmaya alinan bir mikroorganizmanin
morfolojik ve fizyolojik 6zelliklerini belirleyerek 6nceden verilen bir anahtara gore

tanisim gerceklestirmektedir (Sahin 1990).

Glinlimiizde ise bilgisayarlarin gelistirilmesi ile siniflandirmada sayisal (niimerik)
taksonomi adi verilen nicel yaklagimlara olanak veren tigiincii bir siniflandirma sekli

(Niimerik Taksonomi) bulunmustur.

Niimerik Taksonomi: Niimerik olarak kodlanan ve birer karakter olarak ifade
edilen veriler i¢in ¢esitli matematiksel yontemlerin uygulanmasi ve organizmalarin
kapsamli benzerligine dayanarak kiimelere yerlestirilmesiyle dendogramlar seklinde
iligkilerin ortaya konmasidir (Manfio 1995). Bu simiflandirma pek c¢ok arastirict
tarafindan bakteri sistematiginde uygulanmaktadir (Sneath ve Sokal 1973, Sneath
1978a, Goodfellow ve Dickinson 1985, MacDonell ve Colwell 1985, Sackin ve Jones
1993).

Bu siniflandirmada mikroorganizmalarin bircok 6zelligi ile ilgili bilgiler sayisal
analiz i¢cin uygun bir sekle doniistiiriilmekte ve sonra bir bilgisayar yardimi ile
karsilastirilmaktadir. Ortaya ¢ikan siniflandirma, her birine esit agirlik verilmis birgok
ozelligin karsilastirilmas: ile degerlendirilen genel benzerliklere dayanmaktadir. Bu
yontem kullanilarak dogru ve giivenilir bir siniflandirma icin; en az 50, ideal olarak
100-200 adet morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik verilerden olusan karakter
karsilastirilmalidir (Sackin ve Jones 1993, Johansson 1999).

Niimerik taksonomi g¢aligmasinda basarili ve giivenilir sonuglar igin, c¢evresel
faktorlerden etkilenmeyen, tek gen ya da operonun ekspresyonunu temsil eden
karakterlerin se¢imi bilyiilk onem tagimaktadir. Boyle karakterler stabil oldugu i¢in

giivenilir dogal simiflandirmalar elde edilmektedir. Pratikte, organizmalarin miimkiin



oldugu kadar ¢ok, biyolojik yonlerini temsil eden bir seri test kullanmak gerekmektedir.
Ideal bir test listesi; koloni ve mikromorfoloji verilerini, gelisme karakterlerini,
biyokimyasal testleri, inhibitdr ajanlarin etkisini, enerji ve gelisme icin tek karbon
kaynag1 bilesikleri, serolojik, kemotaksonomik ve molekiiler genetik bilgileri
icermektedir. Amag; taksonlar arasindaki akrabalik iligkilerini gosterecek veya
farkliliklar1 belirleyecek yeterli bilgiyi elde etmek oldugu i¢in ¢alismada kullanilan
izolatlarin tiimiiyle pozitif veya tiimiiyle negatif sonu¢ verdigi testler taksonomik
calismada intra-takson ayirt edici 6zellige sahip degildir ve son veri degerlendirme

matriksinden ¢ikartilabilmektedir (Priest ve Austin 1993).

Niimerik taksonomide uygulanan test yontemi ve bu yontemin optimizasyonu da
onem tasimaktadir. Besiyeri formiilasyonu, inokiilasyon metotlari, inkiibasyon siiresi ve
sicaklifi, ekim miktar1 ve mikroorganizmanin gelisme fazi1 (logaritmik faz olmali)

standart olmalidir (Williams vd 1983, Priest ve Austin 1993).

1940’larda, cok sayida antibiyotigin Streptomycetes tiirleri tarafindan {iiretildigi
kesfedildikten sonra cins iizerinde yogun izolasyon calismalar1 baslatilmig, bunun
sonucunda da ¢ok sayida Streptomyces tiirli tanimlanmis ve patentlenmistir (Anderson
ve Wellington 2001). Streptomycetes sistematigi tizerine yapilan ilk caligmalar, daha
cok morfolojik ve pigmentasyon oOzelliklerine dayali oldugundan Streptomyces tiir
sayisinda patlamaya neden olmustur. Bununla birlikte, yeni tiirlerin siniflandirilmasi ve
tanimlanmas1 icin kabul edilebilir metotlarin eksikligi, bu tiirlerin morfolojik ve
kiiltiirel 6zelliklerindeki farkliliklara gore adlandirilmasina neden olmustur. Boylelikle
tanimlanan Streptomyces tiir sayis1 1970’lerde 3000’e kadar yiikselmistir ve tanimlanan
bu tiirler sadece patent literatiirde yer almistir. Bu suslarin ¢ogunun birbirlerinin
sinonimi oldugu diisiiniilmektedir (Anderson ve Wellington 2001). Streptomyces
sistematigindeki problemlerin giderilmesindeki en biiyiik katkiy1 ¢ok sayida fenotipik
ozelliklerin kullanilmasiyla karakterize edilen niimerik taksonomi saglamistir.
Niimerikal taksonomi veritabanlarindan elde edilen bilgiler kullanilarak,
Streptomycetes identifikasyonu i¢cin muhtemel veritabanlar1 olusturulmustur (Williams
vd 1983, Anderson ve Wellington 2001). Niimerik taksonomik metotlarla tanimlanmis
taksonlar, cok fazla sayida karakter bakimindan test edildikleri icin stabil taksonlardir.
Bu nedenle, niimerik taksonomi; tiir ve tiir alt1 kategorilerindeki Actinomycetes’ler
arasindaki iliskileri agiklamada kullanilan en giivenilir yol olarak kabul edilmistir

(Goodfellow ve Dickinson 1985, Oztiirk 2000).



Glinlimiizde tiirler arasindaki iliskileri agiklamada giivenilir yol olarak kabul edilen
niimerik  taksonomiden laktik asit  bakterilerinin  siniflandirilmasinda  da
yararlamilmalidir. Ciinkii gida fermantasyonlarinda kullanimlarinin yaygiligindan
dolay1 laktik asit bakterileri, metabolik Ozellikleri, gelisme performansi, endiistriyel
prosese direng, son iriinde yasama kabiliyeti, raf omrii vb. ozellikler agisindan
karakterize edilmektedir. Bu calismalara ilave olarak, teknolojik kabullerin yapilmasi,
giivenlik ve kalite kontroliin gelistirilmesi de 6nemli bir kriter olmustur. Bu baglamda
laktik asit bakterilerinin giivenilir olarak tanimlanmasi ¢ok onemli bir noktaya isaret
etmektedir. Son 10 yilda, bilimsel topluluklar, insan tiiketimi i¢in kullanilan bakterilerin
tamimlanmasinin iyilestirilmesine 6zel ilgi duymuslardir (Temmerman vd 2004). Iste bu
noktada, laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasinda niimerik taksonominin Onemi

ortaya ¢ikmaktadir.

Dogada cok yaygin olarak bulundugu bilinen laktik asit bakterileri ile ilgili
calismalar mikrobiyoloji bilim dalinin dogusu ile birlikte baglamistir. Ik kez 19. yiizy1l
sonlarinda siitte fermantasyona ve koagiilasyona yol acan bakteriler laktik asit
bakterileri olarak isimlendirilmis ve daha sonraki yillarda Lactobacillaceae familyasi

icerisinde siniflandirilmiglardir.

Laktik asit bakterileri, tabiatta yaygin oluslari, cesitli gida maddelerinde sikca
rastlanilan bozulmalara neden olmalar ve baz1 gidalarin iiretim ve olgunlastirilmasinda
onemli rol oynamalar1 nedeniyle gida teknolojisinde biiyiilk 6nem tasimaktadir. Cig
materyalin laktik asit bakterileri ile fermente edilerek yeni gidalarin iiretilmesi ve ¢esitli
gidalarin bu yontemle muhafazasi en eski muhafaza metotlarindan birisi olarak kabul
edilmektedir. Siit bu bakteriler ile yogurt, eksi siit, peynir, tereyagi vb. lriinlere
islenmektedir. Tiim diinyada yaygin olarak tiiketilen fermente et iiriinleri ve farkl
sebzelerden iiretilen tursular laktik asit fermantasyonu ile hazirlanmakta ve muhafaza
edilmektedir (Gokalp 1982, Andersson 1989, Mayra-Makinen ve Bigret 1993, Sanchez
vd 2000). Laktik asit bakterilerinin belirleyici metaboliti laktik asittir ve dogal

habitatlari; insanlar, hayvanlar ve bitkilerdir (Temmerman vd 2004).

Morfolojik agidan ¢ok degisken ozellik gosteren (kisa veya uzun ¢omak veya kok
sekilli) laktik asit bakterisi familya iiyeleri, fizyolojik agidan oldukg¢a benzer 6zellik
gostermektedirler. Tiim tiyeler; Gram-pozitif, katalaz negatif (diisiik oranda seker ihtiva
eden ortamda pseudokatalaza sahip suslar goriilebilir), Sporolactobacillus inulinus

hari¢ spor olusturmayan, fakiiltatif anaerobik, Pediococcus cinsi hari¢ yalmz tek



diizlemde boliinen ve bazi istisnalar hari¢ hareketsiz, ¢ubuk veya kok seklinde
bakteriler olarak tanimlanmaktadir (Sharpe vd 1966, Sahin 1990). Mutlak
fermantatiftirler ve asil fermantasyon iirtinii olarak laktik asit iiretmektedirler. Hem
grubu (katalaz, stokrom) icermeksizin oksijen varlifinda gelisebilen nadir
mikroorganizmalardir. Dogal habitatlar siit ve siit mamiilleri, islenmemis, taze veya
cliriimiis bitkiler, insan ve hayvanlarin bagirsak mukoza ve igerikleridir (Schlegel 1986,

Tunail ve Kosker 1989).

Laktik asit bakterileri cesitli gidalardaki faaliyetleri sonucu karbonhidratlardan
(heksozlardan) laktik asit iiretme yetenegine sahip mikroorganizmalardir ve bu
mikroorganizmalar cins ve tiir 6zelliklerine bagl olarak karbonhidratlardan laktik asit
yaninda asetik asit, karbondioksit, alkol ve baz1i tat ve aroma maddeleri
tiretebilmektedirler. Bunlarin disinda laktik asit bakterileri gidalarin bozulmasinda rol
oynayan mikroorganizmalar ve insanlarda hastaliklara neden olan patojen
mikroorganizmalar {izerinde de {irettikleri asit ve bazi antimikrobiyal maddeler
(bakteriosinler vb.) nedeniyle antogonistik etkiye sahiptirler. Bu nedenledir ki laktik
asit bakterilerinin faaliyetiyle {retilen fermente gidalar, gida zehirlenmeleri ve
enfeksiyonlan diisiiniildiigiinde insan sagligi acgisindan daha giivenilir gidalar olarak

kabul edilebilmektedir (Turantas 1999).

Diinyada asidik gida fermantasyonlarinin yayginlasmasi ve endiistriyel iiretime
kaymasiyla, baskin fermantasyon mikroflorasinin meydana gelmesinde starter laktik
asit bakterilerinin kullanim1 biiyiik 6nem tasir konuma gelmistir. Laktik asit bakterileri
sadece peynir ve diger fermente mandira iiriinlerinin cesitliligini artirmakla kalmayip,
aym zamanda diger ham materyallerin fermente edilmesinde de bilingli olarak
kullanilmaya basglanmistir. Bunlar icerisinde tahil, sebze, meyve (meyve piireleri) ve et
vb. ile bunlardan hazirlanan gidalar 6nem tasimaktadir. Laktik asit bakterileri saglikli
gida tiriiniinii elde etme, lezzeti gelistirme ve muhafazada onemlidir. Bununla beraber,
laktik asit bakterileri gida katkilarinin, nutrasetiklerin ve endiistriyel kimyasallarin
biyoteknolojik iiretimleri iizerine yiiriitillen (bakteriyoloji ve molekiiler biyoloji esas
olan) caligmalar icin de 6nem tasimaktadirlar. Ayrica laktik asit bakterilerinin 6zel
suglar1 insan viicut sisteminde saglik¢a yararlilhik saglayan probiyotikler ve gida
katkilar1 olarak da kullanilmaktadir. Bu bakterilere kars1 endiistriyel ilgi, bu bakterilerin
endiistriyel ve medikal uygulamalar1 nedeniyle her gecen giin artmaktadir. Laktik asit

bakterilerinin gida i¢in fonksiyonel karakterizasyon gostermesinden ve biyokimyasal



ozelliklerinden dolayi, genetikle ilgili aktiviteleri cok genis alanda arastirilmaktadir

(Salminen vd 2006).

Laktik asit bakterileri, fermantasyonun yonlendirilmesi ve hizlandirilmasinda, bir
fermente gidanin iiretiminde ham materyale katilan ve istenilen hiicre sayisini artiran
mikrobiyal bir aractir (Leroy ve De Vuyst 2004). Laktik asit bakteri cinsine ait tiirlerin
kullanildig: yerler birbirinden farklilasmigtir. Buna gore: Lactobacillus’lar siit, et, sebze
ve tahilda; Lactococcus’lar siitte, Leuconostoc’lar siit ve sebzede; Pediococcus’lar
sebze ve ette, Oenococcus’lar sarapta; Enterococcus’lar ve Streptococcus’lar da siitte
kullanilmaktadir. Filogenetik olarak laktik asit bakterilerine ait olmamasina ragmen
bazi suslarn laktik asit bakterilerine benzer ozellik gosteren Bifidobacterium,
Propionibacterium ve Brevibacterium da gida endiistrisinde starter olarak

kullanilmaktadir (Temmerman vd 2004).

Bugiin endiistriyel anlamda fermente gidalarin iiretiminde starter kiiltiir kullanimi
esastir. Son yillarda fonksiyonel gidalarin endiistriyel tiretiminde starter kiiltiir olarak
kullanilan laktik asit bakterilerinin yeni starter kiiltiirleri gelistirilmistir. Starter laktik
asit bakterileri; mikrobiyal giivenligi saglama, daha iyi organoleptik 6zellik gosterme,
seker polimerleri, tatlandiricilar, aromatik bilesenler, vitaminler ve yararli enzimler
tiretme gibi teknolojik anlamda faydalar1 ile besleyicilik agisindan faydalart ve
probiyotik 6zellik gostermesi avantajlariyla 6nem tasimaktadir. (Paul Ross vd 2002,
Leroy ve De Vuyst 2004, Temmerman 2004). Laktik asit bakterileri organik asitlerin
tiretimiyle ham materyalin asidifikasyonunu artirmakta, asetik asit, etanol, aroma
bilesikleri, bakteriosinler, eksopolisakkaritler ve Onemli birka¢ enzimin {iiretimini
saglamaktadir. Son iiriinde tekstiiriin diizeltilmesine katkida bulunmaktadir (Leroy ve
De Vuyst 2004). Giiniimiizde gida ve saglhk arasinda iliski kuruldugunda laktik asit
bakterilerinin tiiketiciye biiyiik yarar sagladigi ispatlanmistir. Tiim bunlarin sonucu
olarak da, laktik asit bakterilerinin ilgili suslariyla, sagligi koruyucu 6zellikler gosteren
gida iirtinlerinin marketlerde fonksiyonel gidalar olarak satisa sunulmasi son yillarda

dikkate deger bir gelisme gostermistir.

Bugiine kadar gida katki maddeleri organoleptik Ozelliklerin diizenlenmesi ve
gidalarin bozulmadan muhafazasinda gerekli kabul edilmistir. Ancak bugiin gida
katkilarinin  kullanimi dogal olmayan ve giivenilir olmayan uygulamalar olarak
goriilmekte ve katkilarin kullaniminin azaltilmasi; taze, giivenilir, lezzetli, seker, yag,

tuz icerigi diisiik ve kolay hazirlanan iiriinler marketlerde tercih edilmektedir. Ancak



bunu saglamaya yonelik olarak sadece ham materyal ile iiretim yapmak her zaman
miimkiin olmamaktadir. Ornegin peynir yapiminda, ham siit yiiksek diizeyde geleneksel
ozellikleri tasiyan cesitli peynirlerin iiretimine olanak saglamakta, ancak Listeria
monocytogenes gibi giivenlik risklerinin olusmasina da sebebiyet vermektedir. Diger
taraftan pastorizasyon ise flavor kaybimi beraberinde getirmektedir. Bu durum pazar
isteklerini dikkate alma acisindan gida endiistrisini baski altina almaktadir. iste bu
noktada gida fermantasyonunda, starter kiiltiirlerin kullanimi alternatif uygulamalardan
birisi olarak ortaya cikar. Ancak, ne yazik ki endiistriyel starter kiiltiirler, iiretim
cesitliligi ve gerekli karakteristikler agisindan eksiktir ve arzulanan ticari yetenekleri
simmirhdir.  Gida mikroflorasinin - metabolizmalarinin  ve genomiklerin anlasilma
istegindeki artis, starterlerin gelismesi i¢in yeni bir bakis agis1 getirmekte ve molekiiler
biyolojik caligmalarin starter kiiltiirler ve starter kiiltiirlerin istenmeyen o6zellikleri

izerine yonlenmesini saglamaktadir (Leroy ve De Vuyst 2004).

Fermente gidalarin Onceki {iretimlerinde ham materyalde bulunan dogal
mikrofloranin gelisimi ile gerceklesen spontane (kendiliginden) fermantasyon esasti.
Son iiriiniin kalitesi, ham materyalin 6zellikleri ve mikrobiyal florasina baghydi. Bu
nedenle spontane fermantasyon bir dnceki iyi kaliteli iiriiniin bir kisminin, bir sonraki
tiretimde asilama mataryali olarak kullanilmasi (back slopping) ile optimize edilmistir.
Boylece, back slopping istenilen suslarin baskinlifiyla sonuglanmis, fermantasyon
prosesi kisalarak fermantasyonda basarisizlik riski azalmistir. Back slopping sauerkraut
ve eksi hamurun iiretimi ile mikrobiyal ekoloji ile iiretilen iiriinlerin 6nemli bir
kisminda kullanilmaktadir. Bugiin, halen fermente gidalarin ve iceceklerin iiretiminde
spontane fermantasyon ve back slopping az gelismis iilkelerde giivenilir ucuz muhafaza
metodu olarak tamimlanmaktadir (Leroy ve De Vuyst 2004). Se¢ilmis starter kiiltiirlerin
direk kullanilmasi, fermantasyon prosesinin iizerinde yiiksek derecede kontrol ve son
iriinde standardizasyon saglamaktadir. Starter suslar, fizyolojik ve metabolik ozellikleri
dogrulanmis dogal habitatlardan veya basarili fermente {iriinlerden izole edilmis

mikroorganizmalar olmaktadir (Leroy ve De Vuyst 2004).

Laktik asit bakterilerinin probiyotik 6zellikleri son yillarda biiyiik 6l¢iide 6n plana
cikmigtir. Probiyotikler kavrami ilk kez 1900’lerde kullanilmis olmakla birlikte bu
terim 1965°te Lilly ve Stillvell tarafindan tiiretilmistir. Probiyotik kavrami, insan ve
hayvanlarda, dogal mikroflora ile sisteme yararlh etkiler saglayan canl

mikroorganizmalar ifade etmektedir (Soomroo vd 2002). Probiyotikler 1992 yilinda
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Havendar ve Huis in’t Veld tarafindan da “insan ve hayvana uygulandiginda dogal
mikroflorada  amaglanan  diizelme icin  yararli  etkiler = gosteren, canli

mikroorganizmalarin tek veya karisim kiiltiirii” olarak tanimlanmistir (Sanders 1995).

En iyi calisilan probiyotikler laktik asit bakterileridir. Bunlar icerisinde yeralan
Lactobacillus’lar ve Bifidobacterium’larin yararli etkileri yillardir tartisilmistir.
Gliniimiizde ticari iirinlerde kullanilan probiyotik bakterilerin baslica iiyeleri
Lactobacillus ve Bifidobacterium generasidir. Bu iki cins iiyeleri gastrik aside, safra
tuzuna ve pankreatik enzimlere diren¢ gostermekte, bagirsak mukozasina yapigmakta
ve bagirsak sisteminde kolonize olmaktadir (Rolfe 2000). Probiyotik suslardan bazilar
Lactobacillus’lardan Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus johnsonii, Lactobacillus
casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus gasseri ve Lactobacillus reuteri,
Bifidobacterium’lardan  Bifidobacterium  bifidum, Bifidobacterium longum ve

Bifidobacterium infantis’i icermektedir (Heller 2001, Soomroo vd 2002).

Cok uzun yillardir, bagirsak sagliginin yogurt ve siit gibi giinliik fermente tiriinlerin
kullanimiyla iyilestirildigi seklinde kurulan baglantilar modern bilim tarafindan da iyi
bir sekilde desteklenmistir. Bakterilerin toksik etkisinin ve patojenik bakterilerin
gelisiminin Onlenmesine yardim eden L.acidophilus probiyotiginin yetenegi iyi bir

sekilde anlasilmistir (Soomroo vd 2002).

Probiyotiklerin gastrointestinal sistem {iizerinde olumlu etkileri, bagisiklik
sisteminde veya endogenous floranin modiilasyonunda dogrudan veya dolayh
olmaktadir (Marteau vd 2001, Sullivan ve Nord 2002). Probiyotikler immun sisteminin
modiile edilmesinde, Kolesterolii diisiirmede, romatizma iltihabinin tedavisinde,
kanserin 6nlenmesinde, laktoz intoleransinin diizeltilmesinde ve atopik deri yangisinin
azaltilmas1 veya korunmasinda, ishal, Crohn’s hastaligi, iiriner sistem enfeksiyonlarinda
tedavi edici olarak kullanilmistir. Bu probiyotik ajanlar icerisinde ¢esitli Lactobacillus

suslarinin yer aldig yiizlerce literatiir de goriilmektedir (Reid 1999).

Lactobacillus spp. ve Bifidobacterium spp. bagirsak mikroflorasinin  nemli
tiyeleridir ve probiyotik bakteri olarak ortak sekilde caligmaktadirlar. Laktoz
intoleransim1  azaltmada, kandaki kolesterolii diisiirmede, bagisiklik tepkilerinin
artmasinda ve kanseri Onlemede etkilidirler. Laktik asit bakterilerinin in-vitro

kosullarda Salmonella typhimirium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
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Clostridium perfringens ve Clostridium difficile iceren c¢ogu enterik patojenin

gelisimini inhibe ettigi kanitlanmistir (Rolfe 2000).

Geleneksel fermente mandira {iriinleri, giiniimiizde hala Romanya’nin giinliik
gidasinda ¢ok onemli bir yere sahiptir. Romanya ham siit ve fermente mandira
tirinlerinde en siklikla bulunan laktik asit bakterilerinin, Lactococcus lactis,
Leuconostoc spp. ve Enterococcus spp. oldugu tespit edilmistir. Son arastirmada yeni

bir tiir olarak E.saccharominimus bulunmustur (Zamfir vd 2006).

Starter kiiltiir laktik asit bakterisi laktozun fermantasyonu ile laktik asidin
tiretiminde belirleyici rol oynamaktadir. Laktik asit, ham peynirlerin asidik flavorunun
olusmasinda ve peynirin kesilmesi tekstiiriinde ve fermantasyonun gerceklesmesinden
sorumlu olmaktadir. ilave olarak, starterlerin buradaki asil rolleri: Ucucu flavor
bilesenlerinin iiretimi yani diasetil ve asetaldehitler ile peynir olgunlagmasinda gerekli
olan proteolitik ve lipolitik enzimlerin sentezini yapmak ve patojenlerin durdurulmasini
saglamaktir. Boylece peynir iiretiminde kullanilan starter kiiltiirler peynir kalitesinin

belirlenmesinde ¢cok énemli olmaktadir (Kayagil 2006).

Olgunlasma siiresince siitten asit iiretimi ve flavor gelisimi starterlerin proteolitik
aktivitesi ile ilgili olmaktadir. Laktik asit bakterilerinin proteolitik aktivitesi, onlarin
kendi gelisimleri i¢in aminoasitlerin iiretimine yardim etmektedir. Bacillus’lar,
Pseudomonas, Enterococcus ile karsilastirildiginda laktik asit bakterileri diisiik
proteolitik aktivite gdstermesine ragmen bu aktivite peynir olgunlasmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Yiiksek proteolitik aktiviteli starter kiiltiirler sert peynirleri
olgunlastirirken kullanilmistir. Yar sert peynirler i¢in olgunlasma siiresi 2-3 aydir ve
disiik proteolitik aktivite gerekmektedir. Proteazlar peptidazlar ile dengelenmezse,
peynirde yiiksek oranda bulunursa acillagsmaya ve tekstiir eksikligine neden
olabilmektedir. Starter olarak kullamilan 4 «cins Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc ve Streptococcus’dur. Besinci cins olarak Pediococcus son zamanlarda

fazlaca onerilen bakteri cinsidir (Kayagil 2006).

Baska bir ¢alismada peynir iiretiminde starter kiiltiirlerin kullaniminin peynir alti
suyunun ayrimini tesvik ettigi ifade edilmistir. Bu starterler patojenik bakterilerin
gelisimini inhibe etmekte, aroma bilesiklerini ve olgunlasma derecesini artirmaktadir.

Boylece iiriiniin lezzeti, aromas1 daha etkili olmakta ve starter kiiltiir kombinasyonlar1
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(DVS ve liyofilize Kkiiltiirler) ile yiiksek kaliteli peynir iiretimi gerceklestirilmektedir
(Dagdemir vd 2003).

Peynirde starter kiiltiir kullaniminda istenilen oOzellikler; yiiksek asit diretim
kabiliyeti olmasi, iyi lezzet ve koku iiretmesi (istenen dozda ve kombinasyonda),
yiikksek proteolitik aktivitede olmamasi dolayisiyla hizli olgunlasma ve acilagmaya
neden olmamasi, patojenleri inhibe etmek icin yiiksek antogonistik aktivitede olmas,
fajlara direngli olmasi, antibiyotiklere karsi diren¢ gostermesi, peynir iiretim
sicaklifinda gelisebilmesi ve elbetteki tuz konsantrasyonlarina direngli olmasidir

(Kayagil 2006).

Tiirk beyaz peynirleri tiretiminde L.lactis ssp. lactis ve L.lactis ssp. cremoris’in
farkli oranlardaki karigimi yiiksek kalitedeki beyaz peynirlerin iiretiminde siklikla

kullanilmaktadir (Dagdemir vd 2003).

Laktik asit bakterilerinin kullanildig1 diger bir fermente iiriin sucuktur. Sucuk
olgunlastirllmis taze etlerin once kiyma haline getirildikten sonra tuz ve diger katki
maddeleri ile kanistirihip bagirsaga doldurulduktan sonra dogal kosullarda veya
hizlandirilmis yontemlerle kurutulup, olgunlastirilmasiyla elde edilen geleneksel ¢ig
triindiir (Con 1995) Bir baska deyisle fermente kuru sucuklar yag ve yagsiz et, tuz,
nitrat veya nitrit, seker ve 6zel maddelerin (¢cogunlukla keklikotu ve siyah karabiber)
biitiiniiyle karisimi ve kiliflanmasi ve bunu fermantasyon ve kurutmanin izlemesiyle

olusan {iriinler olarak tanimlanmaktadir (Ammor ve Mayo 2007).

Laktik asit bakterilerinin sucuk hamurundaki gorevi hamura katilan sekerden
(genellikle glikoz) en kisa zamanda laktik asit iiretmeleridir. Laktik asit hamurun
pH’sm diisiirmektedir. Bunun disinda laktik asit bakterileri kas proteinlerinin yapisini
etkilemekte, sonu¢ olarak son iirtiniin dilimlenme kabiliyetini artirmakta, kiir edilmis
sucugun tipik pembe renginden sorumlu olmakta yani nitrosomyoglobinin myoglobine
reaksiyonunu saglamaktadir. Bununla beraber serbest asitlerin ve asetik asit tatlarini
olusturarak son iiriin lezzetine katkida bulunmaktadir. Organik asitlerin iiretimi son
tiriin glivenligi ve raf omrii lizerinde de belirleyici bir faktdr olmaktadir. Patojenik ve
bozucu mikrofloranin inhibisyonu bu organik asitlerin yeterli formasyonu ve hizi
izerine baglanmaktadir. Hizli pH diislisii ve negatif starter kiiltiirler ile sucuktaki

biyojenik aminlerin birikimi énlenmektedir (Ammor ve Mayo 2007).
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Sucukta bakteriyal starter kiiltiiriin kullanimi1 1940’da konu edilmistir. Ticari starter
kiiltiirler gelistirilmistir ve 1957°de et endiistrisine sunulmustur (Everson vd 1970).
Fermente et {riinleri icin bilinen starter kiiltiirler Lactobacillus, Pediococcus,
Staphylococcus, Micrococcus, Debaryomyces ve Penicillum tiirleridir (Oztan 2003).
L.sake, L.curvatus, L.plantarum, L.pentosus, L.casei, P.pentosaceus ve P.acidilactici
ticari olarak ette yaygin kullanilan laktik asit starter kiiltiirleridir. (Ammor ve Mayo

2007).

Mikroorganizmalarin starter kiiltiir olarak et iiriinlerinde kullanilabilmesi icin bu
kiltiirler  halofilik  6zellik  gostermeli, nitrit tolerant olmali (%6 NaCl
konsantrasyonunda ve 150 ppm NaNO, bulunan ortamda calisabilmeli), calisma
sicaklik araliklart 15-43°C olmali, patojenik, toksik ve mutajenik Ozellik gosteren
metabolitler ve biyojen aminler iiretmemeli, mutlaka laktik asit tiretmelidir. Eger starter
kiiltiir olarak laktik asit bakterileri kullaniliyorsa mutlaka homofermantatif olmal,
proteolitik veya lipolitik olmamali, hidrojen peroksit, asetik asit veya gaz tiretmemeli,
diger starter gorevi goren maddeleri tolere etmeli veya sinerjist ozellik gostermeli,
nitratlar1 indirgeyebilmeli, katalaz pozitif olmali, H,O, iiretmemeli, nitriti nitrata
yiikseltmemeli, patojenik olmamali, iiriiniin tat ve kokusunu olumlu etkilemelidir

(Oztan 2003).

Sucuktaki laktik asit bakterileri 6nemli probiyotik etkiye de sahiptir. Probiyotik
organizmalar zararli populasyonlarin aktivitesini onlemek veya yararli aktivitelerin
olusumunda artis saglamak, bagirsaktaki saglikli mikrobiyal dengeyi olusturmak icin
titketilir. Et tiriinlerinin genellikle 1sitilmamasi nedeni ile probiyotikleri yeterli oranda

tasimalan agisindan biiyiik avantajlart vardir (Ammor ve Mayo 2007).

Bir diger fermente iiriin olan eksi hamur, un ve su karistminin laktik asit bakterileri
ve mayalarla fermente edilmis halidir. Bu mikroorganizmalar, genellikle undan, hamur
katkilarindan veya cevreden gelmektedir. Eksi hamur fermantasyonlari, hamurda
amagclanan ozellikleri artirir; hacmi, tekstiirii, flavoru, ekmegin besleyici degerini
gelistirir; ekmegin (pazar veya sergide) rafta kalig siiresini uzatir, sekilsel ve bakteriyal

bozulmay1 yavaglatir (De Vuyst ve Vancanneyt 2007, Génzle vd 2007).

Geleneksel olarak eksi hamur, ekmek hamurunu mayalamak i¢in ve asitligin
gelistirilmesi icin kullanilmistir. Bu geleneksel eksi hamur fermantasyonlar1 (tip 1

hamurlar) 20. yy’da firincilik mayasinin da eklenmesiyle yenilenmistir. Lactobacillus
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sanfranciscensis genellikle siirekli olarak tipl eksi hamurdan izole edilmis ve
mayalamada ajan olarak kullanilmistir. Bu nedenle bu mikroorganizmanin eksi hamur
icin temsilci mikroorganizma oldugu diisiiniilmiistiir. Gelismis fermantasyonlar ve
spontane fermantasyonlar ile iiretilmis eksi hamurlardan laktik asit bakterilerinin 40’1n
tizerinde susu izole edilmistir (Ginzle vd 2007). Eksi hamur mikroflorasinda 3 anahtar
susun L.sanfranciscensis, L.plantarum ve L.pontis oldugu bildirilmistir (Ginzle vd

2007).

Laktik asit bakterilerinin Onemli oldugu bir diger {iriin tursudur. Tursu
fermantasyonunda bir¢ok mikroorganizma faaliyette bulunur. Asil faaliyette bulunmasi
istenen ise laktik asit meydana getiren laktik asit bakterileridir. Bu durum salamura
suyundaki tuz konsantrasyonunu iyi ayarlamakla olmaktadir (Tiirker 1975). Genellikle
tursu; sebze ve meyvelerin belirli tuz konsantrasyonlu salamura veya kendi 6z sular
icinde laktik asit bakterileriyle fermantasyona ugratilmalar1 ile olusan, laktik asitin ve
ortamdaki tuzun koruyucu etkisi sonucu uzun siire dayaniklilik kazanan {iirtinler olarak

tammmlanmaktadir (Aktan vd 1999).

Laktik asit bakterileri ile ilgili farkl1 6zelliklerden yararlanilarak bir¢ok taksonomik
calisma yapilmistir. Nijerya’da iiretilen ogi ve 3 geleneksel nisastali alkolik fermente
icecekten elde edilen 120 adet Lactobacillus izolatimin, Isve¢ eksi hamurlarindan elde
edilen 18 referans sus ve Lactobacillus’un 50 adet tip susu ile birlikte, 49 farkli
karbonhidratin fermantasyon kabiliyetine gore fenotipik taksonomisi yapilmistir.
Izolatlar %82 benzerlik olan 7 ana gruba ayrilmistir. Bunlardan 3’ii L.plantarum ve
L.plantarum benzeri, digerleri de L.confosus, L.murinis, L.agilis ve Leuconostoc
mesenteroides subsp. mesenteroides’tir. L.plantarum’larin fenotipik 6zelliklerinin genig

sinir degerler igerisinde degistigi de ifade edilmistir (Johansson vd 1995).

L.plantarum’un akraba iliskisi olan 140 soyunun farklilig1 iki molekiiler teknikle
(RAPD ve Southern hibridizasyon) calisilmistir. Calisilan soylarin %93’iinden (56/60)
fazlas1 RAPD ve hibridizasyon sonuglarina dayali klasifikasyonlarinda birbirine yakin
sonuclar vermistir. Fermantasyon testlerine gore kiyaslandiginda L.plantarum olarak
siniflanan grupta melezitoz, o-metil-D-mannoside ve dulsitol kullanimi acisindan

farkliliklar belirlenmistir (Bringel vd 2001).

Saghkli atlarin  bagirsak mukozasindan izole edilen Lactobacillus’larin

identifikasyonlart API 50 CH kiti kullanilarak yapilmistir. Lactobacillus’lar segici



kiiltiir ortamindan izole edilmis (Her 6rnekten 1-2 izolat olmak iizere 51 toplam izolat)
ve fenotipik olarak onlarin farkli karbonhidratlar1 fermente kabiliyetleri karakterize
edilmistir. Yaklagik 200 Lactobacillus cinsine ait fermantasyon test sonuclari ile
Lactobacillus izolatlarinin sonuclar1 karsilastirilarak niimerik taksonomisi yapilmistir.
Izolatlar 10 farkli gruba simflandinlmistir. Izolatlarin  %4’ii  tiir bazinda
tammmlanamamustir (Lénner ve Johansson 2005). Bu oran klasik tanimlamada elde

edilen basar1 oranindan oldukc¢a yiiksektir.

Farkli iireticiler tarafindan iiretilen 12 Italyan ewe peynirinden (6 farkli tipte) starter
olmayan 400 adet muhtemel Lactobacillus izolati elde edilmistir. 123 izolat ve 10 tip
sus fenotipik, genetik ve hiicre duvar1 protein karakterizasyon analizlerine tabi
tutulmustur. Fenotipik olarak, peynir izolatlarinin %32’si L.plantarum, %151 L.brevis,
%12’si L.paracasei subsp. paracasei, %9’u L.curvatus, %6’s1 L.fermentum, %6’s1
L.casei subsp. casei, %5°1 L.pentosus, %3’l L.casei subsp. pseudoplantarum ve %1’i
L.rhamnosus olarak tanimlanmustir. izolatlarin  %11°i ise fenotipik olarak

tanimlanamamistir (De Angelis vd 2001).

Endiistriyel olarak fermente edilmis siitten 4 ve geleneksel olarak fermente edilmis
siitten 10 baskin laktik asit bakteri izolat1 ile birlikte 14 referans Lactobacillus ve 3
Lactococcus susu 32 karakter acgisindan test edilmistir. Geleneksel olarak fermente
edilmis siitten izole edilen tiim izolatlar Lactobacillus cinsine ait bulunmustur.
Bunlardan L.helveticus, L.plantarum, L.delbrueckii subsp. lactis, L.casei subsp. casei,
ve L.casei subsp. pseudoplantarum tirleri ile birlikte 3 izolat betabakteri veya
streptobakteri olarak, 4 izolat da L.lactis olarak tanimlanmistir (Feresu ve Muzondo

1990).

Modifiye edilmis atmosfer kosullarinda paketlenmis domuz ve tavuk etinden 94
Gram-pozitif, katalaz negatif bakteri izole edilmis ve sirasiyla 1.75 ve 2.5 kGy dozda
1sinlanmistir. Niimerik taksonomi sonucu grup 1, test suslarinin 78’1 (%83) ile birlikte 3
L.sake susunu icermektedir. Grup 2, 3 test susu ile C.piscicola ve C.divergens’in tip
suslarini, grup 3, iki tavuk susunu ve L.curvatus’u icermistir. Grup 4, domuz susu ve
Leuconostoc dextranicum’u, grup 5 ve 6 sirasiyla 4 domuz ve 2 tavuk susunu igermistir.
4 test susu ise ¢alismada herhangi bir grup igerisinde yer almamistir (Grant ve Patterson

1991).
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Paketlenmis sogutulmus et ve et iiriinlerinden izole edilen 94 adet laktik asit
bakterisi, Brochothrix, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus’un
59 adet referans susu kullanilarak 96 fenotipik karakterine gore stniflandirilmistir. Tiim
mikroorganizmalar 2 veya daha fazla iiyeye sahip 23 gruba %84 benzerlikte

siniflandirilmistir (Borch ve Molin 1988).

Bozulmug vakum paketlenmis Viyana sosislerinden izole edilen 61 laktik asit
bakterisi ile 15 referans sus 72 fenotipik 6zellik icin test edilmistir. Tanimlamada
identifikasyon semasi ile bilgisayarda kayitl veriler kullanilarak yapilan tanimlamada
cins diizeyinde iki yontem arasinda yiiksek korelasyon (%86.9) bulunmustur. Tiir
bazinda ise bu oran %54.8’dir. Niimerik taksonomi ile siniflanan 60 sus, 6 gruba (%89

benzerlikle) ayrilmistir (Dykes vd 1994).

Tatli su balig1 ve onlarin c¢evresinden izole edilen 249 laktik asit bakterisinin
tammlamasi ve siiflandirmasi yapilmistir. 1zolatlarin yaklasik olarak %901 (226 sus)
Asetat agar iizerinde gelisememis ve fenotipik homojenitesine gore Carnobacterium
olarak kabul edilmistir. 22 sus ise Lactobacillus, Enterococcus, Lactococcus veya
Vagococcus’tur. Bir izolat ise cins bazinda tanimlanamanustir. Yapilan calisma sonucu;
Carnobacterium’lar ile Lactobacillus’larin niimerik taksonomi ile ayriminin basarili bir
sekilde yapilabildigi, ancak Carnobacterium’larin tiir bazinda ayriminin yeterli aciklikla
yapilamadigi belirtilmistir. Fenotipik o0zellikler esas alinarak yapilan niimerik
taksonomisi sonucu olusan 6 kiimenin benzerlik diizeyi %86 bulunmustur. UPGMA
sistemi ile yapilan kiimeleme isleminde 13 kiime olusturulmustur. Bu kiimelerden 7

tanesi 3 veya daha fazla izolati icermistir (Gonzalez vd. 2000).

Nigatu (2000) yapmis oldugu calismada UPGMA kiimeleme sistemine gore
L.brevis DSM 20054 iin L.plantarum ATCC 14917 ve L.plantarum 488b ile %84
benzer oldugunu tespit etmistir. L.acidophilus DSM 20079, L.casei subsp.
pseudoplantarum ve diger tip izolat1 olan L.casei subsp.pseudoplantarum DSM 20008

ile %83 benzerlik gostermistir.

Laktik asit bakterileri gida endiistrisinde fermente gidalar iiretiminde en yaygin
kullanilan mikroorganizma gruplarindan birisidir. Cok sayida tiire sahip olan
Lactobacillaceae familyasinin iyeleri biyokimyasal testlerde izole edildikleri
materyallere gore farkli ozellikler gosterebilmektedir. Bu nedenle geleneksel olarak

karbonhidrat fermantasyon testlerine gore yapilan tanimlamalarda 6nemli gii¢liiklerle
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karsilasilabilmektedir. Nitekim Con (1995) tarafindan yapilan calismada kullanilan
izolatlarin 20 adedi (%20) fizyolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine gore tiir bazinda
tanimlanamamistir. Bu nedenle izolatlar arasinda tiir ve tiir alti seviyede iliskiyi
aciklamakta karbonhidrat test sonuglar1 yaninda diger 6zelliklerinin de dikkate alinmasi
bir gereklilik gibi goriilmektedir. Bu baglamda elde edilen tiim ayirt edici 6zelliklere ait
test sonuglarinin degerlendirmeye alindig1 ve stabil taksonlar verdigi bildirilen (Sahin
1995) niimerik taksonominin, laktik asit bakterilerinin siiflandirilmasinda da
kullanilmasinin uygun olacag diistiniilmektedir. Bu konuda diinyada yapilmis birtakim
calismalara rastlanmakla birlikte, halen yayginlik kazanmamustir. Ulkemizde ise laktik
asit bakterileri niimerik taksonomisi ile ilgili bir calismaya, yapilan literatiir

taramasinda rastlanmamustir.

Niimerik taksonomi dogru ve giivenilir bir simiflandirma icin morfolojik,
biyokimyasal, fizyolojik ve genetik olmak iizere bir¢ok farkli verileri kullanmaktadir.
Bu nedenle tiir ve tiir alti kategorileri arasindaki iliskiler en giivenilir yoldan
aciklanabilmektedir. Ulkemizde fermente iiriinlerden izole edilen laktik asit
bakterilerinin tiir tanimlamalarinin dogru olarak yapilmasi, bu iiriinlerin iiretiminde
kullanilacak starter kiiltiiriin se¢iminde de yonlendirici olacaktir. Dogru kiiltiir
kullanim ile iiretilebilecek istenilen Ozelikleri tasiyan kaliteli ve standart iiriinler halk
saglhigr ve beslenmesinde iyilesme saglayacagi gibi ihra¢ imkam da doguracaktir. Bu
durum iiretici firmalarin karimi ve iilkemizin ihracat payini artiracak, iilke ekonomisine

onemli katkilar saglayacaktir.

Gergeklestirilen calismada Lactobacillaceae familyasinin tiyelerinin geleneksel
olarak uygulanan karbonhidrat fermantasyon testleri ile yapilan tanimlanmalarinda
karsilasilan yetersizlik ve siipheli durumlarin niimerik taksonomi ile asilmasi
amacglanmistir. Bakteriyal izolatlarin tamimlanmasinda morfolojik, metabolik ve
fizyolojik karakterler, standart tip suslar ile birlikte belirlenip niimerik taksonomi
esaslart  cercevesinde  degerlendirilerek hem  homojen  gruplar  halinde
siiflandiriimalar;, hem de tammlanmalari hedeflenmistir. Ilaveten yapilan cesitli
testlerle izolatlarin endiistriyel 6zellikleri de belirlenerek starter ve probiyotik kiiltiir

acisindan potansiyellerinin ortaya konulmasi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Materyal

Niimerik taksonomi caligmasinda biitiin testlere tabi tutulacak sus setini; farkli
gidalardan izole edilen izolatlar ile uluslararasi olarak kabul edilen tip suslar (izolatlar)
ve duplike izolatlar olusturmustur. Calismada peynir, sucuk, eksi hamur ve tursudan
izole edilmis toplam 32 adet izolat ve uluslararasi kiiltiir koleksiyonlarindan temin
edilmis toplam 10 adet tip izolat1 kullanilmistir. Testlerin giivenilirligini kontrol etmek
icin, kullanilan izolat sayisinin en az %10’u kadar rastgele se¢ilmesi gereken duplikat
olarak 7 adet izolat (%16.7 duplikat) se¢ilmis ve kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite
spektrumunun belirlenmesinde de gida maddelerinde 6nem tasiyan 4 farkli indikator
bakteri kullanilmistir. Laktik bakterilerin cogaltilmasi ve korunmasinda M17 ve MRS
broth ile MRS agar, indikator izolatlarin ¢ogaltilmasi ve korunmasinda da Nutrient

broth ve Nutrient agar kullanilmistir (Con 1995).

Arastirmada izolatlarin proteolitik aktivitesinin belirlenmesinde %10’luk skim milk
kullanilmistir (Simsek 2003). Kullanilan tiim laktik asit bakterileri MRS broth
besiyerinde gelistirilmis ve %15 gliserin iceren skim milk’te (Oxoid L31) -20°C de
dondurularak (Sanchez vd 2000, Yiiksekdag vd 2004), MRS agarda +4°C’de batirma
kiiltiir olarak ve liyofilize edilerek muhafaza edilmistir (Lewus vd 1991, Con 1995,
Tuomola ve Salminen 1998, Kask vd 2003,Yiiksekdag vd 2004). Liyofilizasyon i¢in
kiiltiirler MRS brothda 24 saat ¢ogaltilmis ve kiiltiirler 8000 rpm de 15 dk santrifiij
edilmis ve peptonlu su ile 3 kat derisik olarak resiispanse edilmistir. Hiicre
siispansiyonundan 20g siittozu, 5g sukroz, 1g casitone ve 0.04g askorbik asit iceren
ortama 0.5 ml ilave edilmis, -70°C’de dondurulmus ve takiben oda sicakliginda 36 saat

liyofilize edilmistir.
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2.2. Metot
2.2.1. Mikrobiyolojik analizler
2.2.1.1. Antimikrobiyal aktivite spektrumunun belirlenmesi

Antimikrobiyal aktivitesi test edilecek bakteri izolatinin bir gecelik kiiltiiriinden 10
pl alinarak bir giin 6nce hazirlanmig MRS-0.2 plaklarina birbirinden en az 30 mm
aralikli olacak sekilde aktarilmustir. Plaklar 25-28°C’de 24 saat anaerobik olarak inkiibe

edilmistir.

Indikator mikroorganizmalar ODgp= 0.2-0.3 oluncaya kadar gelistirilerek %3
oraninda MRS-0.2 yar1 kati1 besiyerinin 7 ml’sine asilanmistir ve denenecek tiretici
izolatin daha once gelistirildigi plaklar iizerine ikinci bir katman olarak dokiilmiistiir.
Besiyeri katilagtirildiktan sonra plaklar 30°C’de 24 saat aerobik kosullarda inkiibe
edilmistir ve denenen izolatin kolonileri etrafindaki cogalma olmayan berrak alanlar
Olciilerek 0.5 mm’den daha biiyilk zona sahip olanlar pozitif olarak secilmistir
(Schillinger ve Liicke 1989, Pepe vd 2004, Dal Bello vd 2007). Denemelerde L.sake
Lb790, L.monocytogenes Lil, A.hydrophila, E.faecium indikatdér mikroorganizma

olarak kullanilmistir.
2.2.1.2. Tammlama testleri
2.2.1.2.1. Gram boyama

Izolatlarin 18-24 saatlik genc kiiltiirleri Simsek (2003) ve Kostinek vd (2007)
metoduna gore test edilmistir ve menekse renkli koloniler Gram (+) olarak

degerlendirilmistir.
2.2.1.2.2. Katalaz testi

MRS agarda gelistirilen koloniler iizerine HO, damlatilmis ve binokiiler altinda
gozlenen kolonilerin etrafinda gaz habbeciklerinin goriillmesi pozitif sonug olarak

degerlendirilmistir (Kim vd 2001, Carr vd 2002).



21

2.2.1.2.3. Glukozdan gaz iiretimi

Durham tiipii iceren sitratsiz MRS broth besiyeri izolatlarin 18 saatlik kiiltiirleriyle
asilanmis ve 30°C de 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresince her giin
takip edilen tiiplerden, Durham tiipi icerisinde gaz gozlenenler pozitif olarak
isaretlenmistir (Con 1995, Kelly vd 1998, Hébert vd 2000, Papamanoli vd 2003,
Randazzo vd 2004, Sanchez vd 2005, Simsek vd 2006, Kostinek vd 2007)

2.2.1.2.4. Arginin hidrolizi testi

Bu test icin, ornithin decarboxilaz/arginin dihydrolase temel besiyerinin (Merck)
%0.5 L-arginine monohydrochloride ilave edilerek hazirlanan besiyeri kullanilmistir
(Con 1995, Anonim 2005). Besiyeri 18 saatlik kiiltiirlerle asilanmis ve 30°C’de 7 giin
inkiibe edilmistir. L-arginin monohydrochloride iceren tiiplerde eflatundan sariya donen
rengin tekrar eflatuna donmesi ve aym izolatin asilandig1 kontrol tiiplerinde (L-arginin
monohydrochloride icermeyen) ise olusan sari rengin degismeden kalmasi sonucu
pozitif ~olarak degerlendirilmistir. Kontrol tiipleri ile birlikte L-arginin
monohydrochloride igeren tiiplerde rengin sar1 olarak kalmasi ise negatif olarak
degerlendirilmistir (Hébert vd 2000, Papamanoli vd 2003, Sadnchez vd 2005, Simsek vd
2006).

2.2.1.2.5. Karbonhidrat fermantasyon testleri

Izolatlarin cesitli karbonhidrat kaynaklarim1 kullanim kabiliyetleri API 50CH test
kiti (bioMeriux sa 69280 Marcy I’Etoile France) kullanilarak belirlenmistir (Kelly vd
1998, Tuomola ve Salminen 1998, Hébert vd 2000, Albenzio vd 2001, Kask vd 2003,
Badis vd 2004, Pepe vd 2004, Sanchez vd 2005, Bujalance vd 2006, Simsek vd 2006,
Kostinek vd 2007).

Denenecek izolatlar, biyokimyasal ozelliklerin stabilitesi i¢in, MRS buyyonda
30°C’de 24 saat 3 kez ardi ardina inkiibe edilmistir. Daha sonra sivi kiiltiirler 5000
rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant uzaklastirtlmistir. Pellet 5 ml steril
fizyolojik su icerisinde homojenize edilmistir. Elde edilen homojenizattan, 5 ml saf
suya, 550 nm’de 0.50-0.75’lik optik dansite degerini elde etmek icin ne kadar ilave
edilmesi gerektigi belirlenmis ve bu miktarin iki kati 10 ml CHL ortamina asilanmistir.
Test kullanim kitapciginda belirtilen sekilde hazirlanan inkiibasyon tepsisinin kapagi

acilip 50 kuyu icerisine tagsmayacak sekilde, asilanmis CHL medium Pasteur pipeti ile
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ilave edilmis ve kuyular mineral yag ile doldurulmustur. Bdylece iyi bir anaerob ortam
saglanan striplerin bulundugu tepsinin kapag kapatilmig ve 30°C’de inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyonun 24. ve 48. saatlerinde asit iiretimi olup olmadig1 ve brom
krezol purple igeren besiyerinde sar1 renk olusumu (esculin hari¢ diger tiim
karbonhidrat kaynaklarinda), esculin igeren tiipte ise siyah renk olusumu gozlenerek
karar verilmistir. Sonuclar reaksiyonun intensitesine gére 0-5 aras1 puanlar verilerek
test kitinin 6zel hazirlanmig kartlarina islenmistir. Negatif reaksiyon 0, pozitif
reaksiyon 5 olarak alinmis, aradaki reaksiyonlara ise 1, 2, 3 ve 4 gibi puanlar verilmis
ve sonuclar BioMeriux firmasinin API 50CH’ye ait bilgisayar programi ile

degerlendirilmistir.
2.2.1.3. Farkh pH degerlerinde gelisme

3.0, 3.5 ve 9.6 pH’ya sahip 3.0 ml MRS broth besiyerine 18 saatlik kiiltiirden 6ze
ile agilama yapilmis ve 30°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmigtir. Bulaniklik olusan
tiiplerde gelisme pozitif olarak degerlendirilmistir (Papamanoli vd 2003, G-allegria vd
2004).

2.2.1.4. Farkl tuz konsantrasyonlarinda gelisme

%3.0, 4.0, 5.0, 6.5, 8.0 ve 9.0 NaCl iceren 3.0 ml MRS broth besiyerine 18 saatlik
kiiltiirden 6ze ile asilama yapilmis, 30°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Bulaniklik olusan
tiiplerde gelisme pozitif olarak degerlendirilmistir (Kelly vd 1998, Sanchez vd 2000,
Kask vd 2003, Randazzo vd 2004).

2.2.1.5. Farkh sicakliklarda gelisme

MRS broth besiyeri hazirlanarak tiiplere dagitilmistir ve 18 saatlik kiiltiirden 2.5
ml’lik MRS broth besiyerine 6ze ile asilama yapilmistir. Test edilecek sicaklikta (10,
15 ve 45°C) 7 giin maksimum-minimum termometre varliginda inkiibe edilmis ve
gelisme varligi bulaniklik olusumu ile degerlendirilmistir. Gelisme bulanikliginin
oldugu tiipler pozitif, olmadig: tiipler negatif kabul edilmistir (Hébert vd 2000, Tassou
vd 2002, Kask vd 2003, Papamanoli vd 2003, Simsek vd 2006, Kostinek vd 2007)

2.2.1.6. Proteolitik aktivite

Proteolitik aktivite icin 5 ml steril skim milk (%10’luk) besiyeri 18 saatlik

kiiltirden %1 oraninda asilanmis ve 30°C’de 42 saat inkiibasyona birakilmigtir.
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Inkiibasyon sonunda o&rneklere 1 ml destile su ve 10 ml 0.72 N Triklorasetik Asit
(TCA) ilave edilerek karistirilmis ve 10 dakika bekletilmistir. Bu siirenin sonunda
ornekler Whatman 1 filtre kagidindan siiziilmiistiir. Filtratlardan 5 ml alinip iizerine 10
ml Na,CO3, NasP,0; ¢ozeltisinden konulup karistirilmistir. Ardindan 3 ml fenol ayiraci
konularak mavi renk olusana kadar siirekli karistirtlmistir. Bu islem sonunda 6rnekler
4500 rpm’de 15 dakika siireyle santrifiij edilmis ve santrifiij sonunda iistte kalan berrak
mavi kistim alinarak spektrofotometrede 650 nm dalga boyunda OD olgiimleri
yapilmstir. Orneklerin proteolitik aktiviteleri standarda gore hesaplanmistir. Proteolitik
aktivitelerin tespiti icin, olusan aminoasitlere esdeger olarak tirozin aminoasiti esas
alinmig ve hesaplama buna gore yapilmistir (Aslim 1994, Yiiksekdag 2004, Simsek vd
2006)

Proteolitik aktivite standart kurve eldesi: 0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10, 0.12
mg/ml tirozin i¢erecek sekilde hazirlanmig 5 ml steril skim milk (%10’luk) besiyerine

metotda belirtilen ayni islemler yapilarak standart kurve ¢izilmistir.
Proteolitik aktivitenin tespitinde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Fenol ayiraci: 1 kistm Folin Ciocalteus ¢ozeltisi, 2 kisim suyla karistirilarak her

seferinde taze olarak hazirlanmustir.
Triklorasetik asit (TCA): 0.72 N TCA hazirlanmastir.

Na,CO3,NasP,07: 75 gr Na,CO; ve 10 gr NasP,O; destile suda ¢oziilerek 500

ml’ye destile suyla tamamlanmisgtir.

Tirozin ana stok cozeltisinin hazirlanmasi: 0.1 g tirozin tartilmistir ve 250 ml
destile su icerisinde ¢Oziilmiistiir. Tirozin zor ¢ziinen bir madde oldugu i¢in 6ncelikle
200 ml kadar destile su ile hafif hafif 1sitilarak (45-50°C) ¢oziilmiis ve sonra 250 ml’ye

tamamlanarak iyice karistirilmistir. Tirozin eriyince renksiz, berrak bir hal almigtir.

Ana stoktan tirozin standartlarimin hazirlanmasi: Ana stok tirozin ¢ozeltisinden
0.01, 0.02, 0.04, 0.06, 0.08, 0.10 ve 0.12 mg tirozin/ml konsantrasyonlu standartlar
asagidaki sekilde hazirlanmistir:

ST1 (0.01 mg tirozin/ml) 5 ml skim-milk ortamina ana stoktan 125pul ilave edilmistir.
ST2 (0.02 mg tirozin/ml) 5 ml skim-milk ortamina ana stoktan 250 pl ilave edilmistir.

ST3 (0.04 mg tirozin/ml) 5 ml skim-milk ortamina ana stoktan 500 ul ilave edilmistir.
ST4 (0.06 mg tirozin7ml) 5 ml skim-milk ortamina ana stoktan 750 pl ilave edilmistir.
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ST5 (0.08 mg tirozin/ml) 5 ml skim-milk ortamina ana stoktan 1000 pl ilave edilmistir.
ST6 (0.10 mg tirozin/ml) 5 ml skim-milk ortamina ana stoktan 1250 pl ilave edilmistir.
ST7: (0.12 mg tirozin/ml) 5 ml skim-milk ortamina ana stoktan 1500 ul ilave edilmistir.

2.2.1.7. Toplam asit iiretme yetenegi

10 ml MRS broth besiyerlerine 18 saatlik kiiltirden %1 asilama yapilmis ve
30°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 1., 2., 3., ve 7. giinlerinde pH 6lciimii
yapilmis ve 0.1 N NaOH ile toplam asit iiretme yetenegi titrimetrik olarak dl¢iilmiistiir.
pH ol¢ciimiinde WTW Model pH metre kullamilmistir. Béylece her izolatin pH degeri
(Papamanoli vd 2003, Buriti vd 2005, Elez-Martinez vd 2005) ve % asit olusturma

yetenegi (laktik asit cinsinden) verilen formiile (Evren 1991) gore hesaplanmistir.

V: Harcanan 0.1 N NaOH miktari, ml.

% Asitlik=V.F.E.100/m F: Titrasyonda kullanilan bazin normalitesi.
E: Iml 0.1 N NaOH’in esdegeri asit miktari, g (0.009)
m: Titre edilen 6rnek miktari, ml ve g (10 ml).

2.2.1.8. p-Galaktosidaz testi

Laktozlu MRS brothda gelistirilen kiiltirden bir 6ze dolusu alinarak 0.25 ml
fizyolojik suda siispanse edilmistir. Siispansiyonun iizerine 0.25 ml Ortho Nitrofenil-
D-Galaktopronosid (ONPG) peptonlu besiyeri ilave edilerek optimum sicaklikta
(30°C’de) 3-4 saat inkiibasyona birakilmigtir. Siire sonunda tiiplerde sar1 rengin

meydana gelmesi pozitif, renk degisikliginin olmamas1 ise negatif olarak

degerlendirilmistir (Hébert vd 2000, Anonim 2005).
ONPG peptonlu su hazirlamak icin a ¢ozeltisi ve b ¢ozeltisi

a cozeltisi olarak: 100 ml destile su i¢cinde 10 g tripton ve 5 gr NaCl eritilerek pH 7.5’a

ayarlanmustir. 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir.

b cozeltisi olarak: a cozeltisinden 0.6 g alinarak 100 ml 0.01 M sodyum fosfat
tamponunda (pH 7.5) c¢oziilmiistiir. 0.45 pum porlu filtreden gecirilerek sterilize
edilmistir. Daha sonra 30 ml a ve 10 ml b ¢ozeltisinden alinarak karistinnllmis aseptik

kosullar altinda steril tiiplere 2’ser ml dagitilmistir.
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2.2.1.9. Hidrofobisite

MRS brothda 24 saat inkiibe edilmis kiiltiir 7000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Cokelti iizerine 3 ml 50mM K,HPO, (pH 6.5) tamponundan koyularak
vortekslenmis ve tekrar 7000 rpm de 5 dakika santrifiijlenmistir. Bu yikama islemi bir

kez daha uygulanmis ve ¢okelti 2 ml K,HPO, tamponu ile resiispanse edilmistir.

Hiicre siispansiyonu Asey nm=1.0 olacak sekilde ayni tampon ile ayarlanmis ve
absorbansi (Asgy nm) Olgiilmiistiir. Bu siispansiyondan 3 ml alinip iizerine 0.6 ml n-
hekzadekan eklenerek 120 sn vortekslenmis ve takiben 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Meydana gelen 2 farkh fazdan iistteki sulu faz alinmis ve absorbansi (Ase
nm) Ol¢iilmiistiir. Sulu fazdaki absorbans degerindeki diisiis asagidaki formiile gore

hesaplanarak % hidrofobisite olarak verilmistir (Vindorela ve Reinheimer 2003).

%H=[(A¢-A)/A,]x100 Ay: n-hekzadekan ile ekstraksiyondan dnceki absorbans
A: n-hekzadekan ile ekstraksiyondan sonraki absorbans

2.2.1.10. Hidrojen peroksite duyarhhk

MRS brothda 24 saat inkiibe edilmis kiiltir 7000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Cokelti iizerine 3 ml 50mM K,HPO, (pH 6.5) tamponundan koyularak
vortekslenmis ve tekrar 7000 rpm de 5 dakika santrifiijlenmistir. Bu yikama islemi bir

kez daha uygulanmig ve ¢okelti 2 ml K,HPO,4 tamponu ile resiispanse edilmistir.

Elde edilen hiicre siispansiyonu Asgy degeri =1.0 olacak sekilde K,HPO, cozeltisi
ile ayarlanmistir. Elde edilen siispansiyondan 0.5’er ml alinarak 3 adet steril bos tiipe
konulmustur. Bu tiiplerin her birisine sirastyla 2000 (%0.2), 10000(%1) ve 20000(%?2)
ppm konsantrasyonlarindaki 4.5 ml H,0O, ilave edilmis ve 1 dakika 37°C’de
bekletilmistir. Ardindan bu tiiplerden 0.1 ml alinarak 9.9 ml katalaz ¢ozeltisine ilave
edilmistir. Hazirlanan bakteri siispansiyonundan H,0O, uygulanmadan o6nce ve
uygulandiktan sonra yayma yoOntemiyle ekim yapilarak mikroorganizma sayimi
gerceklestirilmistir. Elde edilen verilerden asagidaki formiil yardimiyla H,0,’e
duyarlilik diizeyleri (% canli kalan mikroorganizma) hesaplanmistir (Shimamura vd

1992).

% Canh kalan mikroorganizma = (X / Xo) x 100

Xo . Kiiltiirtin baglangi¢ canli mikroorganizma sayisi
X :H,0O, Uygulama sonrasi canlt mikroorganizma sayist



2.2.1.11. Gastrik suya dayamklihk

Mide (gastrik) suyuna dayanikliligi 6lgmek i¢cin Gardiner vd (1999), Vindorela ve
Reinheimer (2003) tarafindan bildirilen metot kullanilmistir. Mide icerigi benzeri
ortami hazirlamak icin pepsin (%0.3 w/v) ve NaCl (%0.5 w/v) iceren gastrik bir
soliisyon hazirlanarak HCI ile 2.0 pH ve 3.0 pH degerine ayarlanmistir. Bir gecelik 10
ml kiiltir 5°C’de 6000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmis ve siipernatant kismi
dokiilmiistiir. Cokelti 50 mM K,;HPO,4 (pH 6.5) tamponuyla 2 kere yikanmis ve ayni

tamponun 3 ml’si ile resiispanse edilmistir.

Elde edilen hiicre siispansiyonundan 2 tiipe 1’er ml alinmig ve +5°C’de 12000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Elde edilen ¢okeltilerden birisinin iizerine pH 2.0
olan mide suyu soliisyonundan, digerinin iizerine pH 3.0 olan mide suyu soliisyonundan
10’ar ml eklenmis ve 37°C’de 3 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyona
koyulmadan onceki hiicre sayisiyla, 3 saat inkiibasyondan sonraki canli hiicre sayisi
arasindaki fark plak sayim yontemi ile belirlenerek mide suyuna dayaniklilik (% canh

kalan mikroorganizma) asagidaki formiile gére hesaplanmaistir.

% Canl kalan mikroorganizma = (X / Xo) x 100

X . Kiiltiiriin baslangi¢ canli mikroorganizma sayisi
X : Gastrik su uygulama sonrasi canli mikroorganizma sayist

2.2.1.12. Safra tuzuna dayamkhhk

Safra tuzuna dayamiklilik kati ve sivi besiyerlerinde gerceklestirilmistir. Kati
besiyerlerinde dayaniklilik icin, MRS agar+%3 ox-bile, MRS agar+%5 ox-bile, MRS
agar+%9 ox-bile iceren petrilere 18 saatlik kiiltiirden 6ze ile nokta ekim yapilarak
30°C’de 7 giin inkiibe edilmistir. Koloni olusturan izolatlar safra tuzuna dayanikli
olarak kabul edilmistir (Cebeci ve Giirakan 2003, Papamanoli vd 2003). Sivi
besiyerinde test icin ise, 18 saatlik kiiltlirden 3 ml %9 ox-bile iceren MRS broth
besiyerine 6ze ile ekim yapilmis ve 30°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmigtir.
Besiyerinde gelisme bulanikligi meydana getiren izolatlar dayanikli olarak kabul

edilmistir.
2.2.1.13. Alkole dayamkhlik

Alkol testi icin 18 saatlik kiiltiirden, %10, %12, %15 oranlarinda alkol iceren 2.5
ml’lik MRS broth besiyerine 6ze ile asilama yapilmig ve 30°C’de 7 giin inkiibasyona

26



27

birakilmustir. Inkiibasyon sonucu bulaniklik meydana gelen tiipler pozitif olarak

degerlendirilmistir (G-Allegria vd 2004).
2.2.1.14. Antibiyotiklere duyarhlik

Antibiyotik duyarlilik testi i¢in, MRS broth besiyerinde 18 saat 30°C’de aktive
edilmis izolatlar, MRS agarli petri kaplarina 6ze ile spotlanmistir. Bir gece aerobik
ortamda inkiibe edilmis ve gelisen kolonilerden 6ze ile alinarak peptonlu suda ~10°
cfu/ml hiicre igerecek sekilde siispansiyon hazirlanmistir. Bu siispansiyondan 45°C’deki
5 ml’lik MRS soft agara %5 oraninda asilama yapilmistir ve iyice karigmasi
saglandiktan sonra daha onceden 15 ml MRS agar dokiilmiis petri kaplarina ikinci bir
katman olarak dokiilmiistiir. 15 dakika beklenildikten sonra her bir petriye test edilen
antibiyotik diskleri yerlestirilmistir. 30°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra inhibisyon
zonunun capi Olciilerek izolatlarin antibiyotiklere duyarlilign belirlenmistir (Charteris

vd 1998, Kelly vd 1998, Cebeci ve Giirakan 2003).
2.2.1.15. Plazmid DNA izolasyonu

Izolatlarin plazmid DNA profilleri Anderson ve McKay (1983) ve Hébert vd (2000)
tarafindan bildirilen metot modifiye edilerek belirlenmistir. 18 saatlik kiiltiirler MRS
broth sivi besiyerine %10 oraninda asilanmis ve 4 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra izolat drnekleri 6000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenerek pelletler
elde edilmistir. Elde edilen pelletlerin iizerine 380 pl sakkaroz c¢ozeltisi eklenerek
pelletlerin iyi bir sekilde ¢oziilmesi saglanmistir. 120 pl lizozim ¢ozeltisi ilave edilerek
37°C’de su banyosunda 1 saat kadar tutulmustur. 50 ul tris-EDTA 1 karisimindan
eklenerek karistirilmis ve ardindan 35 ul SDS ¢6zeltisinden karistirilarak 37°C’deki su
banyosunda 15 dakika lizis olayinin tamamlanmasi saglanmistir. Maksimum ayarda 30
sn vortekslendikten sonra 30 ul taze hazirlanmis 3 N NaOH c¢ozeltisinden eklenerek
ependorf tiipleri calkalayici ile yatay zeminde 10 dk cevrilmistir. 50 pl Tris-Cl ilave
edilerek 3 dakika calkalayici ile yatay zeminde g¢evrilmistir. 72 pl NaCl (+4 °C)
konularak elle iki kez ters yiiz edilmis ve ardisira 700 pl %3 NaCl ile doyurulmus fenol
karisimindan ilave edilerek 15000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmistir. Olusan iist faz
ara faza karistirilmadan (~600 pl) yeni ependorf tiipiine aktarilmistir. Orneklerin
tizerine 700 pl kloroform-izoamilalkol( 24/1) ilave edilerek 15000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmis ve list faz karistirnlmadan yeni ependorfa alinmistir. Ependorf tiiplerine

alinan miktar kadar (~600 ul) ethanol ilave edilerek -20 °C’de bir gece bekletilmistir.



Bir gece bekletilmis ornekler 15000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenerek iist kismi
dokiilmiis ve pelletler oda sicaklifinda kurumaya birakilmistir. Kuruyan pelletlerin
lizerine 20 pul EDTA 2 tamponundan ilave edilerek iyice ¢oziilmiistiir. Uzerine 4 pl
RNAaz ¢ozeltisinden konularak vortekste karigtirilmis ve su banyosunda 37°C’de 30
dakika bekletilmistir. Takiben 4 pl brom krezol purple cozeltisi ilave edilmis ve
%0.7’1ik tris-asetat tamponu ile hazirlanmis agaroz jel kuyucuklarinin herbirine 25 pl
yiiklenerek, tris-asetat tamponunda yiiriitiilmiistiir. Elde edilen bantlar ethidium

bromide ile boyanarak jel goriintiileme sisteminde incelenmistir.
Plazmid DNA izolasyonunda kullanilan besiyerleri ve cozeltiler

Sakkaroz Cozeltisi (1)

Tris 0.6057 g

EDTA 0.0372 g

Sakkaroz 6.70 g pH: 8.0
Destile Su 100 ml

Lizozim Cozeltisi (2)

Tris 0.03 g
Lizozim 020¢g pH: 8.0
Destile su 10 ml

Tris-EDTA 1 Cozeltisi (3)

Tris 0.060 g

EDTA 0.931 g

Destile su 10 ml

SDS Cozeltisi (4)

Tris 0.60 g

EDTA 0.74 g

SDS 200¢g pH: 8.0
Destile su 100 ml

Oda sicakliginda muhafaza.

Tris-Cl Cozeltisi (5)

Tris-Cl 3152¢g
Destile su 100 ml

Oda sicakliginda muhafaza.

pH: 7.0

% 3 NaCl ile Doyurulmus Fenol Cozeltisi (6)
Fenol 100 g
NaCl 30¢g
Hidroksiguinolin 0.1g
Destile su 20 ml
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100g fenol iizerine 3g NaCl ve 20ml steril saf su ilave edilmis ve 45°C su
banyosunda eritilmistir. Cozeltiye koruma amach olarak 0.1g hidroksiguinolin ilave
edilmistir. Takiben 2 faz olusuncaya kadar steril saf su ilave edilmistir. Calisma

siiresince oda sicakliginda tercihen karanlikta bekletilmistir.

Tris-EDTA 2 Cozeltisi (7)

Tris 0.121 g
EDTA 0.037 g pH: 8.0
Destile su 100 ml

Oda sicakliginda muhafaza.

RNAaz Cozeltisi (8)
0.05 M Sodyum asetat c¢ozeltisi hazirlanmig ve pH’s1 asetik asit kullanilarak 5.0

pH’ya ayarlanmistir. Bu ¢6zeltiden 5 ml alinip, 5 mg RNAaz ilave edilmistir. Kaynar

su icinde 5 dakika bekletildikten sonra -20°C’de saklanmuistir.

Brom Krezol Purple (Marker Boya) Cozeltisi (9)

Brom krezol purple | 0.25¢g

Tris 0.60 g pH: 8.0
Gliserol (%50’1ik) 100 ml

Tris-Asetat Tamponu (10)

Tris 4.84 ¢
Na-Asetat 4.08 g pH: 8.0
EDTA 037¢g

2.2.1.16. Agir metallere dayamklhihik

Test izolatlarinin agir metallere kars1 dayanikliliklart “Agar kuyu difiizyon” metodu
kullanilarak MRS agar besiyerinde belirlenmistir. Calismada FeSO47H,O (Merck),
Fe,(S04)3.HoO(Merck), MgS0O4.7H,0 (Merck), NaNO, (Merck), MnSO4.2H,0
(Merck), CdN;06.4H,O (Fluka), CoN;0O4.6H2O (Fluka), CrN3;09.9H,O (Aldrich),
Pb(NOs3), (Merck), CuSO4.5H,0 (Merck), NoNiOg.6H,O (Fluka), ZnSO,4.7H,O (Carlo-
Erba), AI(NO3);.9H,0 (Merck) ve AgNOj; (Fluka) metal tuzlarinin 10, 25, 50, 150, 300,
500 mmol/L (ppm) konsantrasyonlar1 kullanilmistir (Hassen vd 1998a, Giilcan 2006).

MRS agar 45-50°C’ye sogutularak steril petri kaplarina 15’er ml dokiilmiistiir.
Jellesme tamamlandiktan sonra %0.7 test izolat1 asilanmis 10 ml MRS-soft agar iizerine
dokiilmiis ve iyice jellesmesi beklenmistir. Her bir petri plaginda aseptik sartlar altinda
3 mm c¢aph 6 adet kuyucuk ac¢ilmis ve bu kuyucuklarin altt %1.5 agar iceren

besiyerinden 10 pl ilave edilerek doldurulmustur. A¢ilan kuyucuklara 10, 25, 50, 150,
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300, 500 ppm konsantrasyonunda metal ¢ozeltilerinden 30 pl enjekte edilmistir. Petri
kaplar1 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda gelismenin olmadigi
zon bolgesinin yarigapi dl¢iilerek kaydedilmis ve 0.5 mm’den biiyiik olanlar test edilen

metale dayaniksiz olarak kabul edilmistir (Hassen vd 1998a, Giilcan 2006).
2.2.1.17. Niimerik taksonomi

Niimerik taksonominin istenilen giivenilirlikte olmasi i¢in, niimerik taksonomi

basamaklarinda her asamada asagida verilen kurallara uyulmustur.

Sus secimi: Siniflandirilmasi yapilacak izolatlar niimerik taksonomi c¢alismasinda
islemsel taksonomik birimler olarak adlandirilmistir (OTU: Operational Taxonomy
Unit). Niimerik taksonomi c¢aligmasinda biitiin testlerin uygulamasi i¢in kullanilacak
izolatlar (OTU’lar); sucuk, peynir, tursu ve eksi hamur izolatlar ile tip izolatlar1 ve test

hatasinin belirlenmesi i¢in rastgele secilmis duplikatlardan olusmustur.

Test secimi: Test seciminde, cevre faktorlerine kars1 hassas olmayan, genetiksel
olarak degiskenlik gOstermeyen, tek genin veya operonun ekspresyonunu gosteren
karakterlerin kullanilmasina dikkat edilmistir (Dogramaci 2005). Buna gore niimerik
taksonomi ¢aligmasinda kullanilmak {izere organizmalarin bir¢ok yOniinii gosteren ve
her bir izolatin 176 birim karakterini agiklayan testler gerceklestirilmistir. Bu testler:
karbonhidrat fermantasyon, agir metallere dayaniklilik, antibiyotiklere duyarlilik ve
biyokimyasal testler olmak iizere 4 ana baglik altinda toplanmigtir. Her bir test izolati
icin test metodunun optimizasyonuna dikkat edilmistir. Bu amacla her izolat i¢in
inkiibasyon metoduna, inkiibasyon zamanina, inkiibasyon sicakliginin sabit olmasina ve
inokiile edilen organizmalarin gelismesinin logaritmik fazinda olmasina dikkat

edilmistir.

Verilerin kodlanmasi: Niimerik taksonomide analizlerin  bilgisayarda
yapilabilmesi icin her bir izolat i¢in uygulanan 176 birim karakter testinin sonucunda
elde edilen veriler bilgisayar programina uygun olarak, pozitif sonuglar icin (+), negatif
sonuclar icin (-) seklinde kodlanmistir. Calismada belirlenen ancak (+) (-) seklinde
ifade edilemeyen testler (H,O,’ye ve gastrik suya dayamklilik, proteolitik aktivite,
plazmid DNA izolasyonu, %asitlik ve pH gelisimi, A.hydophila’ya karst antimikrobiyal

aktivite) niimerik taksonomide degerlendirmeye alinmamustir.
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Test hatasimin hesaplamasi: Test giivenilirligini etkileyen test hatasinin
belirlenmesi i¢in rastgele secilen 7 duplike izolat biitiin testlere tabi tutulmus ve Sneath
ve Johnson (1972) tarafindan bildirildigi sekilde duplikatlar arasinda her bir testin

varyanst (Si%) ve her bir testin hata olasilig1 (Pi) asagidaki formiiller ile hesaplanmistir.

Si = n/2t n: Test icindeki farkliliklar ile OTU’s sayist.

t:  Duplike izolatlarin toplam sayisi.

Si*: Her bir test icin hesaplanan test varyansi
Pi=1/2[1-\(1-4Si%)] Pi: Hesaplanacak test karakteri i¢in test hata olasiligi

Benzerligin hesaplanmasi

Ssm, hem pozitif hem de negatif sonuglar esit olarak degerlendirmeye almaktadir.
Bu nedenle izolatlar (OTU) arasindaki benzerlik diizeyi Ssm’ye gore belirlenirken,
akrabalik iligkilerini gostermek i¢in kiimeleme metodu olarak da UPGMA (Average-

Linkage) metodlar1 kullanilmigtir.



3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Niimerik Taksonomi
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Niimerik taksonomi sonuclarinin yeterli giivenirlilikte olmas1 i¢in sus se¢imi, test

secimi ve verilerin toplanmas1 basamaklarinda materyal ve metot kisminda verilen tim

kurallara titizlikle uyulmustur. Test hatasinin ve benzerligin belirlenmesi icin yapilan

istatiksel analizlerde Tablo 3.1°de verilen rastgele se¢ilmis toplam 7 adet, izolat ve tip

susu kullanilmastir.

Tablo 3.1 Test hatasi tespit etmek icin duplikat olarak kullanilan izolatlar

izolat Adx izolatlarmLaboratuvar Kodu | Duplike izolat Kodu
L.lactis (DSM20481) LL101, LL102 D0001
L. plantarum (DSM20174) LP154, LP155 D0002
P. pentosaceus (DSM20336) PP166, PP167 DO0003
L. paracasei (DSM5622) LR191, LR192 D0004
L. salivarius (DSM20555) L.S200, LS201 DO0005
L. plantarum O22a LO146, LO156 D0006
L. plantarum O44a LO152, LO157 D0007

3.1.1. Verilerin toplanmasi

Niimerik taksonomik calismada 49 adet OTU’nun her birisi, Tablo 3.2°de 4 grup

altinda verilen (karbonhidrat fermantasyon, agir metallere dayanmiklilik, antibiyotige

duyarlilik ve biyokimyasal testler) toplam 176 birim karakter acisindan test edilmistir.

Kullanilan testlerin se¢iminde se¢im yapilirken, bu testlerin OTU’lar arasindaki

farkliliklar en iyi sekilde gostermesi amaglanmistir. Biitiin testler her bir OTU i¢in en

az 2 kez tekrarlanmustir.



Tablo 3.2 Niimerik taksonomi ¢alismasinda kullanilan birim karakterler

A. KARBONHIDRAT FERMANTASYON

Karakter Miktar Karakter Miktar
(mg/cup) (mg/cup)
Kontrol - Esculin(ferric citrate) 1.16
Glycerol 1.64 Salicin 1.04
Erythritol 1.44 D-Celiobiose 1.32
D- Arabinose 1.40 D-Maltose 1.40
L-Arabinose 1.40 D-Lactose 1.40
D-Ribose 1.40 D-Melibiose 1.32
D-Xylose 1.40 D-Saccharose 1.32
L-Xylose 1.40 D-Trehalose 1.32
D-Adonitol 1.36 Inulin 1.28
Methyl-BD-Xylopyranoside 1.28 D-Melezitose 1.32
D-Galactose 1.40 D-Raffinose 1.56
D-Glucose 1.56 Amidon(starch) 1.28
D-Fructose 1.40 Glycogen 1.28
D-Mannose 1.40 Xylitol 1.40
L-Sorbose 1.40 Gentiobiose 0.50
L-Rhamnose 1.36 D-Turanose 1.32
Dulcitol 1.36 D-Lyxose 1.40
Inositol 1.40 D-Tagatose 1.40
D-Mannitol 1.36 D-Fucose 1.28
D-Sorbitol 1.36 L-Fucose 1.28
Methyl-aD-Mannopyranoside 1.28 D-Arabitol 1.40
Methyl-aD-Glucopyranoside 1.28 L-Arabitol 1.40
N-Acetylglucosamine 1.28 Potassium Gluconate 1.84
Amygdalin 1.08 Potassium2-Ketogluconate 2.12
Arbutin 1.08 Potassium5- Ketogluconate 1.80
B. AGIR METALLERE DA YANIKLILIK
Karakter Birim Karakter Birim
(ppm) (ppm)
CrN;0,.9H,0 500 AgNO; 500
300 300
150 150
50 50
25 25
10 10
N,NiOx.6H20 500 CuSO,45H,0 500
300 300
150 150
50 50
25 25
10 10
AI(NO3)3;.9H,0 500 MgSO,. TH,0 500
300 300
150 150
50 50
25 25
10 10
ZnS0,.7H,0 500 MnSO0,4.2H,0 500
300 300
150 150
50 50
25 25
10 10

Devam
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Tablo 3.2 Devam
Karakter Birim Karakter Birim
(ppm) (ppm)
CoN,04.6H20 500 Fe, (S0,);. H,O 500
300 300
150 150
50 50
25 25
10 10
CdN206.4H20 500 FCSO47H20 500
300 300
150 150
50 50
25 25
10 10
Pb(NO3), 500 NaNO, 500
300 300
150 150
50 50
25 25
10 10
C. ANTIiBIYOTIGE DUYARLILIK
Karakter Birim Karakter Birim
Neomycin 30 ug Tetracyline 30ug
Polymixin B 300U Rifampicin 30ug
Novobiocin 30ug Erytromycin 15ug
Ampicillin 10ug Chloramphenicol 30ug
Bacitracin 10U Novobiocin Sug
Kanamycin 30pug Rifamycin 30ug
Streptomycin 10 ug Vancomycin 30ug
Penicillin G 10U Gentamicin 10pug
D.BIYOKIMYASAL TESTLER
Karakter Birim Karakter Birim
D.1. Glukozdan gaz iiretimi D.5. Alkole dayamkhhk
%10.0
D.2. Sicaklikta gelisme %12.0
10°C %15.0
15°C D.6. Ox-bile
45°C MRSagar+%3ox-bile
D.3. Tuza dayamkhlik MRS agar+%S5 ox-bile
%3.0 MRS agar+%9 ox-bile
%4.0 MRS broth+%9 ox-bile
%5.0 D.7. B-Galaktosidaz
%6.5
%8.0
9%9.0 D.8. Arginin hidroliz
D.4. Farkh pH’da gelisme
3.0 pH D.9. Antimikrobiyal aktivite L.sake Lb790
3.5pH E. faecium
9.6 pH L.monocytogenes Lil

D.10. Morfoloji




3.1.2. Verilerin kodlanmasi

Calismada kullanilan toplam 49 adet izolat icin Tablo 3.2’de verilen 176 test
karakteri uygulandiktan sonra elde edilen test sonuglari; pozitif sonuglar igin (+),

negatif sonuglar icin (-) olarak kodlanmistir.
3.1.3. istatiksel analiz

Test verileri X-Taxon programini kullanmak suretiyle +/- olarak kaydedilmistir.
Duplike izolatlarin da dahil oldugu veri tabanindaki +/- sonuglar, 1/0 formatina
doniistiiriildiikten sonra NTSy.,. istatiksel paket programn Wishart’in belittigi sekilde
kullanilarak analizler yapilmistir. Test hatasinin tespit edilmesi i¢in de test varyansi

(Siz) hesaplanmistir (Sneath ve Johnson 1972).

32 izolat, 10 adet tip izolat1 ve test hatasinin belirlenmesi i¢in rastgele secilmis 7
duplike izolat (duplikat) dahil olmak {iizere toplam 49 izolatin veri analizleri i¢in
benzerlik hesaplanmasinda hem pozitif hem de negatif verileri degerlendiren Sgum
(Simple matching coefficients, Sokal ve Michener 1958) katsayis1 kullanilirken,
kiimeleme icin Avarage-Linkage (UPGMA: Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Avarages; Sneath ve Sokal 1973) analizleri kullanilmistir. Bilgisayarda
istatiksel analiz i¢in kodlanan 176 birim karakterin test sonuclar1 Tablo Ek-1, Ek-2, Ek-

3 ve Ek-4’de verilmistir.
3.1.4. Son veri matriksi ve test hatasinin hesaplanmasi

Veri matriksi 32 test izolati, 10 tip izolat1 ile 7 duplike izolat olmak iizere 49 izolat
ve 176 birim karakterden olusmustur. Karbonhidrat fermantasyon test sonuclarindan
kontrol, Glycerol, Erythritol, D-Arabinose, L-Xylose, Methyl-BD-Xylopyranoside,
Dulcitol, Inositol, Amidon, Glycogene, Xylitol, D-Lyxose, D-Fucose, L-Fucose, L-
Arabitol, Potassium2-Ketogluconate; agir metallere dayamklilik testlerinden
CrN309.9H,0, N,;NiOg.6H,0 (10 ppm), AI(NO3)3.9H,0 (150 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve
10 ppm), ZnSO,.7TH,0O (10 ppm), CoN,Os.6H,O (50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm),
Pb(NO3), (50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm), CuSO4 .5H,O(10 ppm), MgSO,4.7H,O (500
ppm, 300 ppm, 150 ppm 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm), MnSO4.2H,O (50 ppm, 25 ppm
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ve 10 ppm), Fe;(SO4)3.H,O (50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm), FeSO4.7H,O (50 ppm, 25
ppm ve 10 ppm), NaNO, (50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm) tiim izolatlar i¢cin negatif (-)
sonu¢ vermistir. Karbonhidrat fermantasyon test sonuglarindan D-Glucose, agir
metallere dayaniklilik testinde CrN3;0y.9H,0 (500 ppm), AgNO3 (500 ppm, 300 ppm),
Fe,(S04)3.H,O (500 ppm), antibiyotige duyarlilik testi icin Rifamycin, tim izolatlar
icin pozitif (+) sonug vermistir. Izolatlarm hepsi igin pozitif (+) veya izolatlarm hepsi

icin negatif (-) sonug veren bu testler son veri matriksinden ¢ikarilmistir.

Duplike izolatlar arasindaki bireysel test varyansi (Si%) ve her bir test i¢in test hatasi
oran1 (Pi) hesaplanmistir (Sneath ve Johnson 1972). Son veri matriksi, tiim izolatlar i¢in
pozitif veya negatif sonug¢ veren testlerin ¢ikarilmasiyla olusan 122 birim karakter ve
duplike izolatlarin c¢ikarilmasiyla olusan 42 izolattan meydana gelmistir. 122 birim
karaktere ait test sonuglart Ek-5, Ek-6, Ek-7, Ek-8’de verilmistir. Son veri matriksi ile

yapilan hesaplamada (%1.11) test hatas1 hesaplanmistir.

3.1.5. Ssm-UPGMA analizine gore niimerik taksonomi

32 adet test izolat1 ve 10 adet standart tip izolat1 Ssy-UPGMA analizine gore %89.4
benzerlik seviyesinde tanimlanmis ve 3 adet ¢ok iiyeli, 17 adet de tek iiyeli kiime

olusmustur. Bu kiimelere ait dendogram Sekil 3.1’de verilmistir.

Niimerik taksonomi sonucuna gore; test izolatlarinin ve standart tip izolatlarinin
kiimelere dagilimi ve kaynaklar1 Tablo 3.3 ve 3.4’de, dagilim gosteren kiimelerin izolat
sayist ve benzerlik seviyeleri Tablo 3.5’de, duplike izolatlarin karsilagtirllmasiyla

hesaplanan test hatas1 degerleri de Tablo 3.6’da verilmistir.
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Sekil 3.1 Ssy-UPGMA analizine gore test izolatlar1 ve tip izolatlar1 arasindaki iliskiyi
gosteren dendogram
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Tablo 3.3 Ssu-UPGMA analizinde olusan ¢ok iiyeli kiimelere gore test izolatlarn ve tip

izolatinin dagilimi ve kaynaklar

KUME 1

izolat No

LO160
LO161
LO162
LO163
LO164
LO165
LO125

KUME 2

izolat No

LO140
LO141
LO142
LO143
LO144
LO145

LO147
LO148
LO149
LO150
LO151
LO153
LP155"
LO156
LO157

KUME 3

izolat No

LO180
LO121
LO123

izolat Adx

P.pentosaceus 024
P.pentosaceus 025
P.pentosaceus 027
P.pentosaceus 029
P.pentosaceus 031
P.pentosaceus O57
Tanmimsiz 028

izolat Adx

L.plantarum O12
L.plantarum O13
L.plantarum O14
L.plantarum O19
L.plantarum 020
L.plantarum 021

L.plantarum O23
L.plantarum 026
L.plantarum O30
L.plantarum O33
L.plantarum O41
L.plantarum O58
L.plantarum1(DSM20174)
L. plantarum 022b

L. plantarum O44b

izolat Adx

L.helveticus O16
Tanimsiz O10
Tanimsiz O17

Kaynak

Sucuk
Sucuk
Sucuk
Sucuk
Sucuk
Sucuk
Sucuk

Kaynak

Karisik tursu
Karisik tursu
Eksi hamur
Huyar tursusu
Peynir
Peynir
Tursu

Sucuk
Sucuk
Peynir
Peynir
Peynir

Tip izolat1
Peynir

Eksi hamur

Kaynak

Eksi hamur
Eksi hamur
Eksi hamur

T: Tip ornegi
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Tablo 3.4 Ss-UPGMA analizinde olusan tek iiyeli kiimelere gore test izolatlarinin ve

tip izolatlarinin dagilimi ve kaynaklar

izolat No izolat Adx

KUME 4

LO100 L.lactis ssp. lactis O3

KUME 5

LL102 L.lactis 7 (DSM20481)
KUME 6

LO110 L.pentosus O8a

KUME 7

LO130 L.brevis O11

KUME 8

LB 131 L.brevis 2 (DSM20054)
KUME 9

PP 167 P.pentosaceus 10 (DSM20336)
KUME 10

LO 170 L.curvatus O32

KUME 11

LC171 L.curvatus 3 (DSM20019)
KUME 12

LO 190 L.paracasei ssp. paracasei 054
KUME 13

LR 192 L.paracasei 5 (DSM5622)
KUME 14

LS 201 L.salivarius 4 (DSM20555)
KUME 15

LA 210 L.acidophilus 6 (DSM20079)
KUME 16

LM 220 L.mesenteroides 9 (DSM?20343)
KUME 17

PA 230 P.acidilactici 11 (DSM20284)
KUME 18

LD120 Tamimsiz O1

KUME 19

LO122 Tanimsiz O15

KUME 20

LO 124 Tanimsiz O18

Kaynak

Peynir

Tip izolat1

Eksi hamur

Eksi hamur

Tip izolat1

Tip izolat1

Peynir

Tip izolat1

Peynir

Tip izolat1

Tip izolat1

Tip izolat1

Tip izolat1

Tip izolat1

Peynir

Eksi hamur

Eksi hamur
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Tablo 3.5 Ssm-UPGMA analizine gore dagilim gosteren kiimelerin izolat sayisi ve
benzerlik seviyeleri

Kiime No Izolat Sayis Ssm-UPGMA Diizeyi (%)
KUMEL1 7 %89.4
KUME2 15 %89.4
KUME3 3 %90.7

Tablo 3.6 Duplike izolatlarin karsilastirilmasi ile test hatasinin hesaplanmasi

A. Karbonhidrat Fermantasyon

Testler Miktar Test Varyansi Duplikat izolatlar
(mg/cup) (Si®) Arasinda Uyum (%)

Kontrol - 0.000 100
Glycerol 1.64 0.000 100
Erythritol 1.44 0.000 100
D-Arabinose 1.40 0.000 100
L-Arabinose 1.40 0.000 100
D-Ribose 1.40 0.000 100
D-Xylose 1.40 0.000 100
L-Xylose 1.40 0.000 100
D-Adonitol 1.36 0.000 100
Methyl-BD-Xylopyranoside 1.28 0.000 100
D-Galactose 1.40 0.000 100
D-Glucose 1.56 0.000 100
D-Fructose 1.40 0.000 100
D-Mannose 1.40 0.000 100
L-Sorbose 1.40 0.000 100
L-Rhamnose 1.36 0.071 99.93
Dulcitol 1.36 0.000 100
Inositol 1.40 0.000 100
D-Mannitol 1.36 0.000 100
D-Sorbitol 1.36 0.071 99.93
Methyl-a-D-Mannopyranoside 1.28 0.000 100
Methyl-a-D-Glucopyranoside 1.28 0.000 100
N-Acetylglucosamine 1.28 0.000 100
Amygdalin 1.08 0.000 100
Arbutin 1.08 0.000 100
Esculin (ferric citrate) 1.16 0.000 100
Salicin 1.04 0.000 100
D-Celiobiose 1.32 0.000 100
D-Maltose 1.40 0.000 100
D-Lactose (bovine origin) 1.40 0.000 100
D-Melibiose 1.32 0.000 100
D-Saccharose (sucrose) 1.32 0.000 100
D-Trehalose 1.32 0.000 100
Inulin 1.28 0.000 100
D-Melezitose 1.32 0.000 100
D-Raffinose 1.56 0.000 100

Devam



Tablo 3.6 Devam

Testler Miktar Test Varyansi Duplikat izolatlar
(mg/cup) (Si®) Arasinda Uyum (%)
Amidon(starch) 1.28 0.000 100
Glycogen 1.28 0.000 100
Xylitol 1.40 0.000 100
Gentiobiose 0.50 0.000 100
D-Turanose 1.32 0.000 100
D-Lyxose 1.40 0.000 100
D-Tagatose 1.40 0.000 100
D-Fucose 1.28 0.000 100
L-Fucose 1.28 0.000 100
D-Arabitol 1.40 0.000 100
L-Arabitol 1.40 0.000 100
Potassium Gluconate 1.84 0.000 100
Potassium2-Ketogluconate 2.12 0.000 100
Potassium5-Ketogluconate 1.80 0.000 100
B. Agir Metallere Dayamkhilik
Testler Miktar Test Varyansi Duplikat izolatlar
(ppm) (Si%) Arasinda Uyum (%)
CrN;0,.9H,0 500 0.000 100
300 0.071 99.93
150 0.000 100
50 0.000 100
25 0.000 100
10 0.000 100
N,NiQ4.6H,O 500 0.071 99.93
300 0.071 99.93
150 0.071 99.93
50 0.000 100
25 0.000 100
10 0.000 100
AI(NO3);9H,0 500 0.071 99.93
300 0.071 99.93
150 0.000 100
50 0.000 100
25 0.000 100
10 0.000 100
ZnS0,.7H,0 500 0.000 100
300 0.071 99.93
150 0.071 99.93
50 0.000 100
25 0.000 100
10 0.000 100
CoN,04.6H,O 500 0.000 100
300 0.071 99.93
150 0.000 100
50 0.000 100
25 0.000 100
10 0.000 10

Devam



Tablo 3.6 Devam
Testler Miktar Test Varyansi Duplikat izolatlar
(ppm) (Si%) Arasinda Uyum (%)
CdN,0O.4H,0O 500 0.000 100
300 0.000 100
150 0.000 100
50 0.000 100
25 0.000 100
10 0.000 100
Pb(NOs), 500 0.000 100
300 0.000 100
150 0.000 100
50 0.000 100
25 0.000 100
10 0.000 100
AgNO; 500 0.000 100
300 0.000 100
150 0.000 100
50 0.000 100
25 0.000 100
10 0.071 99.93
CuSO,5H,0 500 0.000 100
300 0.000 100
150 0.071 99.93
50 0.000 100
25 0.000 100
10 0.000 100
MgS0,4.7H,0 500 0.000 100
300 0.000 100
150 0.000 100
50 0.000 100
25 0.000 100
10 0.000 100
MnSO0,.2H,0 500 0.071 99.93
300 0.071 99.93
150 0.071 99.93
50 0.000 100
25 0.000 100
10 0.000 100
Fe;(SO,);.H,O 500 0.000 100
300 0.143 99.86
150 0.000 100
50 0.000 100
25 0.000 100
10 0.000 100

Devam
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Tablo 3.6 Devam
Testler Miktar Test Varyansi Duplikat izolatlar
(ppm) (Si%) Arasinda Uyum (%)
FeS0,.7H,0 500 0.000 100
300 0.000 100
150 0.000 100
50 0.000 100
25 0.000 100
10 0.000 100
NaNO, 500 0.000 100
300 0.000 100
150 0.000 100
50 0.000 100
25 0.000 100
10 0.000 100
C. Antibiyotiklere Duyarhlik
Testler Miktar Test Varyansi Duplikat izolatlar
(Si%) Arasinda Uyum (%)
Neomycin 30 ug 0.000 100
Polymixin B 300U 0.071 99.93
Novobiocin 30 ug 0.143 99.86
Ampicillin 10 ug 0.071 99.93
Bacitracin 10U 0.000 100
Kanamycin 30 ug 0.000 100
Streptomycin 10 ug 0.000 100
Penicillin G 10U 0.143 99.86
Tetracyline 30 ug 0.000 100
Rifampicin 30 ug 0.000 100
Erytromycin 15 g 0.071 99.93
Chloramphenicol 30 ug 0.000 100
Novobiocin Sug 0.143 99.86
Rifamycin 30 ug 0.000 100
Vancomycin 30 ug 0.000 100
Gentamicin 10 ug 0.000 100
D. Biyokimyasal Testler
Testler Birim Test Varyansi Duplikat izolatlar
(Si®) Arasinda Uyum (%)
D.1.Glukozdan gaz iiretimi 0.000 100
D.2.Sicaklikta gelisme
10°C 0.000 100
15°C 0.000 100
45°C 0.000 100
D.3.Tuz testleri
%3.0 (g/v) 0.000 100
%4.0 (g/v) 0.000 100
%5.0 (g/v) 0.000 100
%6.5 (g/v) 0.000 100
%38.0 (g/v) 0.000 100
%9.0 (g/v) 0.000 100

Devam
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Tablo 3.6 Devam

Testler Birim Test Varyansi Duplikat izolatlar
(Si%) Arasinda Uyum (%)

D.4 Farkh pH’da gelisme
3.0 pH 0.000 100
3.5pH 0.000 100
9.6 pH 0.000 100
D.5. Alkolde gelisme
%10.0 (v/v) 0.000 100
%12.0 (v/v) 0.000 100
%15.0 (v/v) 0.000 100
D.6. Ox-bile
MRS agar+%3 ox-bile (g/v) 0.000 100
MRS agar+%35 ox-bile (g/v) 0.000 100
MRS agar+%3 ox-bile (g/v) 0.000 100
MRS broth+%9 ox-bile (g/v) 0.000 100
D.7. B-Galaktosidaz 0.000 100
D.8. Arginin hidroliz 0.000 100
D.9.Antimikrobiyal aktivite
L.sake Lb790 0.000 100
E. faecium 0.000 100
L.monocytogenes Lil 0.000 100
D.10. Morfoloji 0.000 100

Kiime 1: 7 adet izolat1 iceren (LO160, LO161, LO162, LO163, LO164, LO165,
LO125) bu kime %89.4 seviyesinde benzerlik gostermektedir. Karbonhidrat
fermantasyon testlerine goére Glycerol, Erythritol, D-Arabinose, L-Xylose, D-Adonitol,
Methyl-BD-Xylopyranoside, L-Sorbose, L.-Rhamnose, Dulcitol, Inositol, D-Mannitol,
D-Sorbitol, Methyl-aD-Glucopyranoside, D-Maltose, D-Lactose, D-Melibiose, Inuline,
D-Melezitose, D-Raffinose, Amidon, Glycogene, Xylitol, D-Turanose, D-Lyxose, D-
Fucose, L-Fucose, D-Arabitol, L-Arabitol, Potassium Gluconate, Potassium 2-
Ketagluconate, Potassium 5-Ketogluconate’1 kullanmadigi, L-Arabinose, D-Ribose, D-
Xylose, D-Galactose, D-Glucose, D-Fructose, D-Mannose, N-Acetylglucosamine,
Amygdaline, Arbutine, Esculine, Salicine, D-Celobiose, D-Saccharose, D-Trehalose,
Gentiobiose, D-Tagatose’u kullandigi; agir metallerden CrN309.9H,O (150 ppm, 50
ppm, 25 ppm ve 10 ppm), N>NiOg.6H,O (150 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm),
AI(NO3)3 9H,0 (150 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm), ZnSO4.7H,0 (50 ppm, 25 ppm
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ve 10 ppm), CoN,O¢.6H,0 (500 ppm, 300 ppm, 150 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm),
Pb(NO3), (500 ppm, 300 ppm, 150 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm), CuSO4.5H,0
(10 ppm), MgS0O,.7H,O (500 ppm, 300 ppm, 150 ppm, 50 ppm, 25 ppm, 10 ppm),
MnS0O4.2H,0 (50 ppm, 25 ppm, 10 ppm), Fe,(SO4)3.H,O (50 ppm, 25 ppm, 10 ppm),
FeSO4.7H,O (150 ppm, 50 ppm, 25 ppm,10 ppm), NaNO, (300 ppm, 150 ppm, 50
ppm, 25 ppm, 10 ppm) karsi dayanmikli oldugu, CrN3;09.9H,O (500 ppm),
Al(NO3)3.9H,0 (500 ppm), ZnSO,4.7H,0 (500 ppm, 300 ppm), AgNO3 (500 ppm, 300
ppm, 150 ppm, 50ppm, 25 ppm), CuSO4.5H,O (500 ppm, 300 ppm, 150 ppm),
Fey(S04)3.H,O (500 ppm)’e karsi ise dayaniksiz oldugu belirlenmistir. Antibiyotik
duyarlilik  testinde, Bacitracin, Vancomycin, Gentamicin’e karst duyarlilik
gostermezken, Novobiocin  (30pg), Tetracycline, Rifampicin, Erythromycin,
Chloramphenicol, Novobiocin (5ug), Rifamycin’e karsi duyarhilik gostermislerdir.
Biyokimyasal testlere bakildiginda da; glukozdan gaz iiretimi ve arginin hidrolizinin
negatif oldugu; 3.0 pH ve %15 alkolde gelisme olmadigi; 15°C sicaklik, %3.0, %4.0,
%35.0, %6.5 ve %8.0 NaCl, 3.5 ve 9.6 pH, %10 alkol, %3.0, %5.0 ve %9.0 ox-bile
ilaveli MRS agarda ve %9 ox-bile ilaveli MRS brothda gelisme gosterdikleri, B-
Galactosidase pozitif olduklart ve FE.faecium ve L.monocytogenes Lil’kars1i da

antimikrobiyal aktivite gosterdikleri saptanmustir.

Kiime 2: %89.4 Benzerlikle tanimlanan bu kiime 15 adet izolat (LO140, LO141,
LO142, LO143, LO144, LO145, LO147, LO148, LO149, LO150, LO151 LO153,
LP155, LO156, LO157) icermektedir. Bu izolatlarin karbonhidrat fermantasyonunda
Glycerol, Erythritol, D-Arabinose, D-Xylose, L-Xylose, D-Adonitol, Methyl-BD-
Xylopyranoside, L-Sorbose, Dulcitol, Inositol, Amidon, Glycogene, Xylitol, D-Lyxose,
D-Tagatose, D-Fucose, L-Fucose, L-Arabitol , Potassium 2-Ketogluconate, Potassium
5-Ketogluconate’t kullanmadigi, D-Ribose, D-Galactose,D-Glucose, D-Fructose, D-
Mannose, D-Mannitol, N-Acetylglucosamine, Amygdaline, Arbutine, Esculine,
Salicine, D-Celibiose, D-Maltose, Gentiobiose’yi kullandig1; agir metallere dayaniklilik
testlerinde; CrN309.9H,0 (150 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm), N,NiOg.6H,O (150
ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm), AI(NO3); 9H,0 (150 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10
ppm), ZnSO4.7H,0 (50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm), CoN,0¢.6H,O (50 ppm, 25 ppm ve
10 ppm), Pb(NO3), (500 ppm, 300 ppm, 150 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm),
CuS04.5H,0 (25 ppm ve 10 ppm), MgSO4.7H,O (500 ppm, 300 ppm, 150 ppm, 50
ppm, 25 ppm ve 10 ppm), MnSO4.2H,O (500 ppm, 300 ppm, 150 ppm, 50 ppm, 25
ppm ve 10 ppm), Fe,(SO4)3.H,0 (150 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm), FeSO4.7H,0
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(300 ppm, 150 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm), NaNO, (300 ppm, 150 ppm, 50 ppm,
25 ppm ve 10 ppm) metallerine dayanikli olduklari, CrN309.9H,O (500 ppm),
ZnS0,4.7H,0 (500 ppm),CdN,04.4H,0 (500 ppm, 300 ppm, 150 ppm, 50 ppm, 25 ppm
ve 10 ppm), AgNO3 (500 ppm, 300 ppm ve 150 ppm), CuSO4.5H,0 (500 ppm ve 300
ppm), Fe,(SO4)3.H,O (500 ppm) metallerine dayanikli olmadiklar tespit edilmistir. Bu
izolatlarin antibiyotige duyarliliklarina bakildiginda Bacitracin ve Gentamicin’e
duyarlilik gostermezken, Tetracycline, Rifampicin, Chloramphenicol ve Rifamycin’e
duyarlilik gosterdigi saptanmistir. Biyokimyasal testlere bakildiginda: Glukozdan gaz
liretiminin ve argininli besiyerinde gelismenin olmadigi tespit edilmistir. 15°C
sicaklikta, %3.0, %4.0, %5.0, %6.5 NaCl’de, 9.6 pH ve 3.5 pH’da, MRS agar+%3.0
ox-bile, MRS agar+%5.0 ox-bile, MRS agar+%9.0 ox-bile ve MRS broth+%9.0 ox-
bile’da gelisme gosterdikleri L.monocytogenes Lil’e karst antimikrobiyal aktivite

gosterdikleri ve Gram boyama sonucu Gram (+) basil olduklar tespit edilmistir.

Kiime 3: Bu kiime icin benzerlik seviyesi %90.7 olarak belirlenmistir. 3 adet izolat
(LO180, LO121, LO123) icermektedir. Karbonhidrat fermantasyon testlerine gore
Glycerol, Erythritol, D-Arabinose, L-Arabinose, D-Ribose, D-Xylose, L-Xylose, D-
Adonitol, Methyl-BD-Xylopyranoside, L-Sorbose, L-Rhamnose, Dulcitol, Inositol, D-
Mannitol, D-Sorbitol, Mehyl-aD-Mannopyranoside, Methyl-a-D-Glucopyranoside,
Amygdaline, Arbutine, Esculine, Salicine, D-Celiobiose, D-Melibiose, D-Saccharose,
D-Trehalose, Inuline, D-Melezitose, D-Raffinose, Amidon, Glycogene, Xylitol,
Gentiobiose, D-Turanose, D-Lyxose, D-Tagatose, D-Fucose, L-Fucose, D-Arabitol, L-
Arabitol, Potassium Gluconate, Potassium 2-Ketogluconate, Potassium 5-
Ketogluconate’1 kullanmadiklari, D-Galactose, D-Glucose, D-Fructose, D-Mannose, N-
Acetylglucosamine, D-Maltose, D-Lactose’u kullandiklar1 saptanmistir. Agir metallere
dayaniklilik testinde; CrN309.9H,O (50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm), N>NiOg.6H,O (50
ppm, 25 ppm ve 10 ppm), AI(NO3);.9H,0 (150 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm),
ZnS04.7H,0 (10 ppm), CoN,0.6H,0O (50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm), Pb(NO3), (500
ppm, 300 ppm, 150 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm), CuSO45H,O (10ppm),
MgSO04.7H,O (500 ppm, 300 ppm, 150 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm),
MnSO4.2H,O (500 ppm, 300 ppm, 150 ppm, 50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm),
Fe,(S04)3.H,0 (50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm), FeSO4.7H,0 (150 ppm, 50 ppm, 25 ppm
ve 10 ppm), NaNO, (50 ppm, 25 ppm ve 10 ppm) metallerine dayamklilik
gosterdikleri, CrN309.9H,0 (500 ppm ve 300 ppm), N>NiOs.6H,O (500 ppm ve 300
ppm), AI(NO3)3.9H,0 (500 ppm), ZnSO,4.7H,O (500 ppm, 300 ppm ve 150 ppm),



CoN,04.6H,0 (500 ppm, 300 ppm ve 150 ppm), CdN,Os.4H,O (500 ppm, 300 ppm,
150 ppm, 50 ppm ve 25 ppm), AgNO; (500 ppm, 300 ppm, 150 ppm, 50 ppm ve 25
ppm), CuSO45H,O (500 ppm, 300 ppm, 150 ppm ve 50 ppm), Fe,(SO4);.H,O (500
ppm ve 300 ppm), FeSO4.7H,O (500 ppm), NaNO, (500 ppm, 300 ppm, 150 ppm)
metallerine dayanmiklilik gostermedikleri belirlenmistir.  Antibiyotik  duyarlilik
testlerinde; Neomycin, Streptomycin, Vancomycin ve Gentamicin’e duyarsiz;
Polymixin B, Novobiocin(30ug), Tetracycline, Rifampicin, Erythromycin,
Chloramphenicol, Novobiocin(Sug) ve Rifamycin’e duyarli olduklar belirlenmistir.
Biyokimyasal testler degerlendirildiginde de; glukoz’dan gaz iiretiminin olmadig1, 45°C
sicaklik, 3.0 pH ve 3.5 pH’da gelismenin olmadigi, 10°C, 15°C sicaklik, %3.0, %4.0,
%5.0, %6.5, %8.0, %9.0 NaCl’de, 9.6 pH’da, %10.0, %12.0 alkol, MRS agar+%3.0 ox-
bile, MRS agar+%35.0 ox-bile, MRS agar+%?9.0 ox-bile ve MRS broth+%9.0 ox-bile’da
gelistikleri, B-Galaktosidaz aktivitesi gosterdikleri ve E.faecium’a kars1 antimikrobiyal

aktivite gosterdikleri belirlenmistir.
3.2. izolatlarin Endiistriyel Ozelliklerine Gore Degerlendirilmesi
3.2.1. Antimikrobiyal aktivite spektrumu

Gida endiistrisinde farkli gidalarin iiretimi, muhafaza siiresi ve Kkalitesinin
artirlmasi icin starter kiiltiir ve/veya probiyotik kiiltiir olarak kullanilan laktik asit
bakterilerinin antimikrobiyal aktiviteye sahip olmalar1 biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu
nedenle calismada tiim izolatlarin antimikrobiyal aktivite spektrumlart belirlenmis ve

niimerik taksonomide belirlenen kiimelere gore tartisilmistir.

Kiime 1: Bu kiimede yer alan P.pentosaceus 024, 025, 027, 029, 031, 057 ve
Tanimsiz 028 izolatlarinin A.hydrophila, L.sake 1Lb790, E.faecium, L.monocytogenes
Lil indikatér mikroorganizmalarina kars1 antimikrobiyal aktiviteleri agar spot testi ile

belirlenmis ve sonuglar Tablo 3.7’ de verilmistir.

A.hydrophila’ya kars1 antimikrobiyal aktivitesi test edilen 2 adet P.pentosaceus
izolatindan P.pentosaceus O57 yiiksek, P.pentosaceus O31 orta diizeyde inhibitor etki
gostermistir. L.sake Lb790’a kars1 ise kiime iiyesi Tanimsiz O28 no’lu izolatin orta
diizeyde inhibitor etki gosterdigi, P.pentosaceus olarak tanimlanan izolatlarin ise
tamaminin etkisiz oldugu belirlenmistir. Con ve Gokalp (2000) tarafindan

P.pentosaceus’un L.sake 1Lb790’a kars1 4 izolatindan 1’inin etkisiz, 2’sinin zayif etkili,
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I’inin kuvvetli inhibitor etkili oldugu; Simsek (2003) tarafindan Pediococcus ssp. ES’in
L.sake Lb 790’a kars1 yiliksek diizeyde inhibitor aktivite gosterdigi; Brink vd (2005)
tarafindan da P.pentosaceus 34 izolatinin L.sakei LMG13558’e kars1 zayif etkili oldugu
belirtilmigtir. Literatiir verileri ile karsilastirildiginda bu calismada L.sake Lb790’a
kars1 elde edilen antimikrobiyal aktivitenin Con ve Gokalp (2000), Simsek (2003) ve
Brink vd (2005) tarafindan bildirilenlere gore daha diisiik oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.7 Kiime 1 izolatlarinin antimikrobiyal aktivite degerleri

izolat| izolatlar A.hydrophila | L.sake Lb790 | E. faecium | L.monocytogenes
Kodu Lil

LO160] P.pentosaceus 024 TE - ++ 4+
LO161] P.pentosaceus 025 TE - +++ 4+
LO162| P.pentosaceus 027 TE - ++ +++
LO163| P.pentosaceus 029 TE - ++ ++
LO164| P.pentosaceus 031 ++ - +++ +++
LO165| P.pentosaceus OS7 +++ - ++ 4+
LO125| Tanimsiz 028 TE ++ ++ -+

TE:Tespit edilemedi
-:<0.5mm (etkisiz); +:0.5-1.0mm (zayif etkili); ++: 1.1-3.0mm (orta etkili); +++:>3.0mm (yiiksek etkili)

E.faecium’a kars1 P.pentosaceus O25 ile O31’in yiiksek diizeyde, P.pentosaceus
024, 057, 027, 029 ve Tanimsiz 028’in orta diizeyde inhibitdr etkili oldugu;
L.monocytogenes Lil’e kars1 da P.pentosaceus O29’un orta diizeyde, diger izolatlarin
yiikksek diizeyde inhibitor etki gosterdigi tespit edilmistir. Con ve Gokalp (2000)
tarafindan yapilan calismada da L.monocytogenes Li6’ya kars1 4 adet P.pentosaceus
izolatindan 2 adedinin etkisiz, 1 adedinin zayif etkili, 1 adedinin yiiksek inhibitor etkili
oldugu saptanmistir. Calismada L.monocytogenes Lil’e gore elde edilen inhibitor etki

literatiir verisine gore daha yiiksektir.

Kiime tiyesi izolatlarin E.faecium ve L.monocytogenes Lil’ e kars1 gosterdigi yiiksek
antimikrobiyal aktivite starter kiiltiir ve probiyotik Ozellikleri acisindan biiyiik

kazanctir.

Kiime 2: Kiime iiyeleri olan L. plantarum 012, O13, O14, 019, 020, 021, 023,
026, 030, 033, 041, 058, 1, O22b ve O44b’nin indikator izolatlara kars1 agar spot test

sonuclar1 Tablo 3.8’de sunulmusgtur.
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Tablo 3.8 Kiime 2 izolatlarinin antimikrobiyal aktivite degerleri

izolat izolatlar A.hydrophila | L.sake Lb790 | E.faecium| L.monocytogenes
Kodu Lil

L0140 L.plantarum 012 +++ - +++ 4+
LO141 L.plantarum 013 +++ - +++ -+
LO142 Lplantarum 014 +++ + ++ +++
LO143 Lplantarum 019 - + - 4+
LO144 Lplantarum 020 - - - ++
LO145 Lplantarum 021 - + - ++
LO147 Lplantarum 023 - - - ++
L0148 L.plantarum 026 TE - +++ 4+
LO149 Lplantarum 030 ++ - ++ +++
LO150 L.plantarum 033 ++ - +++ ++
LO151 Lplantarum 041 +++ - ++ +++
LO153 Lplantarum 058 - - ++ T+
LO155 Lplantarum 1 - - - ++
LO156 Lplantarum Q22| - + - 4+
LO157 Lplantarum O44b ++ - ++ +++

TE:Tespit edilemedi
-:<0.5 mm (etkisiz); +:0.5-1.0mm(zayif etkili); ++: 1.1-3.0mm (orta etkili); +++:>3.0mm (yiiksek etkili)

Kiime 2 iiyelerinden L.plantarum O12, O13, O14 A.hydrophila’ya kars1 yiiksek,
L.plantarum 030, O33 ve O44b, orta diizeyde inhibitor etki gostermistir. L.plantarum
019, 020, 021, 023, 058, 1 ve 022b ise inhibitor etkisizdir. L.sake Lb790’a karsi
L.plantarum 014, 019, 021, O22b’nin zayif etki gosterdigi, diger kiime iiyelerinin
etkisiz oldugu tespit edilmistir. Brink vd (2006) yaptiklar1 ¢alismada L.plantarum 423
izolatimin Lactobacillus sakei LMG 13558’e kars1 zayif etki gosterdigini; Con ve
Gokalp (2000) 19 adet L.plantarum izolatimin L.sake 1b790’a karst 10 adedinin
inhibitor etkisiz, 4 adedinin orta, 3 adedinin zayif, 2 adedinin de yiiksek inhibitor etkili
oldugunu belirtmislerdir. Simsek (2003) Usak ve yoresi eksi hamurlarindan izole ettigi
antimikrobiyal aktiviteye sahip 3 adet L.plantarum izolatinin L.sake Lb790’a kars1 2
adedinin orta, 1 adedinin de yiiksek inhibitor aktivite gosterdigini tespit etmistir.
Todorov vd (1999) ise calismasinda L.plantarum ST31’in L.sake’ye karsi inhibitor
aktiviteye sahip olmadigini belirlemistir. Literatiir verileri ile ¢alisma sonuglar1 L.sake
Lb790’a kars1 inhibitor etki acisindan oldukca benzerdir. Calismada bulunan degerler
Brink vd (2006) ve Todorov vd (1999) ile uyumlu, Con ve Gokalp (2000) ile Simsek’e
(2003) gore ise biraz diisiiktiir.

E.faecium’a karsi, L.plantarum O12, O13, 026 ve O33’iin yiksek, L.plantarum
014, 030, O41, O44b ve O58’in orta diizeyde inhibitor etkili; L.plantarum 019, 020
021, 023, 1 ve O22b’nin etkisiz oldugu saptanmustir. L.monocytogenes Lil’e kars1 da
L.plantarum 020, 021, 023 ve 033 orta diizeyde inhibitor etkili, kiimenin diger
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iyelerinin yiiksek diizeyde inhibitor etkili oldugu belirlenmistir. Con ve Gokalp (2000)
calismalarinda 19 adet L.plantarum’un L.monocytogenes’e kars1 3’iiniin orta diizeyde,
15’inin de zayif diizeyde inhibitor etkili, birisinin de etkisiz oldugunu belirtmislerdir.
Klingberg vd (2005) ise yaptiklar1 ¢calismada L.monocytogenes Lil’e kars1 L.plantarum
izolatlarindan birinin orta, digerlerinin diisiik inhibitor etkili oldugunu saptamis, Santos
vd (2003) tarafindan da L.plantarum izolatlarinin L.monocytogenes’e karsi inhibitor
etki gosterdigi belirtilmistir. Gonzdlez vd (2007) iiretim ve olgunlasma sirasinda
Genestoso peynirlerinden izole ettikleri 1 adet L.plantarum izolatinin Listeria
monocytogenes CECT 4031’e kars1 etkisiz oldugunu bildirmislerdir. Papamanoli vd
(2003) calismalarinda  Yunan kuru fermente sucugundan izole ettikleri
L.plantarum’larin = %71’nin  antilisterial aktivite gosterdigini tespit etmislerdir.
Calismada L.plantarum izolatlarinin hem E.faecium’a hem de L.monocytogenes’e karsi

inhibitor etki sonuglar literatiir verilerine gore daha yiiksek bulunmustur.

Kiime iiyesi izolatlarin A.hydrophila, E.faecium ve L.monocytogenes Lil’e karsi
gosterdigi yiiksek antimikrobiyal aktivite starter kiiltiir ve probiyotik Ozellikler

acisindan degerlendirildiginde biiyiik avantaj saglamaktadir.

Kiime 3 L. helveticus 016 ile Tanimsiz O10 ve O17°den olusan kiime iiyelerinin

antimikrobiyal aktivite degerleri Tablo 3.9’de verilmistir.

Tablo 3.9 Kiime 3 izolatlarinin antimikrobiyal aktivite degerleri

Izolat| izolat No A.hydrophila |L.sake Lb790| E.faecium | L.monocytogenes
Kodu Lil

LO180| L.helveticus 016 - - + -

LO121] Tammsiz 010 TE - ++ +++
LO123] Tammsiz O17 +4+ + ++ +++

TE:Tespit edilemedi
-:<0.5 mm (etkisiz); +:0.5-1.0mm(zayif etkili); ++: 1.1-3.0mm (orta etkili); +++:>3.0mm (yiiksek etkili)

Kiime 3 iyelerinden L. helveticus O16, A. hydrophila, L.sake Lb790 ve
L.monocytogenes Lil’e karsi inhibitor etkisiz, E.faecium’a kars1 zayif inhibitor etkilidir.
Tanimsiz O10 ve Tanimsiz O17 ise E.faecum’a karsi orta, L.monocytogenes Lil’e Karsi
da yiiksek inhibitor etkilidir. Tanimsiz O10 L.sake Lb790’a kars1 inhibitor etkisiz iken,
Tamimsiz O17 A.hydrophila’ya karst yiiksek inhibitor etkili, L.sake Lb790’a kars1 zayif
etkilidir.



Tek iiyeli kiimeler: Niimerik taksonomi ile smiflandirmada tek iiyeli kiimeler
olarak smiflandirilan izolatlarmn antimikrobiyal aktivite sonuglar1 da Tablo 3.10°da

verilmistir.

L.lactis ssp. lactis O3, A.hydrophila ve L.monocytogenes Lil’e karsi yiiksek,
E.faecium’a kars1 orta inhibitor etkili, L.sake Lb790’a kars1 ise etkisizken; tip izolat
olan L.lactis 7, indikatorlerin tiimiine karsi etkisizdir. Gonzdlez vd (2007)
calismalarinda L.lactis subsp. lactis’in 13 susunun 1 adedi disinda L.monocytogenes
CECT 4031’e kars1 inhibitor etki gostermedigini belirtmislerdir. Ozkalp (2006)
calismasinda 50 adet L.lactis izolatiyla calismis ve 4 adedinin L.sake NCDO 2714’e
kars1 inhibitor etkili, digerlerinin etkisiz oldugunu tespit etmistir. Bu literatiir verilerine
gore L.lactis 7 izolatinin sonuclarmin Gonzélez vd (2007) ve Ozkalp (2006) ile benzer;

L.lactis ssp. lactis O3 izolatimn ise Ozkalp (2006) ile nispeten benzemekte iken

Gonzélez vd (2007) ile benzer olmadig tespit edilmistir.

Tablo 3.10 Tek tiyeli kiimelerin antimikrobiyal aktivitesi
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izolat | izolat No A.hydrophila| L.sake Lb790| E.faecium | L.monocytogenes
Kodu Lil

LO100| L.lactis ssp.lactis O3 +++ - ++ +++
LO102| L.lactis 7 - - B -
LO110| L pentosus O8a +++ - + ++
LO130| L.brevis O11 TE - + +
LB131| L.brevis 2 - - B ++
PP167| P.pentosaceus 10 - - - -
LO170| L.curvatus 032 - - +++ o+
LC171| L.curvatus 3 - - - -
LO190| L.paracasei ssp.paracasei 054 - - ++ +++
LR192| L.paracasei S - - - ++
LS201| L.salivarius 4 - - - R
LA210| L.acidophilus 6 - - - -
LM22(] L.mesenteroides 9 - - - -
PA230| P.acidilactici 11 - - B -
LO120] Tammsiz O1 + - +++
LO122| Tammsiz 015 +++ + ++ +++
L0124 Tammsiz 018 - - - +++

TE:Tespit edilemedi
-:<0.5 mm etkisiz; +:0.5-1.0mm zayif etkili; ++: 1.05-3.0 mm orta etkili; +++:>3.0mm yiiksek etkili

L.pentosus O8a, A.hydrophila’ya kars1 yiiksek, L.monocytogenes Lil’e kars1 orta,
E.faecium’a kars1 diisiik inhibitor etkili, L.sake Lb790’a kars1 ise etkisizdir. Con ve
Gokalp (2000) tarafindan da L.pentosus izolatlarinin L.sake Lb790’a kars1 2 izolattan 1
adedinin zayif etkili, digerinin etkisiz; L.monocytogenes Li6’ya kars1 2 izolattan 1
adedinin etkisiz digerinin zayif etkili oldugu belirtilmistir. Literatiir verileri calisma

sonuclari ile celismemektedir.



L.brevis Ol1, L.sake Lb790’a kars1 etkisiz, E.faecium ve L.monocytogenes Lil’e
kars1 ise zayif etkilidir. L.brevis 2 ise sadece L.monocytogenes Lil’e kars1 orta diizeyde
inhibitor etki gostermistir. Oysa bu calisma sonucunun aksine, Simsek (2003) L.brevis
ssp. lindneri 2103’iin L.sake Lb790’a kars1 yiiksek diizeyde inhibitor etki gosterdigini

belirtmistir.

L.curvatus 032, A.hydrophila ve L.sake 1b790’a kars1 etkisiz, E.faecium ve
L.monocytogenes Lil’e karsi yiiksek etkili iken, L.curvatus 3 higbir indikatore karsi
inhibitor etki gdstermemistir. Papamanoli vd (2003) yapmis olduklar1 ¢alismada Yunan
kuru fermente sucugundan izole ettigi 24 adet L.curvatus izolatimin bir kisminin
L.monocytogenes’e kars1 antilisterial aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Bu oran
9%58°dir. Brink vd (2006) L.curvatus DF38’in L.sakei LMG13558’e kars1 zayif etki
gosterdigini belirtmistir. Con ve Gokalp (2000) calismalarinda L.curvatus’un 4 adet
izolatindan L.sake 1.b790’a kars1 2 adedinin etkisiz, 1 adedinin orta diizeyde etkili, 1
adedinin zay1f etkili inhibisyon gosterdigini saptamistir. L.monocytogenes Li6’ya karsi
L.curvatus’un 4 izolatindan 2 adedi etkisiz, 2 adedi zayif etkili inhibitor etki
gostermistir. Calisma sonuclari Papamanoli vd (2003), Con ve Gokalp (2000) ile
benzer, Brink vd (2006) ile benzesmemektedir.

L.paracasei ssp. paracasei 054, A.hydrophila ve L.sake 1Lb790’a kars1 etkisiz,
E.faecium’a orta etkili ve L.monocytogenes Lil’e kars1 yiiksek etkili; L.paracasei 5,
A.hydrophila, L.sake 1Lb790 ve E.faecium’a karsi etkisiz, L.monocytogenes Lil’ e karsi
orta diizeyde inhibitor etkili aktivite gostermistir. Bu caligmanin aksine, Gonzalez vd
(2007) L.paracasei’nin 2 izolatinin L.monocytogenes CECT 4031’e kars1 inhibitor etki
gostermedigini belirtmistir. Brink vd (2006) tarafindan ise L.casei LHS suslariin

L.sakei LMG 13558 e kars1 zayif inhibitor etkili oldugu ifade edilmistir.

P.pentosaceus 10, L.mesenteroides 9, P.acidilactici 11, L.salivarius 4 ve
L.acidophilus 6 tim indikatorlere karsi inhibitor etkisizdir. Gonzalez vd (2007)
Leu.mesenteroides’in 2 izolatinin L.monocytogenes CECT 4031°e karsi inhibitor etki
gostermedigini, Brink vd (2006) L. salivarius 241 izolatinin L.sakei LMG 13558’ e karsi
etkisiz oldugunu belirtmislerdir. Simsek vd (2006) tarafindan da 4 adet L.acidophilus
izolatimin L.sake Lb790’a kars1 orta diizeyde inhibitor etkili, L.monocytogenes Li6’ya
kars1 bu izolatlardan 1 adedinin orta diizeyde 1 adedinin yiiksek diizeyde etkili oldugu,

diger iki izolatin etkisiz oldugu tespit edilmistir.. L.mesenteroides 9 ve L.salivarius 4

52



53

sonuclart literatiir verileri ile uyum gosterirken, L.acidophilus sonuglart uyumsuz

bulunmaktadir.

Tanimsiz Ol A.hydrophila’ya karst diisiikk inhibitor etkili; L.sake Lb790,
E.faecium’a Xkars1 etkisiz, L.monocytogenes Lil’e kars1 yiliksek inhibitor etkili;
Tanmimsiz O15, L.sake Lb790’a kars1 zayif, E.faecium’a kars1 orta, A.hydrophila ve
L.monocytogenes Lil’e kars1 yiiksek etkili; Tanmimsiz O18 de A.hydrophila, L.sake
Lb790 ve E.faecium’a kars1 etkisiz, L.monocytogenes Li’e kars1 yiiksek etkilidir.
Simsek vd (2006) Lactobacillus’larla yaptigi calismada 7 izolattan 3 adedinin L.sake
Lb790’a kars1 zayif etkili 3 adedinin orta diizeyde etkili, 1 adedinin yiiksek inhibitor
etkili oldugunu bildirmislerdir. Ote yandan L.monocytogenes Li6’ya karst bu
izolatlardan 4 adedinin etkisiz, 2 adedinin zayif etkili, 1 adedinin orta diizeyde etkili

oldugu belirtilmistir.

Kiime iiyelerinden L.lactis ssp. lactis O3, L.curvatus 032 ve Tamimsiz O15
ozellikle E.faecium ve L.monocytogenes Lil’e kars1 gosterdikleri antimikrobiyal

aktivite nedeni ile starter kiiltiir ve probiyotik 6zellik agisindan 6ne ¢ikmaktadirlar.
3.2.2. Farkh sicakliklarda gelisme

Gida endiistrisinde farkli gidalarin  iiretimi ve depolanmasi agisindan
mikroorganizmalarin gelisme sicakliklar1 biiyiik Oonem tasimaktadir. Starter kiiltiir
olarak kullamlan laktik asit bakterileri Ozellikle gidalarin {iretim sartlarinin
belirlenmesinde biiyiikk onem tagimaktadir. Bu nedenle izolatlarin farkli sicakliklarda

gelisme testleri gergeklestirilmis ve kiimelere gore tartisilmistir.

Kiime 1: Kiime iiyelerinden olan 7 adet izolatin 10°C, 15°C ve 45°C’de gelisme

yetenekleri Tablo 3.11°da verilmistir.

Tablo 3.11 Kiime 1 izolatlarinin farkl sicaklik degerlerinde gelisimi

izolat | izolat No Sicakhik Degeri
Kodu 10°C [ 15°C | 45°C

LO160 | P.pentosaceus 024 - + +
LO161 | P.pentosaceus 025 - + +
LO162 | P.pentosaceus O27 - + +
L.O163 | P.pentosaceus 029 - + +
LO164 | P.pentosaceus 031 - + +
LO165 | P.pentosaceus O57 + + +
LO125 | Tammsiz 028 + + -

+: Gelisme var; - Gelisme yok



10°C sicaklikta sadece P.pentosaceus O57 gelisme gosterirken, 15°C ve 45°C
sicakliklarda ise tiim P.pentosaceus iiyeleri gelismistir. Tanimsiz O28 izolat1 da 10°C
ve 15°C’de gelismis, 45°C’de ise gelisme gostermemistir. Tamang vd (2005) tarafindan
da bu calisma sonuglarina benzer sekilde, test edilen 7 adet P.pentosaceus izolatinin

45°C’de 5 adedinin gelistigi, 2 adedinin gelismedigi belirtilmistir. Simsek (2003)
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Pediococcus sp. E5’in 45°C’de gelismesinin negatif, 15°C’de gelismesinin pozitif

oldugunu ifade etmistir. 15°C’de gelisme literatiir verileriyle tam bir uyum igerisinde
iken, 45°C’de gelisme verileri arasinda farkliliklar ortaya ¢ikmustir. Asidik fermente
gidalarda starter Kkiiltir olarak kullanim agisindan izolatlarin tamaminin 15°C’de

gelisebilmeleri yeterli kabul edilebilir.

Kiime 2: Kiimede yer alan 15 adet izolatin 10°C, 15°C ve 45°C’deki gelisme

yetenekleri Tablo 3.12°de gosterilmistir.

Tablo 3.12 Kiime 2 izolatlarinin farkl sicaklik degerlerinde gelisimi

izolat
Kodu

izolat No

Sicaklik Degeri

10°C

15°C

45°C

L0140

L.plantarum Q12

+

LO141

L.plantarum 013

LO142

L.plantarum 014

LO143

L.plantarum 019

LO144

L.plantarum 020

LO145

L.plantarum 021

LO147

L.plantarum 023

LO148

L.plantarum 026

LO149

L.plantarum O30

LO150

L.plantarum 033

LO151

L.plantarum 041

LO153

L.plantarum O58

LO155

L.plantarum 1

LO156

L.plantarum 022b

LO157

L.plantarum 044b

[+ ||+

R o R o R R R R R R R

+: Gelisme var; - Gelisme yok

Kiime 2 iiyelerinden 10°C’de L.plantarum 012, 013 ve O14 gelisme gostermezken,
15°C’de tiim iiyeler gelisme gostermistir. 45°C’de ise L.plantarum O58 haricinde higbir
iye gelisme gostermemistir. Carry vd (2002) L.plantarum suslarmin  15°C’de
geligebildigini, 45°C’de gelisemedigini, Sanchez vd (2000) ise hem 15°C hem de
45°C’de gelistiklerini, Simsek (2003) calismasinda 3 adet L.plantarum izolatmin 15°C
de tamaminin, 45°C’de 1 adedinin gelistigini belirtmislerdir. Papamanoli vd (2003)
tarafindan da 7 adet L.plantarum’un 15°C ve 45°C’de %100’iiniin gelisebildigi
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saptanmistir. Tamang vd (2005) Himalayalarda iiretilen fermente sebzelerden izole
ettikleri 13 adet L.plantarum izolatindan 2 adedinin 45°C’de gelisme gosterdigini,
Garcia Fontdn vd (2007) ise yaptiklar1 ¢alismada Ispanya geleneksel domuz sucugu
olan Botilla’dan izole ettikleri 18 adet L.plantarum izolatinin 15°C’de tamaminin,
45°C’de sadece 1 adedinin gelistigini tespit etmiglerdir. Literatiir verileri ile ¢aligma
sonuglari  kargilastirlldiginda 15°C’de gelisme agisindan tam bir uyum oldugu
goriilmektedir. 45°C’de gelisme agisindan ise sonuglar Sdnchez vd (2000) ve
Papamanoli vd (2003) ile onemli derecede farkliyken, diger calisma sonuglar ile

benzerdir.

Kiime iiyelerinin 10°C’de biiyiik kisminin ve 15°C’de de tamaminin gelisebilmesi
asidik fermente gida iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanim agisindan olumlu ve

yeterlidir.

Kiime 3: Kiime iiyelerinden L.helveticus O16, Tanimsiz O10 ve 017, 10°C ve
15°C’de gelisme gosterirken, 45°C’de gelisme gostermemistir (Tablo 3.13). Kiime
tiyelerinin 10°C ve 15°C’de tamaminin gelisebilmesi starter kiiltiir olarak kullanim

acisindan olumlu ve yeterlidir.

Tablo 3.13 Kiime 3 izolatlarinin farkl sicaklik degerlerinde gelisimi

izolat | izolat No Sicaklik Degeri
Kodu 10°C | 15°C | 45°C
LO180 | L.helveticus 016 + + -
LO121 | Tammsiz O10 + + -
LO123 | Tammsiz O17 + + -

+: Gelisme var; - Gelisme yok

Tek iiyeli kiimeler: Tek iiyeli kiimelerin farkli sicakliklarda gelisim sonuclar1 Tablo

3.14’de verilmistir.

Tablo 3.14°de gosterildigi gibi 10°C sicaklikta L.lactis ssp lactis O3, L.lactis 7,
L.salivarius 4, L.acidophilus 6, Tammsiz O1 gelisme gostermezken; 15°C sicaklikta
L.salivarius 4, L.acidophilus 6, Tamimsiz O1 gelisme gostermemis, diger iiyeler
gelismistir. 45°C’de ise L.lactis ssp. lactis O3, P.pentosaceus 10, L.salivarius 4 ve

P.acidilactici 11 izolatlan gelisme gostermis, digerleri gelisme gostermemistir.
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Tablo 3.14 Tek iiyeli kiimelerin farkli sicaklik degerlerinde gelisimi

izolat | izolat No Sicaklik Degeri
Kodu 10°C | 15°C | 45°C
LO100 | L.lactis ssp. lactis O3 -
LO102 | L.lactis 7

LO110 | L. pentosus O8a

LO130 | L.brevis O11

LB131 | L.brevis 2

PP167 | P.pentosaceus 10

LO170 | L.curvatus 032

LC171 | L.curvatus 3

LO190 | L.paracasei ssp.paracasei 054
LR192 | L.paracasei 5

LS201 | L.salivarius 4

L.A210 | L.acidophilus 6

L.M220| L.mesenteroides 9

PA230 | P.acidilactici 11

LO120 | Tammsiz O1 - - -
L0122 | Tammmsiz O15
L0124 | Tammmsiz O18 + + -

+: Gelisme var; - Geligme yok

+
+

S E R R R R R
o B B B R P B N B
+

1
+

+ [+
+ [+

+
+

Ayad vd (1999) tarafindan 4 adet L.lactis ticari starter izolati ile keci siitii (3 adet),
koyun siitii (1 adet), inek siitii (2 adet), fermente ¢ig siit (6 adet), cimen (1 adet), silaj (4
adet), siit makinesi (1 adet) ve topraktan (1 adet) izole edilmis L.lactis izolatlarinin
40°C’de gelisme gosterdigi bildirilmistir. Ozkalp (2006) 50 adet L.lactis izolatiyla
yapmis oldugu calismada 30°C de izolatlarin tamaminin gelisme gosterdigini, 40°C de
3 izolatin, 45°C’de ise higbirisinin gelisme gostermedigini belirtmistir. Calisma sonucu
45°C’de gelisme acisindan karsilastirildiginda Ozkalp (2006) ile kismen benzerlik

gostermektedir.

Tamang vd (2005) ¢alismalarinda 1 adet P.acidilactici’nin 45°C de gelistigini, 13
adet L.brevis izolatinin 45°C’de gelismedigini tespit etmistir. P.acidilactici ve L.brevis

icin bulunan sonugclar literatiir verileri ile uyumludur.

Papamanoli vd (2003) yapmis olduklari calismada Yunan kuru fermente
sucugundan izole ettikleri 24 adet L.curvatus’un 4°C de %0, 15°C’de %100, 45°C’de
%21 gelistigini tespit etmistir. Kask vd (2003) Estonya yar1 sert peynirlerinden izole
ettikleri 2 adet L.curvatus™un 30 dk. i¢in 60°C sicakliga toleransh oldugunu bildirmistir,
L.curvatus i¢in yaptiklart ¢alismada 30°C de iyi gelisme tespit etmislerdir. Garcia

Fontdn vd (2007) tarafindan yapilan ¢alismada da 23 adet L.curvatus’un 15°C’de
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tamaminin (%100) ve 45°C’de 3 adedinin (%]13) gelistigi saptanmigtir. Sonuglar
15°C’de gelisme agisindan Papamanoli vd (2003) ve Garcia Fontan vd (2007) literatiir
verileri ile tam uyumludur. 45°C’de gelisme agisindan ise Papamanoli vd (2003) ve
Garcia Fontdn vd (2007) calismalarinda 45 °C’de gelisenlerin de olmasi nedeni ile

farklilik gostermektedir.

L.paracasei 5 ve L.paracasei ssp. paracasei 054, 10°C ve 15°C de gelismis,
45°C’de gelismemistir. Kask vd (2003) izole ettigi 6 adet L.paracasei izolatinin
30°C’de iyi gelistigini bildirmistir. Tamang vd (2005) tarafindan yapilan ¢alismada 1
adet P.acidilactici’nin 45°C’de gelistigi belirtilmistir. Tamang vd (2005) tarafindan

bildirilen literatiir verisi caligma sonuglarindan farklilik gostermektedir.

Simsek (2003) eksi hamur 6rneklerinden izole ettigi 4 adet L.acidophilus izolatinin
45°C’de tamaminin, 15°C’de ise sadece 1 izolatin gelisebildigini belirtmistir. Bu

literatiir verisi ¢aligma sonucu ile farklilik gdstermektedir.

Hébert vd (2000) calismasinda Arjantin ve Italya peynirlerinden izole ettigi
Lactobacilli’lerin 37°C ve 45°C’de gelistigini, 15°C’de gelisemedigini tespit etmistir.
Simsek (2003) Lactobacillus sp. izolatlar ile yaptigi calismada 7 adet izolatin 15°C’de
tamaminin  gelisme gosterdigini, 45°C’de ise 2 adedinin gelisme gosterdigini

bildirmistir.

L.salivarius 4, L.acidophilus 6 ve Tamimsiz O1 disindaki kiime iiyeleri 15°C’de

gelisebilmeleri nedeni ile starter kiiltiir olarak kullanim acisindan yeterli bulunmaktadir.
3.2.3. Farkh pH degerlerinde gelisme

Insanlarim tiiketimine sunulan gidalarin pH degerleri birbirinden biiyiik farkliliklar
gostermekle birlikte biiyilk cogunlugu asidik pH degerlerine sahiptir. Ortamin pH
degeri mikroorganizma gelismesi iizerine 6nemli derecede etkilidir ve asitlik arttikca
zararli etkisi de artmaktadir. Bu nedenle tiiketime hazir gidalarin pH degerleri
depolanmalar agisindan biiyiilk 6nem tagimaktadir. Bu durum aym1 zamanda starter
kiiltiir ve/veya probiyotik kiiltiir olarak kullanilacak mikroorganizmalarin aside
dayanikliliklarim1 6nemli kilmaktadir. Bu nedenle izolatlarin farkli pH degerlerinde

gelisme durumlan test edilmis ve kiimelere gore tartisilmistir.
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Kiime 1: Kiime iiyelerinden olan 7 adet izolatin farkli pH degerlerinde gelisme
yetenekleri (Tablo 3.15) verilmistir. MRS broth besiyerinde 30°C’de 7 giin inkiibasyon
sonunda P.pentosaceus izolatlarinin tamammin 3.5 pH ve 9.6 pH’da gelisme
gosterdikleri, 3.0 pH’da gelisme gostermedikleri tespit edilmistir. Kiime tiyelerinin 3.5
pH degerinde gelisebilmeleri asidik fermente gida iiretiminde starter kiiltiir olarak

kullanim agisindan yeterli kabul edilebilir.

Tablo 3.15 Kiime 1 izolatlarinin farkli pH degerlerinde gelisimi

izolat | izolat No pH Degeri

Kodu 30 | 35| 96
LO160 | P.pentosaceus 024 - + +
LO161 | P.pentosaceus 025 - + +
LO162 | P.pentosaceus O27 - + +
LO163 | P.pentosaceus 029 - + +
LO164 | P.pentosaceus 031 - + +
LO165 | P.pentosaceus O57 - + +
LO125 | Tamimsiz 028 - + +

+: Gelisme var; - Gelisme yok

Kiime 2: Kiime iiyelerinden 30°C’de 7 giin inkiibasyon sonucunda 3.0 pH’da
sadece L.plantarum O44b’nin; 3.5 pH ve 9.6 pH’da ise tiim izolatlarin gelisme
gosterdigi tespit edilmistir (Tablo 3.16). G-Allegria vd (2004) ¢alismasinda izole etmis
oldugu L.plantarum’larin 3.2 pH, 3.3 pH ve 3.6 pH’da gelisme gosterdigini; McDonald
vd (1990) L.plantarum’un 4.5-7.0 pH arasinda gelistigini bildirmistir. Papamanoli vd
(2003) calismalarinda kuru fermente sucuktan izole ettikleri 7 adet L.plantarum
izolatinin 4.0 pH ve 5.0 pH’da gelistigini, 3.0 pH’da gelisemedigini tespit etmistir.

Calisma sonuglarinin literatiir verileriyle ¢elismedigi goriilmektedir.

Kiime 2 iyelerinin 3.5 pH degerinde gelisebilmeleri asidik fermente gida

tiretiminde starter kiiltiir olarak kullamim agisindan yeterli kabul edilebilir.

Kiime 3: Kiime iiyelerinden L.helveticus O16 ile Tamimsiz O10 ve Tanimsiz O17
3.0 pH ve 3.5 pH’da gelismemis, 9.6 pH’da gelismistir (Tablo 3.17). Kiime iiyelerinin
3.5 pH degerinde de gelisememeleri asidik fermente gida iiretiminde starter kiiltiir

olarak kullanim ag¢isindan onlar1 dezavantajli hale getirmektedir.
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Tablo 3.16 Kiime 2 izolatlarinin farkli pH degerlerinde gelisimi

izolat Izolatlar pH Degeri
Kodu 3.0 | 35

LO140 | L.plantarum Q12 -
LO141 | L.plantarum O13 -
L0142 | Lplantarum 014 -
L0143 | Lplantarum O19 -
LO144 | Lplantarum 020 -
LO145 | Lplantarum 021 -
L0147 | Lplantarum 023 -
L0148 | L.plantarum 026 -
LO149 | Lplantarum O30 -
LO150 | L.plantarum 033 -
LO151 | Lplantarum 041 -
LO153 | Lplantarum O58 -
LO155 | Lplantarum 1 -
LO156 | Lplantarum O22b -
LO157 | Lplantarum O44b +

+: Geligme var; - Gelisme yok
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Tablo 3.17 Kiime 3 izolatlarinin farkli pH degerlerinde gelisimi

Izolat Izolatlar pH Degeri

kodu 3.0] 35] 9.6
LO180 | L.helveticus 016 - - +
LO121 | Tanmmsiz O10 - - +
L0123 | Tanmmsiz O17 - - +

+: Gelisme var; - Gelisme yok

Tek iiyeli kiimeler: Tek iiyeli kiimelerin farkli sicakliklarda gelisim sonuglarinin
verildigi Tablo 3.18’ye gore 3.0 pH’da L.lactis 7, L.brevis 2, L.curvatus 3, L.paracasei
S, L.salivarius 4 gelismis, diger iiyeler gelismemis, 3.5 pH’da L.lactis ssp. lactis O3,
Tanimsiz O1, Tanimsiz O18 gelismemis, diger iiyeler gelismistir. 9.6 pH’da ise

L.acidophilus 6 ve Tamimsiz O1 gelismezken, diger tiim iiyeler geligmistir.

Ozkalp (2006) calismasinda 50 adet L.lactis izolatinin tamaminin 9.6 pH’da negatif
oldugunu belirtmistir. Sdnchez vd (2000) tarafindan izole edilen L. pentosus suslariin
da 3.0 pH’da gelisme gostermedigi 3.5 pH ve 9.6 pH’da gelistigi bildirilmistir. Calisma
sonuclar1 bu literatiir verilerinden Sénchez vd (2000) ¢alismasi ile oldukca iyi bir uyum

gostermektedir.



Tablo 3.18. Tek iiyeli kiimelerin farkli pH degerlerinde gelisimi

izolat | izolatlar pHdegeri

Kodu 3.0 35|96
LO100 | L.lactis ssp. lactis O3 - - +
LO102 | L.lactis 7 + | + | +
LO110 | L. pentosus O8a - + | +
LO130 | L.brevis O11 - + | +
LB131 | L.brevis 2 + | +| +
PP167 | P.pentosaceus 10 - + | +
LO170 | L.curvatus 032 - + | +
LC171 | L.curvatus 3 + | + | +
LO190 | L.paracasei ssp. paracasei O54| - + | +
LR192 | L.paracasei 5 + | + | +
LS201 L.salivarius 4 + | + | +
LA210 | L.acidophilus 6 - + -
LM220 | L.mesenteroides 9 - + | +
PA230 | P.acidilactici 11 - + | +
LO120 | Tammsiz O1 - - -
LO122 | Tammmsiz O15 - + | +
LO124 | Tammsiz O18 - - +

+: Gelisme var; - Gelisme yok

Papamanoli vd (2003) tarafindan yapilan calismada kuru fermente sucuktan izole
edilen 24 adet L.curvatus’un 3.0 pH’da gelisme gostermedigi, 4.0 pH’da %42, 5.0
pH’da %58 gelisme gosterdigi.bildirilmistir. Benzer pH derecelerinde gelisme testi
yapilmamis olmasi nedeni ile literatiir verileri ile tam bir karsilastirma yapilamamakla

birlikte, sonuglarin birbirini dogrular oldugu ifade edilebilir.
3.2.4. Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisme

Asidik fermente gidalarin biilyiik kisminin iiretiminde %1-10 NaCl arasinda degisen
konsantrasyonlarda tuz kullanilmaktadir. Tuz mikroorganizma gelisimi iizerine farkli
mekanizmalarla durdurucu etki yapmaktadir. Ancak farkli mikroorganizmalarin tuza
dayaniklilik dereceleri de birbirinden farklilik gostermektedir. Bu nedenle starter kiiltiir
ve/veya probiyotik kiiltiir olarak kullanilacak mikroorganizmalarin tuza dayanikh
olanlardan secilmesi gerekmektedir. Bu durum g6z 6niine alinarak calismada izolatlarin

farkli NaCl oranlarina dayanikliliklar test edilmis ve kiimelere gore tartisilmistir.

Kiime 1: Kiime {iiyesi izolatlar dnceden hazirlanan %3.0, 4.0, 5.0, 6.5, 8.0, 9.0
oranlarinda NaCl ilave edilmis MRS broth besiyerlerine oze ile agilanmis ve 30°C’de 7
giin inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda tiim izolatlarin %3.0, 4.0, 5.0, 6.5,

8.0 ve 9.0 NaCl iceren MRS brothda gelisme gosterdikleri tespit edilmistir (Tablo
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3.19). Tuza dayamklilik acisindan kiime iiyesi tiim izolatlar starter kiiltiir olarak

kullanim i¢in yeterli dayanikliliktadir.

Tablo 3.19 Kiime 1 izolatlarinin farkli % NaCl degerlerinde gelisimi

izolat | izolatlar NaCl Orani (%)
Kodu 50 65

L.O160 | P.pentosaceus 024
L.O161 | P.pentosaceus 025
L.O162 | P.pentosaceus 027
LO163 | P.pentosaceus 029
LO164 | P.pentosaceus 031
LO165 | P.pentosaceus O57
L0125 | Tammimsiz 028

+: Gelisme var; - Gelisme yok
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Kiime 2: Kiime iiyesi olan L.plantarum izolatlarindan L.plantarum O20 haricindeki
izolatlar %3.0, 4.0, 5.0, 6.5, 8.0, 9.0 NaCl icerikli MRS brothlarda gelisme gostermistir.
L.plantarum 020 ise %8.0 ve %9.0 NaCl icerikli brothda gelisememistir (Tablo 3.20).
L.plantarum 020 hari¢ kiime iiyesi diger izolatlar starter kiiltiir olarak kullanim

acisindan yeterli tuz oraninda gelisebilmektedir.

Tablo 3.20 Kiime 2 izolatlarinin farkli % NaCl degerlerinde gelisimi

izolat | izolatlar NaCl Oram (%)

Kodu 30| 40| 50| 6.5 8.0 | 9.0
LO140 | L.plantarum O12 + + + + + +
L.O141 | L.plantarum O13 + + + + + +
L0142 | Lplantarum 014 + + + + + +
1L.0143 | Lplantarum 019 + + + + + +
L0144 | Lplantarum 020 + + + + - _
L0145 | Lplantarum 021 + + + + + +
LO147 | Lplantarum 023 + + + + + +
LO148 | L.plantarum 026 + + + + + +
L0149 | Lplantarum 030 + + + + + +
LO150 | L.plantarum O33 + + + + + +
LO151 | Lplantarum 041 + + + + + +
LO153 | Lplantarum 058 + + + + + +
LO155 | Lplantarum 1 + + + + + +
LO156 | Lplantarum O22b + + + + + +
L.O157 | Lplantarum 044b + + + + + +

+: Gelisme var; - Gelisme yok

Sanchez vd (2000) tarafindan yapilan calismada izole edilen L.plantarum suslarinin

% 4.0, 6.5 ve 8.0 NaCl konsantrasyonlarinda tamaminin gelistigi, Badis vd (2004)



tarafindan keci siitiinden izole edilen L.plantarum izolatlarimin %2.0, 3.0, 4.0’liikk NaCl
konsantrasyonunda  %90’imndan  fazlasimin  pozitif gelisme gosterdigi, %6.5
konsantrasyonlarinda gelisme gostermedigi tespit edilmistir. Papamanoli vd (2003)
tarafindan yapilan calisma sonucunda kuru fermente sucuktan izole edilen 7 adet
L.plantarum’un  %6.5, 8.0 ve 10 NaCl konsantrasyonunda %100 gelistikleri
bildirilmistir. Karasu (2006) yapmis oldugu ¢alismada tursu ve zeytinden izole ettigi
laktik asit bakterilerinin %6-8 NaCl oraninda 16 izolattan 3’t hari¢ digerlerinin
rahathikla gelisebilecegini bildirmistir. Calisma sonuglari, Sanchez vd (2000) ve
Papamanoli vd (2003) ile tam uyumlu, Karasu (2006) ile benzerdir. Badis vd (2004)
tarafindan verilenlerden ise yiiksek konsantrasyonlarda gelisme agisindan farklilik

gostermektedir.

Kiime 3: Kiime iiyelerinin tamami %3.0, 4.0, 5.0, 6.5, 8.0, 9.0 NaCl icerikli MRS
brothda gelismektedir (Tablo 3.21). Bu sonuglar starter kiiltiir olarak kullanimi

acisindan olumlu ve yeterlidir.

Tablo 3.21 Kiime 3 izolatlarinin farkli %NaCl degerlerinde gelisimi

izolat | izolatlar NaCl Orani (%)

kodu 30 ] 40] 50] 65] 80] 9.0
LO180 | L.helveticus 016 + + + + + +
L0121 | Tammmsiz 010 + + + + + +
LO123 | Tammmsiz 017 + + + + + +

+: Gelisme var

Tek iiyeli kiimeler: Tablo 3.22°de goriildiigii gibi %3.0, 4.0, 5.0 NaCl’de Tanimsiz
Ol disinda tiim tiiyeler gelismistir. %6.5 NaCl’de L.salivarius 4, L.acidophilus 6,
Tanmimsiz O1 disinda tamami gelismistir. %6.5 NaCl’de gelisemeyenlere, %8.0 NaCl’de
L.lactis ssp. lactis O3 ve Tanimsiz O15 eklenmistir. %9.0 NaCl’de ise L.lactis ssp.
lactis O3, P.pentosaceus 10, L.curvatus 3, L.salivarius 4, L.acidophilus 6, Tanimsiz

O1, Tanimsiz O15, Tanimsiz O18 gelismemistir.

Ayad vd (1999) ¢alismalarinda 23 adet L./actis izolatinin tamaminin %4.0 NaCl’de
gelistigini tespit etmislerdir. Ozkalp (2006) ¢aligmasinda 50 adet L.lactis izolatindan %
4.0 NaCl icerikli besiyerinde 4 adedinin, %6.5 NaCl igerikli besiyerinde ise tamaminin
gelismedigini belirtmistir. Calisma sonucunda tuza dayaniklilik oram1 Ayad vd (1999)
ve Ozkalp (2006) tarafindan verilenlerden daha yiiksek bulunmustur. Bu starter 6zelligi

acisindan olumlu bir durumdur.
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Tablo 3.22 Tek iiyeli kiimelerin farklt %NaCl degerlerinde gelisimi

63

izolat | izolatlar % NaCl

kodu
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LO100 | L.lactisssp.lactis O3

LO102| L.lactis 7

LO110 | L.pentosus O8a

LO130| L.brevis O11

LB131 | L.brevis 2

PP167 | P.pentosaceus 10

LO170| L.curvatus 032

LC171 | L.curvatus 3

LO190 | L.paracasei ssp.paracasei 054
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LR192 | L.paracasei 5

LS 201 | L.salivarius 4

L.A210 | L.acidophilus 6

LM220| L.mesenteroides 9
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PA230 | P.acidilactici 11

L0120 | Tanimsiz O1

LO122 | Tanimsiz O15

+
N
N
N

L0124 | Tamimsiz O18 + + + + + -

+: Gelisme var; - Gelisme yok

Sanchez vd (2000) izole ettigi L.pentosus suslarimin % 4.0, 6.5 ve 8.0 NaCl
konsantrasyonlarinda tiimiiniin gelistigini gOstermistir. Bu literatiir verisi calisma

sonucu ile uyumludur.

Papamanoli vd (2003) tarafindan yapilan calismada kuru fermente sucuktan izole
edilen 24 adet L.curvatus’un %6.5 NaCl’de %100, %8.0 NaCl’de %71, %10.0 NaCl’de
%17 oraninda gelisme gosterdigi bildirilmistir. Kask vd (2003) Estonya yar1 sert
peynirlerinden izole ettikleri 2 adet L. curvatus’un yiiksek tuz konsantrasyonlarina
toleransli ve safra tuzlarina duyarl olduklarimi belirtmis ve %6.5 NaCl iceren ortamda
spesifik gelisme oranimin %55-59 arasinda oldugunu, ¢ogu toleransl tiiriiniin %9
NaCl’de varlik gosterebildigini bildirmistir. Calisma sonuglar1 literatiir verileriyle

oldukga benzerdir.

Calismada L.paracasei ssp. paracasei O54’tin tim NaCl konsantrasyonlarinda
gelisme gosterdigi tespit edilmistir. Kask vd (2003) izole edilen 6 adet L.paracasei
izolatinin %6.5 tuzlu ortamda %18-42 arasinda gelisebildigini aciklamistir. Calisma

sonuclari literatiir verileriyle benzesmektedir.

Garcia Fontan vd (2007) tarafindan L.mesenteroides subsp. mesenteroides’in 4

izolatinin %6.5 NaCl konsantrasyonunda tamaminin gelisme gosterdigi bildirilmistir.



Kelly vd (1998) minimal diizeydeki sebze ve meyvelerden izole edilen laktokoklarin
genel oOzellikleri iizerine arastirma yapmislar ve biitiin suslarin %4.0 NaCl’de
gelistiklerini ama %6.5 NaCl’de gelisemediklerini belirtmislerdir. Calisma sonuglart
literatiir verileriyle karsilastirildiginda Garcia Fontdn vd (2007) ile tamamen benzerdir.
Kelly vd (1998) tarafindan laktokoklar i¢in yapilmis olan ¢alisma sonuglar ise farklilik

gostermektedir.

Tanimsiz O1 izolatinin denenen tiim NaCl konsantrasyonlarinda negatif gelisme
gostermesi beklenilmeyen bir durumdur. Bu sonucun bu izolatin normal besiyerinde de
cok yavas gelismesinden kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. L.salivarius 4,
L.acidophilus 6 ve Tanimsiz O1 diginda tiim grup iiyeleri NaCl’e dayaniklilik agisindan

starter kiiltiir i¢in yeterli degerlere sahip bulunmaktadir.
3.2.5. Proteolitik aktivite

Kili¢ tarafindan bildirildigine gore proteolitik aktivite, mikroorganizmalarin
gelismesi icin gerekli aminoasitlerin protein ve peptidlerin parcalanmas: ile elde
edilmesinde anahtar rol oynamaktadir. Ayrica bu 6zellik siit¢iiliik starter kiiltiir 6zelligi
icerisinde de onemli bir faktordiir (Karasu 2006). Ozellikle 50 pg/ml tirozin iizerinde
proteolitik aktivite iceren suslar, olusturduklar1 yiiksek miktardaki protein kalintilar1 ve
aminoasitlar nedeniyle aci bir tadin gelismesine yol actigindan, fermente siit
endiistrisinde tercih edilmemektedir (Ozkalp 2006). Laktik asit bakterileri proteolitik
aktivite acisindan zayiftirlar (Kilig 2001). Izolatlarin proteolitik aktivite sonuglar1 Sekil
3.2’de verilen standart kurveye gore hesaplanmis ve Tablo 3.23, 3.24 ve 3.25 ve

3.26’da sunulmustur.
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Kiime 1: Proteolitik aktivite degerleri incelendiginde en diisiik degeri
P.pentosaceus 029 (0.0018 mg/ml), en yiiksek degeri Tanimsiz 028 (0.0524 mg/ml),
almigtir (Tablo 3.23).

Tablo 3.23. Kiime 1 izolatlarinin proteolitik aktivite degerleri

Izolat | izolatlar Proteolitik Aktivite
Kodu (mg/ml tirozin)
LO160 | P.pentosaceus 024 0.0321
LO161 | P.pentosaceus 025 0.0489
LO162 | P.pentosaceus O27 0.0319
LO163 | P.pentosaceus 029 0.0018
LO164 | P.pentosaceus 031 0.0227
LO165 | P.pentosaceus O57 0.0289
LO125 | Tammmsiz 028 0.0524

Kiime iiyelerinin proteolitik aktivite degerleri Ozkalp (2006) tarafindan belirtilen ve
starter kiiltiirde bulunmas: istenilen degerle uyum igerisinde olmasi nedeni ile izolatlar
starter kiiltiir 6zelligi acisindan uygundur. Simsek vd (2006) tarafindan Pediococcus sp.

E5’de belirlenen proteolitik aktiviteden (0.110 mg/ml) ise oldukca diisiiktiir.

Kiime 2: Proteolitik aktivite degerlerine bakildiginda en yiiksek L.plantarum O12
(0.0649 mg/ml), en diisiik L.plantarum O19 (0.0032 mg/ml) olarak saptanmistir (Tablo
3.24). Yiksekdag vd (2004) kefirden izole edilen laktik asit bakterilerinin proteolitik
aktivite sinir degerlerini 0.00-0.09 mg/ml tirozin olarak belirtmis, Badis vd (2004)
tarafindan yapilan calismada da L.plantarum i¢in 2.56 mg/l tirozin degeri bulunmustur.
Yaman vd (1998) tarafindan 0.14-0.34 mg/ml, Simsek vd (2006) tarafindan da
L.plantarum 431’in 0.03 mg/ml, L.plantarum C5’in 0.03 mg/ml tirozin degerine sahip
olduklar1 tespit edilmistir. Karasu (2006) tursu ve zeytinden izole ettigi
L.plantarum’larim  0.056-0.083 mg/ml arasinda proteolitik aktivite gosterdigini
saptamistir. Sdnchez vd (2005) keci peynirinden izole ettikleri 8 adet L.plantarum
izolatinin proteolitik aktivite degerlerinin L.curvatus, L.paracasei subsp. paracasei,
L.mesenteroides subsp. mesenteroides, L.brevis’e gore diisik oldugunu belirtmistir.
Pepe vd (2004) dogal olarak fermente edilmis eksi hamurdan izole ettikleri
L.plantarum’un 2 adet izolatinin kati besiyerinde belirledigi proteolitik aktivite
zonunun 0.48 ve 0.21 mm oldugunu diger izolatlarin ise zon vermedigini
belirtmislerdir. Gancel vd (1997) calismalarinda tuzlanmis ve dumanlanmis vakum-
paketli ringa balig1 (Clupea harengus) fletolarindan izole ettigi 77 adet Lactobacillus
izolatindan 72 adedinin ve L.plantarum ATCC 393, L.casei ATCC 393, L.acidophilus
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ATCC 4356 tip suslarinin proteolitik aktivite gosterdigini belirtmislerdir. Sonuglar
Yiiksekdag vd (2004), Simsek vd (2006) ile uyumlu, Badis vd (2004) tarafindan verilen
degerden yiiksek, Yaman vd (1998) tarafindan verilen deger araligindan kiiciiktiir.
Calismada bulunan en yiiksek deger Karasu (2006) tarafindan verilen deger
araligindayken; calismada bulunan en kiiciik deger ise belirtilen sinir degerden daha

kiigiiktiir.

Tablo 3.24 Kiime 2 izolatlarinin proteolitik aktivite degerleri

Izolat | izolat Ad Proteolitik Aktivite
Kodu (mg/ml tirozin)
L0140 | L.plantarum 012 0.0649
L0141 | L.plantarum 013 0.0585
LO142 | L.plantarum 014 0.0386
1L.O143 | L.plantarum O19 0.0032
L0144 | L.plantarum 020 0.0127
L0145 | L.plantarum 021 0.0219
L0147 | L.plantarum 023 0.0220
LO148 | L.plantarum 026 0.0609
LO149 | L.plantarum O30 0.0068
LO150 | L.plantarum O33 0.0611
LO151 | L.plantarum 041 0.0064
LO153 | L.plantarum O58 0.0128
LO155| L.plantarum 1 0.0335
LO156 | L.plantarum 022b 0.0420
LO157 | L.plantarum O44b 0.0383

Ozkalp (2006) tarafindan belirtilen ve starter kiiltirde bulunmasi istenilen
proteolitik aktivite degerleri dikkate alinarak degerlendirme yapildiginda; kiime iiyesi 4

adet izolatin yiiksek proteolitik aktivite degerine sahip oldugu goriilmektedir.

Kiime 3: Kiime iiyelerinden L. helveticus O16’min proteolitik aktivitesi 0.0432
mg/ml tirozin ve Tanimsiz O10’un protelitik aktivite degeri 0.0377 mg/ml, Tanimsiz

017 icin ise 0.0181 mg/ml bulunmustur (Tablo 3.25).

Tablo 3.25 Kiime 3 izolatlarinin proteolitik aktivite degerleri

izolat | izolatlar Proteolitik Aktivite
Kodu (mg/ml tirozin)
LO180 | L.helveticus O16 0.0432
L0121 | Tanimsiz O10 0.0377
L0123 | Tanimsiz O17 0.0181
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Hébert vd (2000) tarafindan dogal fermente olan Arjantin endiistriyel sert
peynirlerinden ve Italyan Grana peynirlerinden izole edilen 6 adet L. helveticus susunun
proteolitik aktivitesi incelenmis ve degerlerin 18-299 ug/ml glisin arasinda degistigi
bildirilmistir. Reinheimer vd (1996) calismasinda L.helveticusun 3 izolatindandan 1
adedinin diisiik proteolitik aktivitesi oldugunu belirtmistir. Calisma sonuglarini farklh
yontemler kullanilmig olmasi nedeniyle literatiir verileriyle karsilagtirmak miimkiin

degildir. Ancak starter kiiltiirde aranilan degerler acisindan uygun oldugu sdylenebilir.

Tek iiyeli kiimeler: Kiime iiyelerinin proteolitik aktiviteleri 0.0007-0.0796 mg/ml
tirozin arasinda bulunmustur (Tablo 3.26). Simsek (2003) L.lactis subsp. lactis’in
proteolitik aktivitesinin bulunmadigini, Ozkalp (2006) 51 adet L.lactis’in proteolitik
aktivitesinin <10-43.70 pg/ml tirozin oldugunu belirtmistir. Ayad vd (1999) tarafindan
yapilan caligsmada ticari starter kiiltiir olan 4 adet L.lactis izolati ile farkli kaynaklardan
izole edilen 13 L.lactis izolatindan 9 tanesinin proteolitik aktiviteye sahip oldugu, 8
adet izolatin da proteolitik aktivite gostermedigi belirtilmistir. Calisma sonug¢larindan
L.lactis ssp. lactis O3 ve L.lactis 7 i¢in bulunan sonuglar Simsek (2003) tarafindan
bildirilenle farklilk gosterirken, Ozkalp (2006) tarafindan bildirilenle uyum

gostermektedir.

Tablo 3.26 Tek iiyeli kiimelerin proteolitik aktivite degerleri

izolat | izolatlar Proteolitik Aktivite
Kodu (mg/ml tirozin)
LO100 | L.lactis ssp. lactis O3 0.0159
LO102 | L.lactis 7 0.0279
LO110 | L.pentosus O8a 0.0092
LO130 | L.brevis O11 0.0762
LB131 | L.brevis 2 0.0449
PP167 | P.pentosaceus 10 0.0134
LO170 | L.curvatus 032 0.0426
LC171 | L.curvatus 3 0.0068
LO190 | L.paracasei ssp. paracasei 054 0.0485
LR192 | L.paracasei5 0.0410
LS201 | L.salivarius 4 0.0495
LA210 | L.acidophilus 6 0.0347
LM220| L.mesenteroides 9 0.0626
PA230 | P.acidilactici 11 0.0796
L0120 | Tanimsiz O1 0.0563
L0122 | Tammmsiz O15 0.0007
L0124 | Tamimsiz O18 0.0174
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Calismada L.brevis izolatlan icin elde edilen proteolitik aktivite degerleri, Simsek
(2003) tarafindan L.brevis ssp. lindneri 2103 icin bildirilen 0.060 mg/ml tirozin degeri
ile uyum gostermektedir. Sdnchez vd (2005) izole ettigi 2 adet L.brevis’in L.plantarum
ve L.mesenteroides’e gore proteolitik aktivitesinin daha yiiksek oldugunu bildirmistir.
Bu calismada da benzer sekilde L.brevis izolatlarinin proteolitik aktivite degerleri

L.plantarum izolatlarindan daha yiiksek bulunmustur.

Sanchez vd (2005) L.paracasei subsp. paracasei izolatlarinin proteolitik
aktivitesinin L.plantarum, L.mesenteroides ve genellikle L.brevis’e gore yiiksek
oldugunu tespit etmistir. Bu veriler c¢alisma sonucglar1t ile tam bir uyum

gostermemektedir.

Simsek vd (2006) 4 adet L.acidophilus izolatim1 incelemis ve proteolitik aktivite
degerinin L.acidophilus 274 ve 134 icin 0.030 mg/ml, L.acidophilus 15 i¢in 0.00
mg/ml, L.acidophilus 473 icin de 0.040 mg/ml tirozin oldugunu tespit etmistir. Bu

literatiir verileri L.acidophilus 15 hari¢ ¢alisma ile tam bir uyum igerisindedir.

Simsek vd (2006) Lactobacillus sp. B2, B3, 261, K4, 3124, 482 ve 483’iin
proteolitik aktivite degerlerinin sirasiyla 0.125, 0.100, 0.000, 0.040, 0.030, 0.055, 0.050
mg/ml arasinda degistigini belirtmistir. Lactobacillus sp. 261, K4, 3124, 482 ve 483
calismada tanimsiz olarak bildirilen kiime iiyeleri ile uyum gosterirken, Lactobacillus

sp. B2 ve B3’iin degeri cok yiiksektir.
3.2.6. Toplam asit iiretme yetenegi

Gida endiistrisinde asidik fermente gidalarin iiretimi, muhafaza siiresi ve kalitesini
belirleyen en 6nemli Ozellikleri pH degeri ve % asit oramidir. Ortamin pH degeri
distiikce ve % asitlik degeri arttik¢a genel olarak muhafaza siiresi ve kalitesi o kadar
artmaktadir. Bu nedenle starter kiiltiir ve/veya probiyotik kiiltiir olarak kullanilacak
mikroorganizmalarin aside dayanikli olmalar1 yaninda hizli ve yiiksek oranda asit
tiretmeleri de aranmilan Onemli kriterlerdendir. Bundan hareketle calismada tiim
izolatlarin pH degeri ve % asit oranlan belirlenmis ve niimerik taksonomide belirlenen

kiimelere gore tartisilmistir.

Kiime 1: Kiime iiyelerinin Tablo 3.27°de verilen toplam asit iiretim miktarlar 7.
giinde en diisiik P.pentosaceus O57 (%1.58), en yiikksek Tanimsiz O28 (%2.07) dir.

Tiim izolatlarin ortalamasi ise %1.73 olarak bulunmustur. 7. giinde en diisiik ve en
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yikksek pH degerleri ise Tamimsiz 028 (3.75 pH) ve P.pentosaceus O57 (4.01pH)

izolatlarinda saptanmistir. Kiime iiyelerinin ortalamasi ise 3.94 pH’dur.

Calismada en diisiik pH degerine ve en yiiksek asitlik degerine 7. giin sonunda
ulasilmistir. Inkiibasyonun 3. giiniinde toplam asitlikte meydana gelen kiiciik diisiislerin
Olen hiicrelerin otolizi sonucu ortama verilen maddeler ve bazi metabolitlerden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

Tablo 3.27 Kiime 1 izolatlarinin pH degerleri ve toplam asit iiretim miktarlar

izolat | izolatlar 1.giin 2.giin 3.giin 7.giin
Kodu pH |% Asitf pH |% Asif pH |% Asiff pH | % Asitf
[LO160 [P.pentosaceus 024| 4.36 | 0.98 | 4.16 | 1.30 | 3.98 [ 1.36 | 3.93 | 1.71
ILO161 [P.pentosaceus 025| 437 | 1.09 | 427 | 123 | 407 | 127 [ 3.99 | 1.60
[LO162 [P.pentosaceus 027| 432 | 1.12 | 422 | 125 [ 402 | 1.23 | 3.95 | 1.69
[LO163 |P.pentosaceus 029| 4.41 | 1.06 | 424 | 1.28 | 404 | 1.24 | 3.95 | 1.80
L0164 |P.pentosaceus 031| 4.35 | 1.14 | 391 | 1.27 | 403 | 1.17 | 3.98 | 1.67
[LO165 [P.pentosaceus 057| 441 | 1.09 | 392 | 127 | 411 | 1.31 | 401 | 1.58
(L0125 [Tammsiz 028 385 1 179 | 374 | 2.08 | 3.64 | 1.98 | 3.75 | 2.07
[ Ortalama 430 | 1.18 | 407 [ 1.38 [ 3.98 | 1.37 | 3.94 | 1.73

Tolonen vd (2004) tarafindan P.pentosaceus’larla ¢alisilmis ve pH degeri 2. giin
4.27 pH, 7. giin 4.13 pH, % asitligi 2. giin %0.44, 7. giin %0.6 olarak bulunmustur.
Calisma sonuglart ile karsilastirildiginda Tolonen vd (2004) tarafindan Pediokoklar i¢in
belirtilen % asitlik degerleri ¢ok diisiik kalmaktadir. Yine calismada belirlenen pH
degerleri de Tolonen vd (2004) tarafindan bildirilenden biraz daha diisiiktiir. Kiime
tiyelerinin ulastiklart son pH degerleri ile % asit iiretim miktarlart ve hizlar starter

kiiltiir olarak kullanimi acisindan yeterli goriilmektedir.

Kiime 2: Kiime iiyesi L.plantarum izolatlarinin toplam asit iiretim miktarlar1 ve pH

degerleri Tablo 3.28°de verilmistir.

Bu sonuglara gore toplam asit iiretim miktar1 7. giinde en diisiik L.plantarum O22b
(%1.79) en yiiksek L.plantarum 030 (%?2.12) izolatinda belirlenmistir. Aym giin i¢in
pH degerleri incelendiginde, en diisitk pH degeri beklenildigi gibi en fazla asit iireten
L.plantarum O30 (3.70 pH) izolatinin; en yiiksek pH degeri ise (3.88 pH) L.plantarum
044b izolatinindir. Bunu 3.86 pH ile en az asit iireten L.plantarum O22b izlemistir. 7.
giinde ortalama asit iiretim miktar1 ve pH degeri sirastyla %1.95 ve 3.80 pH’dir. Bu
verilere gore L.plantarum’lan igeren Kiime 2 iiyelerinin Kiime 1 iiyelerinden daha

yiiksek oranda asit iirettikleri soylenebilmektedir.



Tablo 3.28 Kiime 2 izolatlarinin pH degerleri ve toplam asit iiretim miktarlar

izolat |izolatlar 1.Giin 2.Giin 3.Giin 7.giin
Kodu pH |%asit| pH | %asit|] pH |%asit|] pH |%asit

L0140 |L.plantarum O12 | 392 | 1.71 | 3.56 | 143 | 3.72 | 1.75 | 3.78 | 1.96
L0141 |L.plantarum O13 | 345 | 1.72 | 3.52 | 1.89 | 3.66 | 1.82 | 3.81 | 1.95
L0142 |L.plantarum O14 | 3.55 | 1.57 | 3.53 | 1.96 | 3.67 | 1.98 | 3.80 | 1.98
L0143 |L.plantarum O19 | 400 | 1.24 | 386 | 1.74 | 3.72 | 1.73 | 3.82 | 1.83
LO144 |L.plantarum Q20 | 394 | 1.57 | 3.85 | 1.82 | 3.74 | 1.72 | 3.86 | 1.84
L0145 |L.plantarum 021 | 3.80 | 1.50 | 3.78 | 1.79 | 3.71 | 1.75 | 3.82 | 1.86
L0147 |L.plantarum 023 | 4.02 | 1.39 | 3.83 | 1.80 | 3.71 | 1.73 | 3.81 | 1.89
L0148 |L.plantarum 026 | 3.88 | 1.69 | 3.75 | 1.82 | 3.67 | 1.74 | 3.77 | 1.97
L0149 |L.plantarum O30 | 3.87 | 1.80 | 3.74 | 2.06 | 3.64 | 1.96 | 3.70 | 2.12
LO150 |L.plantarum O33 | 3.85 | 1.81 | 3.50 [ 1.93 | 3.63 | 1.86 | 3.78 | 2.03
LO151 |L.plantarum O41 | 3.81 | 1.90 | 345 | 2.04 | 3.60 | 1.92 | 3.75 | 2.11
LO153 |L.plantarum O58 | 3.89 | 1.80 | 3.53 [ 2.02 | 3.64 | 1.97 | 3.79 | 2.04
LO155 |L.plantarum 1 37111421376 | 1.83 | 3.73 | 1.67 | 3.76 | 1.96
LO156 |L.plantarum Q22b| 3.72 |1 2.04 | 372 | 1.72 | 3.81 | 1.71 | 3.86 | L.79
LO157 |L.plantarum O44b| 3.76 | 1.74 | 3.64 | 1.44 | 3.76 | 1.90 | 3.88 | 1.95
Ortalama 3811 1.66 | 3.67 | 1.82 | 3.69 | 1.81 | 3.80 | 1.95

Simsek vd (2006) tarafindan eksi hamurdan izole edilen 3 L.plantarum izolatinin 1.
giin sonunda %0.80, 1.00 ve 1.27; 7. giin sonunda %1.58, 1.77 ve 1.82 oraninda asit
trettigi belirtilmistir. Yaman vd (1998) tarafindan sucuktan izole edilen 3 adet L.
plantarum izolatinin da 1.glinde %0.65, 1.02 ve 1.27; 7. giin sonunda %0.81, 1.44 ve
1.48 asit trettigi tespit edilmistir. Tolonen vd (2004) tarafindan yapilan calismada
lahana salamurasinda L.plantarum‘un pH degerinin 1.giin 5.32 pH, 2.giin 4.33 pH’ya
diistiigii, % asitligin de 1.giin %0.5, 2. giin %0.8 oldugu bildirilmistir. Yoon vd (2006)
L.plantarum’un lahana suyu laktik fermantasyonundaki pH degerleri ve % asitligin
baslangigta 5.8 pH ve %0.12 asitlik iken, 1.giin 4.8 pH ve %0.23 asitlik, 2.giin 3.6 pH
ve %0.76 asitlik, 4. giin de 3.6 pH ve %0.97 asitlik oldugunu belirtmislerdir. Sdnchez
vd (2005) Ispanya keci peynirinden izole edilen L.plantarum’un asit iiretim
kabiliyetinin 24 saat inkiibasyon sonunda pH degerinin 0.18-0.87 arasinda degistigini
bildirmisglerdir. Calisma sonuglan literatiir verileriyle karsilastirildiginda hem 1. giin
ulagilan hem de 7. giin ulasilan pH degerleri Yaman vd (1998), Tolonen vd (2004) ve
Simsek vd (2006) ile karsilastinldiginda daha diisiik, % asitlik degerleri ise daha
yiiksektir. Yoon vd (2006) tarafindan bulunan % asitlik degerlerinden de yiiksek
olmakla birlikte pH degerleri arasinda tam bir uyum vardir. Calismada, pH degerinin
giderek diismesi ve % asitlik degerinin artmasi tiim literatiir verileri ile benzer ve

beklenildigi gibidir.
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Kiime iiyelerinin 1. ve 7. giin ulastiklar1 pH degeri ile % asit iiretim miktar1 ve hiz1

starter kiiltiir agisindan yeterlidir.

Kiime 3: Kiime iiyelerinden 1.giin asitligi en yiiksek olan %1.08 ile Tanimsiz O10,

pH degeri de en diisik olan 3.94 pH ile L.helveticus O16’dir. 7. giin degerleri

incelendiginde en yiiksek asitlik degeri %2.00 ile ve en diisiik pH degeri 3.70 pH ile
Tanmimsiz O10 izolatinindir. 7. giin ortalama pH 3.84, asitlik ise %1.62’dir (Tablo 3.29).

Kiime iiyelerinin pH degeri ile % asit iiretim miktar1 agisindan yapilan tek yonlii

degerlendirmede ulastiklar1 son pH ve % asit degerleri ile asit iiretim hizlarinin starter

kiiltiir agisindan yeterli oldugu sdylenebilmektedir.

Tablo 3.29 Kiime 3 izolatlarinin pH degerleri ve toplam asit iiretim miktarlar

izolat |izolatlar 1.giin 2.giin 3.giin 7.giin
Kodu pH | %asit| pH | %asit| pH Yoasit | pH | %asit
LO180 |L.helveticus O16 | 3.94 | 1.01 | 3.45 | 146 | 3.60 1.30 374 | 144
LO121 |Tammsiz 010 4.16 | 1.08 | 420 | 1.15 | 4.00 1.32 3.70 | 2.00
L0123 |Tammsiz O17 433 | 097 | 416 | 1.35 | 4.12 1.30 4.07 | 1.41
Ortalama 414 | 1.02 | 3.94 | 1.32 | 3.91 1.31 3.84 | 1.62

Tek iiyeli kiimeler: Kiime tek iiyeli kiimelerin pH degerleri ve asit iiretim

miktarlar1 Tablo 3.30’da verilmistir.

Tablo 3.30 Tek iiyeli kiimelerin pH degerleri ve toplam asit iiretim miktarlari

Izolat | izolatlar 1.Giin 2.Giin 3.Giin 7.Giin
Kodu pH [% Asit] pH ]| % Asit] pH | % Asit] pH |% Asit
L0100 | L.lactis ssp.lactis O3 4491 083 | 439 ] 095 |423] 097 |3.30] 1.21
L0102 |L.lactis 7 4391 1.01 | 410] 1.19 | 410)| 1.19 |4.17] 1.37
L0110 | L.pentosus O8a 360 1.85 | 3.85 | 1.85 | 370 | 1.81 |3.87] 1.93
L0130 | L.brevis O11 4941 0.65 | 445 ] 096 | 425| 1.04 |441]| 1.07
LB131 |L.brevis 2 4.65| 1.30 | 4.21 1.24 1434 1.02 |4.27] 1.40
PP167 |P.pentosaceus 10 3.82| 1.65 | 376 | 1.65 | 3.61 | 1.89 |3.71| 247
L0170 | L.curvatus 032 3871 1.80 | 3.38 | 2.09 |3.70| 198 [3.69]| 2.12
LC171 | L.curvatus 3 3911 193 | 391 | 1.52 | 397 1.37 |3.95] 1.73
L0190 | L.paracasei ssp.paracaseiO54 | 3.94| 1.69 | 3.45 ]| 2.07 | 3.60 | 2.07 |3.74] 2.11
LR192 | L.paracasei 5 381 1.30 | 3.67 | 2.03 |3.63]| 1.67 |3.68] 2.05
LS201 |L.salivarius 4 391 1.33 | 3.72 | 195 | 370 1.66 |3.73] 2.13
L.A210 | L.acidophilus 6 5531 0.55 | 524 | 061 |455]) 097 |3.70] 1.56
LM220 | L.mesenteroides 9 4.06| 1.19 | 404 | 1.36 | 395]| 0.97 |4.07] 1.25
PA230 | P.acidilactici 11 400 1.45 | 3.68 | 1.68 | 3.68 | 1.66 |3.65| 1.74
L0120 | Tammsiz O1 466 095 | 3.68 | 1.82 - - 3.70] 2.19
LO122 | Tamimsiz 015 394 1.17 | 3.89 | 1.41 | 420 1.29 |4.17] 1.28
L0124 | Tamimsiz O18 4541 094 | 414 ]| 1.02 | 433] 1.05 |4.05] 1.50
Ortalama 424 1.27 | 397 | 149 | 397 ] 141 ]3.87] 1.71

-: Gelisme yok
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L.lactis ssp. lactis O3’iin pH ve % asitligi 1.giin 4.49 pH ve %0.83 asitlik iken, 7.
giin 3.30 pH ve %1.21 asitlige ulagmistir. L.lactis 7°de ise pH ve % asitlik degerleri 1.
giin 4.39 pH ve %1.01 asitlikten, 7.glinde 4.17 pH ve %1.37 asitlik degerine ulagmustir.
Tolonen vd (2004) tarafindan yapilan calismada L./actis N8 susunun pH ve % asitlik
degerinin 1.giin 5.4 pH ve %0.1 asitlik, 7.glin ise 4.93 pH ve %0.4 asitlik oldugu
belirtilmistir. Yine L.lactis C67 susunun da pH ve % asitliginin 1. giin 5.08 pH ve %0.1
asitlik, 7.giin 4.43 pH ve %0.5 asitlik oldugu tespit edilmistir. Sdnchez vd (2005)
tarafindan Ispanya keci peynirinden izole edilen L.lactis subsp. lactis’in 24 saat
inkiibasyondan sonra pH degisiminin 1.40 oldugu tespit edilmistir. Bu calisma ile
karsilastirildiginda Tolonen vd (2004) tarafindan bulunan % asitlik degerleri calismada
bulunan degerlerden daha diisiik, pH degerleri ise daha yiiksektir.

L. pentosus O8a izolatinda pH degeri 1.giin 3.60 pH, 7.giin 3.87 pH olarak, %
asitlik degeri 1.glin %1.85, 7.giin %1.93 olarak saptanmustir. Sdnchez vd (2005)
yaptiklar1 calismada L.pentosus izolatimin 24 saat sonunda pH degerini 0.37 pH

diislirdiigiinii belirtmislerdir.

L.brevis O11, 1.giin pH 4.94, 7.giin 4.41 pH; % asitlik 1.giin %0.65, 7.giin %1.07,
L.brevis 2, 1.giin 4.65 pH, 7.giin 4.27 pH; % asitlik 1.giin %1.30, 7.giin %]1.40’diir.
Sanchez vd (2005) tarafindan izole edilen 2 adet L.brevis’in 24 saatlik inkiibasyon
sonunda ortam pH degerini birinci izolatin 0.61 diger izolatin 0.59 pH degistirdigi
tespit edilmistir. Mumcu (1997) izole ettigi 2 adet L. brevis izolatimin 1.giin %0.220 ve
%1.040 toplam asit iirettigini bildirmistir. Simsek (2003) L.brevis ssp. lindneri 2103’iin
%0.210 laktik asit iirettigini belirtmistir. Damiani vd (1996) tarafindan L.brevis ssp.
lindneri izolatlarimin % laktik asit tiretiminin %0.288-0.379 arasinda oldugu ifade
edilmistir. Calisma sonuglart incelendiginde 1. giin % asitlik degerlerinin Mumcu
(1997), Simsek (2003) ve Damiani vd (1996) literatiir verilerinden yiiksek oldugu

goriilmektedir.

Calismada L.curvatus 032, 1.giin 3.87 pH ve %1.80 asitlik, 7.giin 3.69 pH ve
%2.12 asitlik degerine ulasmistir. L.curvatus 3 ise, 1.giin 3.91 pH ve %1.93 asitlik,
7.giin 3.95 pH ve %1.73 asitlik degerine ulasmistir. Sanchez vd (2005) tarafindan
L.curvatus’un 8 izolat1 ile calisilmis ve, 24 saat inkiibasyon sonunda ortamda 0.16-2.15

pH arasinda degisim meydana geldigi bildirilmistir.
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L.paracasei ssp. paracasei 054, 1. giin 3.94 pH ve %1.69 asitlik, 7. giin 3.74 pH ve
%2.11 asitlik; L.paracasei 5, 1. giin 3.81 pH ve %1.30 asitlik, 7. giin 3.68 pH ve %2.05
asitlik degerine ulagsmistir. Yoon vd (2006) tarafindan yapilan ¢alismada L.casei’nin
isleviyle gerceklesen lahana suyunun laktik fermantasyonunda pH’ nin baglangigta 5.0
pH iken, 1.giin 3.7 pH, 2.giin 3.4 pH, 4. giin 3.4 pH’ya diistiigii ve baslangicta %0.11
olan laktik asitin de 1. giin %0.38, 2.giin %0.6, 4. giin %0.74 degerine diistiigli tespit
edilmistir. Sanchez vd (2005) tarafindan L.paracasei subsp. paracasei izolatlarinin 24
saat sonunda pH degerinde 0.12-2.15 pH arasinda degisim meydana geldigi
saptanmistir. Calismada bulunan pH degerleri Yoon vd (2006) tarafindan bulunan pH

degeri ile benzer, % asitlik degeri ise belirtilen degerlerden daha yiiksektir.

P.pentosaceus 10, 1. giin 3.82 pH ve %1.65 asitlik, 7. giin 3.71 pH ve %2.47 asitlik;
L.salivarius 4, 1. giin 3.91 pH ve %1.33 asitlik, 7. giin 3.73 pH ve %2.13 asitlik

meydana getirmistir.

L.acidophilus 6, 1.giin 5.53 pH ve %0.55 asitlik, 7. giin 3.70 pH ve %1.56 asitlik
degerine ulagmistir. Simgek (2003) tarafindan L.acidophilus 274, 134, 15 ve 473
izolatlarinin sirasiyla 7.giin %1.70, % 1.83, % 1.76 ve %1.72 laktik asit {irettigi, 7
giinlik fermantasyon sonunda L.acidophilus 274’tin en disik (%1.70 asit),
L.acidophilus 134’{in ise en yiiksek (%1.83 asit) asit iiretmis oldugu ve ayrica en diisiik
pH’nin L.acidophilus 473 (3.69 pH), en yiiksek pH’nin da L.acidophilus 274 (3.76 pH)
izolat1 tarafindan olusturuldugu tespit edilmistir. Kili¢, L.acidophilus’larin asitli ortama
dayanikli olduklarimi ve %0.3 ile %1.0’a kadar asit iiretebileceklerini belirtmistir
(Simsek 2003). Calisma sonucu elde edilen % asitlik degeri 7.giin Simsek (2003)

tarafindan belirtilenlerden daha diisiik, pH degeri ise olduk¢a benzerdir.

L.mesenteroides 9, 1. giin 4.06 pH ve %1.19 asitlik, 7. giin 4.07 pH ve %1.25 asitlik
degerine ulagsmistir. Tolonen vd (2004) yaptiklar1 calismada L.mesenteroides’in pH
degerlerini 1.giin 4.01 pH, 2. giin 3.85 pH, 3.giin 3.81 pH ve % asitlik degerlerini 1.
giin %0.7, 2. giin %1.0, 3. giin %1.1 bulmuslardir. Sanchez vd (2005) calismalarinda
izole edilen L.mesenteroides subsp. mesenteroides’in 24 saat sonunda ortamin pH
degerini 0.27 pH degistirdigini tespit etmislerdir Calismada L.mesenteroides icin
bulunan sonuglar Tolonen vd (2004) ile karsilastirildiginda calismada bulunan degerler

hem pH, hem de % asitlik acisindan daha yiiksektir.
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P.acidilactici 11, 1. giin 4.00 pH ve %1.45 asitlik, 7. giin 3.65 pH ve %1.74 asitlik
degerine; Tanimsiz O1, 1.giin 4.66 pH ve %0.95 asitlik, 7.giin 3.70 pH ve %2.19 asitlik
degerine; Tanimsiz O15, 1. giin 3.94 pH ve %1.17 asitlik, 7. giin 4.17 pH ve %1.28
asitlik degerine; Tanimsiz O18, 1 .gilin 4.54 pH ve % 0.94 asitlik, 7.giin 4.05 pH ve %
1.50 asitlik degerine ulasmistir. Simsek (2003) yaptig1 calismada Pediococcus sp. ES
icin laktik asit iiretiminin %0.290 oldugunu, Lactobacillus sp. B2, B3, 261, K4, 3124,
482 ve 483 izolatlarinin da laktik asit iiretiminin %0.450-0.630 arasinda oldugunu

belirtmistir.
3.2.7. p-Galaktosidaz testi

B-Galaktosidaz intraselliilar bir enzimdir ve bakteri hiicrelerinin ince bagirsaktan
gecerken hiicrenin otolize ugrayarak hiicre duvarinin parcalanmasi sonucu aciga
cikmaktadir (Cebeci ve Giirakan 2003). Laktozun sindiriminde gorev almasi nedeni ile
ozellikle laktoz intoleranshlar i¢in olmak {izere metabolik ©6nem tagimakta ve
probiyotik bakterilerin se¢iminde bir kriter olarak ele alinmaktadir. Bu arastirmada da
sucuk, peynir, tursu, eksi hamurdan elde edilen izolatlarin probiyotik degerinin ortaya
koyulmasi i¢in gerceklestirilen B-Galaktosidaz aktivitesi testi gergeklestirilmis ve elde

edilen sonuclar niimerik taksonomide elde edilen kiimelere gore tartigilmistir.

Kiime 1: Kiime iiyesi izolatlarinin tamami B-Galaktosidaz aktivitesine sahip
bulunmaktadir (Tablo 3.31). Bu durum kiime {iyelerinin probiyotik degerini

artirmaktadir.

Tablo 3.31 Kiime 1 izolatlarinin B-Galaktosidaz aktivitesi sonuglari

Izolat | izolatlar B-Galaktosidaz
Kodu
LO160 | P.pentosaceus 024
LO161 | P.pentosaceus 025
LO162 | P.pentosaceusO27
LO163 | P.pentosaceus029

LO164 | P.pentosaceusO31

LO165 | P.pentosaceus O57
LO125 | Tammsi1zO28

+: Gelisme var

+ [+ |+ |+ |+ |+ ]+

Kiime 2: Kiime 2 iiyelerinin B-Galaktosidaz aktivite test sonuglar1 Tablo 3.32’de

verilmistir. Kiime tiyelerinden L.plantarum 019, 020 ve O21, B-Galaktosidaz aktivitesi



gostermezken, diger izolatlarin B-Galaktosidaz aktivitesi gosterdigi (%80 pozitif)

belirlenmistir.

Tablo 3.32 Kiime 2 izolatlarinin $-Galaktosidaz aktivitesi sonuglari

izolat | izolatlar p-Galaktosidaz
Kodu

LO140 | L.plantarum 012 +
LO141 | L.plantarum O13 +
LO142 | L.plantarum 014 +
LO143 | L.plantarum 019 -
LO144 | L.plantarum 020 -
LO145 | L.plantarum 021 -
LO147 | L.plantarum 023 +
LO148 | L.plantarum 026 +
LO149 | L.plantarum O30 +
LO150 | L.plantarum 033 +
LO151 | L.plantarum 041 +
LO153 | L.plantarum OS58 +
LO155 | L.plantarum 1 +
LO156 | L.plantarum O22b +
LO157 | L.plantarum O44b +

+:Geligme var; -:Gelisme yok

Randazzo vd (2004) ve Papamanoli vd (2003) L.plantarum izolatlarimin -
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Galaktosidaz aktivitesini pozitif (+) olarak tespit etmislerdir. Karasu (2006) ise

calismasinda B-Galaktosidaz aktivitesini 16 izolatin 10 adedinde (%62.5) pozitif olarak

tespit etmistir. Calismada elde edilen pozitif izolat oram1 Karasu (2006) sonucundan

daha yiiksek, Randazzo vd (2004) ve Papamanoli vd (2003) calismalariyla da benzer

ozellik gostermektedir

Kiime 3: Kiime 3 iiyelerinin tamami [(-Galaktosidaz aktivitesi gostermistir

(Tablo3.33).

Tablo 3.33 Kiime3 izolatlarinin -Galaktosidaz aktivitesi sonuglari

izolat | izolatlar p-Galaktosidaz
Kodu

LO180 | L.helveticus 016 +

L0121 | Tammsiz O10 +

L0123 | Tammmsiz O17 +

+:Gelisme var

Hébert vd (2000) tarafindan dogal fermente olan Arjantin endiistriyel sert

peynirlerinden ve italyan Grana peynirlerinden izole edilen 6 adet L. helveticus susunun
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B-Galaktosidaz aktivitesi incelenmis ve degerlerin 5.7-7.1 umol/min-mg arasinda
degistigi bildirilmistir. Bu literatiir verisi tamaminin pozitif olmasi1 nedeni ile caligma

sonucu ile uyum gostermektedir.

Tek iiyeli kiimeler: Calismada L.lactis ssp.lactis O3, L.lactis 7, L.pentosus O8a,
L.curvatus 032, L.paracasei ssp.paracasei 054, L.salivarius 4, Tanmimsiz O1’in B-
Galaktosidaz aktivitesi pozitif, diger izolatlarin f-Galaktosidaz aktivitesi ise negatif

olarak saptanmistir (Tablo 3.34).

Tablo 3.34 Tek iiyeli kiimelerin B-Galaktosidaz aktivitesi sonuglar

izolat izolatlar B-Galaktosidaz
Kodu

LO100 L.lactis ssp.lactis O3 +
LO102 L.lactis 7 +
LO110 L.pentosus O8a +
LO130 L.brevis O11 -
LB131 L.brevis 2 -
PP167 P.pentosaceus 10 -
LO170 L.curvatus 032 +
LC171 L.curvatus 3 -
LO190 L.paracasei ssp.paracasei 054 +
LR192 L.paracasei 5 -
LS201 L.salivarius 4 +
LA210 L.acidophilus 6 -
L.M220 L.mesenteroides 9 -
PA230 P.acidilactici 11 -
LO120 Tammsiz O1 +
LO122 Tammsiz 015 -
LO124 Tammsiz O18 -

+:Geligme var; -:Gelisme yok

Papamanoli vd (2003) izole ettikleri 24 adet L.curvatus izolatlarinin %80 inin [3-
Galaktosidaz aktivitesinin oldugunu belirtmislerdir. Bu durumda L.curvatus O32 ile

literatiir verisi uyumlu, L.curvatus 3 ise uyum gostermemektedir.
3.2.8. Hidrofobisite

Mikroorganizmalarin  intestinal ~ epitel  hiicrelere  tutunabilmesi  diger
mikroorganizmalarla yarigmada avantaj saglayabilmesi dolayisiyla bakterinin insan
gastrointestinal sisteminde varligim1 devam ettirebilmesi agisindan ¢ok Onemlidir.
Mikroorganizmalarin intestinal epitel hiicrelerle yapismasini agiklayan birkac
mekanizma vardir. Mikroorganizmalarin en distaki yiizeyinin hidrofobik dogasi o

bakterinin konakg¢iya tutunmasi ile ilgilidir. Mikroorganizmalarin epitel hiicrelere
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adezyonunu degerlendirmede bir ara¢ olan n-hekzadekana mikrobiyal adezyon gecerli
bir kalitatif fenomonelojik yaklagimdir (Vindorela ve Reinheimer 2003). Bu nedenle
probiyotik dzelliklerin belirlenmesi i¢in en 6nde gelen testlerden biri olan hidrofobisite
testi izolatlara uygulanmis ve elde edilen sonuglar taksonomik olarak elde edilmis

kiimelere gore tartisilmistir.

Kiime 1: Kiime 1 izolatlarinin % hidrofobisite degerleri Tablo 3.35’de verilmistir.
Hidrofobisite degerleri %0.00 ile %13.93 arasinda degismektedir. En yiiksek
hidrofobisite degeri P.pentosaceus OS57’nindir (%13.93). Bu izolatlann sirasiyla
P.pentosaceus O31 (%4.62) ile Tamimsiz 028 (%3.53) takip etmektedir.

Tablo 3.35 Kiime 1 izolatlarinin % hidrofobisite degerleri

izolat | izolatlar % Hidrofobisite
Kodu

LO160 | P.pentosaceus 024 2.64
LO161 | P.pentosaceus 025 0.31
LO162 | P.pentosaceus Q027 0.00
L.O163 | P.pentosaceus 029 0.34
L.O164 | P.pentosaceus O31 4.62
LO165 | P.pentosaceus O57 13.93
LO125 | Tanmimsiz 028 3.53

Kiime iiyeleri icerisinde hidrofobisite degerine gore probiyotik olarak en avantajl

izolat P.pentosaceus OS7 dir.

Kiime 2: Kiime 2 Izolatlarmin Tablo 3.36’da verilen % hidrofobisite degerleri
incelendiginde L.plantarum 021 ve 0O22b izolatinin digerlerinden ¢ok yiiksek
hidrofobisite degerine (sirasiyla %50.82 ve %45.56) sahip oldugu goriilmektedir. Bu
degerlere gore probiyotik olarak bu iki izolatin iizerinde ©Onemle durulmasi

gerekmektedir.

Savage tarafindan yapilan calismada, insan, dana, sican ve domuz sindirim
sisteminden elde edilen laktik asit bakterilerinin hidrofobisite degerleri ortalama olarak;
insan kaynakli L. acidophilus izolat1 i¢in %35, dana kaynakli L.reuteri icin %44 fare
kaynakli L. fermentum igin %57.6, sican kaynakli L. murinis icin %81 ve domuz
kaynakli L. acidophilus ve L. fermentum igin ise %17 olarak saptanmistir (Karasu
2006). Ouwehand vd (1999) tarafindan da ince bagirsaktan izole edilen Lactobacillus

izolatlarinin yiiksek hidrofobisite degerlerine sahip oldugu bildirilmistir. Calismada
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bulunan hidrofobisite degerleri (%0.67-50.82) Savage tarafindan L.murinis i¢in verilen

deger disindaki verilerle uyumludur.

Tablo 3.36 Kiime 2 izolatlarinin % hidrofobisite degerleri

izolat | Izolatlar % Hidrofobisite
Kodu

LO140 | L.plantarum Q12 3.08
L0141 | L.plantarum O13 5.28
L0142 | L.plantarum 014 7.17
L0143 | L.plantarum O19 1.34
LO144 | L.plantarum 020 5.55
LO145 | L.plantarum 021 50.82
L0147 | L.plantarum 023 16.29
L0148 | L.plantarum 026 16.68
LO149 | L.plantarum O30 0.67
LO150 | L.plantarum O33 0.90
LO151 | L.plantarum O41 2.68
LO153 | L.plantarum O58 2.72
LO155 | L.plantarum 1 0.75
LO156 | L.plantarum O22b 45.56
LO157 | L.plantarum O44b 4.60

Kiime 3: Kiime iiyesi izolatlarin % hidrofobisite degerleri Tablo 3.37°de
gosterilmistir.
hidrofobisite degerindeyken, bu izolat1 %4.31 degeriyle L.helveticus O16 izlemektedir.

Tanmimsiz O10’un ise % hidrofobisite degeri 3.83’tiir. Bu rakamlar {iyelerin intestinal

Kiime iiyelerinden Tanmimsiz O17 %6.16 degeriyle en yiiksek

epitel hiicrelere tutunabilecegini gostermektedir.

Tablo 3.37 Kiime 3 izolatlarinin % hidrofobisite degerleri

izolat Izolatlar % Hidrofobisite
Kodu

LO180 | L.helveticus O16 4.31
LO121 | TammsizO10 3.83
L0123 | TammsizO17 6.16

Tek iiyeli kiimeler: Tek iiyeli kiimelerin % hidrofobisite degerleri Tablo 3.38’de
verildigi gibi %0.16-23.99 arasinda degismektedir. Vindorela ve Reinheimer (2003)
tarafindan yapilan calismada izole edilen probiyotik izolatlarin hidrofobisite degerleri
%38.1 ve %68.7 arasinda tespit edilmistir. Calismada sonuglar bu literatiir verisiyle
karsilastirildiginda bulunan degerler probiyotik 0Ozellik gosteren izolatlara gore

diisiiktiir.



Tablo 3.38 Tek iiyeli kiimelerin % hidrofobisite degerleri

izolat izolatlar % Hidrofobisite
Kodu

LO100 | L.lactis ssp. lactis O3 19.95
LO102 | L.lactis 7 1.71
LO110 | L.pentosus O8a 1.98
LO130 | L.brevis O11 11.07
LB131 | L.brevis 2 8.89
PP167 | P.pentosaceus 10 5.51
LO170 | L.curvatus 032 1.90
LC171 | L.curvatus 3 15.23
LO190 | L.paracasei ssp.paracasei O54 8.83
LR192 | L.paracasei 5 2.50
LS201 L.salivarius 4 23.99
LA210 | L.acidophilus 6 16.68
LM220 | L.mesenteroides 9 9.12
PA230 | P.acidilactici 11 11.07
LO120 | Tammsiz O1 9.09
L0122 | Tammmsiz O15 0.16
L0124 | Tanimsiz O18 4.09

3.2.9. Hidrojen peroksite duyarhhk
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Hidrojen peroksit bakteriosidal bir bilesik olmasi nedeni ile bu bilesige dayaniklilik

probiyotik mikroorganizmalar icin iizerinde 6nemle durulan bir 6zelliktir. Bu nedenle,

izolatlarin H,O,’ye dayanikliliklar1 2000, 10000, 20000 ppm oranlarindaki H,O; igceren

ortamlarda belirlenmistir ve olusturulan taksonomik kiimelere gore tartistlmistir.

Kiime 1: Kiime 1 izolatlarinin H,O, konsantrasyonlarinda % gelisme degerleri

Tablo 3.39°da verilmistir.

Tablo 3.39 Kiime 1 izolatlarinin H,O, konsantrasyonlarinda % gelisme degerleri

izolat izolatlar H,0, Konsantrasyonunda Gelisme Degeri
Kodu 2000ppm 10000ppm 20000ppm
LO160 | P.pentosaceus 024 %056* %50 %046
L.O161 | P.pentosaceus 025 %072 %67 %39
L0162 | P.pentosaceus O27 %95 9082 %78
L.O163 | P.pentosaceus 029 %16 P11 %9
L.O164 | P.pentosaceus O31 05 Y04 %4
LO165 | P.pentosaceus OS57 P19 P12 %9
LO125 | Tammsiz 028 TE TE 9%0.04
Ortalama %43.83 % 37.66 %26.43

TE: Tespit edilemedi ; *: Gelisme oran1



Aragtirmada denenen tim H,0O, konsantrasyonlarinda P.pentosaceus izolatlart
arasinda P.pentosaceus O27 en yiiksek (%95), P.pentosaceus O31 ise en diisiik (%5)
gelismeyi gostermistir. P.pentosaceus 024, 025 ve 027 denenen tim H,0,
konsantrasyonlarinda diger kiime iiyelerinden belirgin derecede yiiksek dayaniklilik
gostermistir. Elde edilen bu degerler Tamimsiz O28 disinda kalan tiim izolatlarin

H,0,’ye dayaniklilik acisindan yeterli diizeyde oldugunu gostermektedir.

Kiime 2: Kime 2 iyeleri i¢cin 2000 ppm, 10000 ppm, 20000 ppm

konsantrasyonlarindaki duyarlilik degerleri Tablo 3.40’da verilmistir.

Tablo 3.40 Kiime 2 izolatlarinin H,O, konsantrasyonlarinda % gelisme degerleri

Izolat | izolatlar H,0,Konsantrasyonunda Gelisme Degeri
Kodu 2000ppm 10000ppm 20000ppm
LO140 | L.plantarum Q12 J025* P18 %3
LO141 | L.plantarum O13 %043 P15 9%0
LO142 | L.plantarum 014 P72 %3 9%0
L0143 | L.plantarum O19 %355 %30 %18
LO144 | L.plantarum 020 %51 9045 9032
LO145 | L.plantarum 021 %79 %61 961
LO147 | L.plantarum O23 %21 Y012 Y04
L0148 | L.plantarum 026 %54 %35 %04
LO149 | L.plantarum O30 %67 %61 %50
LO150 | L.plantarum 033 %54 %32 %1
LO151 | L.plantarum O41 %36 022 %3
LO153 | L.plantarum O58 %38 %06 901
LO155 | L.plantarum 1 %85 %78 %70
LO156 | L.plantarum O22b %81 %67 %58
LO157 | L.plantarum O44b 9045 %043 %38
Ortalama 9%53.73 % 35.20 %22.87

*: Gelisme orani

Aragtirmada 2000 ppm yani en diisik HO, konsantrasyonunda %85 ile
L.plantarum 1 tip izolat1 ve %81 degeri ile L.plantarum O22b en yiiksek, %21 degeri
ile de L.plantarum 023 en diisiik gelismeyi gostermistir. Biitiin konsantrasyonlar
dikkate alindiginda %70 ile L.plantarum 1 en yiiksek dayanikliligi gostermistir, bu
izolat1 sirastyla %61, %58, %50 degerleriyle L.plantarum O21, L.plantarum O22b ve

L.plantarum O30 izlemistir.

Shimamura vd. proteolitik Ozellikleriyle bilinen Bifidobacterium cinsinin
tiyelerinden B.longum’un 10000 ppm’de yaklasik %1 canli kalma oraniyla bu bilesige

kars1 hassas, B.infactis’in ise ayn1 konsantrasyonda yaklagik %99 canli kalma oraniyla
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en dayanikli sus oldugunu tespit etmislerdir (Karasu 2006). Bu ¢alisma sonuglarina
gore L.plantarum izolatlarinin tamami B.longum’a gore 10000 ppm H,O,’ye daha

dayaniklidirlar.

Kiime 3: Kiime 3 izolatlarinin H,O; konsantrasyonlarinda gelisme degerleri Tablo

3.41°da verilmistir.

Tablo 3.41 Kiime 3 izolatlarinin H,O, konsantrasyonlarinda %gelisme degerleri

Izolat | izolatlar H,0, Konsantrasyonunda Gelisme Degeri
Kodu 2000ppm 10000ppm 20000ppm
LO180 | L.helveticus 016 %66* %63 %37
LO121 | Tammsiz O10 TE %9 %6
LO123 | Tanimsiz O17 %13 %05 904
Ortalama %39.50 %25.66 %15.66

TE: Tespit edilemedi ; *: Gelisme orant

Kiime 3 izolatlarindan 2000 ppm’de L.helveticus O16, %66 ile en yiiksek degeri
alirken, Tanimsiz O10’da 2000 ppm konsantrasyon i¢in deger tespit edilmemistir.
10000 ve 20000 ppm konsantrasyonlarda L. helveticus O16 en yiiksek degeri (sirasiyla
%63 ve %37) alirken, bu izolati Tanimsiz O10 (sirasiyla %9 ve %6) izlemistir.

Tamimsiz O17 her iki konsantrasyonda da en dayaniksiz izolat olmustur.

Tablo 3.42 Tek tiyeli kiimelerin H,O, konsantrasyonlarinda % gelisme degerleri

izolat izolatlar H,0, Konsantrasyonunda Gelisme Degeri
Kodu 2000 ppm 10000ppm 20000ppm
LO100 | L.lactis ssp.lactis O3 %0* %0 %0
LO102 | L.lactis 7 %98 %76 %572
LO110 | L. pentosus O8a %0 %0 %0
LO130 | L.brevis O11 %0 %0 %0
LB131 | L.brevis 2 %41 %34 %0
PP167 | P.pentosaceus 10 %43 %38 %34
LO170 | L.curvatus 032 %54 %32 %28
LC171 | L.curvatus 3 %1 90 %0
LO190 | L.paracasei ssp.paracasei O54 %26 %10 %04
LR192 | L.paracasei 5 %59 %45 %29
LS201 | L.salivarius 4 %97 %78 965
LA210 | L.acidophilus 6 %9 %5 904
L.M220 | L.mesenteroides 9 %2 %1 %1
PA230 | P.acidilactici 11 %14 %5 %5
LO120 | Tammmsiz O1 %90 %33 902
LO122 | Tammsiz O15 %50 9041 935
LO124 | Tammsiz O18 %77 %62 %50
Ortalama % 38.88 %27.06 %18.18

*: Gelisme orani



Tek iiyeli kiimeler: Tek iiyeli kiimenin iiyeleri arasinda H,O,’ye dayaniklilik
acisindan cok biiyiik farkliliklar bulunmaktadir (Tablo 3.42). H,O,’ye dayaniklilik testi
sonucu 2000 ppm’de %0-98 arasinda (ort. %38.88), 10000 ppm’de %0-78 arasinda (ort.
27.06) ve 20000 ppm’de %0-65 arasinda (ort. %18.18) gelisme saptanmuistir.

L.lactis 7 ve L.salivarius 4 tim H,O, konsantrasyonlarinda en yiiksek iki gelisme
degerine sahip izolattir. Calismada L.lactis, L.brevis ve L.curvatus izolatlar1 arasinda

ortaya ¢ikan biiyiik gelisme farkliligi i¢in anlamh bir agiklama getirilememektedir.

3.2.10. Safra tuzuna dayamkhhk

Insan safra iceriginin fizyolojik konsantrasyonu %0.3-0.5 arasinda degisim
gostermektedir. Bundan dolay1r safra tuzlarinin probiyotik bakterilere etkilerinin
incelenip, degerlendirilmesi onemli bir secim kriteridir (Vinderola ve Reinheimer
2003). Probiyotik suslarin se¢iminde %0.3 safra tuzuna dayaniklhilik ayirt edici bir
ozellik olarak vurgulanmaktadir (Klingberg vd 2005). Bundan hareketle izolatlarin kati

ve s1v1 besiyeri ortamlarinda safra tuzuna dayaniklilig: test edilmis ve kiimelere gore

tartistimastir.

Kiime 1: Kiime 1 izolatlarinin ox-bile iceren MRS agar ve MRS brothda gelisme

sonuclar1 Tablo 3.43’deki gibidir.

Tablo 3.43 Kiime 1 izolatlarinin farkl ox-bile iceriginde gelisme sonuglari

Izolat |izolatlar % ox-bile (kat1) % ox-bile (s1v1)
Kodu 3.0 5.0 9.0 9.0
LO160 |P.pentosaceus 024 + + + +
LO161 |P.pentosaceus 025 + + + +
LO162 |P.pentosaceus 027 + + + +
LO163 |P.pentosaceus 029 + + + +
LO164 |P.pentosaceus 031 + + + +
LO165 |P.pentosaceus O57 + + + +
L.O125 |Tamimsiz 028 + + + +

+: Gelisme var

%3.0, 5.0 ve 9.0 ox-bile icerikli MRS agarda ve %9.0 ox-bile igerikli MRS brothda
Kiime 1’in tiim iiyelerinin  gelistikleri tespit edilmistir. Bu sonuglar izolatlarin

probiyotik olarak kullanilabilmesi ag¢isindan ¢ok olumlu veriler olarak kabul

edilmektedir.
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Kiime 2: Kiime 2 izolatlarinin ox-bile iceren MRS agar ve MRS brothda gelisme
sonuglar1 Tablo 3.44°de verilmistir. %3.0, 5.0 ve 9.0 ox-bile igerikli MRS agarda ve
%9.0 ox-bile icerikli MRS brothda kiime iiyelerinin tamaminin gelistikleri tespit

edilmistir.

Tablo 3.44 Kiime 2 izolatlarinin farkl ox-bile iceriginde gelisme sonuglari

izolat izolatlar % ox-bile (kat1) % ox-bile (s1v1)
Kodu 3.0 5.0 9.0 9.0
LO140 L.plantarum 012 + + + +
LO141 L.plantarum 013 + + + +
LO142 L.plantarum 014 + + + +
LO143 L.plantarum 019 + + + +
LO144 L.plantarum 020 + + + +
LO145 L.plantarum 021 + + + +
LO147 L.plantarum 023 + + + +
LO148 L.plantarum 026 + + + +
LO149 L.plantarum O30 + + + +
LO150 L.plantarum 033 + + + +
LO151 L.plantarum 041 + + + +
LO153 L.plantarum OS8§ + + + +
LO155 L.plantarum 1 + + + +
LO156 L.plantarum O22b + + + +
LO157 L.plantarum O44b + + + +

+: Gelisme var

Santos vd (2003) L.plantarum suslarinin %0.3 safra tuzunda (ox-bile) canliliklarim
siirdiirebildigini fakat ¢ogalamadigini, Papamanoli vd (2003) ise 7 adet L.plantarum
izolatinin tiimiiniin %0.1, 0.3, 0.8, 1.0 ve 2.0 ox-bile icerikli besiyerinde gelistigini
belirtmistir. Calismada elde edilen sonuclar Santos vd (2003) ve Papamanoli vd (2003)
tarafindan bildirilenlerden ¢ok yiiksektir. Bu durum izolatlara probiyotik olarak

kullanilma ag¢isindan biiyiik avantaj saglamaktadir.

Tablo 3.45 Kiime 3 izolatlarinin farkl ox-bile iceriginde gelisme sonuglari

izolat izolatlar % ox-bile (kat1) % ox-bile (s1v1)
Kodu 3.0 5.0 9.0 9.0
LO180 L.helveticus 016 + + + +
LO121 Tanimsiz 010 + + + +
LO123 Tanimsiz 017 + + + +

+: Gelisme var

Kiime 3: Kiime 3 iiyesi izolatlarin farkli oranda ox-bile iceren MRS agar ve MRS

brothda gelisme sonuclar1t Tablo 3.45°de sunulmustur. Buradan goriildiigii gibi tiim



kiime iiyeleri %3.0, 5.0, 9.0 ox-bile katkili MRS agar ve %9 ox-bile katkilt MRS broth

besiyerinde gelismektedir.

Tek iiyeli kiimeler: Tek iiyeli kiimelerin farkli ox-bile konsantrasyonlarinda

gelisme sonuglar1 Tablo 3.46’da verilmistir.

Tablo 3.46 Tek iiyeli kiimelerin farkli ox-bile iceriginde gelisme sonuglari

izolat | izolatlar % ox-bile(kat) % ox-bile (s1v1
Kodu 3.0 5.0 9.0 9.0
LO100 | L.lactis ssp.lactis O3 + + + +
L0102 | L.lactis 7 + - - +
LO110 | L. pentosus O8a + + + +
LO130 | L.brevis O11 + + + +
LB131 | L.brevis 2 + + + +
PP167 | P.pentosaceus 10 + + + +
LO170 | L.curvatus 032 + - - +
LC171 | L.curvatus 3 - - - +
L.O190 | L.paracasei ssp. paracasei 054 + - - +
LR192 | L.paracasei 5 - - - -
LS201 | L.salivarius 4 - - - -
LA210 | L.acidophilus 6 - - - -
LM220 | Leu.mesenteroides 9 + + + +
PA230 | P.acidilactici 11 + + + +
L0120 | Tammmsiz O1 - - - -
L0122 | Tammsiz O15 - - - -
LO124 | Tamimsiz O18 + + + +
+: Gelisme var; -: Gelisme yok

L.curvatus izolatlarindan 1 adedi %3.0 ox-bile’da gelismis, 1 adedi gelisememistir.
Papamanoli vd (2003) yapmis olduklar1 ¢aligmada izole ettikleri 24 adet L.curvatus
izolatinin %0.3 ox-bile’a direng¢li olduklarii, ayrica %0.1 ox-bile’da %100, %0.3’de
%58, %0.8°de %21, %1 ve %2 ox-bile’da %0 gelisme tespit ettiklerini belirtmislerdir.

Calisma sonucuna gore L.curvatus 3 bu literatiir verisi ile benzerlik gostermektedir.

L.acidophilus 6 tip izolat1 %3.0 ve %5.0 safra tuzunda gelisememistir. Jin vd (1998)
ve Klingberg vd (2005) probiyotik suslarin %0.3 safra tuzuna dayanikli olduklarini
belirtmis, Park vd (2006) de sindirim sisteminden izole edilmis L.acidophilus’un %3.0
safra tuzunda gelisebildigini, %5.0 konsantrasyonda mikroorganizma sayisinda diisiis

oldugunu tespit etmislerdir. Elde edilen sonug literatiir verilerinden daha diisiiktiir. Bu

durum izolatin sindirim sistemi kokenli olmamasindan kaynaklanmis olabilir.
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3.2.11. Gastrik suya dayamklilik

Mide i¢inde bir¢ok mikroorganizmanin oliimiine sebep olan mide (gastrik) suyu
yaklagik 2.0 pH’da 2.5 litre olarak her giin salgilanmaktadir. Bu sebeple insanlarda
meydana gelen gastrik tasimaya dayaniklilik probiyotik mikroorganizmalarin se¢iminde
onemli bir kriter olmaktadir. Probiyotik bakterilerin mideden canliliklarin1 koruyarak
gecebilmeleri suslarin cesidine ve elde edilis yoluna bagli bulunmaktadir (Vinderola ve
Reinheimer 2003). Bu bilgiler 1s181inda izolatlarin mide suyuna dayanikliliklar1 2.0 pH

ve 3.0 pH degerlerinde belirlenmeye calisilmistir.

Kiime 1: Kiime 1 izolatlannin gastrik suya dayaniklilik sonuglart Tablo 3.47°de
verilmistir. Arastirmada 2.0 pH’ya ayarlanmis gastrik soliisyonda 3 saat inkiibasyondan
sonra Kiime 1’in izolatlarindan tamaminda gelisme gozlenirken; bu gelisme degerleri
3.0 pH’ya ayarlanmig gastrik soliisyonda 3 saat inkiibasyondan sonra olusan gelisme

degerlerinden daha az olmustur.

Tablo 3.47 Kiime 1 izolatlarinin gastrik suya dayaniklilik sonuglar
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izolat | izolatlar Gastrik Su (2 pH) Gastrik Su (3 pH)
Kodu % Gelisme | Logaritmik % Gelisme Logaritmik

Diisiis Diisiis
LO160 | P.pentosaceus 024 1.47x10" 5.8325 - -
LO161 | P.pentosaceus 025 0.0200 3.7970 0.0400 3.4150
L0162 | P.pentosaceus 027 | <2.4x10™ >9.6230 <2.4x10” >10.6230
LO163 | P.pentosaceus 029 1.1x10" 5.9540 0.0200 3.6530
LO164 | P.pentosaceus 031 | <2.8x10™ >9.4770 <3.3x10” >10.5560
LO165 | P.pentosaceus O57 0.0001 5.9440 0.1100 2.9440
L0125 | Tammmsiz 028 <3.8x10” >10.4100 0.0300 3.5120

-: Tespit edilemedi

Kiime 2: 2.0 pH’ya sahip gastrik solusyonda 3 saat inkiibasyondan sonra gelisme
gosteren izolatlarin gelisme degerleri 3.0 pH’ya sahip gastrik solusyondaki gelisme
degerlerinden oldukga diisiiktiir.(Tablo 3.48). Izolatlarin % gelisme degerleri 2.0 pH
icin <1.3x10"® ile 9.23 arasinda degisim gosterirken; 3.0 pH igin 0.0300-50.4300

araliginda degisim gostermektedir.



Tablo 3.48 Kiime 2 izolatlarinin gastrik suya dayaniklilik sonuglart
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izolat | izolatlar Gastrik Su (2 pH) Gastrik Su (3 pH)
Kodu % Gelisme Logaritmik | % Gelisme | Logaritmik
Diisiis Diisiis
L0140 | L.plantarum 012 0.0001 5.6020 15.9300 0.8040
L0141 | L.plantarum 013 0.0030 4.4210 1.0900 1.9560
L0142 | L.plantarum 014 0.0027 4.3670 20.8700 0.6580
L0143 | L.plantarum O19 0.0001 5.9031 1.0500 1.9741
L0144 | L.plantarum 020 <1.3x10® >9.9000 0.6100 2.2180
L0145 | L.plantarum 021 1.3x10™ 5.9030 4.1100 1.3890
1L.0147 | L.plantarum 023 0.0008 5.0960 0.0800 3.0960
L0148 | L.plantarum 026 0.0003 5.6020 0.0300 3.5440
L0149 | L.plantarum O30 0.0001 6.1460 0.5200 2.2770
LO150 | L.plantarum O33 0.0004 5.4400 0.5200 2.2440
LO151 | L.plantarum 041 0.0002 5.7270 8.7700 1.1630
LO153 | L.plantarum O58 0.9865 2.0058 0.5800 2.2398
LO155 | L.plantarum 1 <6.8x10° >7.1703 0.7400 2.3052
LO156 | L.plantarum O22b 0.0029 4.5400 16.6300 0.7971
L0157 | L.plantarum 044b 9.2300 1.0733 50.4300 0.3323

Vindorela ve Reinheimer (2003) tarafindan en iyi degere sahip izolatlar1 olan
L.acidophilus’da 3.0 pH’da diisiisiin 0.9-3.3 log cfu/g oldugu saptanmistir, 2.0 pH i¢in
ise bu degerin 3.4-5.0 log cfu/g odugu bildirilmistir ve izolatlarin cogunda (L.casei,
L.rhamnosus. L.lactis, L.delbrueckii subsp. bulgaricus) diisiis >6 olarak bulunmustur.
Calisma sonuclarinda 2.0 pH igin 4 adet izolat bu tanima uyum gosterirken, 3.0 pH da
10 adet izolat uyum gostermistir. Ayrica caligmada 2.0 pH’da 3 adet izolatin >6
degerini gostermesi Vindorela ve Reinheimer (2003) calismasinda cesitli laktik asit

bakterileri i¢in 2.0 pH’da diisiisiin >6 oldugu sonucunu dogrulamaktadir.

Kiime 3: Kiime 3’deki izolatlarin gastrik suya dayaniklilik sonuclar1 Tablo 3.49°da

verilmistir.

Tablo 3.49 Kiime 3 izolatlarinin gastrik suya dayaniklilik sonuglart

izolat izolatlar Gastrik Su (2 pH) Gastrik Su (3 pH)
Kodu % Gelisme | Logaritmik | % Gelisme | Logaritmik
Diisiis Diisiis
LO180 L.helveticus 016 | <3.3x10° >9.59 0.0300 3477
LO121 Tammsiz 010 0.0033 5.48 0.1900 2.714
L0123 Tanmmsiz 017 0.0010 5.00 25.000 0.602

Kiime 3 iiyelerinden Tanimsiz O10, 2.0 pH’da en yiiksek gelismeyi gosterirken; 3.0
pH’da en yilksek gelismeyi Tamimsiz O17 gostermistir. Logaritmik diisiislerin
beklenildigi gibi 2.0 pH’da 3.0 pH’dan daha fazla oldugu goriilmektedir.



87

Tek iiyeli kiimeler: Tek iiyeli kiimelerin gastrik suya dayamklilik degerleri Tablo
3.50’de verildigi gibi ¢cok degisken olmustur. 2.0 pH’da izolatlarin % gelisme degerleri
<1.1x10® ile 1.52 arasindayken, 3.0 pH’da 0.0900-94.4400 arasinda bulunmustur.

Tablo 3.50 Tek iiyeli kiimelerin gastrik suya dayaniklilik sonuglari

izolat | izolatlar Gastrik Su (2 pH) Gastrik Su (3 pH)
Kodu % Gelisme |Logaritmik| % Gelisme | Logaritmik
Diisiis diisiis
1.0100 [L.lactis ssp.lactis O3 0.0001 5.6990 12.7900 0.8930
1.L0102 [L.lactis 7 <5.0x107 >6.3118 6.5900 1.0818
L0110 |L. pentosus O8a 0.0100 3.9770 67.4300 0.1730
L0130 |L.brevis O11 6.1x10™ 5.2170 1.0700 1.9700
I.LB131 |L.brevis 2 <3.0x107 >6.5289 22.8800 0.6410
PP167 |P.pentosaceus 10 1.52 1.5219 26.4700 0.6218
L0170 |L.curvatus 032 2.4x10™" 5.6219 0.9600 2.0131
I.C171 |L.curvatus 3 <2.5x107 >3.6020 5.8300 1.2350
1.L0190 |L.paracasei ssp.paracasei O54 3.0x107* 5.5320 35.5600 0.4530
ILR192 |L.paracasei 5 <8.6x10° >7.0644 0.0900 2.9889
1.S201 |L.salivarius 4 <1.1x10° >6.3680 74.4400 0.1466
1.LA210 |L.acidophilus 6 <2.4x10™ >5.6291 9.4000 1.0270
LM22 |L.mesenteroides 9 <4.2x10° 4.3732 0.1100 2.9599
PA230 |P.acidilactici 11 0.0200 3.6444 2.4000 1.6198
L0120 [Tanmimsiz O1 0.0200 4.7320 94.4400 0.0245
L0122 [Tamimsiz O15 0.0030 3.9770 20.8700 2.9770
1.0124 [Tamimsiz O18 0.0200 3.7140 - -

-: Tespit edilemedi

Vindorela ve Reinheimer (2003) en yiiksek canli kalma oranlarinin 3.0 pH’da
L.acidophilus’ta oldugunu (0.9-3.3 log cfu/g) ve 2.0 pH’da izolatlarin ¢ogunda
(L.casei, L.rhamnosus, L.lactis, L.delbrueckii subsp. bulgaricus) diisiisiin >6 oldugunu
tespit etmislerdir. Klingberg vd (2005) tarafindan 2.5 pH’da L.plantarum ve L.
pentosus’un 1-4 saat arasi canli kalabildigi belirtilmistir. 2.0 pH acisindan 4 izolat, 3.0
pH acisindan 8 izolat Vindorela ve Reinheimer (2003) calismasi ile uyum

gostermektedir.
3.2.12. Alkole dayamkhhk

Izolatlarin %10, %12 ve %15 oraninda etil alkol iceren 2.5 ml’lik MRS broth
besiyerinde 30°C’de 7 giin inkiibasyon sonucu gelisme durumu belirlenmis ve niimerik

taksonomi ile belirlenmis kiimelere gore sonuglar tartigilmstir.

Kiime 1: Kiime 1 izolatlarinin Tablo 3.51°de verilen alkole dayaniklilik sonuclarina

gore tim P.pentosaceus lyeleri %10 ve 12 alkol iceriginde gelismis, %15 alkolde ise



hicbirisi gelismemistir. Ancak %10 alkole dayaniklilik probiyotik 6zellik acisindan son

derece yeterli bir karakterdir.

Tablo 3.51 Kiime 1 izolatlarinin alkole dayaniklilik sonuglari

izolat | izolatlar Alkol icerigi

Kodu %10 %012 %15
L0160 | P.pentosaceus 024 + + -
LO161 | P.pentosaceus 025 + + -
LO162 | P.pentosaceus 027 + + -
LO163 | P.pentosaceus 029 + + -
L0164 | P.pentosaceus O31 + + -
L.O165 | P.pentosaceus O57 + + -
LO125 | Tamimsiz 028 + - -

+: Gelisme var; -: Gelisme yok

Kiime 2: Kiime 2 izolatlarmin alkole dayaniklilik sonuglari Tablo 3.52°de
verilmistir. Buna gore L.plantarum O12 isimli iiye denenen hicbir konsantrasyonda

gelisme gostermezken, diger iiyeleri %10 ve %12 alkolde gelisme gostermistir. %15

alkolde ise sadece L.plantarum Q23 gelisme gostermistir.

Tablo 3.52 Kiime 2 izolatlarinin alkole dayaniklilik sonuglari

Izolat | izolatlar Alkol icerigi

Kodu %10 %12 9015
LO140 | L.plantarum 012 - - -
LO141 | L.plantarum O13 + + -
L0142 | L.plantarum 014 + + -
L0143 | L.plantarum 019 + + -
L0144 | L.plantarum 020 + + -
LO145 | L.plantarum 021 + + -
LO147 | L.plantarum 023 + + +
LO148 | L.plantarum 026 + + -
LO149 | L.plantarum O30 + + -
LO150 | L.plantarum O33 + + -
LO151 | L.plantarum 041 + + -
LO153 | L.plantarum OS8 + + -
LO155 | L.plantarum 1 + + -
LO156 | L.plantarum O22b + + -
LO157 | L.plantarum O44b + + -

+: Gelisme var; -: Gelisme yok

G-Allegria vd (2004) bu calisma sonuglarina benzer sekilde L.plantarum
izolatlarinin %7, 12 ve 13 alkolde gelisme gosterdigini tespit etmistir. L.plantarum O12
diginda tiim kiime iiyelerinde goriilen %12 alkole dayaniklilik 6zelligi, probiyotik

ozellik acisindan son derece yeterli bir orandir.
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Kiime 3: Kiime iiyesi izolatlarinin alkole dayaniklilik sonuglari Tablo 3.53’de
verilmistir. Izolatlarin tamam1 %10 ve %12 alkolde gelisme gosterirken, %15 alkolde
gelisme gosterememistir. Ancak, %12 alkole dayaniklilik probiyotik 6zellik agisindan

yeterli bir orandir.

Tablo 3.53 Kiime 3 izolatlarinin alkole dayaniklilik sonuglari

izolat |izolatlar Alkol icerigi

Kodu %10 %12 %15
LO180 |L.helveticus O16 + + _
LO121 |Tammsiz O10 + + _
LO123 |Tammsiz O17 + + -

+: Gelisme var; -: Gelisme yok

Tek iiyeli kiimeler: Kiime tek iiyeli kiimelerin % alkol konsantrasyonlarinda
gelisme degerleri de Tablo 3.54°de verilmistir. Tek iiyeli kiimelerden L.lactis ssp. lactis
03, L.lactis 1, L.pentosus O8a, L.brevis O11, L.brevis 2, P.pentosaceus 10, L.curvatus
032, L.curvatus 3 L.paracasei ssp. paracasei 054, L.paracasei 5, L.salivarius 4
Leu.mesenteroides 9, P.acidilactici 11, %10 alkolde gelisirken; diger iiyelerde gelisme

yoktur. %15 alkol’de ise L.pentosus O8a, L.brevis O11, L.brevis 2, L.curvatus 032,

L.paracasei ssp. paracasei 054 gelismis; diger iiyeler gelismemistir.

Tablo 3.54 Tek tiyeli kiimelerin alkole dayaniklilik sonuglart

izolat | izolatlar Alkol icerigi
Kodu %10 %012 %15
LO100 | L.lactis ssp. lactis O3 + + -
LO102 | L.lactis 7 + + -
LO110 | L. pentosus O8a + + +
LO130 | L.brevis O11 + + +
LB131 | L.brevis 2 + + +
PP167 | P.pentosaceus 10 + + -
LO170 | L.curvatus 032 + + +
LC171 | L.curvatus 3 + - -
LO190 | L.paracasei ssp. paracasei 054 + + +
LR192 | L.paracasei 5 + + -
L.S201 | L.salivarius 4 + - -
LA210 | L.acidophilus 6 - - -
L.M220 | L.mesenteroides 9 + + -
PA230 | P.acidilactici 11 + + -
L0120 | Tanimsiz O1 - - -
LO122 | Tanimsiz O15 - - -
LO124 | Tanimsiz O18 - - -

+: Gelisme var, -: Gelisme yok
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Garcia Fontdin vd (2007) yaptiklar1 c¢alismada L.mesenteroides subsp.
mesenteroides’in 4 izolatinin %10 etanolde hicbirinin gelisme gostermedigini tespit
etmistir. Calisma sonunda L.mesenteroides 9 icin %10 alkolde gelisme tespit

edildiginden sonug literatiir verisiyle benzesmemektedir.
3.2.13. Plazmid DNA izolasyonu

Plazmidler sitoplazmada bulunan, kendi replikasyonlarini kendileri yoneten, kii¢iik
DNA molekiilleridir (ekstrakromozomal DNA). Bir¢ok arastirici laktik asit bakterisinde
bulunan plazmid DNA’larin; ekzopolisakkarit bakteriyosin ve asit iiretimi,
antibiyotiklere, agir metal iyonlarina ve fajlara direnglilik, proteolitik aktivite ve sitrat
metabolizmasindan sorumlu genleri tagidigini belirtmiglerdir (McKay 1983, Pouwels ve
Leer 1993, Venema 1993). Bu nedenle plazmidler, endiistriyel starter kiiltiir susu
gelistirilen calismalarinin 6nemli materyalini olusturmaktadir. Tiir i¢i ve tiirler arasi
genetik madde aktarimlarini da ydnetme yetenegindeki plazmidler bu bakterilere
cevresel uyumu kolaylastiracak bir genetik imkan saglamaktadir. Bakterilerin plazmid
profillerinin tanimlanmasi, 6zellikle suslarin farkliliginin ortaya konulmasi agisindan da
deger tagimaktadir. Tiim bu faktorler dikkate alinarak izolatlarin plazmid DNA

analizleri de gerceklestirilmis ve kiimelere gore tartisilmistir.

Kiime 1: Arastirma sonucu elde edilen kiime {iiyesi izolatlarin plazmid sayilari
Tablo 3.55’de verilmistir. Kiimel’in iiyelerinden en fazla plazmidi 8 plazmid ile
P.pentosaceus 027 tasirken, bu sayiy1 4 adet plazmid sayisi ile P.pentosaceus 025, 029
ve Tamimsiz O28 izlemistir. En az plazmidi tasiyan izolat ise 1 adet plazmid igeren

P.pentosaceus O31°dir

Tablo 3.55 Kiime 1 izolatlarinin plazmid DNA sayilar

izolat | izolatlar Plazmid Sayisi
Kodu
LO160 | P.pentosaceus 024
L.O161 | P.pentosaceus 025
LO162 | P.pentosaceus 027
L.O163 | P.pentosaceus 029
LO164 | P.pentosaceus 031
L.O165 | P.pentosaceus O57
LO125 | Tamimsiz 028
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Simsek (2003) tarafindan yapilan ¢alismada da Pediococcus sp. E5’de 5 adet
plazmid sayilmistir. Calismada bulunan plazmid sayilar bu literatiir verisiyle benzerlik

gostermektedir.

Kiime 2: Kiime 2 izolatlarinin plazmid DNA sayilar1 Tablo 3.56’da sunulmustur.
Kiime 2’nin en ¢ok plazmide sahip iiyesi 6 plazmid ile L.plantarum O44b ve
L.plantarum  O21°dir.  L.plantarum O30 ve O58 izolatlarinda plazmid

belirlenememistir.

Tablo 3.56 Kiime 2 izolatlarinin plazmid DNA sayilar

izolat | izolat Adi Plazmid Sayisi
Kodu

LO140 | L.plantarum 012 2
LO141 | L.plantarum O13 4
L0142 | L.plantarum 014 4
L0143 | L.plantarum 019 3
L0144 | L.plantarum 020 2
LO145 | L.plantarum 021 6
L0147 | L.plantarum 023 3
LO148 | L.plantarum 026 4
LO149 | L.plantarum O30 -
LO150 | L.plantarum O33 4
LO151 | L.plantarum 041 5
LO153 | L.plantarum OS8 -
LO155 | L.plantarum 1 3
LO156 | L.plantarum O22b 1
LO157 | L.plantarum O44b 6

Simsek (2003) tarafindan izole edilen 3 adet L.plantarum izolatlarinda 3, 4 ve 6
adet plazmid DNA tespit edilmistir. Calismada L.plantarum O30 ve OS58 i¢in elde
edilen degerler hari¢ tutulacak olursa, sonuglar Simsek (2003) tarafindan verilen

literatiir verisiyle uyumludur.

Tablo 3.57 Kiime3 izolatlarinin plazmid DNA sayilar

izolat | izolatlar Plazmid Sayisi
Kodu

LO180 | L.helveticus 016 4
LO121 | Tamimsiz 010 5
L0123 | Tamimsiz O17 5

Kiime 3: Kiime iiyesi izolatlarin plazmid DNA sayilar1 Tablo 3.57°da verilmistir.

Kiime iiyelerinden L.helveticus O16, 4 adet plazmid igerirken, Tanimsiz O10 ve O17
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izolatlar1 5 adet plazmid icermektedir. Bu ¢aligmada elde edilenin aksine Reinheimer

vd (1996) calismasinda L.helveticus’da DNA plazmidi saptayamamaistir.

Tek iiyeli kiimeler : Tek iiyeli kiimelerin plazmid DNA izolasyonu degerleri Tablo
3.58’de verilmistir. L.lactis ssp. lactis O3, L. pentosus O8a, L.brevis O11, L.curvatus
032, L.curvatus 3, , L.paracasei ssp. paracasei O54, L.salivarius 4 ve P.acidilactici
11’in 1 adet plazmide yani en diisiik sayida plazmide sahip oldugu, en yiiksek plazmide
ise Tamimsiz O1’in sahip oldugu tespit edilmistir. Diger izolatlar ise 1-4 arasinda

plazmid DNA’ya sahiptirler.

Tablo 3.58 Tek iiyeli kiimelerin plazmid DNA sayilar

izolat izolatlar Plazmid Sayisi
Kodu
LO100 | L.lactis ssp. lactis O3

LO102 | L.lactis 7

LO110 | L. pentosus O8a

LO130 | L.brevis O11

LB131 | L.brevis 2

PP167 | P.pentosaceus 10

LO170 | L.curvatus 032

LC171 | L.curvatus 3

LO190 | L.paracasei ssp. paracasei 054
LR192 | L.paracasei 5

L.S201 | L.salivarius 4
LA210 | L.acidophilus 6
LM220 | L.mesenteroides 9
PA230 | P.acidilactici 11
L0120 | Tammmsiz O1
L0122 | Tammsiz O15
L0124 | Tammsiz O18

DD [ = DW= | D = [ = = | GO DN [ = | = | DN | =

Simsek (2003) L.brevis ssp. lindneri 2103’tin 2 plazmid DNA, L. acidophilus 274,
134, 15, 473 izolatlarinin sirasiyla 6, 5, 2 ve 0 plazmid DNA icerdigini belirlemistir.
Calismada gerek L.brevis O11 ve L.brevis 2 gerekse de L.acidophilus 6 i¢in bulunan

plazmid DNA sonuglar literatiir verisiyle uyumludur.

Simsek (2003) Lactobacillus’larla yapmis oldugu calismada 7 adet izolattan
Lactobacillus sp. B2, K4 nin plazmidsiz, Lactobacillus sp. B3, 261 ve 3124’{in 6 adet
Lactobacillus sp. 482’nin 4 adet ve Lactobacillus sp. 483’tin de 3 adet plazmid DNA
icerdigini belirtmistir. Calismada bulunan degerler bu sinirlar igerisinde bulunmasi

nedeni ile literatiir ile uyumlu kabul edilmistir.
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3.2.14. izolatlarin temel ozellikleri

Kiime 1: Kiimel izolatlarinin temel Ozellikleri ve izolasyon kaynaklar1 Tablo
3.59’da verilmistir. Kiime iiyelerinin tamaminda Gram boyama pozitif; katalaz, arginin
hidrolizi ve glukozdan gaz iiretimi negatif, mikroskop altindaki morfolojilerinin de

Tamimsiz 028 izolat1 disinda kok oldugu tespit edilmistir.

Tablo 3.59 Kiime 1 izolatlarinin temel 6zellikleri ve izolasyon kaynaklari

izolat |izolatlar Gram |Katalag Arginin |Glukozdan |Morfoloji| izolasyon
Kodu Boyama Hidroliz |Gaz Uretimi Kaynag |
L0160 | P.pentosaceus 024 + - - - Kok |Sucuk
L0161 | P.pentosaceus 025 + - - - Kok |Sucuk
L0162 | P.pentosaceus 027 + - - - Kok |Sucuk
L0163 | P.pentosaceus 029 + - - - Kok |Sucuk
L0164 | P.pentosaceus 031 + - - - Kok |Sucuk
LO165 | P.pentosaceus 057 + - - - Kok |Sucuk
L0125 | Tanims1zO28 + - - - Basil |Sucuk

+: Pozitif; -: Negatif

Tamang vd (2005) yaptiklar1 ¢alismada 7 adet P.pentosaceus izolatinin tamaminin
glukozdan gaz iiretiminin negatif , arginin hidrolizinin pozitif oldugunu belirtmislerdir.
Simsek (2003) Pediococcus ssp. E5’in morfolojisinin kok, Gram boyamasinin, arginin
hidrolizinin pozitif, glukozdan gaz iiretiminin negatif oldugunu belirtmistir. Calisma
sonuclart Simsek (2003) ve Tamang vd (2005) ile glukozdan gaz iiretimi agisindan

benzerlik gosterirken, argininden NHj iiretimi a¢isindan benzememektedir.

Kiime 2: Kiime 2 izolatlarmin temel 6zellikleri ve izolasyon kaynaklar1 Tablo
3.60’da verilmistir. Kiime iiyelerinin tamaminin Gram boyamasinin pozitif; katalaz,
arjinin  hidrolizi ve glukozdan gaz {retiminin negatif, mikroskop altindaki

morfolojilerinin ise basil oldugu tespit edilmistir.

Tamang vd (2005) calismalarinda fermente sebzelerden izole ettikleri 13 adet
L.plantarum izolatimin tamaminda glukozdan gaz iiretiminin olmadigin1 ve arginin
hidrolizinin yalnizca 3 izolatta pozitif oldugunu belirtmislerdir. Garcia Fontdn vd
(2007) yaptiklann calismada 18 adet L.plantarum susunun glukozdan gaz iiretiminin
olmadigini tespit etmislerdir. Papamanoli vd (2003) izole ettigi 7 adet L.plantarum’un
glukozdan gaz iiretiminin ve arginin hidrolizinin higbirinde pozitif olmadigin
belirtmislerdir. Calisma sonug¢lar1 Papamanoli vd (2003), Tamang vd (2005), Karasu
(2006) ve Garcia Fontan vd (2007) tarafindan izole edilen L.plantarum izolatlariyla

temel 6zellikler agisindan uyum gostermektedir.
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izolat |izolat Adi Gram |Katalaz Arginin Glukozdan | Morfolojif izolasyon
Kodu Boyama Hidroliz | Gaz Uretimi Kaynag
LO140 | L.plantarum 012 + - - - Basil |Karigik tursu

L0141 | L.plantarum 013 - - - Basil | Karisik tursu

LO142 | L.plantarum 014 - - - Basil | Eksi hamur

L0143 | L.plantarum 019 - - - Basil | Hiyar tursusu

L0144 | L.plantarum 020 - - - Basil |Peynir

L0145 | L.plantarum 021 - - - Basil |Peynir

L0147 | L.plantarum 023 - - - Basil | Tursu

L0148 | L.plantarum 026 - - - Basil |Sucuk

L0149 | L.plantarum O30 - - - Basil  |Sucuk

LO150 | L.plantarum O33 - - - Basil |Peynir

LO151 | L.plantarum 041 - - - Basil |Peynir

LO153 | L.plantarum OS58 - - - Basil |Peynir

LO155 | L.plantarum 1 - - - Basil | Tip izolati

LO156 | L.plantarum O22b - - - Basil | Peynir

o o e e o o R T o o P P T S

L0157 | L.plantarum O44b,
+: Pozitif; -: Negatif

R - - Basil | Eksi hamur

Simsek (2003) L.plantarum 431, C5, 113 izolatlarinin morfolojik goriintimiiniin
basil, Gram boyamasinin pozitif, katalaz, arjinin hidrolizi ve glukozdan gaz iiretiminin
negatif oldugunu bildirmistir. Karasu (2006) tursu ve zeytinden izole etmis oldugu
L.plantarum’larim Gram boyamasinin pozitif, katalaz, arginin hidrolizi ve glukozdan
gaz iiretiminin negatif, morfolojilerinin basil oldugunu bildirmistir. Calisma sonuglari
Simsek (2003) ve Karasu (2006) tarafindan bildirilen literatiir verileriyle tam bir

benzerlik gostermektedir.

Kiime 3. Kiime 3 izolatlarinin temel Ozellikleri ve izolasyon kaynaklar1 Tablo
3.61°da verilmistir. Kiime {iyelerinden L.helveticus O16, Tanimsiz O10 ve Tanimsiz
O17’nin Gram boyamas: pozitif, katalaz aktivitesi ve glukozdan gaz iiretimi negatif;
L.helveticus O16 ve Tamimsiz O17’nin arginin hidrolizi negatif, Tamimsiz O10 i¢in
arginin hidrolizi pozitif; L.helveticus O16 ve Tanimsiz O10’un mikroskop altindaki

morfolojileri basil, Tanimsiz O17 nin morfolojisi kok olarak tespit edilmistir.

Hébert vd (2000) Arjantin ve Italya peynirlerinden izole ettikleri Lactobacillus’lar
icin yapmis olduklar calisma sonucunda bu mikroorganizmalarin Gram reaksiyon
verdigini, glukozdan gaz iirettigini, katalazin negatif oldugunu ve argininden amonyak

tiretmedigini tespit etmislerdir.
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Tablo 3.61 Kiime 3 izolatlarinin temel 6zellikleri ve izolasyon kaynaklari

izolat |izolatlar Gram |Katalag Arginin |Glukozdan |Morfoloji|izolasyon
Kodu Boyama Hidroliz |Gaz Uretimi Kaynag
LO180 | L.helveticus 016 + - - - Basil |Eksi hamur
LO121 | Tamimsiz 010 + - + - Basil |Eksi hamur
L0123 | Tamimsiz O17 + - - - Kok | Eksi hamur

+: Pozitif; -: Negatif

Tek iiyeli kiimeler: Tek iiyeli kiimelerin temel 6zellikleri ve izolasyon kaynaklari
Tablo 3.62°de verilmistir. Tek tiyeli kiimeler incelendiginde bunlarin tamaminin Gram
boyamasinin pozitif, katalazinin negatif oldugu; arginin hidrolizinin L.lactis ssp. lactis
03, L. pentosus O8a, P.pentosaceus 10, L.paracasei ssp. paracasei 054,
L.mesenteroides 9, P.acidilactici 11 ve L.brevis O11’de pozitif, digerlerinde negatif;
glukozdan gaz iiretiminin L.mesenteroides 9, L.brevis O11, L.brevis 2 ve Tanimsiz
O18’de pozitif, digerlerinde negatif oldugu saptanmistir. Morfolojileri incelendiginde
L.lactis ssp. lactis O3, L.lactis 7, P.pentosaceus 10, L.mesenteroides 9 ve P.acidilactici

11’in kok, digerlerinin basil oldugu tespit edilmistir .

Tablo 3.62 Tek iiyeli kiimelerin temel 6zellikleri ve izolasyon kaynaklar

izolat izolatlar Gram Katalag] Arginin |Glukozdan |Morfoloji| izolasyon
Kodu Boyama Hidroliz | Gaz Uretimi Kaynagi
LO100 |L.lactis ssp. lactis O3 + - + - Kok |Peynir
LO102 |L.lactis 7 + - - - Kok | Tip susu
LO110 |L.pentosus O8a + - + - Basil |Eksi hamur
LO130 |L.brevis O11 + - + + Basil |Eksi hamur
LB131 |L.brevis 2 + - - + Basil | Tip susu
PP167 |P.pentosaceus 10 + - + - Kok | Tip susu
LO170 |L.curvatus O32 + - - - Basil |Peynir
LC171 |L.curvatus 3 + - - - Basil | Tip susu
LO190 |L.paracasei ssp. + - + - Basil |Peynir
paracasei 054
LR192 |L.paracasei 5 + - - - Basil | Tip susu
LS201 |L.salivarius 4 + - - - Basil | Tip susu
LA210 |L.acidophilus 6 + - - - Basil | Tip susu
LM220 |L.mesenteroides 9 + - + + Kok | Tip susu
PA230 |P.acidilactici 11 + - + - Kok | Tip susu
LO120 |Tanmmsiz O1 + - - - Basil |Peynir
LO122 |Tammsiz O15 + - - - Basil |Eksi hamur
LO124 |Tammsiz O18 + - - + Basil |Eksi hamur

+: Pozitif; -: Negatif

Ayad vd (1999) ¢alismalarinda 23 adet L./actis izolatinin arginin hidrolizinin pozitif
oldugunu tespit etmislerdir. Ozkalp (2006) ¢alismasinda 50 adet L.lactis izolatlartyla
calismis bunlarin hepsinin morfolojilerinin kok oldugunu, Gram boyamalarinin pozitif,

katalazin negatif, arjinin hidrolizinin 5 izolat diginda pozitif oldugunu belirlemistir.
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Kelly vd (1998) sebze ve meyvelerden izole edilen laktokoklarin biitiin suglarinin Gram
pozitif , katalaz negatif, kok sekilli oldugunu ve glukozdan gaz iiretimleri ile sukrozdan
dekstran {iretimlerinin olmadigint belirtmislerdir. Arginin degradasyonunun ise
oldugunu belirtmislerdir. Calisma sonucu L.lactis’lerde belirlenen degerler yukarida

verilen literatiir sonuglar ile benzerdir.

Karasu (2006) L.pentosus izolatlarinda yapmis oldugu calismada 3 izolatin Gram
pozitif, katalaz ve arginin hidrolizinin negatif, morfolojisinin basil oldugunu
belirtmistir. Argininden elde edilen sonu¢ disinda sonuglar literatiir verisiyle

uyumludur.

Tamang vd (2005) calismalarinda 13 L.brevis izolatinin glukozdan gaz iiretiminin
pozitif, arginin hidrolizinin ise sadece 7 izolatta (%53.8) pozitif oldugunu
belirtmislerdir. Calisma sonunda L.brevis O11 icin glukozdan gaz iiretimi ve arjinin
hidrolizi pozitif bulunurken; tip izolati olan L.brevis 2 icin glukozdan gaz iiretimi
pozitif, arjinin hidrolizi negatiftir, dolayisiyla bulunan sonuglar literatiir verisiyle

oldukga iyi bir uyum gostermektedir.

Papamanoli vd (2003) yapmis olduklart calismada izole ettikleri 24 adet
L.curvatus’un glukozdan gaz iiretimedigini ve arginin hidrolizinin %67 sinde pozitif
oldugunu belirtmislerdir. Kask vd (2003) Estonya yar1 sert peynirlerinden izole ettigi 2
adet L.curvatus’un, Garcia Fontan vd (2007) de calismalarinda 23 L.curvatus izolatinin
glukozdan gaz iretmedigini belirtmiglerdir. Yapilan calisma sonunda elde edilen
degerler glukozdan gaz iiretimi acisindan 3 literatiir verisiyle tam bir uyum gosterirken,
arginin hidrolizi agisindan Papamanoli vd (2003) verisiyle tam benzerlik

gostermemektedir.

Simsek (2003) eksi hamur orneklerinden izole ettigi L.acidophilus 274, 134, 15 ve
473 izolatlarinin tamaminin morfolojik goriiniimiiniin basil, Gram boyamasinin pozitif,
katalaz, arjinin hidrolizi ve glukozdan gaz iiretiminin negatif oldugunu belirtmistir.

Calismada bulunan sonugclar literatiir verileriyle tamamen benzerdir.

Garcia Fontdin vd (2007) vyaptiklarnt c¢alismada. L.mesenteroides subsp.
mesenteroides’in 4 izolatimin da glukozdan gaz {irettigini, ancak L-arginin
deaminasyonunu gerceklestiremedigini belirtmislerdir. Calisma sonunda

L.mesenteroides 9 tip izolat1 i¢cin bulunan sonug literatiir verisiyle tamamen benzerdir.
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Tamang vd (2005) tarafindan yapilan calismada da P.acidilactici’nin glukozdan gaz
tiretmedigi, ancak arginini hidroliz ettigi tespit edilmistir. Bu literatiir verisi

P.acidilactici 11 tip izolat1 i¢in bulunan veri ile tam bir uyum i¢indedir.

Tamang vd (2005) fermente sebzelerden izole ettikleri laktik asit bakterilerini
gruplandirmiglardir. Cubuk formunda olanlarda, glukozdan gaz iiretiminin negatif, 108
izolattan 12’sinde arginin hidrolizinin pozitif, 96’sinda negatif oldugu, glukozdan gaz
tiretiminin pozitif oldugu; 70 izolattan ise 40’1nda arginin hidrolizinin pozitif, 30’unda
negatif oldugu belirtilmistir. Kok formunda olanlarda da, glukozdan gaz iiretiminin
negatif, 78 adet izolattan 44’iinde arginin hidrolizinin pozitif 34’iinde negatif oldugu
belirtilmistir. Glukozdan gaz iireten 13 adet kok bakterinin de arginin hidrolizinin
olmadig1 belirtilmistir. Ayrica tim izolatlarn Gram pozitif (+) oldugu da ifade
edilmistir. Simsek (2003) eksi hamur orneklerinden izole ettigi Lactobacillus’larla
yaptigt calismada Lactobacillus sp. 483, 482, B3, B2, 3124, 261, K4, E5’in
morfolojilerinin basil, Gram pozitif, katalaz, arjinin hidrolizi ve glukozdan gaz
tiretiminin negatif oldugunu belirtmistir. Bu literatiir verileri ¢alismada elde edilen

verilerle paralellik gostermektedir.

3.2.15. Antibiyotiklere duyarhhk

Antibiyotikler mikroorganizma gelismesini engelleyen farkli bilesimdeki kimyasal
maddelerin ortak ismidir. Antibiyotiklerin etki mekanizmalart farkli sekillerde
olmaktadir. Etki mekanizmalarina gore antibiyotikler: Bakteri hiicre duvar sentezini
bozanlar, sitoplazma membraninin permeabilitesini bozanlar, ribozomlarda protein
sentezini bozanlar, bakteri genetik materyali iizerine etki yapanlar ve intermediyer
metabolizmay1 bozanlar olmak iizere 5 ana grupta siniflandirilabilmektedir (Dokmeci

1992, Kayaalp 1998).

Laktik asit bakterilerinin antibiyotiklere duyarliligi probiyotik ve starter kiiltiir
olarak kullamimlarinda biiyiikk ©Onem tasimaktadir. Bazi mikroorganizmalar
antibiyotiklere kars1 hassasiyet gosterebilmektedir. Ayrica antibiyotige duyarlilik
genlerle ilgili olabilmekte ve antibiyotige dayamiklilik genlerinin genellikle
konjugasyonla plazmidler araciligiyla aktarilabilecegi de bildirilmektedir (Cebeci ve
Giirakan 2003). Bu nedenlerle caligmada izolatlarin 16 antibiyotige kars1 duyarliliklar
da test edilmis ve Charteris vd (1998) tarafindan belirtilen hassasiyet degerlerine gore

diizenlenmis veriler izolatlarin yer aldig kiimelere gore tartisilmistir.
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Kiime 1: Calismada kiime {iyelerinin antibiyotik duyarlilik test sonuglarinin
verildigi Tablo 3.63’den de goriildiigii gibi kiime 1 izolatlarinin tamami, polymixin
B’ye direngli, ampicilline 5’i hassas 2’si direngli, bacitracin, kanamycin ve
streptomycine tamami direngli, tetracycline 5’1 hassas 2’si yari-hassas, erythromycin ve
chloramphenicole tamami hassas, gentamicin ve vancomycine tamami direngli,
penicillin G’ye 4’t direngli, 3’ii yar1 hassastir. Rojo-Bezares vd (2006) tarafindan
P.pentosaceus’un 4 izolatiyla yapilan calisma sonucunda; penicillin G 10 ve
erythromycin 15’in <0.5-1 pg/ml’sinin, chloramphenicol 30’un 4 pg/ml’sinin,
vancomycin 30’un >128 ug/ml’sinin, tetracycline 30’un 8-32 pg/ml’sinin, streptomycin
10’un 512 pg/ml’sinin, gentamicin 10’un, 128 pg/ml’sinin, kanamycin 30’un 512-

>1024 pg/ml’sinin inhibisyon i¢in yeterli oldugu bildirilmistir.

Tablo 3.63 Kiime 1 izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testi sonuglart

izolat |izolatlar Antibiyotige Duyarhhk Testi

Kodu PB AM |B |K |S |TE |E |C |CN |[VA |P |RD* [NV' NV? |RF |N
L.O160 | P.pentosaceus O24| R | S |R |[R |[R |S |S |S |[R |R |R |32.0 [12.5 |13.0 [16.0 2.5
L0161 |P.pentosaceus O25 | R |S [R [R |R |[S |S |S |R |R [MS |24.0 [12.0 [12.5 |]17.5 2.5
L0162 |P.pentosaceus O27 | R |S [R |[R |R MS|S |S |R |R [MS |21.0 ({12.0 [11.0 |15.0 1.5
L0163 |P.pentosaceus O29 | R |S |R |[R |R MS|S |S |R |[R |[MS |21.5 [12.0 [11.5 |17.0 2.0
L0164 |P.pentosaceus O31 | R |[R |[R |[R |[R |[S |S |S |R [R |R |285 [17.5 [12.0 |14.0 1.0
L.LO165 |P.pentosaceus OS7 |R |[R |R |[R |[R [S |S |[S [R |R |R |32.0 [18.0 (13.0 [16.0
L0125 |[Tammsiz 028 R|S |R|R|R[S |[S |[S |[R |R |R |24.0 [15.0 [10.0 [13.0

*: R: Direncli, MS: Yari-hassas, S: Hassas

**: PB: Poymixin B, AM: Ampicillin, B: Bacitracin, K: Kanamycin, S: Streptomycin, TE: Tetracycline,
E: Erythromycin, C: Chloramphenicol, CN: Gentamicin, VA:Vancomycin, P:Penicillin G, RD: Rifampicin,
NV': Novobiocin(30ug), NV* Novobiocin(5ug), RF: Rifamycin, N: Neomycin

a: cap (mm)

Kiime 2: Calismada kiime 2 iiyelerinin (15 adet) antibiyotik duyarlilik testi sonuglar

Tablo 3.64’de sunuldugu gibidir.

L.plantarum izolatlarinin polymyxin B’ye 2’si hassas, digerleri direnclidir. Cebeci
ve Giirakan (2003) L.plantarum izolatlarinin polymixin B’ye kars1 13 adetten 5’inin
direncli, 1’inin yar1 hassas ve 7’sinin hassas oldugunu saptamistir. Charteris vd (1998)
Karasu (2006) ve Zhou vd (2005) de calismalarinda L.plantarum izolatinin polymixin
B’ye direncli oldugunu bildirmislerdir. Bu verilere gore calismada polymixin B’ye
diren¢ Cebeci ve Giirakan’a (2003) gore daha yiiksek olmasmna ragmen uyumlu,

Charteris vd (1998), Zhou vd (2005) ve Karasu (2006) ile oldukca benzerdir.

Calismada L.plantarum izolatlarinin ampicilline 5 adedi direncli, digerleri hassastir.

Ampicilline kars1 Cebeci ve Giirakan (2003) 13 adet L.plantarum izolatindan 4 izolatin
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direncli, 3 adet izolatin yar1 hassas, 6 adet izolatin hassas oldugunu belirtmistir. Karasu
(2006) L.plantarum 66 disinda diger izolatlarin, Herreros vd (2005) izolatlarin
tamaminin direngli oldugunu, Charteris vd (1998) ve Zhou vd (2005) izolatlarin hassas
oldugunu belirtmislerdir. Olukoya vd. de L. plantarum’un, ampicilline % 47.5 unun
direncli oldugunu ifade etmislerdir (Mathur ve Singh 2005). Sonuclar literatiir
verileriyle karsilastirildiginda, Cebeci ve Giirakan (2003), Charteris vd (1998), Zhou vd
(2005) ile benzer, Karasu (2006) ve Herreros vd (2005) ile farkli, Mathur ve Singh’e
(2005) gore ise direnglilik diizeyi biraz diisiiktiir.

Tablo 3.64 Kiime 2 izolatlarinin antibiyotik duyarlilik test sonuglari

i(z(‘)’:;:: Tzolatlar PBAM B| K| S| TE| E| C|CN VAl P|RDY NV'| NV?| RF| N
L0140 |Lplantarum012 [R | S [R[R|R[MS| s | s | R [ R [Ms|18.0]13.0[11.0 [11.0] -
L0141 |Lplantarum013 | S [R[R[R[R[ s [ s |s|R[R|R [240][16.0]100]130] -
L0142 |Lplantarum014 |R[R|[R[R[R[ s [ s |s|R[R|R[260][145][11.0]140] -
L0143 |Lplantarum 019 [R[R|[R[R[R[ s [ s |s|R[R|R [240][16.0][11.0]140] -
L0144 |Lplantarum 020 [ R | S [R[R[R[MS| s | s | R [ R [Ms|19.5]13.0 [12.0 [11.5 [6.0
L0145 |Lplantarum021 [ R | S[R[R[R[MS| s | s [R[R | R [260][150][11.0|120] -
L0147 |Lplantarum 023 | R[S [R|R[R[MS| s [ s | R| R [MS[19.5]13.0 12,0 [130] -
L0148 |Lplantarum026 | R | S [R[R[R[MS| s | s [R[ R [ms|185] 55 [ 45 [140] -
L0149 |L.plantarum030 | R | S [R[R[R[MS| s | s | R[ R [Ms|18.0] 6.0 [ 3.0 |145] -
L0150 |L.plantarum033 | R | S[R[R[R[ s [ s |s|R[R |ms|175]13.0]11.5]180 [25
L0151 |Lplantarum041 [ S [R[R[R[R[ s [ s |s|R[R|R [240][16.0]100]130] -
L0153 |Lplantarum 058 |R [ R|[R[R[R[ s [ s |s|R[R|R[245] 7555 |[160] -
LO155 |L.plantarum 1 R|S|R|R|R|mMs|MS[s [R]|R[MS[190]150]13.0][225] -
LO156 |Lplantarum O22b | R[S | R | R | R| R MS|S|R|R | R |170]| - - 9.5 | -
LO157 |L.plantarum O44b | R | S | R | R | R|MS| R | S | R | R [MS|21.0| - - |115] -

*: R: Direncli, MS: Yari-hassas, S: Hassas

**: PB: Poymixin B, AM: Ampicillin, B: Bacitracin, K: Kanamycin, S: Streptomycin, TE: Tetracycline,
E: Erythromycin, C: Chloramphenicol, CN: Gentamicin, VA:Vancomycin, P:Penicillin G, RD: Rifampicin,
NV': Novobiocin(30ug), NV*: Novobiocin(5ug), RF: Rifamycin, N: Neomycin

a: cap (mm)

Calismada tiim izolatlarin bacitracine direncli oldugu saptanmistir. Charteris vd
(1998), Cebeci ve Giirakan (2003) ve Karasu (2006) calismalarinda izole ettikleri
L.plantarum’larin bacitracine kars1 direncli oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle
calismada elde edilen bacitracin direng diizeyi Charteris vd (1998), Cebeci ve Giirakan

(2003) ve Karasu (2006) calismalariyla tam bir paralellik gostermektedir.

Calismada kanamycine tiim izolatlar direngli olarak bulunmugstur. Charteris vd
(1998), Herreros vd (2005), Zhou vd (2005) ve Karasu (2006) elde ettigi L.plantarum
izolatlarinin kanamycine karsi direngli, Temmerman vd (2003) ise hassas oldugunu
saptamiglardir. Danielsen ve Wind (2003) calismalarinda L.plantarum ve L.pentosus

izolatlarinda kanamycinin minimal inhibisyon konsantrasyonunun 256 mg/ml’den fazla
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oldugunu tespit etmislerdir. Rojo- Bezares vd (2006) kanamycin 30’un, L.plantarum’un
38 izolat1 icin inhibisyonda 128->1024 pg/ml’sinin yeterli oldugunu belirtmislerdir.
Calisma sonuglari Temmerman vd (2003) disinda tim literatiir verileriyle tam

uyumludur.

L.plantarum izolatlarinin streptomycine direngli olduklar saptanmistir. Charteris vd
(1998) ve Zhou vd (2005) tarafindan da L.plantarum’un streptomycine direnc¢li oldugu
saptanmistir. Danielsen ve Wind (2003) yaptiklar1 calismada, L.plantarum ve
L.pentosus izolatlarina kars1 streptomycinin minimal inhibisyon konsantrasyonun
izolatlarin 17 adedinde 256 mg/ml’den fazla 1 adedinde 64 mg/ml olarak tespit
edildigini belirtmislerdir. Rojo-Bezares vd (2006) tarafindan yapilan calismada
streptomycin 10’a gore L.plantarum’un 38 izolat1 i¢in inhibisyonda 16-512 ug/ml
degerinin yeterli oldugu bildirilmistir. Calisma sonunda bulunan degerlerle literatiir

verileri arasinda tam bir uyum bulunmaktadir.

Calismada 15 adet L.plantarum izolatindan yalnizca 1 adedinin tetracycline direng
gosterdigi, 8 adedinin yari-hassas, 6 adedinin ise hassas oldugu tespit edilmistir. Cebeci
ve Giirakan (2003) elde ettikleri L.plantarum izolatindan 11’inin tetracycline direngli, 1
adedinin hassas oldugunu, Herreros vd (2005) izole edilen L.plantarum’larin tamaminin
ve Temmerman vd (2003) de izole ettikleri L.plantarum izolatlarinin %17’ sinin
tetracycline direngli olduklarimi belirtmistir. Zhou vd (2005) izole ettigi L.plantarum
izolatinin tetracycline hassas oldugunu, Karasu (2006) tursu ve zeytinden elde ettigi
izolatlardan L.plantarum 66 izolati disindaki 12 izolatin da tetracycline direngli
oldugunu agiklamistir. Olukoya ve digerleri L.plantarum’un, tetracycline %42.5 direngli
oldugunu, Danielsen de L.plantarum 5057’nin tetracycline diren¢ geni tasidigim
bildirmiglerdir (Mathur ve Singh 2005). Rojo-Bezares vd (2006) calismalarinda
tetracycline 30’un L.plantarum’un 38 izolati i¢in 1->128 pg/ml konsantrasyonunun
inhibisyonda yeterli oldugunu, bu izolatlarin %50’sinin inhibe olmasi i¢in 8 pg/ml
gerektigini aciklamislardir. Bu literatiir verileri calisma sonuglari ile karsilastirildiginda,
Cebeci ve Giirakan (2003), Herreros vd (2005), Karasu (2006) ve Mathur ve Singh
(2005) ile benzesmemekte, Zhou vd (2005) ve Temmerman vd (2003) ile benzerlik

gostermektedir.

Kiime {iiyesi L.plantarum’larin erythromycine karst 2’si yar1 hassas, 1’1 direngli,
digerleri hassastir. Cebeci ve Giirakan (2003) tarafindan erythromycine karst 13 adet

L.plantarum izolatimin 11°i hassas, 2’si yari-hassas olarak tamimlanirken, Zhou vd



(2005) ve Charteris vd (1998) tarafindan izole edilen L.plantarum izolat1 ise direncli
olarak tamimlanmistir. L.plantarum izolatlarinin erythromycine karst Temmerman vd
(2003) %33’iiniin, Karasu (2006) %67 sinin, Olukoya vd. %17.5’unun direngli
oldugunu bildirmislerdir (Mathur ve Singh 2005). Rojo-Bezares vd (2006)
erythromycin 15’in L.plantarum’un 38 izolatin1 inhibe etmesi i¢in <0.5-1 pg/ml’sinin
yeterli oldugunu belirtmislerdir. Danielsen ve Wind (2003) de L.plantarum ve
L.pentosus izolatlarina erythromycinin minimal inhibisyon konsantrasyonunun 11
tanesinde 1 mg/ml, 5 tanesinde 2 mg/ml ve 2 tanesinde ise 0.5 mg/ml oldugunu
belirtmislerdir. Calisma sonuclar literatiir verileriyle karsilastirnldiginda Charteris vd
(1998), Cebeci ve Giirakan (2003), Zhou vd (2005) ve Tannock ile benzer, Temmerman
vd (2003), Karasu (2006) ve Mathur ve Singh (2005) tarafindan verilenlerden de

direnclilik diizeyinin diisiik oldugu belirlenmistir.

L.plantarum izolatlarinin chloramphenicole tamaminin hassas oldugu tespit
edilmistir. L.plantarum izolatlarinin chloramphenicole kars1 Karasu (2006) 3 adedinin
hassas, 6 adedinin yari1 hassas, 3 adedinin direncgli oldugunu, Zhou vd (2005),
Temmerman vd (2003) ve Herreros vd (2005) ve Charteris vd (1998) izole ettikleri
L.plantarum izolatlarinin chloramphenicole hassas oldugunu bildirmislerdir. Ahn vd
tarafindan ¢ig domuz etindeki L.plantarum caTC2R’nin chloramphenicole direncli
oldugu saptanmistir. Vidal ve Collins-Thomson da ¢ig domuz ve sigir etindeki
L.plantarum ve L.brevis’in %3 direng gosterdigini belirlemislerdir (Mathur ve Singh
2005). Rojo-Bezares vd (2006) ¢calismalarinda chloramphenicol 30’un L. plantarum’un
38 izolat1 i¢in 4-16 pg/ml deger araliginin inhibisyonda yeterliyken, %50’sinin inhibe
olmasi i¢in 4 pg/ml, %90’iiniin inhibe olmas1 i¢in de yine 4 pg/ml yeterli oldugunu
bildirmistir. Danielsen ve Wind (2003) yaptiklar1 ¢alismada L.plantarum ve L.pentosus
izolatlarina chloramphenicol antibiyotiginin minimal inhibisyon konsantrasyonun 11
adedinde 4 mg/ml, 5 adedinde 8 mg/ml ve 2 adedinde ise 2 mg/ml olarak tespit
etmislerdir. Herreros vd (2005) chloramphenicol’iin 30 pg’na kars1 L. plantarumun 2
izolatinin da direngli olmadigimi belirtmislerdir. Calisma sonuclan literatiir verileriyle
karsilastirlldiginda, Karasu (2006), Mathur ve Singh (2005) ile benzerlik
gostermemekte, Herreros vd (2005), Zhou vd (2005) ve Temmerman vd (2003) ile

uyum gostermektedir.

L.plantarum izolatlarimin gentamicine tamami direnglidir. Cebeci ve Giirakan

(2003) gentamicine kars1 elde ettigi 13 adet L.plantarum izolatindan 3’iinii direncli, 10
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adedini hassas olarak saptamistir. Charteris vd (1998) ve Karasu (2006) caligmalarinda
L.plantarum izolatlarini, Zhou vd (2005) de calismalarindaki L.plantarum izolatimi
gentamicine direncli bulmuslardir. Rojo-Bezares vd (2006) calismalarinda
L.plantarum’un 38 izolatin1 32-128 ug/ml gentamicin 10’un inhibe etmede yeterli
oldugunu, izolatlarin %50’sinin inhibe olmasi i¢in 64 pg/ml’nin, %90’iin inhibe olmasi
icin 128 pg/ml’nin yeterli oldugunu tespit etmislerdir. Calisma sonuglar1 Charteris vd
(1998), Zhou vd (2005) ve Karasu (2006) literatiir verileriyle tam bir uyum
gostermekteyken, Cebeci ve Giirakan (2003) ile farklidir.

Vancomycine kars1 L.plantarum izolatlarimin tamami direncli olarak tespit
edilmistir. Cebeci ve Giirakan (2003) elde ettigi 13 adet L.plantarum izolatindan 11
izolatin vancomycin’e direncli, 2 adet izolatin hassas oldugunu bildirmistir. Charteris
vd (1998), Temmerman vd (2003), Herreros vd (2005), Zhou vd (2005), ve Karasu
(2006) yaptiklar1 arastirmada L.plantarum izolatlarinin vancomycine karsi direncli
oldugunu belirtmislerdir. Danielsen ve Wind (2003) ise calismalarinda L.plantarum ve
L.pentosus izolatlarinin vancomycine kargi minimal inhibisyon konsantrasyonunun 256
mg/ml’den fazla oldugunu tespit etmislerdir. Elisha ve Courvalin tarafindan yapilan
calismada L.plantarum, L.casei, L.salivarius ve L.acidophilus’un D-alanine ve D-alanin
ligase ile ilgili enzimlerin varligindan dolay1r dogal diren¢ tasidigi tespit edilmistir
(Mathur ve Singh 2005). Rojo-Bezares vd (2006), vancomycin 30’un L.plantarum’un
38 izolati i¢in inhibisyonda >128 pg/ml’sinin yeterli oldugunu bildirmislerdir. Caligma
sonuclart degerlendirildiginde sonuglarin, Cebeci ve Giirakan (2003), Herreros vd
(2005), Temmerman vd (2003), Zhou vd (2005), Charteris vd (1998), Karasu (2006)

literatiir verileriyle tamamen uyumlu oldugu tespit edilmistir.

Calismada L.plantarum izolatlarinin penicillin G 10’a 7 adedi direngli, digerleri yari
hassastir. Rojo-Bezares vd (2006) calismasina gore de penicillin G10’un <0.5-4 pg/ml

aras1 konsantrasyonu inhibe etmede yeterlidir.

Rifampicine karsi hassasiyet sinir degerleri Charteris vd (1998) tarafindan 5 pg
konsantrasyon ic¢in verilmistir (<14 Direncli; 15-17: Yari-hassas; >18: Hassas).
Calismada kullanilan rifampicine konsantrasyonu 30 pg oldugu gozden kagirilmamak
sart1 ile Charteris vd (1998) verisine gore yapilan degerlendirmede 2. kiime iiyelerinin 1
adedi yari-hassas digerleri hassastir. Rifampicine karsi Cebeci ve Giirakan (2003) 13
adet L.plantarum izolatindan 7 adedinin direngli, 3 adedinin yar1 hassas ve 3 adedinin

hassas oldugunu, Karasu (2006) %83’iiniin, Zhou vd (2005) ve Charteris vd (1998) ise
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tiimiiniin hassas oldugunu saptamislardir. Herreros vd (2005) calismalarinda 5 pg
rifampicine L.plantarum’un 2 izolatindan 1 adedinin diren¢li oldugunu bildirmis,
Danielsen ve Wind (2003) de L.plantarum izolatlaria rifampicinin minimal inhibisyon
konsantrasyonunun 4 adedinde 2 mg/ml, 6 adedinde 1 mg/ml, 5 adedinde 0.5 mg/ml ve
3 adedinde ise 0.25 mg/ml oldugunu tespit etmislerdir. Bu literatiir verilerine gore
rifampicine direng¢ Cebeci ve Giirakan’in (2003) c¢aligmasina gore oldukca diisiik
cikmaktadir. Ancak bu sonu¢ konsantrasyon farkliligindan kaynaklanmis olmalidir.
Konsantrasyon farkina ragmen sonuglar Zhou vd (2005) ve Charteris vd (1998) ile tam

uyumludur.

Kiime 3: Calismada kiime iiyelerinin antibiyotik duyarlilik test sonuglar1 Tablo
3.65’de verilmistir. Calismada denenen 3 adet kiime iiyesinin polymixin B, bacitracin,
kanamycin, streptomycin, gentamicin ve vancomycine tamaminin dayanikls;
erythromycin ve chloramphenicole tamaminin hassas, tetracycline 1’inin yari-hassas,
I’inin hassas, digerinin direncli; ampicilline 1’inin hassas digerlerinin direncli;

polymixine de 1’inin yari-hassas digerlerinin direncli oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.65 Kiime 3 izolatlarinin antibiyotik duyarlilik testi sonuglar

izolat .

ég di; izolatlar | PB| AM| B| K| S| TE| E| c| cN| VAl P| RDY NV!| NV}| RF| N
L0180| Lhelveticus016f R| R| R| R| R| Ms| s| s| R| R| R| 223 7.5] 2.5] 134
LO121] Tanmmsiz 010 R| R| R| R| R| S S S| R| R| R| 225 75| 3.0| 125
L0123 Tammsiz017| R| s| R| R| R| R| s| s| R| R| Ms| 165 55| 3.0] 125

*: R: Direncli, MS: Yari-hassas, S: Hassas

*%: PB: Poymixin B, AM: Ampicillin, B: Bacitracin, K: Kanamycin, S: Streptomycin, TE: Tetracycline,
E: Erythromycin, C: Chloramphenicol, CN: Gentamicin, VA:Vancomycin, P:Penicillin G, RD: Rifampicin,
NV': Novobiocin(30ug),, NV Novobiocin(5ug), RF: Rifamycin, N: Neomycin

a: cap (mm)

Tek iiyeli kiimeler: Calismada kiime iiyeleri icin elde edilen antibiyotik duyarlilik
test sonuglart Tablo 3.66°de verilmistir. Caligmada denenen 17 adet kiime iiyesinin
bacitracin ve vancomycine tamaminin, polymixin B’ye, ampicilline, kanamycine,
streptomycine ve gentamicine karst da cok biiyiik kisminin dayanikli oldugu,
chloramphenicole karsi da tamaminin hassas oldugu saptanmistir. Tetracycline 4’{iniin
yari-hassas, 8’inin hassas, 5’inin direncli; erythromycine 1’inin yari-hassas, 12’sinin
hassas, 4’liniin direncli; penicillin G’ye de 5’inin yari-hassas, 1’inin hassas ve 11’inin

direncli oldugu belirlenmistir.
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L.lactis ssp. lactis O3 izolati tetracycline hassas, L.lactis 7 izolati yar1 hassas,
streptomycine her ikisi de direngli, chloramphenicole karsi her ikisi de hassas
bulunmustur. L.lactis ssp. lactis O3 izolat1 ampicilline, erythromycine, gentamicine,
penicillin G ve vancomycine direngli; L.lactis 7 izolati ampicilline, erythromycine,
penicillin G’ye yar1 hassas, gentamicine ve vancomycine direnglidir. Perreten vd.
tarafindan yapilan calismada c¢ig siitten yapilmis yumusak peynirden izole edilen
L.lactis K214’tin  streptomycin adenylase geni, tetracycline diren¢ geni,
chloramphenicol direng geni igerdigi bildirilmistir. L.lactis izolatlarinin ise ampicillin,
1. jenerasyon cephalosporin, chloramphenicol, erythromycin, gentamicin, imipenem,
oxacillin, penicillin, pipericillin, sulphonamide, tetracycline,
trimethoprim/sulfomethoxazole ve vancomycine duyarli oldugu saptanmistir (De
Fabrizio vd 1994). Herreros vd (2005) Ispanya keci siiti peyniri olan Armada
peynirlerinden izole edilen 18 adet laktik asit bakterilerisinin antibiyotik direncini
incelediklerinde: 9 adet L.lactis’den ampicillin 10ug icin 3’{iniin, vancomycin 30 pg
icin 5’inin, chloramphenicol 30 pg i¢in 6’smn, tetracycline 30 pg icin 3 adedinin,

kanamycin 30 pg i¢in 6’sinin direncgli oldugunu belirtmislerdir.

Tablo 3.66 Tek iiyeli kiimelerin antibiyotik duyarlilik test sonuglar

izolat |izolatlar PB|AM B| K| S|TE| E| C|CN| VA | P| RD*| NV'| NV} | RF| N
Kodu

LO100 |L.lactis ssp. MS|IR|R|R|(R|[S|R|S|R| R |R [145 |14.0 |10.0 |9.0 | -

lactis O3
LO102 |L.lactis 7 RMSIR|R|RMSMS|S |R| R MS[205 ] 9.0 | 50 [155] -
LO110 |L. pentosus O8a | R [R |[R [R |R |S |[S [S |[R | R R [265 | 65 | 25 [11.0(5.0
L0130 |L.brevis O11 R|R|R|R|RMSIS|S|R| R |[R|[250] 45 | 25 [12.0{3.0
LB131 |L.brevis 2 R|R|R|R|R|[R|R|S |R| R |[R [27.0 |12.0 |115 22.0] -
PP167 |P.pentosaceus 10l R |R |[R [R |R[S |[S|[S|R| R |R [225 |75 | 3.0 12.5] -
LO170 |L.curvatus 032 |R |[R |[R [R|R|R|[R|S |R| R |R [270 |12.0 | 115 P22.0| -
LC171 |L.curvatus 3 R|IS|IR|IR|/R[S|S|S|R| R MS|190 | 50 | 3.0 20.5[3.5
LO190 |L.paracaseissp. | R |[R |[R [R |R |S [S|S |R | R R |355 |75 |13.0 17.5] -
aracasei 054

LR192 |L.paracasei 5 R|S|IR|IR|/R|[S|[S|S|R| R MS|17.0 |17.0 |16.0 [17.5] -
LS201 |L.salivarius 4 R|IS|R|IR|R|IR|S|S|R| R S |16.0 | 15.0 | 12.0 14.5] -
LA210 |L.acidophilus6 |R |R |[R |[R|R|R|S|[S|R| R |R|[205 |95 |75 |55] -
LM220 |L.mesenteroidesY R |R |[R [R |R MS|S |[S MS| R |R [200 | 8.0 | 5.0 [16.0| -
PA230 |P.acidilactici1l |[R MS|R |[R [R MS|S |[S [R| R |MS|235 [14.0 | 13.0 [11.5] -
L0120 [Tammsiz O1 R|IR|R|/R(R|R|R[S|R| R [R - - 23.5 B0.0| -
L0122 |Tamimsiz 015 R|IR|RMSIR|[S|S|[S|R| R |R|275 |80 | 8.0 [190| -
LO124 [TanmsizO18 MS|S |[R |[R|[S [S |[S[S|R| R MS|220 | 90 | 55 [14.0/3.0

*: R: Direncli, MS: Yari-hassas, S: Hassas

**: PB: Poymixin B, AM: Ampicillin, B: Bacitracin, K: Kanamycin, S: Streptomycin, TE: Tetracycline,
E: Erythromycin, C: Chloramphenicol, CN: Gentamicin, VA:Vancomycin, P:Penicilin G, RD: Rifampicin,
NV': Novobiocin(30ug), NV* Novobiocin(5ug), RF: Rifamycin, N: Neomycin

a: cap (mm)
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Calisma sonuglarina gore L.pentosus O8a tetracycline, erythromycine ve
chloramphenicole hassas, polymixin B, ampicillin, bacitracin, kanamycin, streptomycin,
gentamicin, vancomycin, penicillin G’ye direnclidir. Literatiir verilerinde de Cebeci ve
Giirakan (2003) calismalarinda elde ettikleri 3 L.penfosus izolatinin tetracycline
direncli, erythromycine karst hassas oldugunu bildirmislerdir. Karasu (2006)
calismasinda L.pentosus izolatlarinin ampicillin, polymixine, gentamicine, bacitracine,
vancomycine, kanamycine tamaminin direngli, erythromycine karsi 2 adedinin yari-
hassas 1 adedinin direncli, rifampicine kars1 ise 2 adedinin direngli, 1 adedinin de yari-
hassas oldugunu tespit etmistir. Olukoya ve digerleri L.pentosus’un tetracycline
%42.5’unun dayanikli oldugunu bildirmistir (Mathur ve Singh 2005). Cebeci ve
Giirakan (2003) ile tetracycline direnglilik agisindan benzerlik gostermezken,
erythromycine hassasiyet gosterme agisindan benzer, Karasu (2006) ile oldukca benzer,

Mathur ve Singh (2005) ile benzesmemektedir.

Gergeklestirilen ¢alismada L.brevis O11 ve L.brevis 2 polymixin B, ampicillin,
bacitracin, kanamicin, streptomicin, gentamicin, vancomycin, penicillin G’ye direncli,
tetracycline 1’1 yari-hassas digeri direncli, erythromycine 1°i hassas digeri direngli,
chloramphenicole 2’si de hassastir. Herreros vd (2005) calismalarinda
chloramphenicoliin 30 pg i¢in L.brevis'in 2 adedinden 1 adedinin, tetracycline 30 ug
icin L.brevis’in 2 izolat1 da diren¢ gostermemistir. Kanamycine 30 mg icin L.brevis’in 2
adedinden 2’si de direnglidir. Olukoya ve digerleri de L.brevis izolatlariin
erythromycine %17.5, ampicilline %47.5, cloxacilline %80 ve penicilline %77.5
direncli oldugunu ifade etmislerdir (Mathur ve Singh 2005). Calisma sonucglar1 Herreros
vd (2005) ile uyumlu, Mathur ve Singh (2005)’e gore verilen ampicillin ve penicillin
direnclilik diizeyinden daha yiiksektir.

Calisma sonucunda L.curvatus 032 ve L.curvatus3’iin 2’si de polymixin B,
bacitracin, kanamycin, streptomycin, chloramphenicol, gentamicin, vancomycine
direncli, ampicilline 1’1 direngli digeri hassas, tetracycline 1’i direngli, digeri hassas,
erythromycine 1’i direngli, digeri hassas, penicillin G’ye 1’i direngli, digeri yari-
hassastir. Vidal ve Collins-Thompson ¢ig domuz ve sigir etinden izole ettigi
L.curvatus’larin %69’unun tetracycline diren¢li oldugunu bildirmislerdir (Mathur ve

Singh 2005). Calisma sonucu literatiir verisiyle uyumludur.

L.paracasei ssp.paracasei 054 ve L.paracasei 5’in her ikisi de polymixin B,

bacitracin, kanamycin, streptomycin, gentamicin, vancomycine direngli, ampicilline 1’i
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direncli, digeri hassas, penicilline 1’i direngli, digeri yari-hassas, tetracycline,
erythromycin, chloramphenicole 2’si de hassastir. Rojo-Bezares vd (2006) tarafindan
yapilan ¢alismada L.paracasei’nin 2 izolati i¢in yapilan denemede penicillin 10’un
inhibisyonda <0.5-1 pg/ml’sinin, %50’sinin inhibe olmasi i¢in de < 0.5 pg/ml’sinin
yeterli oldugunu, erythromycin 15’in inhibisyonda <0.5 pg/ml’sinin, %350’sinin
inhibisyonunda <0.5 pg/ml’sinin, chloramphenicol 30’un inhibisyonda 4 pg/ml’sinin,
%50’sinin inhibisyonu i¢in yine ayni miktarin, vancomycin 30’un inhibisyonda >128
ug/ml’sinin, %>50’sinin inhibisyonu igin >128 ug/ml’sinin, tetracycline 30’un
inhibisyonda 1-32 pg/ml’sinin, %50’sinin inhibisyonda 16 pg/ml’sinin, streptomycin
10’un inhibisyonda 8-128 pg/ml’sinin, %350 sinin inhibisyonunda 16 pg/ml’sinin,
gentamicin 10’un inhibisyonda 4-64 upg/ml’sinin, %50’sinin inhibisyonunda 4
pg/ml’sinin, kanamycin 30’un inhibisyonda 16-256 pg/ml’sinin, %350’sinin
inhibisyonda 32 pg/ml’sinin yeterli oldugu bildirilmistir Olukoya ve digerleri L.casei
izolatlarinin erythromycine %17.5, ampicilline %47.5, cloxacilline %80 ve penicilline
%77.5 direngli oldugunu ifade etmislerdir (Mathur ve Singh 2005). Charteris vd (1998)
calismalarinda L.casei vancomycine direngli, bacitracine hassas (sadece L.casei
UNFLc), tetracycline, chloramphenicole, rifampicine, erythromycine hassas (sadece
L.casei UNFLc) oldugunu bildirmistir. Temmerman ve digerleri Avrupa probiyotik
yogurdundaki L.casei’nin %23’iiniin penicillin G ye diren¢li oldugunu bildirmislerdir

(Mathur ve Singh 2005).

Calismada L.salivarius polymixin B, bacitracin, kanamycin, streptomycin,
tetracycline, gentamicin ve vancomycine direngli, ampicillin, erythromycin,
chloramphenicol, penicillin G’ye hassas bulunmustr. Elisha ve Courvalin ¢alismalarinda
L.salivarius ve L.acidophilus’un vancomycine karst D-alanine, D-alanin ligase ilgili
enzimlerinin varlig1 sebebiyle dogal direng tagidigini belirtmislerdir (Mathur ve Singh

2005). Caligma sonucu literatiir verisiyle uyumludur.

Calismada L.acidophilus 6 polymixin B, ampicillin, bacitracin, kanamycin,
streptomycin, tetracycline, gentamicin, vancomycin ve penicillin G’ye direncli,
erythromycine ve chloramphenicole hassastir. Benzer sekilde Charteris vd (1998)
tarafindan peynirden izole edilen L.acidophilus ACA-DC243’iin penicilline direngli
oldugu belirtilmistir. Calismalarinda izole etikleri L.acidophilus’un tetracycline
Olukoya ve digerleri %42.5’unun, Temmerman ve digerleri de %?26’sinin direncli

oldugunu bildirmislerdir (Mathur ve Singh 2005). Bir baska ¢alismada Gupta ve Mittal,
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7 adet L.acidophilus izolatin tamaminin novobiocin, chloramphenicol, ampicillin,
erythromycin, oxy-tetracycline ve chlorotetracycline’e kars1 hassas, norfloxacin ve
nalicidic acide karsi da diren¢li oldugunu belirtmislerdir (Mathur ve Singh 2005).
Calisma sonuglan literatiir verileriyle karsilastirildiginda, Charteris vd (1998) ile tam
uyumlu, direnclilik diizeyi Mathur ve Singh (2005) ¢alismalarinda belirtilenden yiiksek,

chloramphenicol ve erythromycin acisindan ise bu literatiir verisiyle uyumludur.

Calismada L.mesenteroides polymixin B, ampicillin, bacitracin, kanamycin,
streptomycine, vancomycin ve penicillin G’ye direncli, tetracycline ve gentamicine
yari-hassas, erythromycin ve chloramphenicole hassastir. Herreros vd (2005)
L.mesenteroides’in vancomycin, chloramphenicol, tetracycline ve kanamycine 2
adedinin de, ampicillin ve rifampicine de 1 adedinin direng¢li oldugunu bildirmislerdir.
Rojo-Bezares vd (2006) tarafindan L.mesenteroides’in 3 izolati icin penicillin 10’un
inhibisyonda <0.5-1 pg/ml araligindaki degerlerin, %50’sinin inhibisyonu i¢in <0.5
pg/ml’sinin, erythromycin 15’in  inhibisyonda <0.5 pg/ml’sinin, %350 sinin
inhibisyonunda <0.5 pg/ml’sinin , chloramphenicol 30’un inhibisyonda 4 mg/ml’sinin,
%50’sinin inhibisyonunda 4 ug/ml’sinin, vancomycin 30’un inhibisyonda >128
pug/ml’sinin, %>50’sinin inhibisyonunda da >128 pg/ml’sinin, tetracycline 30’un
inhibisyonda 1-2 pg/ml’sinin ,%50 inhibisyonda 2 ug/ml’sinin, streptomycin 10’un
inhibisyonda 32-64 pg/ml’sinin, %50’sinin inhibisyonda 32 pg/ml’sinin, gentamicin
10’un inhibisyonda 4-8 pg/ml’si yeterliyken, %50’sinin inhibe olmasi ic¢in 4pg/ml’si,
kanamycin 30’un inhibisyonda 64 pg/ml’si , %50’sinin inhbisyonu i¢in 64 pg/ml yeterli
oldugu bildirilmistir. Calisma sonucu Herreros vd (2005) verileriyle ampicillin,

kanamycin, vancomycin acisindan uyumludur.

Calismada P.acidilactici polymixin B, bacitracin, kanamycin, streptomycin,
gentamicin, vancomycine direngli, ampicillin, tetracycline, penicillin G’ye yari-hassas,
erythromycine, chloramphenicole hassastir. Rojo-Bezares vd (2006) tarafindan
P.acidilactici’nin 1 izolat1 i¢in, penicillin 10’un inhibisyonda <0.5 pg/ml’sinin, %50’si
icin <0.5 pg/ml’sinin, erythromycin 15’in inhibisyonda 64 pg/ml’sinin , %50’si i¢in<1
ug/ml’sinin, chloramphenicol 30’un inhibisyonda <0.5pg/ml’sinin , %50’si i¢in de 4
pg/ml’sinin, vancomycin 30’un, inhibisyonda >128 pg/ml’sinin, %50’si i¢in de > 128
pg/ml’sinin, tetracycline 30’un, inhibisyonda <0.5pug/ml’sinin, %50’sinin inhibisyonda
8 ug/ml’sinin, streptomycin 10’un inhibisyonda 512 upg/ml’sinin, %350’sinin

inhibisyonda 128 pg/ml’sinin, gentamicin 10’un inhibisyonda 64 pg/ml’sinin,
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%50’sinin  inhibisyonda 64 ug/ml’sinin, kanamycin 30’un inhibisyonda 256
pg/ml’sinin, %50’sinin128 pg/ml’sinin yeterli oldugu bildirilmistir.

Kiime iiyelerinden Tanimsiz O1 polymixin B, ampicillin, bacitracin, kanamycin,
streptomycin, tetracycline, erythromycin, gentamicin, vancomycin, penicillin G’ye
direncli, chloramphenicole hassas, Tanimsiz O15 polymixin B, ampicillin, bacitracin,
streptomycin, gentamicin, vancomycin, penicillin G’ye direncli, kanamycine yari-
hassas, tetracycline, erythromycin, chloramphenicol ve streptomycine hassastir.
Tanimsiz O18 polymixin B ve penicillin G’ye yari-hassas, bacitracin, kanamycin,
gentamicin ve vancomycine direncli, ampicillin, streptomycin, tetracycline,

erythromycin ve chloramphenicole hassastir.

Gevers ve digerleri Fermente kuru sucuk i¢in yaptiklar1 ¢alismada Lactobacillus
tiirlerinin tetracycline (%30), gentamicin (%79), penicillin G (%64), kanamycine (%79)
direncli oldugunu tespit etmislerdir (Mathur ve Singh 2005).

Lactobacilli’ler, Pediococc’lar ve Leuconostoc spp. vancomycine kars1 yiiksek dogal
diren¢ gostermektedir (Hamilton-Miller ve Slah 1998, Simpson vd 1988). Danielsen ve
Wind’e gore bazi Lactobacilli’ler bacitracin, cefoxitin, ciprofloxacin, fusidic acid,
kanamycin, gentamicin, metronidazole, nitrofurantoin, norfloxacin, streptomycin,
sulphadiazine, teicoplanin, trimethoprim/sulphamethoxazole ve vancomycine yiiksek

dogal direng gostermektedir (Mathur ve Singh 2005).

Temmerman vd (2002) ¢caligmalarinda 55 Avrupa probiyotik iiriiniinden elde edilmis
187 izolatin antibiyotik direnci disk difiizyon metodunu kullanarak belirlemislerdir. Bu
izolatlar Kanamycine karst %79, vancomycine karsi %65, tetracycline karst %26,
penicillin G’ye karst %23, erythromycine karst %16 ve chloramphenicole kars1 %11
direncli bulunmuglardir (Mathur ve Singh 2005).

Charteris vd (1998) calismalarinda Bifidobacterium direnglilik spectrumunu
incelemisler ve Bifidobacteria’nin (probiyotikler) ampicillin, penicillin G, cepalosporin,
bacitracin, chloramphenicol, erythromycin, clindamycin, nitrofurantoin ve tetracycline

kars1 hassasiyetini kanitlamiglardir (Mathur ve Singh 2005).
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Tiim izolatlar CdN,0¢.4H,0, AgNO;, CuSO04.5H;O’ya karst dayaniksiz ve
Pb(NO3),, MgS0,4.7H,0, MnSO,4.2H,0 gibi metallere daha dayaniklidir.
Tablo 3.67 Kiime 1 izolatlarinin agir metallere dayaniklilik testi sonuclari
= o o
= o O O o
: AEIEIE T 2122 2|s
2 = - O s E el Y| o = EI8 |9z
< 2 2ElS|s|é|a|s|s|élsldlslels|Ee
| 2 EC12|2 |22 (%2 5|%|2 3% 5|2 %
S 3 2 S|z |2 |N|O|O|&|<|C|=Z|Z & |&|~Z
500 | 3.04 4.0] 3.0] 55] - [230] -[105 100 -] - 50] -] 10
300 | 1.5 1.0] 25] -|210 -] 80]60] -[ -] 10] -] -
P.pentosaceus 150 - - - 1.0 17.5 60| 3.0| - - - -
LO160f 524 50 | - - - - -J]160] -[25] - - -] -] - -
25 | - | - - -l135 -] 1s] -] -] - - -] -
/| -] -] -] -1 -1T70] -5 -] -] -1 -1-]-
500 | 3.5] 4.0] 3.0] 55] -[220] - [11.0[100] -] - [ 3.0]40 25
300 | 0.5 3.0 20| 35 - 205 -] 95| 55 -| - | 20| -| 10
P.pentosaceus 150 - 1.0 - 20 - 1190 -] 45| 3.0| - - - -1 04
LO161 55 50| - - - - -J160] -[20] -] - -] -] - -
25 | - | - - - -l135 -] 1s5] -] -] - - -] -
]| -] -] -] - -J1s -Tw| -] -1 -1 -1-]-
500 | 40 - [ 3.0] 45 -[19.0 -] 120 55| -] 120 3.0]8.0 2.0
300 20 - [ 1.0] 25] -[165 -] 85| 55| -]10.0 18] 6.0 0.6
P.pentosaceus 150 - - -1 05 -|150 -] 60| 25| -] 50 - - -
1.0162
0162) 027 50 | - - - - -J120 -[20] -] - -1 -] -[-
25| - - - - -Jwo -5 - - -] -] -]-
]| -] -] -] - -180] -[Two| -] -1 -1 -1-]-
500 | 40 - [ 25[ 45 -[185 - |11.0 120 -| - | 3.8]8.0 1.0
300 1.5 - [ 1.0[ 20] -[165 -] 85|75 -] -] 15]60 -
P.pentosaceus 150 | 0.5 - -1 1.0] -]140[ - | 65| 55| - - - - -
1.0163
029 50 - - - - - | 125 -] 20| 40| - - - - -
25 - - - - - 105 - | 15| 20| - - - - -
]| -] -] -] - -180] -[Two| -] -1 -1 -1-]-
500 | 3.5 - [ 3.0] 40 -[215 -]13.0/ 130 -| -] 20| -]1.0
300 1.0 - [ 1.0 20] -[195 -]100 85| -| -] 10] -] -
P.pentosaceus 150 | 0.5 - - - - 1170, -] 60| 45| - - - - -
101641 34 50| - - - - -145 -] 25/ 20] -] - - -] -
25 | - - - - -8 -5 -] - -] -] -]-
0] -] - - -] -T100 -l o0s5] -] -] - -] -
500 | 4.5] 4.0 2.5 5.0[ 8.0/ 275 - | 120 120 - | - | 3.0] 2.0 1.8
300 | 1.5] 4.0 0.5] 3.0] 40/ 245 -]105 95| -| - | 08] 1.0 -
P.pentosaceus 150 ] 0.5 0.5 - | 1.0] 1.0] 225 - | 7.0] 50| - - - - -
LO1651 557 50 | -] - -| - -]190 -]40] - | - -] -1 -] -
25 | - - - - -l1es -[35] - | - -] -] -]-
0] -] - - -] - l125 -]25] -] -] - -] -
500 | 50 - [ 2540 -[195 -|115 55| -] - | 38| -]|1.0
300 | 2.0| - 1.0 25| - | 185 - | 85| 65| - - 08| -| -
15005 - - - -]165 -[70] 5] - - -] -] -
1.LO125] Tammsiz 028 50 - - - - a0 -1 30 - - - - I
25 | - - - - -0 -[20] -] - -1 -] -]-
0] -] - - - -180] -]1s5] -] -] - -] -
*: ¢ap (mm)

Kiime 1: Kiime 1 izolatlarinin agir metallere dayaniklilik sonuglar1 Tablo 3.67°de

verilmistir. Kiime

1 izolatlar1 CdN,06.4H,O ve AgNO; agir metallerinin tiim



110

konsantrasyonlarinda diger agir metallere gére ¢cok daha biiylik zonlar olusmustur. Bu
nedenle izolatlar bu agir metallere digerlerinden daha biiylik hassasiyet
gostermektedirler. ZnSO,4.7H,O ve CuSO4.5H,O agir metallerinin genellikle ilk 3
konsantrasyonunda zon goriilmiistiir. Bu izolatlarin MgSO4.7H,0 agir metaline tamami,
MnSO0,4.2H,0 agir metaline biiyiik kismi dayanikhidir. Diger metallere dayaniklilik ise
degiskendir.

Tablo 3.68 Kiime 2 izolatlariin agir metallere dayaniklilik testi sonuglar

g =)
g ¢ 12|25 2 €5 o |F=|8%¢2
z 3 EE(S &8l 2SS |8 sl dclgshe
S A v S| Z| 2| 8| S| © El < | 0| = | B & 2|z
500 |5.0%|5.03.5]50[3.0]240 | - [13.0011.00 - | - |20] - |25
300 2.0[3.0/1.0]30[30]225]| -|95|75 - | - |10] - |10
L0140| L plantarumo12 150 10| - | - [1.0]1.0/205 | - |[5045] - | -|-]|-]|-
50 | - | - -] -] -|175]|-135]-| - |-|-/|-]-
25 | - | - | -] -] -|150]|-]30]-| - |-]-]|-]-
10 | - | - -] -]-]120]-120[-] - |-1-1]-1-
500 |2.5[50|35]|45[23]240 | - 13001100 - | - |25] - |3.0
300 |1.5(3.0/1.0(30(20|225| - |95|85| - | - |15] - |1.0
L0141} L plantarumO13 150 | - [10] - | - |1.0]205] - [50]55] - | -|-]|-]-
50 | - | - |- -] -l17s5|-0135]-| - |-]-/]-/|-
25 | - | - | -] -] -]150]-130]-| - |-]-1]-/1-
10 | -] -1|-]-|-|120]-1]20[-] - |-1|-]-]-
500 |45[3.0/3.0|55| - | 270 [1.0[13.0/100, - | - |5.0][1.0/2.0
300 |20 - |1.0]|30]| - | 245 | - |105]65| - | - |25] - |-
LO142| L.plantarumO14 150 £05, - | - | - | - 1225 - 195 40} - T
50 | - | - | -1]-1]-]200]|-]45/15] - |-|-]|-]-
25 | - | - | -] -] - 180 -|35]-| - |-|-]|-]-
10 | - | - | -] -|-|1585]-130|-| - |-1|-]-]-
500 |3.5[4.03.0]40[40]220 | - [120](90] - | - |35]05]1.0
300 Jos| - | - |20[3.0]200 | - |100[60] - | - |20] - |-
LO143| L.plantarumO19 104 -1-1-110 - 170)]- 16015 - e
50 | - | - -] -]-]1580]|-]30]-] - |-]-/|]-]-
25 | - | - | -] -] -|125|-]20]-| - |-|-]|-]-
10 | - - -] -]-J10]-]-]-]-1-1-]-1-
500 |3.5[50/3.0]/40[40]220 | - [11.0/7.0] - | - |35] - |10
300 1.0 (3.0/1.0]20[20]200 | - |85(45| - | - |20] - |-
LO144| L.plantarum020 104 -1-1-1- - 1180)]-160 10| - e
50 | - | - | -] -] -|145]|-]30]-] - |-]-/]-/1-
25 | - | - | -] -] -|130]-]20]-] - |-1-]-/1-
10 | -] -|-]|-|-]100]-]25|-|-|-1-/]-]-
500 | 4.0 [3.0/35]|50[50]240 | - [11.5/80] - | - |4.0[2.0/2.0
300 |2.03.0/15|25(40]210]| - |95]60| - | - |25] - |05
10145 L plantarum 021 150 [05]10| - | - [20]|185| - |6025] - | - |- |- |-
50 | - | - -1]-1]-]160]|-130]-| - |-1]1-/]-]-
25 | - | - | - | -] - 145 -]25]-| - |-|-/|-]-
10 | - | - -] -|-|mo]-]20[-|-|-1-]-]-

*: cap (mm) Devam
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Tablo 3.68 Devam
g Q
5 AEIEAERERERE 218122 2
2 | s R A A R R A R
S s 2 |8 |2 |2 |8 |3 |0 |E |« |0 |5 |2 |& |&~7
500 |4.0%] - |25]|40]| - [220] - |125[11.0] - | - |50 |- ]| -
300 |1.0 | - |04 20| - [205] - |9.0[50]| - | - |25]-]| -
L0147 L.plantarum023 1504 - | - 1 - 110 - 180} - IS51304 -1 - |- |-} -
50 | - | - | -] -1]- 145 1.5 - | - | - | - |-] -
25 | - | - | - | - | - 130] - |15 - | - | - | - |-]-
10 ) -1 -1-1-]-Juo|l -J10] -] -|-1]-1]-]-
500 |35]6.0[3.0]50]| - [190] - |12.0{7.0] - | - |40]-]10
300 |15 ]50[1.03.0| - [175] - |90[45| - | - |15]-]05
L0148 | L plantarum026 150 |05 - | - |05 - [165] - [75|25]| - | - | - |-] -
50 | - | - | - | - |- 130] - |20 - | -]-1]-/]-]-+-
25 | - | - | - | - | - |15 - |15 - | - | - | - |-] -
10 ) -1 -1 -1 -1-7]90|-1l1s5] -] -|-1]-1]-]-
500 |35 - [25]|40| - [185] - |11.0(13.0] - | - |25]|-|15
300 |1.5] - 0520 - [165] - |9.0[7.0]| - | - |05 -] -
LO149| L.plantarum030 1501 - | - 1 - 1050 - [145] - 170140} - - |- -1 -
50 | - | - | - |- |- |120] - |20 - | -1]-1]-1]-]-+-
25 | - | - | - | - | -|95] - 10| - | -] -]-|-]-+-
10 ) -] --1-1-1725/-1]05|-]-1|-1=-1]-]|]-
500 |45 - [25]3.0]| - [205] - |12.0/75] - | - |3.0]-]|15
300 |25 - 15|20 - [175] - |95(50| - | - |1.0]-]| -
LO150]| L.plantarum 033 10 105 - | - { - L - JS0L - ISS51200 - 4 - L - -1 -
50 | - | - | - | -] -120] - |25 - |- ]-1]-1-]-
25 | - | - | - | -] -195] - (15| - | - |- ]-1|-]-+-
10 ) -1 -1-1-]1-180]l-1]10]-]-|-1]-=-1]-]-
500 | 35| - [25]3.0] - [200] - |115[95] - | - |25]-]10
300 |1.5] - [15]25]| - [180] - |90(55] - | - |15]-]| -
L0151 | L plantarum 041 150 |05 - | - [05] - [16.0] - [503.0]| - | - | - |-]| -
50 | - | - | - | - |- |140] - |20 - | -] -]-|-]-
25 | - | - | - | - |- |100] - |12 - | -] -]-[|-]-
10 ) -1 -1-1-1-180l-109] -] -1|-1]-=-1]-]-
500 | 45| 45(25]|55]6.0[255] - |13.0(100] - | - |3.0]-[20
300 | 2.0 25| - |35(401(245| - [100[75] - | - |20]-]| -
L0153| L plantarum 058 150 | - | - | - |15]05](225] - |65|25| - | - | - |-] -
50 | - | - | - | - |- [185] - |40 - | - | - | - |-] -
25 | - | - | - | - | - |150] - |30 - | -] -]-|-]-
10 ) -] - -] -1]-1]135] -1]25]-|-|-1]-]-]|]-
500 | 6.0 | - |1.3]|45[35(220] - |50[60]| - | - |23]-]40
300 |25] - [02]3.0/05(200] - |40 [45| - | - | - | -] -
LO155 150 |05 - | - |05 - [180]25|15| - | - | - | - |-]| -
L.plantarum 1
50 | - | - | -] -]-1150] - [10]02] - | -] - |-]-~-
25 | - | - | - | -] - |140] - o5 - | - | - | - |-]-~-
10 ) -1 -1-1-]-Jn2o| -] -{-]-1-1-1]-]-
500 |35]2.0(15|45| - [225] - |115[85| - | - | 3.5 3.0/ 08
300 |10 150520 - [220] - [85[40] - | - | - [-] -
LO156| L.plantarum 022 15500 — 0:5 - iz:g - g:g 3:0 — T
25 | - | - | - | - | - [165] - |5020]| - | - | - |-]| -
10 - - - - - 123 - 13| - - - - - -
*: cap (mm) Devam
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Tablo 3.68 Devam
g o)
= > 3 2, as) ON N N ON 2, 2, Gl Ne)
z 3 S5 IEI2IEIRIE |2 EIE|B |22
s - E I I e B O o s | 28
- = =) oS [dls|& S| =
S S 2 |5 |2 |2 |8 |S |0 |E|<|D|5 |2 |£|&]|2
500 |4.5%| 5.0 2.3 |35]45| 240 | - |120120] - | - [3.5|1.0]25
300 (2325102513223 - [93(85] - | - [17] - | -
L.plantarum 150 05|10 - |13 - |201 | - |73[33] - - - -
LO157
o 044b s0 | - -1-1-1-1165]-140]-1]-1-71-1-7-
25 | - | - | -] -] -1150] -]28]-|-|-1]-]1-/1-
ol -]-1-]-1-1mn3]-J20[-]-1-1-71-]-
*: ¢ap (mm)

Kiime 2: Kiime 2 izolatlarn1 CdN;Os.4H,0, AgNOs agir metallerine karsi test

edilmis ve kiime 1 izolatlarinda oldugu gibi bu agir metallerde diger agir metallere gore

cok biiyiik zonlar olugsmustur (Tablo 3.68). Bu nedenle bu agir metallere kars1 izolatlar

oldukc¢a hassas,

Tablo 3.69 Kiime 3 izolatlarinin agir metallere dayaniklilik testi sonuglart

§ ] o) < o |Q o |o |©
= > ~ 2 @) I Q 2 2 N
= = g |8 121218 ISI8 |E ¥ |8 5[5 |E82

500 | 5.0%| 5.0| 2.5| 7.5| 6.5| 31.5| - | 12.0| 15.0| - - | 7.0| 4.0 12.0
300 2.0 25 -|4.5| 4.0 300| - 85| 11.0| - - | 5.0] 2.5 8.0
L0180 L.helveticus 150 ] 1.0 | 1.0 - | 4.0/ 3.0| 28.5| - 55| 85 - - 20| - 4.0
o016 50 - - -1 35 - 27.0| - 30| 2.0 - - - - -
25 - - -1 3.0 -| 255 - 15| 1.0 - - - - -
10 - - - - -1 200 - 1.0 - - - - - -
500 | 6.0 | 6.5 5.0| 8.0/ 9.0| 36.0| - | 115|180/ - | - | 6.0| 3.0] 12.0
300 ] 2.0|4.0| -|40]55 335 -| 800|155 -| -| 80|10/ 9.0
L0121 | Tammsiz 010 2130 05| - | - 30/ 40{ 310| - | 50115 -| -| -| -] 3.0
50 - - - - -] 275 -| 40| 50| -| -| -] - -
25 - -l - -] -] 180] -] 20| 30| -| -| -] - -
10 - - -] -] -l 130] -] 10| - | -| -| -] - -
500 5.5| 5.5/ 4.0/ 7.0/ 9.0| 33.0| - | 12.5| 14.0| - - | 40| 4.0/ 6.5
300 | 3.0 2.5| 2.0/ 5.5| 6.0| 31.0| - | 9.0 11.5| - - | 40| 2.5 45
i 0123| Tammsiz 017 150 | 2.0 2.0/ -|3.5/3.0 295| - | 60| 85| - - | 1.0| - 6.0
50 - - - 1300 -]270| -] 40| 20| - - - - -
25 - - -120] -] 255 - | 2.0 - - - - - -
10 - - - - - 240 - 1.0 - - - - - -

*: ¢ap (mm)

Pb(NO3),, MgS04.7H,0, MnSO4.2H,0O agir metallerine tamami
dayanikli, diger agir metallere kars1 da degisken dayaniklilik gostermislerdir.
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Kiime 3: Kiime 3 izolatlar1 Pb(NO3), .MgS04.7H,0, MnSO4.2H,0 agir metallerine

tamamen dayanikliyken, diger kiimelerde oldugu gibi CdN,Os.4H,O ve AgNOs3 agir

metallerinin uygulandig1 petrilerde olusan biiyiikk zonlar sebebiyle bu agir metallere

biiyiik hassasiyet gostermislerdir (Tablo 3.69). Digerlerine dayanikliliklar1 degiskendir.

Tablo 3.70 Tek iiyeli kiimelerin agir metallere dayaniklilik testi sonuglart

g Q

= 1R 12 |E o 1R 2 o o |e |2
- - S |8 | & |9 T S 8 |8 |9 s
|l 2 (iS22 E212 212852808 58
A A 2 5 [Z2 2 |I8|S S EFE =[5 | €2
500 |8.0*(22.0|4.0 [ 6.5 [18.0|29.0| - |13.0 (150 - [11.0] 5.0 (4.0 |1.0
300 | 4.5 (|185(1.0 4.0 |{11.0({240| - [{9.0 |70 | - |6.0 |35 25|05
L o100 | E-actis ssp. 150 | 3.5 [12.0 20 |55 (200] - [60 (35| - [25]05 18] -
lactis O3 50 |10(60| - | - | - [180|- [45[20] - [ - | - |- -
5 | - [30] - | - - [160]- 15005 - |- 1]-1-71-
10 - - - - - [11.0] - |25 - - - - - -
500 |60 | - (3.0 (3.0 4.0 (180| - [103|5.0 | - - 120 - |13
300 |30 - [1.0 (2.0 {03 |16.0]| - |9.0 |3.0 | - - 106 | - (05
0102 | 1. tacdis 7 550 [10] - [ - |10 - [150]-l6005] - | - | - [ - |-
50 |- |- -1-1-w2s[-J30]-1-1]-1-1-1-
25 - - - - - (100] - (2.0 ] - - - - - -
10 - - - - - |80 - (10 - - - - - -
500 |40 (4.0 (35 (35| - [21.0] - |125|4.0 | - - (20| - (15
300 |1.5(20 (1.0 (25| - [185| - |95 |20 | - - (08| - (05
150 - - - - - |17.0] - [ 6.0 | - - - - - -
1.LO110 | L pentosus O8a 0 - - - - a5 - a5 - - - - - -
25 - - - - - |125] - (3.0 | - - - - - -
10 - - - - - 195 |- ]10 | - - - - - -
500 |60 | - [3.5(9.5 (35 (30.0| - |125|10.5| - - 123108 (1.6
300 |15] - [10]50] - [280] - (9565 - | - [1.3] - [11
) 50| - [ - -135]- [270]-[50[10] - | - [03]- |-
1.0130 | L.brevis O11 0 - - - - T35 - (151 - - - - - -
25 - - - - - 225 - |10 | - - - - - -
10 - - - - - (180 - | 0.2 | - - - - - -
500 145] - [25]65] - [275] - [55(50] - [05|15] - [16
300 |05 - [02 (40| - [255]| - |50 |15 - - - - 109
I.B131 | L.brevis 2 150 | - |- |- |05} - 2400- 40102} - |-}~ |- |-
50 | - | -1 -1-1-1J20[-]20[-1-1-1-1-T71-
25 - - - - - [185] - |15 | - - - - - -
10 - - - - - |160] - |15 ]| - - - - - -
500 |60 (9.0 23| - [9.0(203]| - |{10.3|10.0| - - | 1.8 |0.45(0.5
300 |20 (7.0 - - 7.0 [18.0| - |83 |70 | - - (05 - | -
150 |13 23| - - |5.0 [17.0 - |7.0 |40 | - - - - -
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*: cap (mm) Devam



Tablo 3.70 Devam
g =)
Sl e | 2|2 2 |1e IS
tdle 2215 eS8 I8 | o |% |2 |2 |88 |
0 ISz 5 sl 2Elglg el 258
E 5 S |5 1Z21ZI18ISISIE 12181215 E18]2
500 |35 6.0 (20 (40| - [250] - [13.0]|125] - - (18] - | -
300 | 1.0 |40 [1.0 | - - R150| - |95 (85| - - (10| - | -
1.O170 | L.curvatus 032 150 - - - - - [190) - 150140 - - B S
50 - - - - - (170 - |25 (40| - - - -] -
25 - - - - - (150 - |20 (20| - - - -] -
10 - - - - - 130 - (1.0 | - - - - - -
500 | 4.5 |10.0 (3.0 | - |85 |245| - |45 |155] - - (21 -
300 | 1.5 (8505 | - |50 (23.5| - [3.0 |13.0| - - 04| -
1.C171 | L.curvatus 3 150 |35 - - |30 215) - J10]7.0) - S
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25 - - - - - [135] - |20 (3.0 | - - - - -
10 - - - - - (100 - |14 | - - - - -] -
500 |20 |80 |13 (2.0 |95 |185| - |12.0|5.0 | - - 20| - | -
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5201 | Lsativarius 4 150 - |33 - [3.0]30 (335 - [6.0 (4.0 ]| - - - - -
50 - - - (1.0 1.0 |320| - (40| - - - - -] -
25 - - - - - 1300 - |3.0] - - - - -
10 - - - - - 273 - |20 - - - - - -
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Tablo 3.70 Devam
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s |- -1-1-1-180]-130]-1-1]-71-1-]-
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300 |60 [40] - | - [55]200] - [95]65] - | - [1.5]2.0] -
150 [45 20 - [ - [50170] - {5530 - [ - [-]-7-
1.0124 | Tamimsiz O18 s (30 - - - 335 - (151 - - - T
25 [20]-] - -1]-Jmo] -Jos| - ]-1]-1-71-]-
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*: ¢ap (mm)

Tek I"Jyeli Kiimeler: Tek iiyeli kiimelerin de Pb(NOs), ve MnSO4.2H,O agir
metallerine ¢ok biiyiik kismi, MgS0,4.7H,0 agir metaline ise tamami dayaniklidir. Bu
kiimeler CdN,0¢.4H,0 ve AgNO; agir metallerine hassas, CuSO45H,0 agir metaline
ise biiylik bir kism1 hassastir. Diger agir metallere kars1 ise 1., 2. ve 3. kiimelerde

oldugu gibi dayaniklik oranlarn degiskendir.
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4. SONUC

Yapilan niimerik taksonomi ¢alismasi sonucunda test hatas1 %1.11 bulunmustur.
Sneath ve Johnson’a (1972) gore %10 test hatas1 normal olarak kabul edilmektedir.
Calismada bulunan test hatasinin, bu kabul ile karsilastinldiginda ¢ok diisiik oldugu

goriilmektedir. Bu sonug ¢alismanin giivenirliginin yiiksek oldugunu gostermektedir.

Niimerik taksonomi c¢aligmalarinda Sneath ve Sokal (1973) ve Sackin ve Jones
(1993) tarafindan belirtildigi iizere hiyerarsik kiimelemede verilerin uygunlugunu
saptamak icin benzerlik katsayisi kullanilmaktadir. %60 ile %95 arasindaki benzerlik
degerleri niimerik siniflandirmalarda taksonomik yapinin iyi sonug¢landigini
gostermektedir (Dogramaci 2005). Bu calismada kiimeleme, elde edilen kiimelerin
suglar arasindaki iligkisini daha iyi yansittig1 ifade edilen Sgp-UPGMA analizine gore
yapilmistir. Calismada 32 test izolati ve 10 tip izolati Sgy-UPGMA analizine gore
%89.4 benzerlik seviyesinde tanimlanmis ve 7 iiyeli 1. kiime, 15 iiyeli 2. kiime, 3 iiyeli
3. kiime olmak {iizere 3 adet cok iiyeli ve 17 adet de tek iiyeli kiimeye ayrilmistir. Bu
sonuca gore toplam 42 izolatin 25 adedi (% 59.52) c¢ok iiyeli, 17 adedi de (% 40.48) tek
tiyeli kiimelere gruplandirilmistir. Son veri tabani 42 adet izolat ve 122 birim

karakterini icermektedir.

Ssm-UPGMA analiz sonucuna goére tanimlanan 3 adet ¢oklu kiimenin birbiri
arasinda benzerlik oram1 %80 olarak belirlenmistir. Bu oran; calismada taksonomik
yapinin kabul edilebilirliginin yiiksek oldugunu gostermektedir. Calismada tanimlanan
3 kiime kendi icindeki benzerlik oranina gore birbirleri ile karsilastirildiginda, 3.
kiimenin %90.7 benzerlik oraniyla, 1. ve 2. kiimeye gore (%89.4 benzerlik) daha

yiiksek benzerlige sahip oldugu ortaya konulmustur.

Kiimeler tip oOrnekleri agisindan karsilastirildiginda, 1. ve 3. kiimeler tip
izolatlarindan ayn diizlemlerde kiimelenirken, 1. kiime LL102 kodlu izolat olan L.lactis

DSM?20481 tip izolatiyla %85 oraninda benzerlik gostererek kiimelenmistir.
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Niimerik taksonomi sonucu 1. ve 2. kilmenin %85 oraninda, 1. ve 3. kiimenin %80
oraninda, 2. ve 3. kiimenin %78 oraninda benzerlik gosterdigi tespit edilmistir. Buradan
elde edilen sonuca gore 1. ve 2. kiimenin, 1. ve 3. kiime ile 2. ve 3. kiime arasindaki
benzerlikten; 1. ve 3. kiime arasindaki benzerligin de 2. ve 3. kiime arasindaki
benzerlikten daha yiiksek oldugu sonucu elde edilmistir. Ayrica 3 kiimenin benzerlik
oran1 %80 oldugundan 1. ve 2. kiime 3. kiime ile karsilastirildiginda 1. ve 2. kiimenin
birbirine daha yakin, 3. kiimenin ise bu iki kiimeye daha uzak oldugu ve bu benzerlik

oranim 3. kiimenin diisiirdiigii ortaya konulmustur.

Testler kendi iginde belirleyicilik acisindan degerlendirildiginde; karbonhidrat
fermantasyon testleri icin 49 karbonhidrat degerlendirmeye alinmis ve bu
karbonhidratlardan 15 tanesi tamamen negatif, 1 tanesi tamamen pozitif oldugundan
degerlendirme matriksinden ¢ikarilmigtir. Yani 49 karbonhidrat testinden 33 tanesi

niimerik taksonomi i¢in belirleyici olmustur (%67.35).

Agir metal dayamklilik testleri, 14 metal ve her bir metal i¢in 6 konsantrasyon
olmak tizere toplam 84 karakter olarak denenmistir. Bu karakterlerden 32 tanesinde tiim
izolatlar negatif, 4 tanesinde tiim izolatlar pozitif sonu¢ verdiginden agir metal
konsantrasyonlarinin 36’s1 degerlendirme matriksinden ¢ikarilmigtir. Bu nedenle agir

metal dayaniklilik testlerinin belirleyiciligi %57.14 olmustur.

Metal testleri kendi icinde degerlendirildiginde; CdN,O¢.4H,0 ve AgNOj; i¢in tiim
izolatlarin pozitif ya da negatif oldugu bir test sonucu bulunmadigindan CdN,0O¢.4H,0O
ve AgNOs; sonuglart %100 belirleyicidir. CrN309.9H,O’iin 6 konsantrasyonun 1
adedinde (10 ppm) tiim izolatlar negatif 6zellik gosterdigi icin belirleyicilik %83.3’tiir.
AI(NO3)3.9H,0 icin tiim izolatlar 150 ppm, 50 ppm, 25 ve 10 ppm olmak iizere 4
konsantrasyonda negatif 6zellik gostermistir, bu sonuglar degerlendirme matriksinden
cikarilmis ve 6 konsantrasyondan 2’si belirleyici (%33.33) olmustur. ZnSO4.7H,O’nun
sadece 10 ppm konsantrasyonda tiim izolatlar negatif 6zelliktedir ve degerlendirmeye
alinmamustir. Bu nedenle belirleyicilik %83.33’tiir. CoN,Os.6H,0 ve Pb(NOs),’de tiim
izolatlar 50 ppm, 25 ppm, 10 ppm konsantrasyonlarinda tiimiiyle negatif ozellik
gostererek degerlendirme matriksinden c¢ikarilmistir. Bu durumda belirleyicilik
%50.00’dir. CuS0O4.5H,0’te tiim izolatlar sadece 10 ppm lik konsantrasyonda negatif
ozellik gostermisler ve belirleyicilik oranlan  %83.33 olarak hesaplanmistir.

MgS0,.7H,0 ic¢in tiim izolatlar tiim konsantrasyonlarda negatif 6zellik gostermislerdir
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ve bu nedenle biitiin konsantrasyonlardaki sonuglar degerlendirme matriksinden
cikarilmistir. Bundan dolayr bu metalin niimerik taksonomide belirleyicilik 6zelligi
yoktur. MnSO4.2H,0, Fey(S04);.H,O, FeSO,4.7H,0 ve NaNO,’de tiim izolatlar 50 ppm,
25 ppm ve 10 ppm konsantrasyonda negatif ozellik gostermistir. Bu nedenle
MnS04.2H,0, Fey(S04)3.H,O, FeS04.7H,O ve NaNO;’nin niimerik taksonomide
belirleyiciligi %50.00 olarak bulunmustur.

Antibiyotik duyarlilik testinde, 16 cesit antibiyotikten sadece 1 tanesinde tiim
izolatlar pozitif sonu¢ vermistir. Bu nedenle 16 cesit antibiyotikten sadece bir adedi
(RF30) degerlendirme matriksinden ¢ikarilmistir. Bu sonuca gore antibiyotik duyarlilik

testi %93.75 belirleyicilik gostermistir.

Biyokimyasal testlerde izolatlarin tiimiiyle pozitif yada tiimiiyle negatif sonug
verdigi herhangi bir test karakterine rastlanmamasi nedeni ile biyokimyasal testlerin

belirleyiciligi %100 olarak tespit edilmistir.

Karbonhidrat fermantasyon testleri (API 5S0CH) ile O1, 010, O15, O17, O18 ve
028 izolatlar1 tanimlanamamistir. Niimerik taksonomisine bakildiginda bu izolatlardan
Tanmimsiz O28 benzerlikleri yoniinden 1. kiimenin bir iiyesi olarak yer almig, Tanimsiz
010 ve Tanimsiz O17 ise 3. kiime i¢inde siniflandirilmislardir. Diger tanimsiz izolatlar

hicbir kiimeye dahil olmamustir.

L.plantarum tip izolat1 2. kiimede diger L.plantarum olarak tanimlanmis test
izolatlariyla kiimelenirken; P.pentosaceus tip izolat1 P.pentosaceus olarak tanimlanmig
izolatlar ile 1. kiimede yer almamustir. P.pentosaceus izolatinin 1. kiime de yer
almamasinin nedeni niimerik taksonomide c¢ok fazla karakterin degerlendirmeye
alinmas1 nedeniyle tiir i¢i farklilasmalarin analizde ortaya ¢ikmasi ve fazla sayida
kullanilan ozelliklerin ayirt edicilik saglamas1 olarak diistiniilmektedir. Diger tip
izolatlar1 ise belirlenen 3 biiyiilk kiimede yer almamis ve tek iiyeli kiimeler olarak

siniflandirilmiglardir.

Arastirmada izolatlarin starter kiiltiir iiretimi ve probiyotik 6zellik agisindan biiyiik
onem tasiyan bazi endiistriyel karakterleri de belirlenmistir. Bunlardan gida
endiistrisinde farkli gidalarin tiretimi, muhafaza siiresi ve kalitesinin artirilmasi icin
starter veya probiyotik kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal

aktiviteye sahip olmasi biiyiilk onem tasimaktadir. Yapilan antimikrobiyal aktivite testi
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sonucunda kiime 1 izolatlart E.faecium ve L.monocytogenes Lil’e kars1 yiiksek
antimikrobiyal aktivite gosterirken, kiime 2 izolatlar1 A.hydrophila, E.faecium ve
L.monocytogenes Lil’e karsi yiiksek antimikrobiyal aktivite gOstermistir. Tek iiyeli
kiimelerden L.lactis ssp.lactis O3, L.curvatus 032 ve Tammsiz O15, E.faecium ve L.
monocytogenes Lil’e kars1 gosterdikleri antimikrobiyal aktivite nedeniyle starter kiiltiir

olma ve probiyotik 6zellik gdsterme acisindan on plana ¢ikmugstir.

Asidik fermente gidalarda starter kiiltiir olarak kullanim agisindan 1. 2. ve 3.
kiimenin tiim iyelerinin ve tek {iiyeli kiimelerin biiyiik kisminin 15°C sicaklikta

gelisebilmeleri bu kiiltiirlerin kullaniminda bir avantaj olarak goriilmiistiir.

Kiime 1 ve kiime 2 iiyelerinin tamaminin ve tek iiyeli kiimelerin biiyiik bir kisminin
3.5 pH’da gelisebilmeleri asidik fermente gida iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanim
acisindan bu kiiltiirlere avantaj saglarken, kiime 3 iiyelerinin 3.5 pH’da gelisememesi
asidik fermente gida iiretiminde starter kiiltiir olarak kullamim ag¢isindan onlari

dezavantajli kilmaktadir.

Asidik fermente gidalarin biiyiik bir kisminin iiretiminde %1-10 NaCl arasinda
degisen konsantasyonlarda tuz kullanilmaktadir. Bu sebeple calismada %3.0, 4.0, 5.0,
6.5, 8.0, 9.0 oranlarinda NaCl kullanilmistir. 1., 2. ve 3. kiime iiyelerinin ¢ok biiyiik bir
kismi ve tek iiyeli kiimelerin bir kismi yiiksek oranlardaki tuza tolerans gostermistir.

Bu nedenle bu 6zellikteki izolatlarin starter kiiltiir olarak kullanilmalar1 uygundur.

Siiteiiliik starter kiiltiir 6zelligi dikkate alindiginda kiime 1 iiyelerinin tamami, kiime
2 iiyelerinin 4’1, proteolitik aktivite acisindan uygun olarak degerlendirilirken, kiime 3

tiyeleri starter kiiltiirlerde aranilan degerler agisindan uyumlu bulunmustur.

Gida endiistrisinde asidik fermente gidalarin iiretimi, muhafaza siiresi ve kalitesini
belirleyen en onemli Ozelliklerden biri olan pH degerleri ve % asitlik degerleri
incelendiginde izolatlarin pH degerleri 7. giin icin 3.30-4.41 pH arasinda ve ortalama
3.86 pH, asitlik dereceleri %1.07-2.47 arasinda ve ortalama %1.79 olarak bulunmustur.
1. kiime tiyelerinin 7. giin ortalama pH degerleri 3.94 pH, % asitlik degeri %1.73 olarak
bulunmustur. Bu kiime {iiyelerinin ulastiklar1 son pH degerleri ise % asit iiretim
miktarlar1 ve hizlan starter kiiltiir olarak kullamim acisindan yeterli bulunmustur. 2.
kiime {iiyeleri olan L.plantarum’lar 1. kiime {iyeleri olan P.pentosaceus’lara gére daha

yiiksek oranda asit tiretmistir. 3. kilmenin pH ve % asit degerleri ve asit iiretim hizlar
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starter kiiltiir olarak kullanimlarinda yeterli goriilmiistiir. Tek iiyeli kiimelerin 7. giin
ulagtiklar1 ortalama pH ve % asitlik degerleri sirasiyla 3.87 pH ve %1.71dir.

Dolayisiyla starter kiiltiir kullanim agisindan uygundur.

Probiyotik o6zelliklerin belirlenmesi i¢in en onde gelen ozelliklerden biri olan
hidrofobisite kiimeler acisindan degerlendirildiginde 1. kiime iginde probiyotik olarak
en avantajli izolat P.pentosaceus OS57 (%13.93), 2. kiime i¢in L.plantarum 021
(%50.82), 3. kiime icin Tanimsiz O17 (%6.16) ve tek iiyeli kiimeler i¢in de L.salivarius
4 (%23.99) olmustur.

%10 alkole dayaniklilik probiyotik 6zellik agisindan yeterli bir kriterdir. 1. ve 3.
kiimenin tamamu, 2. kiime tiyelerinden L.plantarum O12 disindaki izolatlar ve tek tiyeli
kiimelerin bityiik kism1 %10 alkolde gelisme gostermesi nedeni ile probiyotik kiiltiir

icin gerekli kritere sahiptir.

Tiim izolatlar CdN,O6.4H,O, AgNO;, CuSO45H,0 agir metallerine karst
dayaniksiz ve Pb(NOs),, MgS0O,4.7H,0, MnSO4.2H,0 gibi agir metallere digerlerine
gore daha dayamklidir. Bu izolatlar genellikle antibiyotiklerden polymixin B,
bacitracin, kanamycin, streptomycin, gentamicin ve vancomycine direnglidir. Sayilan
bu onemli antibiyotiklere karsi var olan direng probiyotik Ozellik acisindan 6nem

tasimaktadir.

Izolatlardan L.plantarum’lar ile P.pentosaceus’lar yiiksek safra tuzuna dayamklilik
ve 3.5 ile 9.6 pH da gelisme, gastrik suya ve H,O, ye dayaniklilik, B-Galaktosidaz
aktivitesi gosterme agisindan probiyotik starter kiiltiir i¢in aranilan degerlere sahip
bulunmuglardir. Bu izolatlarin plazmid DNA sayilart da 1-8 adet arasinda

degismektedir.
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Ek-6 Niimerik taksonomide kullanilan agir metallere dayaniklilik testleri ve sonuglari
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Ek-7 Niimerik taksonomide kullanilan antibiyotik duyarlilik testleri ve sonuglari
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Ek-7 Devam
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Ek-8 Niimerik taksonomide kullanilan biyokimyasal testler
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Ek-8 Devam
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Ek-9 Calismada kullanilan test karakterlerinin kisaltmalar

Karbonhidrat Fermantasyon

Agir Metallere Dayamkhihk

Agir Metallere Dayanmiklhihk

Biyokimyasal Testler

AAA: Kontrol
AAB: Glycerol
AAC: Erythritol
AAD: D-Arabnose
AAE: L-Arabinose
AAF: D-Ribose
AAG: D-Xylose
AAH: L-Xylose
AAI: D-Adonitol
AAK: Methyl-BD-Xylopyranoside
AAL: D-Galactose
AAM: D-Glucose
AAN: D-Fructose
AAQO: D-Mannose
AAP: L-Sorbose
AAR: L. Rhamnose
AAS: Dulcitol
AAT: Inositol
AAU: D-Mannitol
AAYV: D-Sorbitol

AAY:Methyl-aD-Mannopyranoside

AAZ: Methyl-aD-Glucopyranoside

ABA: N-Acetylglocosamine
ABB: Amygdaline

ANA: CrN;04.9H,0 (500 ppm)
ANB: CrN;04.9H,0 (300 ppm)
ANC: CrN3;09.9H,0 (150 ppm)
AND: CrN;0.9H,0 (50 ppm)
ANE: CrN;04.9H,0 (25 ppm)
ANF: CrN;09.9H,0 (10 ppm)
ANG: N,NiOg4.6H,0(500ppm)
ANH: N,NiOg4.6H,0(300ppm)
ANI: N;NiOg.6H,O(150 ppm)
ANK: N,NiOs.6H,0(50 ppm)
ANL: N,NiOg.6H,O(25 ppm)
ANM: N)NiOg.6H,O(10 ppm)
ANN: AI(NO3);.9H,0 (500 ppm)
ANO: AI(NO3);.9H,0 (300 ppm)
ANP: AI(NO3);.9H,0 (150 ppm)
ANR: AI(NO;);.9H,0 (50 ppm)
ANS: AI(NO3);.9H,0 (25 ppm)
ANT: AI(NO3)3;.9H,0 (10 ppm)
ANU: ZnS0,.7H,0 (500 ppm)
ANV: ZnS0,.7H,0 (300 ppm)
ANY: ZnS0,.7H,0 (150 ppm)
ANZ: ZnS0O,.7H,0 (50 ppm)
ANW: ZnS0O,.7H,0 (25 ppm)
ANX: ZnS0O,.7H,0 (10 ppm)
AOA: CoN,04.6H,0 (500 ppm)
AOB: CoN,04.6H,0 (300 ppm)

APE: CuS0,.5H,0 (25ppm)
APF: CuS0,.5H,0 (10ppm)
APG:MgSO, .7H,0O(500 ppm)
APH: MgSO, .7H,0 (300 ppm)
API: MgS0O, .7H,0 (150 ppm)
APK: MgSO, .7H,0 (50 ppm)
APL: MgSO, .7H,0 (25 ppm)
APM: MgSO, .7H,0 (10 ppm)
APN: MnS0O,4.2H,0 (500ppm)
APO: MnSO,4.2H,0(300ppm)
APP: MnS0O,4.2H,0O(150ppm)
APR: MnS0O,.2H,0(50ppm)
APS: MnS0O,4.2H,0(25ppm)
APT: MnS0,.2H,0(10ppm)
APU: Fe,(50,);.H,O(500 ppm)
APV: Fe,(50,);.H,O(300ppm)
APY: Fe,(50,);.H,O(150ppm)
APZ: Fe,(S0,);.H,0 (50 ppm)
APW: Fe,(S0,);.H,0 (25 ppm)
APX: Fe,(50,);.H,0 10 ppm)
ARA: FeSO,.7H,0(500ppm)
ARB: FeSO,.7H,0 (300ppm)
ARC: FeSO,4.7H,0 (150ppm)
ARD: FeS0,.7H,0 (50ppm)
ARE: FeS0,.7H,O(25ppm)
ARF: FeSO,.7H,0 (10ppm)

AGA:Glukozdan gaz tiretimi
ACA:10°C

ACB:15°C

ACC:45°C

ADA:%3.0 NaCl

ADB:%4.0 NaCl

ADC:%5.0 NaCl

ADD:%6.5 NaCl

ADE: %8.0 NaCl

ADF:%9.0 NaCl

AEA:9.6 pH

AEB:3.5 pH

AEC:3.0 pH

AFA:%10 Alkol

AFB:%12 Alkol

AFC:%15 Alkol

AHA:%?3.0 ox-bile katkil1 agar
AHB:%5.0 ox-bile katkili agar
AHC:%9.0 ox-bile katkili agar
AHD:%9.0 ox-bile katkil1 broth
AIA:B-Galaktosidaz
ALA:Arginin Hidrolizi
ATB:L.sakelLb.790
ATC:E.Faecium
ATD:L.monocytogenes Lil
AYA:Gram Boyama
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Ek-9 Devam

Karbonhidrat Fermantasyon

Agir Metallere Dayamklihk

Agir Metallere Dayaniklihk

Antibiyotik Duyarhlik Testi

ABC: Arbutin

ABD: Esculin

ABE: Salicin

ABF: D-Celiobiose

ABG: D-Maltose

ABH: D-Lactose

ABI: D-Melibiose

ABK: D-Saccharose

ABL: D-Trehalose

ABM: Inulin

ABN: D-Melezitose

ABO: D-Raffinose

ABP: Amidon

ABR: Glycogen

ABS: Xylitol

ABT: Gentiobiose

ABU: D-Turanose

ABV: D-Lyxose
ABY:D-Tagatose
ABZ.:D-Fucose

ACD: L-Fucose

ACE: D-Arabitol

ACF: L-Arabitol

ACG: Potassium Gluconate
ACH: Potassium 2-Ketogluconate
ACIT: Potassium 5-Ketogluconate

AOC: CoN,04.6H,0 (150 ppm)
AOD: CoN,04.6H,0 (50 ppm)
AOE: CoN;04.6H,0 (25 ppm)
AOF: CoN,04.6H,0 (10 ppm)
AOG: CdN,04.4H,0 (500 ppm)
AOH: CdN,04.4H,0 (300 ppm)
AOI: CdN,04.4H,0 (150 ppm)
AOK: CdN,04.4H,0 (50 ppm)
AOL: CdN,04.4H,0 (25 ppm)
AOM: CdN,04.4H,0 (10 ppm)
AON: Pb(NO3), (500 ppm)
AOO: Pb(NO3),(300 ppm)
AOP: Pb(NO;), (150 ppm)
AOR: Pb(NO3),(50 ppm)

AOS: Pb(NO3),(25 ppm)

AOT: Pb(NO;),(10 ppm)

AOU: AgNO; (500 ppm)

AOV: AgNO; (300 ppm)
AOQY: AgNO; (150 ppm)

AOZ: AgNO; (50 ppm)

AOW: AgNOj; (25 ppm)

AOX: AgNO; (10 ppm)

APA: CuS0,.5H,;0 (500 ppm)
APB: CuS0,.5H,0 (300 ppm)
APC: CuSO,4.5H,0(150ppm)
APD: CuS0,.5H,0 (50ppm)

ARG: NaNO,(500ppm)
ARH: NaNO, (300ppm)
ARI: NaNO, (150ppm)
ARK: NaNO, (50ppm)
ARL: NaNO, (25ppm)
ARM: NaNO, (10ppm)

ASA:Neomycin
ASB:Polymixin B
ASC:Novobiocin
ASD: Ampicillin
ASE:Bacitracin
ASF:Kanamycin
ASG:Streptomycin
ASH:Penicillin G
ASI:Tetracycline
ASK:Rifampicin
ASL:Erythromycin
ASM: Chloramphenicol
ASN:Novobiocin
ASO:Rifamycin
ASP:Vancomycin
ASR:Gentamicin
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