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OZET

Anahtar kelimeler: Probiyotik maya, prebiyotik, Saccharomyces boulardii,
agregasyon, gastrointestinal sistem, antibiyotik, antimikrobiyal

Gilinlimiizde probiyotiklerin kullanimi gozle goriiliir sekilde artmaktadir. Bagirsakta
patojen mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engelleyerek daha saglikli bir flora ortami
olusturmalari, bagirsak bariyerini gii¢lendirmeleri, inflamasyonu inhibe etmeleri gibi
pek cok sebep probiyotiklere olan ilgiyi giindemde tutmaya devam edecektir.
Mayalarin probiyotik 6zellikleri, glinlimiizde pek ¢ok calisma ile arastirilmaktadir.
Bakterilerin antibiyotiklere kars1 duyarli olabilmeleri, toksin {iretebilmeleri ve
patojenite gosterebilmeleri gibi etkileri sebebiyle, probiyotik se¢iminde tercih
mayalara yonelmistir. Cok sayida ve c¢esitli biyolojik faaliyetlere sahip olmalari
nedeniyle mayalar hem gida sektdrii hem de saglik sektdriinde umut vaadedici
adaylar haline gelmistir. Fermente gidalarda lezzeti artirmalari, yeni fonksiyonel gida
gelisimine katkilar1 ve bunlara ek olarak {irlinlerin raf dmriinii artirmaya yonelik kiif
ve patojen mikroorganizmalar {izerine biyolojik kontrol ajani gorevi goérmeleri,
mayalarin gida biyoteknolojisinde geleceginin parlak oldugunu gostermektedir.
Probiyotik  ozellik gosteren mayalarm saglik acisindan faydali etkileri
diistintildiglinde, yeni probiyotik maya kaynaklari1 ihtiyac1 giindeme gelmekte ve
giinimiizde geleneksel yoOntemlerle iiretilmis gidalardan izole edilen mayalarin
probiyotik 6zelliklerini tespit etmek amacl yapilan ¢alismalar artmig bulunmaktadir.

Bu calismada geleneksel yontemlerle elde edilmis zeytin ve zeytin {irlinlerinden
olusan 56 farkli kaynaktan 106 adet maya izolati elde edilmistir. Bu maya
izolatlarinin probiyotik 6zelliklerini belirlemek amaciyla; mayalarin otoagregasyon
ve koagregasyon becerileri, gastrointestinal kosullarda hayatta kalma becerileri, safra
tuzuna kars1 gosterdikleri direng, antibiyotik varliginda hayatta kalma becerileri,
patojen  mikroorganizmalara kars1  direngleri, hemolitik aktiviteleri ve
hidrokarbonlara tutunma becerileri analiz edilmistir. Teknolojik 6zelliklerini
belirlemek amaciyla ise; maya izolatlarinin esteraz, amilaz,katalaz ve proteaz enzim
aktiviteleri analiz edilmistir.

En iyi probiyotik 6zellik gdsteren 25 adet maya izolati secilerek tanimlanmasi iglemi
once MALDI-TOF MS ile yapilmis, sonrasinda 3 maya izolatinin tanimlamasina
sekans analizi ile devam edilmistir. Izolatlarin 4 tanesi Wickerhamomyces anomalus,
21 tanesi Yarrowia lypolitica olarak tanimlanmistir. Tiim maya izolatlarinin, tiirlerine
ait farkli suslar oldugu gosterilmistir. Tanimlanan mayalar, daha sonraki ¢aligmalarda
kullanilmak {izere stoga alinmstir.

xiii



ISOLATION, IDENTIFICATION, AND DETERMINATION OF
SOME PROBIOTIC PROPERTIES OF YEAST FROM OLIVES
AND OLIVE PRODUCTS MADE BY TRADITIONAL METHODS

SUMMARY

Keywords: Probiotic yeast, prebiotic, Saccharomyces boulardii, aggregation,
gastrointestinal tract, antibiotic, antimicrobial

Today, the use of probiotics is increasing visibly. Many reasons such as preventing
the proliferation of pathogenic microorganisms in the intestine, creating a healthier
flora environment, strengthening the intestinal barrier, inhibiting inflammation will
continue to keep the interest in probiotics on the agenda. The probiotic properties of
yeast are currently being investigated by many studies. Since bacteria can be
sensitive to antibiotics, produce toxins and show pathogenicity, preference has been
given to yeasts in the selection of probiotics. Due to their numerous and diverse
biological activities, yeasts have become promising candidates both in the food
industry and in the health sector. It acts as a biological control agent on mold and
pathogenic microorganisms to increase flavor in fermented foods, contribute to the
development of new functional foods, and in addition to these, increase the shelf life
of products. Considering the beneficial effects of yeasts with probiotic properties in
terms of health, the need for new probiotic yeast sources comes to the fore, and
today, studies to determine the probiotic properties of yeast isolated from foods
produced by traditional methods have increased.

In this study, 106 yeast isolates were obtained from 56 different sources consisting of
olives and olive products obtained by traditional methods. In order to determine the
probiotic properties; the aggregation ability of yeasts, ability to survive in
gastrointestinal conditions, resistance to bile salt, ability to survive in the presence of
antibiotics, resistance to pathogenic microorganisms, their hemolytic activity and
ability to adhere to hydrocarbons were analyzed. In order to determine its
technological features; Esterase, amylase, catalase and protease enzyme activities of
yeast isolates were analyzed.

The identification of 25 yeast isolates with the best probiotic properties was first
performed with MALDI-TOF MS, and then sequence analysis was continued for the
identification of 3 yeast isolates. 4 of the isolates were identified as
Wickerhamomyces anomalus and 21 as Yarrowia lypolitica. All yeast isolates have
been shown to be different strains of their species. Identified yeasts were taken into
stock for use in further studies.
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BOLUM 1. GIRiS

Insan bagirsagi, insan viicudundaki toplam hiicre sayisinin % 95'ini olusturan
karmagsik ve dinamik bir mikrobiyal ekosistemi barindirir. Bu bagirsak
mikroorganizmalari, bagisiklik sisteminin uyarilmasi, patojenik
mikroorganizmalardan korunma ve sindirime yardimci olma gibi cesitli islevlere
sahiptir (Guarner ve Malagelada, 2003). Tahminler, yetiskin bir insanin kolonunda
40 trilyondan fazla bakteri hiicresi bulundugunu ve bunun yani sira az da olsa

mantarlar ve protistlerin de mevcut oldugunu gdstermektedir (Guarner ve ark. 2017).

Dengeli bir gastrointestinal flora, sagligi gelistirici veya faydali bakterilerin
potansiyel olarak zararli bakterilere istiin geldigi bir floradir. Bu dengenin
bozuldugu durumlar; gastrointestinal sistem enfeksiyonlari, kabizlik, irritabl bagirsak
sendromu, inflamatuar bagirsak hastaligr (Crohn’s hastalig1 ve iilseratif kolit), gida
alerjileri, antibiyotige bagli diyare, kardiyovaskiiler hastalik ve bazi kanserlere
(6rnegin kolorektal kanser) neden olabilir. Ayrica, yanhs kullanilan antibiyotikler;
mikrobiyal diren¢ derecesini artirarak, bagirsak florasinin dengesinin bozulmasina
neden olmaktadir. Bu egilimlerle dogrudan miicadele etmek i¢in, Diinya Saglik
Orgiitii su anda mikroorganizmalarin probiyotikler olarak profilaktik ve terapotik
potansiyelinden yararlanmak gibi alternatif hastalik kontrol stratejilerinin

uygulanmasini savunmaktadir (Vohra ve Satyanarayana, 2012).

Diinya Saglik Orgiitii, yaygim olarak recete edilen antibiyotikler, antibiyotik direnci
nedeniyle ise yaramaz hale geldiginde, probiyotikleri bir sonraki en dnemli bagisiklik

savunma sistemi olarak kabul etmektedir (Kailasapathy ve Chin, 2000).

Probiyotik igerikli {irlinler diinyanin bir¢ok bdlgesinde basarili olmustur. Geleneksel
gidalardan receteli ilaglara kadar gesitli iiriin tiirleri ticari olarak mevcuttur (Guarner

ve ark. 2017).



Probiyotik kavrami yeni olmamakla birlikte, yillar i¢inde degismistir (Diez-Gutiérrez
ve ark., 2020). Gida endiistrisinde fonksiyonel gidalarin iiretimi agisindan popiiler
bilesenlerden biri olan probiyotikler takviye olarak da satilmaktadir. Giiniimiizde
probiyotiklerin  kullanimi, hayvanlarda biiylime, hayatta kalma ve saghg
gelistirmeye varacak sekilde genislemistir. Kullanimdaki bu artis, diinya c¢apinda
hizla biiyliyen probiyotik pazarinin degerine de yansimistir (Zucko ve ark., 2020).
Bugiin, insan klinik deneyleri icin bir PubMed arastirmasi, probiyotikler iizerinde
1500'den fazla ve prebiyotikler iizerinde 350'ye yakin arastirmanin yayinlandigin

gostermektedir (Guarner ve ark. 2017).

Ilag endiistrisinin gelistirdigi probiyotik iiriinlerin insan arastirmalarinda gosterdigi
yararli etkiler, yogurt ve fermente siitlerin tiiketiminde bir artisa yol agmis ve tip
camiasinda, saglik kurumlarinda ve tiiketicilerde daha genis kabul gérmesi nedeniyle

halk arasinda giderek daha popiiler hale gelmistir (Diez-Gutiérrez ve ark., 2020).

2015 Grand View Research raporu, kiiresel probiyotik pazari 2013 yilinda 32.06
milyar ABD dolar1 degerinde belirtmistir (Guarner ve ark. 2017).

Giliniimiizde kullanilan ¢ogu probiyotik, ya fermente gidalardan ya da saglikli bir
insan1 kolonize eden mikroorganizmalardan elde edilir ve on yillardir iirlinlerde

kullanilmaktadir (Guarner ve ark. 2017).

Tarihsel olarak, probiyotikler ilk olarak gastrointestinal sistem hastaliklarini 6nlemek
veya tedavi etmek i¢in kullanilmistir (Routier, 2021). Bildirilen tek probiyotik maya
sadece S. boulardii oldugundan, gen teknolojisi 6zellikle mayalarla yeni suslarin
gelistirilmesinde kesinlikle bir rol oynayacaktir. Buna ek olarak, endiistri merkezli
aragtirmalar, raf Omriinii ve bagirsak yoluyla hayatta kalma olasiligini uzatmaya,
yapisma kapasitesini optimize etmeye ve istenen faydalarin tiiketiciye iletilmesini
saglamak i¢in uygun Tlretim, tasima ve paketleme prosediirleri gelistirmeye
odaklanacaktir. Zamanla, enerji barlari, tahillar, meyve sulari, bebek mamasi ve
peynir gibi probiyotik iceren yeni gida {irlinlerinin yani1 sira hastalifa 6zgii tibbi

gidalar ortaya cikacaktir. Probiyotik i¢eren gida liriinleri i¢in kimlik standartlarinin



olusturulmasi, bu gida iirlinlerinin gelistirilmesini ve bulunabilirligini arttirmaya

hizmet edecektir (Vohra ve Satyanarayana, 2012).

Mayalarin potansiyel probiyotik olarak bakterilere gore tercih edilmelerinin daha
giivenli olmasi; asidik ortamda hayatta kalma oranlarin yiiksek olmasi,
antimikrobiyal madde iiretebilmeleri ve patojen bakterilerilerle genetik materyal
transfer etmemeleri gibi sebeplerle aciklanabilir. Bu durum ensiistriyel agidan, yeni
ve glivenli probiyotik maya arayisini artirmakla birlikte arastirmacilarin bu konu
iizerine yogunlagmasina sebep olmustur. Calismamizda, endiistrideki bu eksik hedef
alinarak yeni ve gilivenli potansiyel probiyotik maya elde etmek ve bu mayalarin
teknolojik aktivitelerini incelemek amaciyla, zeytin ve zeytin {rilinleri ile

calisilmistir.



BOLUM 2. LITERATUR OZETi

2.1. Probiyotikler

2.1.1. Probiyotik tamimi ve tarihgesi

Probiyotik terimi, "yasam i¢in" anlamina gelen Yunanca'dan tiiretilmistir (Vohra ve

Satyanarayana, 2012).

Probiyotik kavrami 1900’lerde Nobel 6diillii Elie Metchnikoff'un Bulgar kdyliilerinin
uzun ve saglikli yasamlarinin fermente siit liriinleri tiiketmelerinin sonucu oldugunu
varsaydigi ve daha sonra yogurdun bagirsagi, diger patojen bakterilerin zararh
etkilerinden korumak i¢in gerekli organizmalari igerdigine ikna oldugu zaman gelisti

(Vohra ve Satyanarayana, 2012).

Genel olarak kabul edilen ilk tanim 1989'da Fuller tarafindan;’’ Probiyotik; konake1
hayvanin bagirsak mikrobiyal dengesini gelistirerek faydali bir sekilde etkileyen
canlt bir mikrobiyal yem takviyesidir" seklinde yapilmistir (Vrese ve Schrezenmeir,

2008).

Probiyotikler, insan bagirsaginda bulunan ve konakc¢iya pek c¢ok yararl etkileri ile
bilinen canli mikroorganizmalardir. Gastrointestinal sistemde konakg¢iya zarar
vermemekle birlikte, mide asidi ve safra tuzu varliginda dayanikli olmalar

ozelliklerine sahiptirler (Smith ve Jones, 2012).

Ayr1 bir tanimda, probiyotikler genellikle “yeterli miktarda uygulandiginda
tilketicinin sagligina fayda saglayabilen canli mikroorganizmalar” olarak ifade
edilmigtir (Diez-Gutiérrez ve ark., 2020). Yeterli miktarin ne kadar oldugu

tanimlanmamakla birlikte, metabolik olarak bakterilerin insan bagirsaginda fayda



gosterebilmesi i¢in, 1 gram gida bagma minimum 10° mikroorganizma olmasi
gerektigi bilinmektedir (Gilliland, 1989). Bu mikroorganizmalar midenin asidik
kosullarina ve ince bagirsakta bulunan yiliksek safra asit konsantrasyonuna

dayanabilmelidir (Nagpal ve ark., 2012).

2.1.2. Prebiyotik tanim ve tarihgesi

Prebiyotik kavrami, probiyotiklerden daha yeni bir kavramdir ve ilk olarak 1995
yilinda Gibson ve Roberfroid tarafindan onerilmistir. Bir prebiyotigin kilit yonleri,
konakg tarafindan sindirilemez olmasi ve dogal faydali mikroplar iizerinde olumlu
bir etki yoluyla birey i¢in saglik yararlarina yol agmasidir. Prebiyotiklerin veya
probiyotiklerin uygulanmasi veya kullanilmasi, trilyonlarca ortak mikrobun hakim
oldugu bagirsak ortamin1 insan sagligi yararina etkilemeyi amacglar. Hem
probiyotiklerin hem de prebiyotiklerin bagirsaklarin 6tesine uzanan faydali etkileri

oldugu gosterilmistir (Guarner ve ark. 2017).

Insan bagirsaginda probiyotik mikroorganizmalarm bilyiimesini stimiile eden
besinler prebiyotik olarak adlandirilirlar (Smith ve Jones, 2012). Bir prebiyotik,
“konagin saglig1 iizerinde fayda saglayan gastrointestinal mikrofloradaki hem
bilesimde hem de/veya aktivitede spesifik degisikliklere izin veren segici olarak
fermente edilmis bir bilesen” iken, pro- ve prebiyotiklerin sinerjik
kombinasyonlarina  sinbiyotikler  denir.  Giliniimiizde sadece bifidojenik,
sindirilemeyen oligosakkaritler (6zellikle iniilin, hidroliz iiriinii oligofruktoz ve
(trans)galaktooligosakkaritler), prebiyotik smiflandirma i¢in tiim  kriterleri

karsilamaktadir (Vrese ve Schrezenmeir, 2008).

Prebiyotikler gidalarda dogal olarak bulunabilen veya spesifik besin destegi olarak
eklenebilen diyet lifleridir. Prebiyotik aliminin artirilmasi, kolonda probiyotik
miktarint artirabilir ve bagirsaktaki mikroorganizmalarin bilesimini saglikli bir

floraya doniistiirebilir (Smith ve Jones, 2012).



Prebiyotikler, tiretimleri ve depolanmalari sirasinda probiyotik canliligr gelistirmenin
bir yolu olarak arastirmalarda dikkat ¢ekmektedir (Prisco ve Mauriello, 2016).
Prebiyotik olan herhangi bir gida , gastrointestinal sistemin {ist kisminda hidrolize ve

absorbe edilmemelidir (Smith ve Jones, 2012).

Gidalara eklenen probiyotik bakterilerin genel islevi; bagirsakta potansiyel patojen
bakterileri ve/veya zararli metabolitlerin azaltmak, gastrointestinal hareketliligi
normallestirmek ve bagisiklik tepkisini modiile etmek iken, prebiyotik olarak
adlandirilan gida bilesenlerinin islevi ise; insanlarin dogal bagirsak florasinin
elverisli bakterilerini desteklemek ve ayni zamanda yutulan probiyotik bakterilerin
hayatta kalma siirelerinin uzamasina yardimci olmaktir (Vrese ve Schrezenmeir,

2008).

2.1.3. Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilmesi icin gerekli

sartlar

Probiyotik terimi i¢in ¢esitli tanimlar formiile edilmistir, ancak hepsinin asagidaki
ozelliklerle bir iligkisi vardir (Hill ve ark., 2014);

- Bir probiyotik ajan patojenik olmayan 6zellikler gostermelidir.

- Sindirim sisteminde hayatta kalma yetenegi olmalidir.

- Bagirsak epiteline yapisabilmelidir.

- Bagirsak yolunun kolonizasyonu saglayabilmelidir.

- Antimikrobiyal madde/maddeler iiretebilmelidir.

- Toz, s1v1 veya gida formunda yeterli sagkalim (stabilite) gostermelidir.

- Konak {iizerinde faydali etki gostermelidir (Vohra ve Satyanarayana,

2012).

2.1.4. Probiyotiklerin calisma mekanizmalari

Prebiyotikler, yararli anaerobik bakteri sayisini artirarak ve potansiyel olarak

patojenik mikroorganizma popiilasyonunu azaltarak bagirsak bakterilerini etkiler.



Probiyotikler, mukozal bagisiklik mekanizmalarini etkileyerek, ortak veya potansiyel
patojenik mikroplarla etkilesime girerek, kisa zincirli yag asitleri gibi metabolik son
driinler treterek ve kimyasal sinyal yoluyla konakgi hiicrelerle iletisim kurarak
bagirsak  ekosistemini etkiler. Bu mekanizmalar, potansiyel patojenlerin
antagonizmine, 1iyilestirilmis bir bagirsak ortamina, bagirsak  bariyerini
giiclendirmeye, inflamasyonun asagi regiilasyonuna ve antijenik zorluklara karsi
bagisiklik tepkisinin yukart regiilasyonuna yol acabilir. Bu fenomenlerin,
probiyotiklerin en yaygin olarak taninan kullanimlarindan biri olan diyare insidansi
ve siddetinde azalma da dahil olmak {izere en faydali etkilere aracilik ettigi

distiiniilmektedir (Guarner ve ark. 2017).

2.1.5. Probiyotiklerin saghga yararlarn

Probiyotik terapi; bulasici, inflamatuar, neoplastik ve alerjik birgok kosulun
tedavisine Onciilik etmistir. Ancak bu iirlinlerin rutin olarak kullanilmadan once

uygun sekilde degerlendirilmesi 6nemlidir (Vohra ve Satyanarayana, 2012).

Probiyotiklerin terapodtik oldugu diisiiniilen yararh etkileri arasinda sunlar vardir;

Patojen mikroorganizmalara karsi antagonistik aktivite (Linares ve ark., 2016;
Tsiouris ve Tsiouri, 2017; Sotoudegan ve ark., 2019): Patojen mikroorganizmalar
cesitli sekillerde baskilanabilir;

- Gida karbonhidratlarindan iiretilen organik asitler (6rn. laktik veya asetik
asit), pH" diisiiriir ve Escherichia coli ve Salmonella cinsinin tiirlerinin
gelisimini sinirlar (Rahimzadeh ve ark., 2014; Rahimzadeh ve ark., 2015). Ek
olarak, sindirim sisteminin asitlesmesi bagirsak peristalsisini tesvik ediyor
gibi goriinmektedir.

- Probiyotikler, siklikla enfeksiyonlara neden olan patojenleri inhibe eden
bakteriyosinler, antimikrobiyal maddeler {iireterek patojenik bakterilerin
biiylimesini bastirtyor gibi gériinmektedir (Tsiouris ve Tsiouri, 2017).

- Probiyotik suslar, mukozal ve epitelyal ylizeylerle etkilesime girme ve

patojen kolonizasyonunu Onleme icin yiiksek bir kapasite sunar (Zhang ve



ark., 2019). Valdés-Varela ve ark. (2016), Bifidobacterium'un Clostridium
difficile tarafindan kolonizasyon iizerindeki etkisini analiz eden bir ¢aligma
ylrlitmiistiir. Antibiyotik tedavisini takiben C. difficile normal olarak
bagirsakta serbest nisler isgal ederek degisen derecelerde ishali tetikler.
Bununla birlikte, bu yazarlar, probiyotikler Bifidobacterium longum veya
Bifidobacterium breve'nin uygulanmasindan sonra, probiyotik bakterilerin
serbest nisleri isgal ettigi ve patojenik bakterileri degistirdigi i¢cin C. difficile
miktarinin azaldigint bulmuslardir. Ek olarak, probiyotikler besinleri
tilketerek rekabetci bir inhibisyon etkisi uygulamislardir, bdylece bunlari
patojenik  bakteriler i¢cin kullanllamaz hale getirerek istenmeyen

mikroorganizmalar tarafindan kolonizasyonu dnlemeye yardimci olmuslardir.

Immiinite stimiilasyonu (Aureli ve ark., 2011; Cerbo ve ark., 2016);

Bagirsak mikrobiyotasinin dikkate deger oOzelliklerinden biri, dogal ve
uyarlanabilir bagisiklik tepkisini uyarma ve diizenleme kapasitesidir.
Mikrobiyota, koruyucu bariyerler, fagositler ve dogal dldiirticii hiicreler ile T
ve B lenfositlerinden olusan adaptif veya edinilmis bagisiklik tepkisinden
olusan dogal bagisiklik tepkisine miidahale eder. Patolojiye bagli olarak,
bagisiklik sistemi bir veya diger yanit1 aktive edecektir (Mishra ve Mishra,
2018).

Probiyotik suslar, hem dogal bagisiklikta yer alan hiicreler hem de spesifik
bagisiklik ile ilgili hiicreler iizerinde etkili olan ve ayn1 zamanda makrofajlar
aktive eden, konak¢inin bagisiklik sistemi iizerinde uyarici bir etkiye sahiptir.
Tam mekanizmalar1 heniiz aydinlatilmamis olmasina ragmen, sadece
gastrointestinal sistemde (GI) hayatta kalabilen mikroorganizmalarin
makrofajlar1 aktive edebilecegi bilinmektedir (Dong ve ark., 2012; Miller ve
ark., 2019). Ek olarak, probiyotik mikroorganizmalarin varligmin antikor
iretimini, 6zellikle bagirsak limenindeki salgi immiinoglobulin A'y1 (IgA)
destekledigi ve patojenik bakterilerin mukozal yilizeye yapigsmasini
engelleyebilen;

- Bakterilerin agliitinasyonuna (kiimelesme/yapisma) neden olur

- Bakterilerin yiizeyinde bulunan adezyon faktdrlerini degistirir



- Adezin- reseptor etkilesimlerine miidahele eder.
- Bagisiklik  sistemi  iizerindeki etkileri nedeniyle, LAB  bagirsak
enfeksiyonlarini onleme, bagisiklik sistemi ile ilgili hasara kars1 koruma ve
immiinomodiilatorler olarak hareket etme potansiyeline sahiptir (Miller ve

ark., 2019).

Toksik tirlinlerin noétralizasyonu (Sotoudegan ve ark., 2019); Toksik bilesiklerin
inaktivasyonu, probiyotik etkinin ¢ok O©nemli bir baska yoOnidir. Bagirsak
mikrobiyotasinda birikir ve burada amonyak, aminler ve indol gibi toksik maddelerin
emilimini azaltirlar. Ayrica safra tuzlarmin ve yag asitlerinin toksik {riinlere

biyotransformasyonunu azalttig1 goriilmektedir.

Stres modiilasyonu (Novik ve Savich, 2019); Stres, bagirsak mikrobiyotasindaki
varyasyonlar1 etkileyen faktorlerden biridir. Stres sindirim fizyolojisini degistirir,
sindirim sisteminde peristalsis ve HCl ve mukus salgilarini arttirir ve bdylece

mikrobiyotay1 ve buna bagh aktiviteleri degistirir.

Urogenital sistemin korunmasi (Cerbo ve ark., 2016); Bircok c¢alisma, endojen
lactobacillus'un irogenital sistemdeki enfeksiyonun bagirsakta oldugu gibi

onlenmesinde benzer bir rol oynadigini1 dogrulamistir.

Bakteriyel asir1  biiyiime, bagirsak hareketliligi  bozukluklar1 ve bagirsak
mikrobiyotas1 (Sotoudegan ve ark., 2019); Bakteriyel asir1 biliylime sendromu,
genellikle daha 6nce anatomik degisikliklerin veya zayif bagirsak hareketliliginin
varligindan dolay1r ince bagirsakta anormal bakteriyel proliferasyon olarak
tanimlanir. Cogu durumda, sadece uzun siireli ishal, siskinlik ve karin agris1 gibi
spesifik olmayan semptomlara neden olur. Bununla birlikte, bakteriler bagirsak
mukozasina zarar verebilir, malabsorpsiyon sendromuna yol agar ve bu da besin
kayb1 nedeniyle sekonder yetersiz beslenmeye yol acar. Bagirsak liimenindeki gram
negatif bakterilerin asir1 biiylimesi, ince bagirsagin normal mikrobiyotasini1 yer

degistirerek malabsorpsiyon semptomlarindan sorumlu bir dizi etkiye yol acar.
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Adjuvan tedavi olarak probiyotik uygulama caligmalar1 bu alanda umut verici bir

terapotik yaklagim olusturmaktadir.

Probiyotiklerin farkli hastaliklarda etkisi ve etkileri (Sotoudegan ve ark., 2019);
Artan sayida calisma, ¢olyak hastaligi (de Sousa Moraes ve ark., 2014) ve Crohn
hastaligt (Gensollen ve Blumberg, 2017) gibi bagirsagin farkli enflamatuar
hastaliklarinda bagirsak mikrobiyota degiskenligini analiz etmistir. Bagirsak
mikrobiyotasinin probiyotik mikroorganizmalar ile etkili modifikasyonunun,
bagisiklik sistemini olumlu etkileyerek umut verici bir terapdtik yaklasim oldugu
kabul edilir. Probiyotikler, bagirsak lenfoid dokusunu modiile etmede 6nemli bir rol
oynar ve immiinomodiilator bir etki gosterir; sonu¢ olarak, bazi otoimmiin
hastaliklarda veya profilaktik olarak terapdtik bir uygulamaya sahip olabilirler
(Sanders, 2000).

Probiyotikler;

- Laktoz intolerans1 yonetiminde (Sanders, 2000),

- Kolon kanseri 6nlenmesinde (Saikali ve ark., 2004),

- Diyare, konstipasyon ve IBS gibi pek ¢ok gastrointestinal hastaliklarin
tedavisinde (Hempel ve ark., 2012),

- Kolesterol seviyesinin diismesinde (Ataie-Jafari ve ark., 2009),

- Kan basincinin diisiiriilmesinde (Sanders, 2000),

- Immiin fonksiyonlarin gelistirilmesi ve enfeksiyonlarin énlenmesinde (Reid,
2006),

- Antibiyotik kaynakl diyarenin diizeltilmesinde (Hickson ve ark., 2007),

- Inflamasyonun azaltilmasinda énemlidir (Isolauri ve ark., 2002).

Son olarak, literatiirlin ve meta analizlerin son sistematik incelemeleri, mevcut
kanitlarin periodontitis tedavisinde adjuvan olarak probiyotik kullanimina ydnelik
olumlu oldugu sonucuna varmistir, ancak yine de kanitlarin klinik onerileri formiile
etmek i¢in heniiz yetersiz oldugunu diisiiniilmekte ve daha fazla temel ve klinik

caligma gerekmektedir (Routier ve ark., 2021).
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2.1.6. Probiyotik olarak kabul edilen tiirler

Insan bagirsaginda pek ¢ok mikroorganizma bulunmasina ragmen, sadece birkag
mikroorganizma susu probiyotik 6zellik tagimaktadir (Smith, 2012). En yaygin
olarak kullanilan probiyotikler, laktik asit bakterileri (Lactobacillus spp., Bacillus
spp., Bifidobacterium spp., Streptococcus spp. ve Enterococcus spp.) igerir.
Lactobacilli ve bifidobacteria, hayvanlarda ve insanlarda normal bagirsak
mikroflorasinin biiyiik bir boliimiinii olusturan Gram pozitif laktik asit bakterilerdir

(Vrese ve Schrezenmeir, 2008).

Bu probiyotikler tek baslarina veya birbirleriyle kombine olarak kullanilabilir, ancak

tiim kombinasyonlarin stabil olmadig1 unutulmamalidir (Pais ve ark., 2020).

Lactobacilli ve Bifidobacteria’ya ek olarak daha az yaygin olarak kullanilan diger
probiyotik mikroorganizmalar, Streptococcus, E. coli, Bacillus ve Saccharomyces

suslaridir (Vrese ve ark., 2001).

Probiyotik olarak en yaygmn olarak Lactobacillus tirleri (Tablo 2.1.) ve
Bifidobacterium kullanilmakta olsa da bunlara ilave olarak S. boulardii mayas1 ve
baz1 E. coli ve Bacillus tirleri de kullanilmaktadir. Yakin zamanda Avrupa

Birligi'nde onaylanan Clostridum butyricum da yer almistir (Guarner ve ark., 2017).

Tablo 2.1. Probiyotik olarak kabul edilen tiirler

Lactobasillus  Bifidobacterium Streptococcus Saccharomyces Digerleri
Spp- Spp- Spp Spp-
L. B. bifidum S. termophilus S. boulardii Bacillus cereus
acidophilus
L. casei B. lactis S. salivarus subsp. Escherichia coli
thermophilus
L. fermentum B. breve Prompionibacteri
freudenrichii
L. gasseri B. longum
L. bulgaricus B. infantis Enterococcus

L. salivarus
L. lactis
L. plantarum
L. reuteri
L. paracasei
L. johnsonii

B. adolescentis

(Kaya, 2020)
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2.2. Mayalar

Mayalar, su anda bilim adamlarinin ve endiistrinin artan ilgisini ¢eken biiyiik ve
heterojen bir mikroorganizma grubunu olusturmaktadir. Cesitli biyolojik aktiviteler,
onlar1 gida sektoriiyle sinirli olmayan genis bir uygulama yelpazesi i¢in umut verici
adaylar haline getirmektedir. Fermente gidalarda lezzet gelisimine biiyiik katkilarina
ek olarak, istenmeyen bakterilere ve mantarlara karsi antagonistik aktiviteleri artik
yaygin olarak bilinmektedir. Bu aktiviteler, besin maddeleri i¢in rekabet giicleri,
biiylime ortamlarinin asitlenmesi, yiiksek etanol konsantrasyonlarina toleranslari ve
antifungal Sldiiriicti toksinler veya "mikosinler" gibi antimikrobiyal bilesiklerin ve
antibakteriyel bilesiklerin salinmasi ile iliskilidir. Probiyotik iceren gidalarin tasarimi
oncelikle Lactobacillus ve Bifidobacterium'a odaklanirken, S. boulardiinin uzun

stiredir gastroenterit tedavisinde etkili oldugu bilinmektedir (Hatoum ve ark., 2012).

"Maya" terimi, orijinal olarak bira maysesinin fermantasyonu sirasinda olusan
kopuigii ifade eden Hollandaca "6z" kelimesinden tiiretilmistir. Fransizca "levure"
kelimesi gibi mayaya atifta bulunan diger kelimeler, mayanin ekmek hamurunun

kabarmasina neden olan roliine atifta bulunur (Hatoum ve ark., 2012).

Fermantasyon, diinyadaki en eski gida isleme ve muhafaza bi¢imlerinden biridir.
Antik caglardan beri mayalar ve metabolik {irlinleri insanlar tarafindan kullanilmak
lizere sOmiiriilmiistiir, en dnemlileri firincilik ve biraciliktir (Moslehi-Jenabian et al.
2010). Mayalar, cesitli tiirlerin bakteri ve/veya ipliksi mantarlarla uyum iginde
calisabildigi ¢ok cesitli diger iiriinlerin fermantasyonuna katkida bulunur (Vohra ve

Satyanarayana, 2011).

Mayanin yiyecek ve igecek iiretimi, kalitesi ve giivenligi lizerindeki etkisi, ekolojik
ve biyolojik faaliyetleriyle yakindan baglantilidir. Mayalarin taksonomisi, ekolojisi,
fizyolojisi, biyokimyasi ve molekiiler biyolojisinin anlasilmasindaki son gelismeler,
yeni irlinlerde bu organizmalarin varligma olan ilginin artmasina neden olmustur

(Fernandez-Pacheco ve ark., 2021).



13

Mayanin inhibitor aktivitesi ilk olarak Hayduck (1909) tarafindan kesfedilmistir. Bir
stire sonra, diger arastirmacilar, mayalarin diger mayalara kars1, oldiiriicti toksinler
veya “mikosinler” olarak bilinen ikincil metabolitlerin {iretimini i¢eren antagonistik
etkisini bildirdiler (Young ve Yagiu, 1978; Rosini ve Cantini, 1987; Walker ve
digerleri, 1995). Viljoen (2006), fermente gida ve igeceklerde bulunan mayalarin
antimikrobiyal etkilerini 6zetlerken organik asitlerin, antibiyotik faktorlerin, ugucu
asitlerin, hidrojen peroksitin ve iriinde salgillanan diger cesitli substratlarin
etkilerinden bahseder. Bununla birlikte, mayalar tarafindan inhibisyon
mekanizmalarini1 tanimlamaya yonelik nispeten az calisma yapilmistir (Hatoum ve

ark., 2012).

Mayalar, insanlarin normal mikrobiyal floras1 dahil olmak iizere dogal ortamlarda,
bitkilerde, havadaki partikiillerde, suda, gida triinlerinde ve diger bir¢ok ekolojik

niste yaygin olan dkaryotik mikroorganizmalardir (Kurtzman ve ark., 2011).

Mayalar ayrica mikrobiyotanin < 9% 0,1'ini olusturan mikrobiyal sistemin bir
parcasidir. Gastrointestinal yoldan elde edilen ¢ogu maya izolatlart Candida
albicans'tir, ancak baska mayalar da bulunur. Bir¢ok faydali 6zelligi ve ¢cogu maya
tirliniin insan ve hayvanlar i¢in patojen olmamasi nedeniyle mayalarin
biyoteknolojik islemlerde kullanimi artmaktadir. Sonug olarak, mayalar giderek daha

fazla arastirilmaktadir (Fernandez-Pacheco ve ark., 2021).

S. boulardii klinik etkileri olan tek maya ve ¢ift kor caligmalarda probiyotik etkinligi

kanitlanmis tek maya preparatidir (Sazawal ve ark. 2006).

Tablo 2.2. Bir probiyotik olarak S. boulardiimin 6zgiilliglinii agiklayan, mayay1

bakterilerden ayiran ana 6zellikleri listeler.

Tablo 2.2. Probiyotik olarak mayalar1 bakterilerden ayiran dzellikler

Bakteri Maya
Insan florasinda blunma % 99 <%1
Hiicre boyutu 1 um 10 pm

pH 6,5-7,5 4.5-6.5
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Tablo 2.2. (Devami)

Sicaklik °C 10-80 20-30
Antibiyotiklere kars1 direng Hayir Evet
Genetik materyal transferi Evet Hayir

(Fernandez- Pacheco ve ark., 2021).

2.2.1. Bir probiyotik olarak kabul edilen S. boulardii

Fransiz bir bilim adami olan Henri Boulard, Fransiz Cinhindi'ndeki bazi insanlarin
kolera salginindan etkilenmedigini gozlemledi. Bu insanlarin, lychee ve mangosteen

Oziinden yapilmis belirli bir tiir cay i¢tigini bildirdi (McFarland, 2010).

Bu meyvelerin kabuklarindan bir Saccharomyces susu izole etti ve buna S. boulardii
adin1 verdi. Sus, su anda diinya ¢apinda regetesiz satilan bir probiyotik takviyesi

olarak mevcuttur (Sen ve Mansell, 2020).

Metabolik ve fizyolojik olarak S. boulardii, S. cerevisiae'den farklidir. Yapilan bir
calismada S. boulardii'yi karakterize eden ve onu diger S. cerevisiae suslarindan
ayiran bir genin mutasyonu sonucu ortaya ¢ikan benzersiz ve spesifik bir alel gen
tanimlandi. Cogu S. cerevisiae susu 30°C'de biliyliylip metabolize olurken, S.

boulardii optimum olarak 37°C'de biiyliyen termotolerant mayadir (Czerucka ve ark.,

2002).

Birkag bakteri probiyotik olarak tanimlanmistir ve etki bi¢imleri bir dereceye kadar
incelenmistir, ancak mayalar da probiyotik 6zellikler sergileyebilir. Firinct mayast S.
cerevisiae, insan sagligi i¢in onemli avantajlar saglamazken, yakindan iliskili olan S.
boulardii, ishal gibi akut gastrointestinal hastaliklarin veya inflamatuar bagirsak
hastalig1 (IBD) gibi kronik hastaliklarin tedavisini tamamlamada etkilidir (Pais ve
ark., 2020).

S. boulardii, onu potansiyel bir probiyotik ajan yapan bir¢ok 6zellige sahiptir (Vohra
ve Satyanarayana, 2011);
- Gl yolundan gecerken hayatta kalir.
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- Kalin ve ince bagirsaktaki dogal florayr korudugu ve restore -ettigi
gosterilmistir.

- Patojenite gostermez.

- Optimum sicakligi hem in vitro hem de in vivo 37°C'dir.

- Bir dizi mikrobiyal patojenin biiyiimesini engeller.

- Ancak S. boulardii, basit 6karyotik hiicreler grubuna (mantarlar ve algler

gibi) aittir ve bu nedenle prokaryot olan bakteriyel probiyotiklerden farklidir.

2.2.1.1. 8. boulardii’nin etki mekanizmalari

S. boulardii mide asiditesine ve safra tuzlarina karst direnclidir. Tiim sindirim sistemi
boyunca canli olarak tespit edilebilir. Proteolize kars1 da direnglidir. Gastrointestinal
yolda yiiksek popiilasyonlar elde edebilir ve siirdiirebilir. Kolonu kalic1 olarak
kolonize edebilir ve bagirsak yolundan kolayca disar1 ¢ikmaz (Vohra ve

satyanarayana, 2011).

2.2.1.2. S. boulardii’nin antimikrobiyal etkileri

E.  coli, Shigella, Salmonella Typhimurium, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus ve Entamoeba histolytica gibi hayvan caligmalarinda S.
boulardiimin gesitli enterik patojenlere ve enterobacteriaceae familyasinin iiyelerine
kars1 koruma sagladig1 gosterilmistir (Czerucka ve Rampal 2002). Bunun nedeni, S.
boulardii'nin hiicre duvarmmin enterohemorajik E. coli ve S. Typhimurium gibi

enteropatojenleri baglama kabiliyetine sahip olmasidir (Vohra ve Satyanarayana,
2011)
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2.2.1.3. S. boulardii’nin antitoksijenik etkileri

2.2.1.3.1. Immiin yamit1 artirma

S. boulardii, sigamn ince bagirsaginda Immiinoglobulin A'nin (IgA) salgilanmasini
indiikler. IgA, gastrointestinal ve solunum yollarindaki istilact mikroplara kars

koruma saglar (Butts ve ark., 1990).

2.2.1.3.2. Anti-inflamtuar etkileri

Probiyotikler, inflamatuar siireglerin temelini olusturan epitel hiicre ve mukozal
bagisiklik sistemi islev bozukluklari {izerinde olumlu etkiler yaparak inflamasyonu

azaltabilir (Vohra ve Satyanarayana, 2011).

Probiyotikler diizenleyici T hiicrelerini uyarir ve boylece aksi takdirde inflamasyonu
indiikleyecek olan efektdor T hiicrelerini inhibe eder. (Vandenplas ve Benninga,

2009).

2.2.2. . boulardii’nin klinik faydalar

2.2.2.1. Antibiyotik kullanimina bagh diyare

Antibiyotikle iliskili diyare (AAD), antibiyotik uygulamasiyla iligkili olarak ortaya
cikan bagka tiirlii agiklanamayan diyare olarak tanimlanir. AAD ile en yaygin olarak
iliskilendirilen bakteriyel ajan C. difficile'dir (Bartlett ve ark., 1978). Diger bulasici
organizmalar arasinda S. aureus, Clostridium perfringens, Klebsiella oxytoca,
Candida tirleri, E. coli ve Salmonella tiirleri sayilabilir. Hemen hemen tiim
antibiyotikler, 6zellikle anaeroblar {izerinde etkili olanlar ishale neden olabilir, ancak
risk, aminopenisilinler, aminopenisilinler ~ve klavulanat kombinasyonu,
sefalosporinler ve klindamisin ile daha yiiksektir (McFarland ve ark., 1990; Barbut
ve ark., 1997;). Surawicz ve arkadaslar1 (2000) tarafindan yiiriitilen randomize

kontrol denemesi hastanede yatan 180 hastada gesitli siniflara ait antibiyotikler ile
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tedavi sirasinda uygulanan ve 2 hafta devam eden S. boulardiimin etkinligini
degerlendirmistir. S. boulardii alan hastalarda diyare insidans1 6nemli dl¢iide azaldig:

bildirilmistir. (plaseboda % 10'a kars1 % 22, P = 0.038).

2.2.2.2. Seyahate bagh diyare

Gezgin ishali, 6zellikle gelismekte olan iilkelere seyahat edenler arasinda iyi bilinen
bir halk sagligi sorunudur. Enterotoksijenik FE. coli, Shigellae ve Salmonella
vakalarin yaklasik % 80'inden sorumludur (Sanders ve Tribble, 2001). Kollaritsch ve
ark. (1993), diinyanin cesitli iilkelerini ziyaret eden 1.016 yolcuda ishalin
onlenmesinde S. boulardiinin etkinligini degerlendirdi. Diyare insidansi, plasebo
alan hastalarda % 40, S. boulardii 250 mg/giin alan hastalarda % 34 (P = 0.019) ve
S. boulardii 1 g/giin alan hastalarda % 29 (P < 0.005) idi. Ayrilmadan 5 giin 6nce
baslayarak onlemede ne kadar ¢ok S. boulardii alinirsa, ishaldeki azalmanin o kadar
yliksek oldugu bildirildi. McFarland (2007), 12 farkli ¢alismay1 analiz eden gezgin
ishalinin 6nlenmesine yonelik probiyotiklerin bir meta-analizinde, iki probiyotik, S.
boulardii ve bir Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium bifidum karigiminin

onemli etkinlige sahip oldugu sonucuna varmistir.

2.2.2.3. Akut diyare

Ishal, su igeriginde, hacminde ve genellikle digk1 sikliginda artigla birlikte bir bireyde
bagirsak hareketlerinde degisiklik olarak tanimlanir (WHO, 1995). Oral rehidrasyon
tedavide dnemli olmasina ragmen, ishal ataklarinda 6nemli bir kisalma veya diski

hacminde azalma ile sonuglanmaz, bu da ek tedavilere artan bir ilgi uyandirir.

Son zamanlarda, Avrupa Pediatrik Gastroenteroloji, Hepatoloji ve Beslenme Dernegi
ve Avrupa Pediatrik Enfeksiyon Hastaliklar1t Dernegi Uzman Calisma Grubu, akut
gastroenterit yonetiminde probiyotiklerin klinik etkinligini ele aldi. Lactobacillus ve
S. boulardii gibi se¢ilmis probiyotiklerin diyare tedavisinde etkili bir yardimci

olabilecegini belirtmistir (Guarino ve ark., 2008).
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2.2.2.4. Tiiple beslenmeye bagh diyare

Ishal, enteral tiiple beslenmeyle iliskili yaygin bir komplikasyondur ve hali hazirda
ciddi sekilde hasta olan bir hastada beslenme kaybina neden olabilir. Enteral tiiple
beslenen hastalarda diyare sikligi % 50-60 gibi yiiksek oranlarda bildirilmistir
(Whelan ve ark., 2009) ve komplikasyonlar arasinda yasami tehdit eden asidoz, artan
morbidite ve mortalite ve artan saglik giderleri sayilabilir. Tempe ve ark. (1983), 11-
21 giin boyunca S. boulardii veya plaseboya randomize edilen 40 enteral beslenen
hastay1 karsilastirdi ve plaseboya kiyasla (% 16.9) S. boulardii verilen hastada
onemli dl¢iide daha az hastada (% 8.7) diyare gelistigini buldu.

2.2.2.5. AIDS

S. boulardii'nin diyareden muzdarip olan evre IV AIDS hastalarinin iyilesme oranini
plaseboya kiyasla onemli Olclide arttirdigi gosterilmistir. Ortalama olarak, S.
boulardii alan hastalar kilo alirken, plasebo grubu 18 aylik deneme boyunca kilo
vermistir. AIDS'e bagli ishali olan 35 hastay1 kapsayan randomize, ¢ift kor bir
calisma, 7 giin boyunca giinde 3 g verilen S. boulardiinin ishali ¢6zmedeki
etkinligini gostermistir. S. boulardii ile 1 haftalik tedaviden sonra hastalarin ylizde
altmig biri, plasebo grubunda ise % 12’sinin ishalsiz oldygu bildirilmistir (Saint-

Marc ve ark., 1995).

2.2.2.6. Helikobakter pylori enfeksiyonu

Helicobacter pylori'nin yetiskinlerde ve ¢ocuklarda kronik gastrit ve peptik iilsere
neden oldugu ve yetiskinlerde mide malignitesi i¢in bir risk faktorii oldugu iyi
bilinmektedir. Caligmalar, probiyotiklerin tedaviye bagli yan etkileri ve ishal,
epigastrik agri, mide bulantis1 ve tat bozukluklari gibi bireysel semptomlari
azalttigini ortaya koymustur. Bir randomize kontrol ¢alismasi (RKC) , S. boulardii'yi
degerlenmis ve H. pylori lglii eradikasyon tedavisi alan hastalara es zamanh
verildiginde diyare riskini azalttigini bulmustur (Duman ve ark., 2005). Yetiskinlerde
yirlitilen daha sonra yaymlanan randomize kontrol calismalarda S. boulardii

takviyesinin H. pylori durumundan bagimsiz olarak tedavi sonrasi dispepsiyi azalttig1
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belirtilmistir. Ancak S. boulardiinin H. pylori eradikasyon orani lizerinde anlamli bir

etkisi olmamistir (Cindoruk ve ark., 2007).

2.2.2.7. inflamtuar bagirsak hastaliklar:

IBD'li hastalarda S. boulardiimin etkisinin degerlendirildigi ¢ift kor bir ¢aligma, orta
derecede aktiviteye sahip Crohn’s hastalifindan muzdarip 20 hasta {izerinde
uygulanmig, siilfasalazin veya mesalazin (mesalamin) ve kortikosteroidler ile
geleneksel tedaviye S. boulardii eklenmesinin bagirsak hareketlerini 6nemli 6l¢iide

azalttig1 bulunmustur (Plein ve Hotz, 1993).

2.2.2.8. Irritabl bagirsak sendromu

S. boulardii ayrica irritabl bagirsak sendromu (IBS) olan hastalarda da olumlu
sonuglar gdstermistir. Ishalin baskin oldugu IBS hastalarinda gerceklestirilen ¢ift kor,
plasebo kontrollii bir ¢alismada, S. boulardii giinliik digk1 sayisin1 azaltmis ve diski
kivamini iyilestirmistir (Maupas ve ark., 1983). Orta derecede aktiviteye sahip
Crohn’s hastalig1 olan hastalar iizerinde yapilan ¢ift kor bir calisma, S.boulardiinin
geleneksel tedaviye gecisi bagirsak hareketlerini 6nemli dl¢lide azaltmistir (Plein ve
Hotz, 1993). Ayrica S. boulardiinin , geleneksel terapi ile birlikte tek basina
geleneksel terapiye kiyasla niiksiin 6nlenmesinde daha etkili oldugu bildirilmistir

(Guslandi ve ark., 2000; Moslehi-Jenabian ve ark., 2010).

2.2.3. Potansiyel probiyotik olarak Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica, filogenetik olarak S. cerevisiae veya diger maya tiirlerinden

farkli ve hemiaskomitdz olaganiistii bir mayadir (Barth, 2013).

Lipazlar, esterazlar, proteazlar, fosfatazlar, sitrik asit ve ¢esitli hiicre dis1 proteinler
gibi katma degeri yiiksek iirlinler liretme kapasitesi ve yogun salgilama aktivitesine
sahip kati1 bir aerobik maya olan Y. lipolytica, izerinde yogun bir sekilde ¢aligiimig

geleneksel olmayan ve Yarrowia genusuna ait tek tiirdiir. Tiirliin gelismis formu ilk
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olarak 1960’11 yillarin sonlarinda Wickerham tarafindan Candida lipolytica seklinde
tanimlanmistir. Gelismis formu, Endomycopsis lipolytica, daha sonra Saccharomyces
lipolytica ve nihayet Y. lipolytica olarak yeniden siniflandirilmigtir (Neuls ve ark.,
2021; Barth ve Gaillardin, 1997) .Y. lipolytica, bu cinsi tanimlayan David Yarrow'a
ithaf edilmistir (Barth, 2013) ve orijinal olarak eksimis tereyag: gibi lipid agisindan
zengin malzemelerden izole edilmesi nedeniyle tiir ad1 olarak “/ipolytica” y1 almistir

(Liu ve ark., 2015)

Y. lipolytica’nin 5-10°C’lerde gelistigi gézlenmis, optimum ve maksimum geligme
sicakliklart sirastyla 25-30°C ve 33-37 °C olarak bildirilmistir (Barth, 2013). Maya,
laktik ve sitrik asidi kullanabilmekte, sitrik veya laktik asit konsantrasyonun % 1
oldugu ortamlarda gelisebilmektedir (Kesenkas ve Akbulut, 2006). Genellikle
hidrofobik substrat iceren ortamlarda yasar. Sinirli sayida seker, alkol, seker alkolii
ve organik asit kullanir ve tuz varligi, diisiik sicakliklar, asidik ve alkali pH

ortaminda gelisebilir (Zinjarde, 2014).

Hiicre i¢i yag birikimi, hidroksil veya dikarboksilik asitlerin iiretimi ve ayrica biiyilik
miktarlarda organik asitlerin salgilanmasi gibi 6zellikler, potansiyel bir bazik madde

iireticisi olarak ilgiyi bu mayaya odaklamaktadir (Barth, 2013).

2.2.3.1. Y. lipolytica izole edilen gidalar

Literatiirde Y. lipolytica suslarinin, hiicre dis1 lipolitik ve proteolitik aktivitelerinin
giiclii olmasi nedeniyle daha ¢ok yag, protein ve seker igeren ortamlardan izole
edildigi bildirilmektedir (Kesenkas ve Akbulut, 2006). Bu sebeple en ¢ok; peynir gibi
siit lirlinlerinde bunun yaninda soya sosu ve et iceren salatalarda da goriilmektedirler.
Y. lipolytica, lipaz ve proteaz liretme potansiyeli nedeniyle, siit iiriinleri, peynir,
yogurt, et, kiimes hayvanlar1 ve zeytinyagi gibi lipidden zengin veya proteinden
zengin ortamlardan izole edilebilir (Liu ve ark., 2015). Erdem (2015), siit {iriinleri ve
zeytinde bulunan maya tiirlerinin tanimlanmasi ile ilgili yaptig1 c¢alismasinda;
kaymaktan izole ettigi 64 adet maya tiirliniin 5 tanesi Y. lypolytica olarak tani

almistir.
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Bu ve diger mayalari, iizerinde iyi ¢alisilmis iki maya tiirii olan S. cerevisiae ve
Schizosaccharomyces pombe'den ayirmak icin, yapay "geleneksel olmayan mayalar"
grubu olusturulmus ve ilk olarak "Geleneksel olmayan mayalarin genetigi" konulu

konferansin basliginda kullanilmistir (Barth, 2013).

Probiyotik S. cerevisiae'nin genis ticari kullanimina ragmen, D. hansenii, K. lactis,
Sterigmatomyces halophilus, Pichia pastoris ve Y. lipolytica gibi diger deneysel ve
endiistriyel olarak iiretilmis maya tiirleri, hayvansal liretim sistemleri lizerinde kayda

deger probiyotik etkiler gostermistir (Guardiola ve ark., 2021).

Y. lipolytica, birgok ekosistemden izole edilmis bir mayadir. Su anda, biyokiitlesi ve
baz1 tiiretilmis bilesikleri, Avrupa ve Amerika Ajanslar1 tarafindan genel olarak
giivenli (GRAS) olarak kabul edilmistir. Caligmalar, bu mayanin giivenli oldugunu
ve memeliler, kuslar, baliklar, kabuklular ve yumusakcalar icin probiyotik ve
besleyici Ozelliklere sahip oldugunu gostermistir (Guardiola ve ark., 2021). Y.
lipolytica'min 0zel fizyolojik 6zellikleri ve genel olarak giivenli (GRAS) statiisiiniin
kabul edilmesi, bu dimorfik mayay1r biyoteknolojik uygulamalar i¢in Onemli
kilmaktadir. Hiicre i¢i yag birikimi, hidroksil veya dikarboksilik asitlerin iiretimi ve
ayrica biiylik miktarlarda organik asitlerin salgilanmas1 gibi 6zellikler, potansiyel bir

bazik madde iireticisi olarak ilgiyi bu mayaya odaklamaktadir (Barth, 2013).

2.2.3.2. Y. lipolytica’min faydah etkileri

- Hayvanlar lizerinde saghiga faydali etkileri arasinda iiretken performans,
bagisiklik gelistirme, redoks dengesi ve hastaliklara kars1 direnci artirma,

- Yag asidi kompozisyonunu, hematobiyokimyasal parametreleri, olgunlagmay1
ve gastrointestinal sistemin mikrobiyal popiilasyonlarin1 iyilestirme
(Guardiola ve ark., 2021),

- Peynirde olgunlagmay1 saglama (Kesenkas ve Akbulut, 2015),

- Aromatik bilesikler ve/veya metil ketonlar, alkoller, laktonlar ve esterler gibi
aroma maddeleri olusumuna oOncli bilesikleri {iretebilme (Kesenkas ve

Akbulut, 2015),
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- Probiyotik etkilere sahip olma,
- Bagirsak olgunlagsmasinin hizlanmasini saglama

- Dokosaheksaenoik asit ve eikosapentaenoik asit liretimi (Guardiola ve ark.,

2021)

2.2.3.3. Biyoteknolojik uygulamalari

- Biyoteknolojik uygulamalar esas olarak ¢oklu doymamis yag asitlerinin yani
sira ¢esitli metabolitlerin (6r. organik asit, aromatik bilesik, polialkol) ve
enzimlerin (0r. alkalin proteaz, lipaz, fosfataz, esteraz) iiretimine
odaklanmistir. Ornegin endiistri, dokosaheksaenoik asit (DHA) ve
eikosapentaenoik asit (EPA) iiretmek ve bunlar1 bebek siitiine dahil etmek
icin Ustiin 6zelliklere sahip Y. lipolytica suslarin1 benimsemistir.

- Son calismalar Y. lipolytica’nin hayvanlar icin probiyotik potansiyellerini

vurgulamistir (Guardiola ve ark., 2021).

2.2.3.4. Y. lipolytica’min probiyotik ozellikleri ile ilgili cahsmalar

Yapilan bir calismada; hindiler i¢in karma yemlere eklenen Y. [lipolytica’nin,
hindilerin bagisikliklar1 ve bagirsak mikroflora kompozisyonlar: iizerinde yaygin
olarak kullanilan probiyotik bir maya olan S. cerevisae tiiriinden daha faydali olup
olmayacag1 incelenmis ve Y. lipolytica’nin bagirsak mikrobiyatasint olumlu yonden
etkiledigi, bagirsaktaki patojen mikroorganizmalarin sayisini1 S. cerevisae’ya gore

daha yiiksek oranda azalttig1 bildirilmistir (Czech ve ark., 2020).

Domuz yavrulari i¢in yemlere eklenen Y. lipolytica ve S. cerevisae’nin hematolojik
kan indeksleri ve bagirsak mikrobiyatas: iizerine etkilerinin incelendigi baska bir
calismada ise, mayalara ek olarak probiyotik bakteri eklenmistir. Mayalarin
aktiviteleri hem probiyotik ilave edilmeden mukayese edilmis, hem de probiyotik
eklendikten sonra mukayese edilmistir. Calisma sonucunda ise, Y. lipolytica nin, S.
cerevisae mayasindan daha faydali etkileri oldugu bildirilmistir. Bir probiyotik ile

kombinlenen Y. lipolytica’nin, bagirsak icerigindeki E. coli ve koliform bakterilerin
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iiremesini azalttig1 goriiliirken, bu etkinin bir probiyotik bakteri ile kombinlenen S.

cerevisae ile goriilmedigi bildirilmistir (Czech ve ark., 2018).

Reyes-Becerril ve ark. (2021), Y. lipolytica’nin D1 ve N6 suslarinin potanisyel
probiyotik oOzelliklerini, antioksidan kapasitelerini ve antimikrobiyal aktivitelerini
incelemislerdir. Y. lipolytica D1 ve N6 suslarinin, farkli konsantrasyonlarda tuz
varliginda ve safra tuzu varliginda gelisim gosterdigi, diisiik pH’a kars1 duyarh
oldugu ve suslarin herbirinin kendine 6zgii antioksidan kapasite ve yag asidi profiline
sahip oldugu gosterilmistir. Diyet uygulamasi ile baliklara Y. lipolytica destegi
verildignde, bu baliklarda normal intetsinal morfoloji, yiiksek IgM seviyesi ve
yiiksek antioksidan enzim aktivitesi goriilmistiir. Bu bulgular, Y. lipolytica D1 ve N6
suslarinin; serbest radikal temizleme kapasitesi, farkli patojen mikroorganizmalara
kars1 antimikrobiyal oOzellikler gostermesi, baliklarda bagisiklik parametrelerini
iyilestirmesi ve Vibrio parahaemolyticus tehdine karsi 16kosit direnci gostermesi

sebebi ile potansiyel ve faydali probiyotikler olabilecegini diisiindiirmektedir.

Agarbati ve ark. (2021), italya’nin Marche bélgesindeki peynirlerden ve farkli
mandiralardan izole ettiikleri 92 adet mayay1 tanimlamiglardir. Bu mayalar yaygin
olarak D. hansenii (% 58), C. zeylanoides (% 25) ve Y. lipolytica (% 5,5) iken,
Candida, Kluyveromyces, Maniliella ve Yamadazyma cinslerine ait tiirler azinlikta
goriilmiistiir. Bu  tiirlerin  bazt  fonksiyonel ve probiyotik  o6zellikleri
degerlendirildiginde, Y. lipolytica ve C. parapsilosis biyotiplerinin bazilarinin yiiksek
antioksidan 6zellik gosterdigi, D. hansenii ve C. zeylanoides biyotiplerinin ¢ogu

probiyotik ve teknolojik 6zellik gosterdigi belirtilmistir.

2.2.4. Potansiyel probiyotik olarak Wickerhamomyces anomalus

Eskiden Pichia anomala, Hansenula anomala, Candida pelliculosa olarak bilinen W.
anomalus, mayalarin siniflandirilmasinda biiylik degisikliklere neden olan gen
dizilerinin filogenetik analizlerine dayali olarak Wickerhamomyces cinsine
atanmuistir. W. anomalus; gida, cevre, endiistriyel ve tibbi uygulamalari olan,

biyoteknolojik olarak uygun bir maya tiirtidiir (Padilla ve ark., 2018).
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Bir W. anomalus susunun besilik pili¢lerin baz1 fizyolojik gostergeleri lizerindeki
probiyotik etkisini degerlendirmek icin yapilan bir ¢calismada; diyetinde W. anomalus
ilavesi olan olan hayvan grubunda saglik durumlarinin daha iyi oldugu, karkas ve
gogiis agirhiginda artis, agilara verilen yanitin iyilestigi gosterilmistir. W. anomalus
LV-6’'nin besilik piliglerin diyetlerine eklenmesiyle bazi1 fizyolojik gostergeler

izerinde probiyotik tepki olusturdugu sonucuna varilabilir (Garcia ve ark., 2014).

Yerel olarak fermente edilmis eksi maya hamurlarindan gliiten hidrolize edici
mikrobiyatay1 izole etmek i¢in yapilan baska bir calismada; izole edilen 19 bakteri ve
3 maya izolatinin, gluteni parcalama yetenekleri incelenmis ve probiyotik
potansiyelleri ~ degerlendirilmistir. Izolatlarin  otoagregasyon kapasitesi, J-
galaktosidaz enzim aktivitesi, antibiyotik duyarlilig1, anti-patojenik etki, safra tuzuna
toleransi, diigiik pH’a toleransi ve yiizey hidrofobisiteleri degerlendirilmistir. Kontrol
susu olarak L. plantarum ATCC 14917 kullanilmistir. Tim maya suslart W.
anomalus olarak tanimlanmistir ve calismada kullanilan bakterilere gore diisiik pH,
safra tuzuna tolerans ve hidrofobikligi tolere etmede daha iyi sonuglar gostermistir.
Bu da, W. anomalus QAUWAO3 susunun eksi hamur fermantasyonu i¢in probiyotik

olarak kullanilma potansiyeli sergiledigini gdstermektedir (Sakandar ve ark., 2018).

Erdem (2015), siit iiriinleri ve zeytinde bulunan maya tiirlerinin tanimlanmasi ile
ilgili yaptig1 ¢alismasinda; zeytinden izole ettigi 83 adet maya tiiriiniin 15 tanesi P.

anomola olarak tani almistir.

Baska bir calismada W. anomalus suslarinin, yiiksek proteaz  aktivitesi, [-
galaktosidaz aktiivtesi ve B-glikosidaz enzim aktivitelesi gosterdigi belirtilmistir

(Zhang ve ark., 2021; Cosme ve ark., 2022).
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2.3. Zeytin, Zeytinyag ve Maya Iliskisi

2.3.1. Zeytin

Uluslararasi Zeytinyagi Konseyi’nin (IOCC); uygun meyve ¢esidinden elde edilen ve
dogal aciliklarinin giderilmesi adina islenen ve fermentasyon/isil islem/koruyucularla
korunan, tiiketilene kadar tuzlu su ile veya salamura olmadan depolanabilen gida
maddesi olarak tanimladig1 zeytin; olea europaea agacinin bir meyvesi olarak
bilinmektedir. Sahip oldugu yiiksek yag icerigi, ac1 bir bilesen olan oleuropeine ve
diisiik seker konsantrasyonu, zeytinlerin dogrudan tiiketilmesini engellemekte ve
yenilebilir hale getirmek i¢in bolgeden bolgeye 6nemli 6l¢iide farklilik gosterebilen

bir dizi islemi gerektirmektedir (Arroyo-Lopez ve ark., 2012).

Sofralik zeytin, gida endiistrisinin en Onemli fermente gidalarindandir. Sofralik
zeytin iiretimine katkis1 en fazla olan iilkeler Ispanya, Tiirkiye, Misir, Yunanistan,
Italya ve Akdeniz iilkeleridir. Diinya capinda yaygm olan sofralik zeytin isleme,
iiretici tilkeler i¢in de 6nemli bir ekonomik kaynak teskil etmektedir (Arroyo-Lopez

ve ark., 2012).

Sofralik zeytinlerle ilgili en 6nemli esndiistriyel ¢aligmalar ; {iretimin yaklasik %
60’11 olusturan alkali ile islenmis yesil zeytinler, alkali oksidasyonla olgunlagmis
zeytinler ve islenmemis veya dogrudan salamura edilmis zeytinlerdir (Arroyo-Lopez

ve ark., 2012).

Sofralik zeytin {liretiminde, zeytin fermatasyonu boyunca, iirliniin giivenilirligini,
kalitesini ve lezzetini belirleyen ¢esitli mikroorganizmalar 6nemli rol oynamaktadir.
Bunlar icinde ©6n plana c¢ikan mikroorganizmalar  Enterobacteriaceae,
Propionibacteriaceae, laktik asit bakterileri ve mayalardir (Fernandez Diez ve ark.,

1985; Fernandez ve ark., 1997).

Bakteri ve maya grubunun ayni anda varligi, lirliniin bozulmasina sebep olarak nihai

iriiniin glivenligini tehlikeye atma riski dogurmasi sebebiyle negatif olarak kabul
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edilebilmektedir. Bu mikroorganizmalarin, oleuropeini parcalayarak meyvelerin aci
tata sahip olmasina yol agmalar1 da s6z konusudur. Bu sebeplere dayanarak, sofralik
zeytin isleme sirasinda mayalar hem arzu edilen tat ve kaliteyi saglama, hem de
bozulmaya neden olan mikroorganizmalar olarak hareket ederek c¢ifte rol

oynamaktadirlar (Arroyo-Lopez ve ark., 2012).

2.3.1.1. Fermente zeytinlerin mikrobiyatasi

Kendiliginden fermentasyon, laktik asit bakterilerine ve/veya mayalara dayanir, ii¢

asamaya ayrilir (Bevilacqua ve ark., 2015).

[lk adim; tuzlu suda asitlenme sayesinde, yabani maya ve bakterilerin istenmeyen
fermantasyonlarinin neden oldugu hos olmayan tat ve kokuyu 6nlemek adina ¢ok
onemlidir. 15 giline kadar siirebilen ve birincil fermantasyon olarak adlandirilan
ikinci asamada, Streptococcus ve Leuconostoc en fazla bulunan bakterilerdir. pH’1n
5’e diismesi ile birlikte Lactobacillus brevis ve L. plantarum gibi aside dayanikli
tirler hakimdir ve diisik pH’1 tolere edemedikleri i¢in gram negatif
mikroorganizmalarda azalma olur (Di Cagno ve ark., 2013). Ugiincii asama, ikincil
fermantasyon olarak isimlendirilir ve 2 aydan daha fazla siirebilmektedir. Bu
asamadaki en onemli mikroorganizma, ¢ok cesitli suda ¢Oziinlir karbonhidratlari

fermente edebilen L. plantarum'dur (Arroyo-Lopez ve ark., 2008).

2.3.1.2. Sofralik zeytinlerden izole edilen maya tiirleri

Zeytin igleme ile iligkili mayalarin tanimlanmasinda rutin olarak molekiiler
yontemler kullanilmaya baslanmistir. Bu teknikler, klasik biyokkimyasal tekniklere
gore daha ytiksek bir dogruluk derecesi saglamakla birlikte, daha hizli ve uygulamasi

daha kolaydir.

Molekiiler yéntemler kullanarak, Arroyo Lopez ve ark. (2006) Ispanyol yesil
terbiyeli sofralik zeytinlerden (kostik tuzsuz) S. cerevisiae, Issatchenkia occidentalis
ve Geotrichum candidum tiirlerini ve olgun siyah zeytinlerin muhafaza asamasindan

Candida boidinii ve Hanseniaspora guilliermondii tiirlerini tanimlamiglardir. Tablo
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2.3.’te sofralik zeytinlerden elde edilme sekline, zeytin ¢esidine ve iilkeye gore
yaygin olarak izole edilen, molekiiler yontemlerle tanimlanan en belirgin maya

tiirleri verilmistir.

Coton ve ark., (2006) Fransiz siyah zeytinlerinde W. anomalus anomalus, C. boidinii

ve Debaryomyces etchelsii'yi baskin tiirler olarak belirlemistir.

Romo-Sanchez ve ark., (2010), Ispanyol taze zeytin meyvelerinden, ezilmis
zeytinlerden ve Arbequina ve Cornicabra cesitlerinden zeytin prinasindan maya
biyocesitliligini incelemistir. Pichia caribbica, Lachancea fermentati ve Nakazawaea
holstii en sik izole edilen tiirler olurken, bunu Paramysidia mississippiensis,

Kluyveromyces thermotolerans ve Saccharomyces rosinii izlemistir.

Nisiotou ve ark., (2010), Yunan siyah zeytinlerinin dogal fermantasyonunun
baslangicinda Metschnikowia pulcherrimamin baskin maya tiirii oldugunu ve bunu
Debaryomyces hansenii ve Aureobasidium pullulans'in izledigini bildirmistir.
Ayrica, Candida olivae olarak adlandirilan bu tiir fermantasyonla iligkili yeni bir
maya tiiri bulmuslardir. Fermentasyon ilerledikce tiir heterojenligi degismis ve

Pichia membranifaciens ile birlikte W. anomalus gelimistir.

Aponte ve ark., (2010), Sicilya yesil sofralik zeytinlerin tiim fermantasyon siiresi
boyunca Candida parapsilosis, Pichia guilliermondii ve Pichia kluyverimin varligini

ortaya koymustur.

Rodriguez-Gomez ve ark., (2010), asitlenmis tuzlu sularda Manzanilla ve Hojiblanca
cesitlerinin zeytin depolanmasiyla iliskili maya mikroflorasini incelediginde, her iki
cesitte de tanimlanan en Onemli iki tiir, depolama siiresince mevcut olan S.
cerevisiae ve Pichia galeiformis iken, C. boidinii’yi iglemin sonraki asamalarinda
tespit edilmistir. P. membranifaciens tirli, Hojiblanca cesidinin sadece erken

depolama asamalarinda tespit edilmistir.



Tablo.2.3. Sofralik zeytinlerden elde edilme sekline, zeytin ¢esidine ve iilkeye gore yaygin olarak izole edilen
molekiiler yontemlerle tanimlanan en belirgin maya tiirleri.

Ulke

Zeytin ¢esidi Uretim sekli En sik goriilen maya tiirleri

Ispanya Malaga alorena

Salamura kirik yesil zeytin S. cerevisiae,

1. occidentalis,

G. candidium,

Ispanya Malaga alorena

Salamura kirik yesil zeytin C. apicola,

C. diddensiae,

P, galeiformis/manshurica,

P. membranifaciens

Ispanya Gordal ve

Manzanilla

Salamura yesil zeytin C. tropicalis,

W. anomalus

P. galeiformis,

Arbequina

Salamura yesil zeytin C. boidinii,
C. sorbosa,
C. membranifaciens,
K. lactis
P. membranifaciens,
W. anomalus,
P, kluyveri,

R. glutinis

Hojiblanca ve
Manzaniila

Olgunlagtiriimis depo

C. boidinii,
zeytin

S. cerevisiae,
H. gilliermondlii,
P. galeiformis,

P. membranifaciens

Arbequina ve
Cornicabra

Portekiz

Zeytin ezmesi P. caribbica,

L. fermentati,

N. holstii
S. cerevisiaee

NBMA

Salamura yesil zeytin P. membranifaciens,

P, fermentas,
S. cerevisiae

C. oleophila

Manzanilla

Salamura kirik yesil C. matriensis,

zeytin Z. mrakii, S. cerevisiae

Fransa NBMA

Salamura siyah zeytin W. anomalus,

C. boidinii,
D.etchellsii
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Tablo 2.3. (Devami)

Ulke Zeytin ¢esidi Uretim sekli En sik goriilen maya tiirleri
Yunanistan Conservolea Salamura siyah zeytin M. pulcherrima,
D. hansenii,

A. pullulans,

P. membranifaciens,

W. anomalus,
C. olivae
italya Brandofino, Salamura yesil zeytin C. parapsilosis,
Castriciana, P, guilliermondli,
Nocellara del P, kluyveri
Belice,
Passalunara
Nocellara dell Salamura yesil zeytin S. cerevisae ,
Etna, Tonda di W. anomalus,
Cagliari, C. diddensiae,

1. orientalis,

P, guiliermondii

(Arroyo- Lopez ve ark., 2012)

2.3.1.3. Sofralik zeytin islemede mayalarin olumsuz yonleri

Fermentasyonun en 6nemli amaci, Lactobacillus pentosus ve L. plantarum tiirlerinin
suslar1 tarafindan iretilen laktik asit iiretimi yoluyla meyvelerin korunmasin
saglamaktir. Clostridium botulinum sporlarmin cimlenmesi ve
enterobacteriaceae'nin biiylimesini dnlemek i¢in, giivenli ve stabil bir {iriiniin diisiik
pH’a (<4,3) sahip olmas1 gerekmektedir. Laktik asit bakterileri, mayalar1 yendiginde,
genellikle bu hedefe ulasilir. Fakat , bazi durumlarda, mayalar baskin hale gelebilir
ve laktik asit bakterileri ile besin rekabeti ve buna bagli olarak daha diisiik asit
iiretimi nedeniyle daha hafif bir tat ve daha az kendini korumaya sahip bir {iriin

olusmasina neden olabilir (Arroyo- Lopez ve ark., 2012).

Fermantatif mayalarin asir1 biiylimesi, zeytinlere niifuz edebilen ve meyvelerde
kabarcik olusumu nedeniyle meyvelere zarar verebilen, Alambrado olarak bilinen bir
bozulma olan giiglii bir CO; iiretimine de yol agabilmektedir (Ferndndez Diez ve

ark., 1985).
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Zeytin ile ilgili baz1 maya suslarinin bir diger olumsuz o6zelligi, proteazlar,
ksilanazlar ve pektinazlar gibi meyvelerin yumusamasina neden olabilecek
enzimlerin Uretilmesidir (Arroyo- Lopez ve ark., 2012). Bautista-Gallego ve ark.
(2011), belirli P. galeiformis suslarinin 6nemli bir hiicre dis1 proteaz aktivitesi

gosterdiginden bahsetmistir.

Mayalarin biiytimesi 0zellikle sofralik zeytin paketlemede zararlidir. Paketlenmis
zeytinler, nihai iriinde elde edilen ahsilmig disik pH ve yiksek tuz
konsantrasyonuna ragmen maya bozulmasina maruz kalabilir (Fernandez ve ark.,
1997). Mayalar, ambalajda kalint1 seker (veya baska bir besin) konsantrasyonu varsa
biiyliyebilir, burada popiilasyon seviyeleri 6 logl0 CFU/mL'nin iizerine ¢ikarak tuzlu

sularin bulaniklagmasina neden olabilir (Arroyo Lopez ve ark., 2005).

2.3.1.4. Sofralik zeytin islemede maya kullaniminin faydah yonleri

2.3.1.4.1. Teknolojik uygulamalar

Sofralik zeytinlerde mayalarin kullanilmasi1 teknolojik siireci c¢esitli sekillerde
tyilestirebilir:

- Meyvelerin organoleptik 6zelliklerinin gelistirilmesi; Bu mikroorganizmalar
gliserol, etanol, yiiksek alkoller, esterler ve sofralik zeytin isleme sirasinda
lezzet olusumunda ve doku bakiminda 6nemli bir rol oynayabilecek diger
ucucu bilesikleri {retirler (Arroyo-Lopez ve ark., 2008; Garrido ve ark.,
1995).

- Polifenollerin bozulmasi; Zeytinlerdeki aci tattan sorumlu olan glikozit olan
oleuropeini kimyasal olarak pargalamak i¢in zeytinler kostik (NaOH) ile
muamele edilmelidir. Sofralik zeytin ile ilgili bazi mikroorganizmalarin
oleuropeini kullanabildikleri daha 6nce yapilan ¢aligmalarda belirtilmisir.
Biyolojik olarak fenolik bilesikleri tiiketebilen mayalarin varligi (kismen B-
glukosidaz aktivitelerinden dolay1), meyvedeli acilig1 gidermek icin kiillii su

aritim sirasinda tiretilen biiyiik miktarlarda zeytin atik suyunu azaltabilir ve
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ayn1 zamanda daha dogal bir {iriin elde edilmesini saglayabilir (Arroyo-Lopez
ve ark., 2012).

Biyokontrol ajanlari; Mayalar, biyokontrol ajanlar1 olarak islev gdren
mantarlarin ve diger istenmeyen maya tiirlerinin biiyiimesini engelleyebilen,
oldiirticti faktorler olarak da adlandirilan etanol ve toksik proteinler veya
glikoproteinler iretir (Viljoen, 2006). Debaryomyces, Pichia ve Candida,
sofralik zeytinlerden izole edilen Onemli sayida o6ldiiriicii susa sahip
cinslerdir. Ozellikle W. anomalus ve P. membranifaciens, énemli sayida
mikroorganizmaya, Ozellikle mantarlara karst kanitlanmis inhibitor
aktiviteleri nedeniyle, bu a¢idan umut verici perspektiflere sahip tiirlerdir
Boylece, ambalaj stabilitesini saglamak ve daha saglikli iiriinler elde etmeye
yardimer olmak i¢in gerekli olan tuz ve koruyucu madde gereksinimlerini
azaltabilirler (Arroyo-Lopez ve ark., 2012).

Laktik asit bakterileri'nin biiyiimesinin iyilestirilmesi; Sofralik zeytinlerde, D.
hanseniimin ayni siyah zeytin suyuna 48 saat Once asilanmasiyla L.
plantarum  gelisimini  1iyilestirdigi  gozlemlenmistir  (Tsapatsaris  ve
Kotzekidou, 2004). Mayalar, vitaminler, amino asitler ve pirinler gibi
maddeleri sentezleyen aktif mikroorganizmalar veya optimal biiyiime i¢in
daha karmasik bir ortama ihtiya¢ duyan lactobacillus tiirlerinin biiylimesi i¢in
gerekli olan kompleks karbonhidratlar1 pargalayan aktif mikroorganizmalar
gibi goriinmektedir (Viljoen, 2006). Ruiz Barba ve Jiménez Diaz (1995),
sofralik zeytin ile ilgili baz1 maya tiirlerinin (P. membranifaciens, Pichia
farinose, Pichia salictania ve Candida diddensiae) cesitli vitaminleri
(nikotinik ve pantotenik asitler, biotin ve B6 vitamini) sentezlediginden
bahsetmistir.

Antioksidan etki; Katalaz pozitif mayalar, zeytinlerin doymamis yag asidi
oksidasyonuna ve peroksit olusumuna kars1 korunmasina katkida bulunur. Bu
ozellik, hidrojen peroksit varliginda mayalarin kabarcik olusturmasiyla
kolayca tespit edilir. Katalaz aktivitesi sofralik zeytin ile ilgili mayalarda
yaygindir ve S. cerevisiae, W. anomalus, P. membranifaciens, P. galeiformis,
Pichia fermentans ve Kluyveromyces lactis tirlerinin bircok susunun bu

ozellige sahip oldugu kanitlanmistir (Arroyo-Lopez ve ark., 2012).
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2.3.1.4.2. Insan saghg iizerine etkileri

- Probiyotik aktivite; Mayalar potansiyel probiyotik etkileri olan ilging
mikroorganizmalardir. Simdiye kadar klinik etkileri olan ve ¢ift kor klinik
caligmalarda probiyotik etkinligi kanitlanmig ilk maya olan S. boulardii
disindaki probiyotik 6zelliklere sahip diger maya suslarini1 bulmak i¢in biiyilik
ilgi vardir. Yapilan ilk arastirmalarda yiiksek safra tuzu konsantrasyonlarini
ve diisiik pH degerlerini tolere eden ¢esitli Torulaspora delbrueckii ve D.
hansenii suslart bulunmus ve bu suslarin kiiltiir filtratlarinin  Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus ve S. Typhimurium gibi gida kaynakl
patojenleri de inhibe ettigi gorilmistiir. Diger caligmalar, benzer 6zelliklere
sahip ancak farkli bir inhibisyon spektrumuna sahip g¢esitli P.
membranifaciens ve Candida oleophila suslar1 bulmuslardir K. lactis, D.
hansenii, T. delbrueckii ve S. cerevisiae gibi birgogu sofralik zeytin islemede
de bulunan O6nemli sayida maya tiirii, gastrointestinal sistemden gecise,
enteropatojenlerin inhibisyonuna, yapismaya karst tolerans gostermistir
(Arroyo-Lopez ve ark., 2012). Ozellikle, S. cerevisiae'nin etanol iiretimi ile
simiile edilmis gastrointestinal kosullar altinda E. coli bakterisinin hayatta
kalmasini azaltabildigi kanitlanmistir (Etienne-Mesmin ve ark., 2011). Bu
nedenle s6z konusu Ozelliklere sahip zeytin mayasi suslarinin aragtirilmasi
umut verici bir istir (Arroyo-Lopez ve ark., 2012).

- Fitat komplekslerinin biyolojik bozunmasi; Fitik asit veya fitat, olgun bitki
tohumlarinda fosforun birincil depolanma seklidir ve yaghh tohumlar,
baklagiller ve bircok tahil tanesinde bol miktarda bulunur. Fitat; kalsiyum,
cinko, magnezyum ve demir gibi iki degerlikli minerallerle ¢dziinmeyen
kompleksler olusturan giiclii selatlama kapasitesi nedeniyle antibesinsel
etkilere sahiptir. Insanlarda fitat komplekslerinin bozunmasi igin
gastrointestinal sistemde gerekli enzimler bulunmadigindan, bu antibesinsel
bilesiklerin fosforilasyonu mayalar tarafindan katalize edilebilir. Fitazlar,
serbest inorganik fosfat, inositol fosfat esterleri ve mineraller salan spesifik
olmayan fosfataz enzimleridir. Bu enzimler bir¢ogu sofralik zeytinlerden

1zole edilen Issatchenkia orientalis, W. anomalus, S. cerevisiae, T.
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delbrueckii ve K. lactis gibi maya tiirlerinde yaygindir (Arroyo-Lopez ve ark.,
2012).

- Folatlar ve vitaminler ile biofortifikasyon; Hiicresel replikasyon ve biiyliime
icin ¢ok Onemli olan folatlar, niikleotidlerin biyosentezinde temel
kofaktorlerdir. Yeterli folat alimi1 kardiyovaskiiler hastalik ve kanser riskini
azaltabilir. Mayalar, folat biyosentez yolunu igerir ve dogal folatlar iiretir,
ancak memeliler bunlar1 sentezleme yeteneginden yoksundur ve bu nedenle
diyetle alinmasi gerekir. S. cerevisiae ve Candida glabatra, yiiksek folat
biyosentezine sahip tiirlerdir (Moslehi-Jenabian ve ark., 2010). Sofralik
zeytinlerden izole edilen ve C. diddensiae, P. membranifaciens, Pichia
salictaria, Peronospora farinosa ve C. oleophila tiirlerine ait c¢esitli maya
suslar1 da biotin, pridoksin, nikotinik ve pantetonik asit, tiamin ve riboflavin
gibi 6nemli miktarda vitamin iiretme kapasitesi gostermistir (Arroyo-Lopez
ve ark., 2012).

- Biyoaktif bilesiklerin ve dogal antioksidanlarin tiretimi; Birka¢ Candida ve
Saccharomyces tiri, ilging antioksidan 6zelliklere sahip karotenoidler, sitrik
asit, d-eritro askorbik asit, tokoferoller ve glutatyon gibi dogal antioksidanlar
iiretir (Abbas, 2006).

- Mikotoksinlerin biyolojik olarak parcalanmasi veya biyolojik olarak
emilmesi; Mikotoksinler, esas olarak Aspergillus, Penicillium ve Fusarium
cinslerine ait mantarlar tarafindan iiretilen ikincil metabolitlerdir. En 6nemli
mikotoksinler  aflatoksinler,  okratoksinler,  sitrinin,  fumonisinler,
deoksinivalenol, zearaleon ve trikotesenlerdir. Bu bilesiklerin bazilarinin
sofralik  zeytinlerde bulundugu rapor edilmistir). S. cerevisiae,
mikotoksinlerin hiicre duvari bilesenlerine yapigmast veya daha az toksik
veya toksik olmayan iiriinlere bozunmasi nedeniyle belirli bir detoksifikasyon

kapasitesi gdstermistir (Arroyo-Lopez ve ark., 2012).

2.3.2. Zeytinya@i

Sizma zeytinyagi, Akdeniz diyetinin temel bir bilesenidir ve duyusal ve besin degeri

ile dlinya capinda taninmaktadir (Justino ve ark., 2012).
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2.3.2.1. Sizma zeytinyagimn iiretimi ve fizikokimyasal ozellikleri

Erken olgunlasma doneminde hasat edilen zeytinler dnce yapraklarindan arindirilir,
ardindan yikamaya tabi tutulur ve son olarak geleneksel yag degirmenlerinde veya
iki veya ii¢ fazli degirmenlerde islenir. Zeytinler geleneksel bir degirmen kullanilarak
islendiginde, degirmen taglar1 kullanilarak bir hamur elde etmek icin zeytinler ezilir
ve malaksasyon islemine tabi tutulur. Malaksasyon iglemi; yag damlaciklarinin daha
biiyiik damlaciklar halinde birlesmesi ve yagm ayrilmasini saglamak i¢in hamurun
yogurulmasidir. Daha sonra,s1iviyr macunumsu katidan ayirmak i¢in, hidrolik presler
kullanilarak presleme islemi yapilir. Son olarak, yag fraksiyonu, santrifiijleme iglemi

ile sulu fazdan ayrilir (Amirante ve ark., 2010).

Yeni iiretilen sizma zeytinyaginda asili kalan kat1 partikiiller, siizme veya kaplarin
dibine ¢okeltme ile elimine edilebilir. S1izma zeytinyagi, dogrudan zeytinlerden ve

sadece mekanik yollarla elde edilen bir zeytinyagidir (Ciafardini ve Zullo, 2018).

Sizma zeytinyag1 esas olarak oleik asit, palmitik asit ve diger yag asitlerinden elde
edilen trigliseritlerin yani1 sira diger monogliseritler ve serbest yag asitlerinden olusan

bir karisimdan olusur (Ciafardini ve Zullo, 2018).

Zeytinyag1l ayn1 zamanda organoleptik Ozelliklerinin belirlenmesinde 6nemli rol
oynayan tirozol, hidroksitirosol, oleocanthal ve oleuropein esterleri gibi fenolik

bilesikleri ihtiva eder. (Gutiérrez Rosales ve ark., 1992).

Kimyasal bilesim; {irliniin mikrobiyota bilesimini etkileyebilecek ceside, bolgeye,
rakima, hasat zamanina ve ekstraksiyon islemine gore degisir. Uluslararasi Zeytin
Konseyi (I0C) ve Avrupa Topluluklar1 (EC), sizma zeytinyaginin kalitesini; serbest
yag asidi icerigi, peroksit degerleri, ve duyusal skor da dahil olmak {izere kimyasal

parametrelerine gore tanimlamistir (Ciafardini ve Zullo, 2018).
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2.3.2.2. Zeytinyagi ve maya

Sizma zeytinyaginda mayalarin varlig1 ve aktivitesi son yirmi yilda kesfedilmistir, bu
nedenle zeytinyaginin mikrobiyolojisi lizerine yapilan ¢aligmalar nispeten azdir ve
esas olarak bazi biyoteknolojik yonlere odaklanmistir (Ciafardini ve ark., 2006;
Romo-Sanchez ve ark., 2010; Zullo ve ark., 2010).

Zeytinyagmin tokoferoller, karotenoidler ve polar fenolik bilesikler gibi kimyasal
bilesenleri géz Oniline alindiginda beslenme ve saglik yararlar1 tespit edilmistir

(Petroni ve ark., 1995; Visioli ve ark., 1995).

Son arastirmalar, taze {iretilmis sizma zeytinyaginin, mayalar da dahil olmak iizere
zengin bir mikrobiyota tarafindan temsil edilen biyotik bir fraksiyon igerdigini
gostermistir (Ciafardini ve Zullo, 2002). Yeni iiretilen sizma zeytinyaginda bu
mayalarin  varligi, esas olarak ekstraksiyon islemi sirasinda zeytinlerin
karposferinden zeytinyagina gd¢ etmelerinden kaynaklanmaktadir (Ciafardini ve

ark., 2017).

Zeytinlerin karposferindeki bazi mayalar yagli habitatta uzun siire yasayamazken,
digerleri {iriiniin kimyasal bilesimine gore segici bir sekilde ¢ogalarak zeytinyaginin
tipik mikrobiyotas: haline gelir (Ciafardini ve ark., 2004; Zullo ve ark., 2010). Baz1
mayalar, muhafaza sirasinda yagin organoleptik Ozelliklerini iyilestirdikleri igin
faydali olarak kabul edilirken, digerleri, trigliseritlerin hidrolizi yoluyla yagin

kalitesine zarar verebilecekleri igin zararli olarak kabul edilir (Zullo ve ark., 2010).

2.3.2.3. Zeytinyagindan izole edilen maya tiirleri

Sizma zeytinyag1, herhangi bir rafine islemine tabi tutulmadan dogrudan zeytinlerden
iretildigi icin tiim raf dmrii boyunca tipik mikrobiyotasini koruyabilir. Farkli sizma
zeytinyagi tiirleri temelde ayni yag asitlerini igerir, ancak alifatik ve triterpenik
alkoller, steroller, hidrokarbonlar, ucucu bilesikler ve antioksidanlar gibi kiigiik

bilesenlerin konsantrasyonunu ayni oranda i¢ermez (Servili ve ark., 2004).
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Candida diddensiae ve Nakazawaea wickerhamii tlrlerine ait mayalar,
stipermarketlerde bulunan ticari sizma zeytinyaginda bulunmustur (Ciafardini ve

Zullo, 2018).

Moraiolo ve Frantoio cesitlerinden iiretilen tek c¢esit sizma zeytinyaginda
Nakazawaea molendini-olei, Yamadazyma terventina ve Pichia manshurica (Mari ve
digerleri, 2016) maya tiirleri bulunurken, Taggiasca ¢esidinden taze iiretilmis sizma
zeytinyaginda C. oleophila, C. diddensiae, Candida norvegica, W. anomalus ve D.
hansenii bulunmus fakat alti aylik depolamadan sonra sadece W. anomalus'un

hayatta kaldig1 belirtilmistir (Ciafardini ve ark., 2017).

Ispanya'da iiretilen zeytinyagindan Groenewaldozyma auringiensis ve L. fermentati

olarak bilinen diger tiirler de izole edilmistir (Péter ve ark., 2017).

Insan saghig ile ilgili olarak, ticari sizma zeytinyaginda Meyerozyma guilliermondii
ve C. parapsilosis olarak tanimlanan bazi firsat¢1 patojen maya tiirleri kesfedilmistir.
Ancak sizma zeytinyaginda tespit edilen canli hiicre sayisinin azligi goéz Oniine
alindiginda, bunlarin varlhigr tiiketiciler ig¢in bir risk teskil etmemektedir. Ancak
firsat¢1 bir patojen olan C. parapsilosis lipolitik aktiviteye sahiptir ve peynir gibi
cesitli tirlinlerden izole edilebilir zeytinyagindaki varligi, lipolitik aktivitesi ile iliskili

olabilir (Ciafardini ve Zullo, 2018).

2.3.2.3.1. Maya tiirlerinin s1izma zeytinya@ kalitesine etkisi

Saglikli zeytin mikrobiyotasi;  hasat sonrasi depolama, isleme asamasi ve
depolanmas1 sirasinda  zeytinyaginin genel kalitesinin iyilestirilmesine ve
korunmasina biiylik dl¢lide katkida bulunur. Bazi yag kokenli maya tiirleri, aci
glikozit oleuropein ve tiirevi oleuropein aglikon iizerinde etkili olan B-glukosidaz ve
esteraz enzimlerinin iretimi yoluyla acilik giderme siirecini tesvik ederek yeni
iiretilen s1izma zeytinyaginin duyusal 6zellikleri iizerinde olumlu bir etki gosterebilir

(Ciafardini ve Zullo, 2018).
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2.4. MALDI TOF-MS

Kiitle spektrometrisi kullanilarak mikroorganizmalar1 tanimlamaya yonelik ilk
girisimler 1975 yilinda gergeklestirilmistir (Anhalt ve Fenselau, 1975). Sadece
1980'lerde MALDI-TOF MS'nin kesfiyle, daha biiyiik ribozomal proteinler de dahil
olmak {izere nispeten  biiylikk biyomolekiillerin analizi miimkiin olmustur

(Hillenkamp ve Karas, 1990).

Kiitle spektrometresi, cesitli bilesiklerin kiitle/ylik oranini analiz etmek igin
kullanilan analitik bir tekniktir. Biyomolekiillerin analizi i¢in bugiline kadar en
yaygin olarak kullanilan yontem, ucus kiitle spektrometresinin (MALDI-TOF MS)
matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon siiresidir. Kisa lazer darbeleri ile
kristalize numune materyalinin iyonizasyonuna dayanir (Wieser ve ark., 2012).
Molekiilleri iyonize etmek i¢in organik, aromatik ve zayif asidik bir matriks
kimyasali kullanilmaktadir. Matriks; lazer 1smnim1 tutup ortamun 1sinmasini,
molekiillerin buharlagsmasini, yiizeyden kolayca ayrilmasimi ve hidrojen iyonlarini
hiicrelerden gelen molekiillere aktararak onlarin (+) yiiklii olmasimi saglayan bir
kimyasaldir. 4-hydroxy-o-cyanocinnamic acid (“alphacyano” veya 4HCCA), 2,5-
dihydroxybenzoic acid (DHB), 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic acid (sinapinic
acid) MALDI TOF MS sisteminde kullanilabilecek matrikslerdir. Iyonlar

hizlandirilir ve ugus siireleri bir vakum ugus tiipiinde 6l¢iiliir (Cuhadar, 2019).

Sekil 2.1°de MALDI-TOF MS'nin bakteri ve mayalar1 sematik diyagramda
tanimlama prensibi verilmistir. Lazer etkisi, matris malzemesine gomiilii olan ve
hedef plakaya uygulanan bakteri/mayanin (ribozomal) proteinlerinin termal
desorpsiyonuna neden olur (analitler kirmizi, agik mavi ve turuncu kiireler olarak
gosterilir, matris yesil kiireler olarak verilir). Bir elektrik alaninda iyonlar kiitlelerine
ve elektrik yiiklerine gore hizlandirilir. Siirtiklenme yolu, daha fazla ayrilmaya izin
verir ve vakum tiipiiniin istiinde algilanan desorbe edilmis parcaciklarin ugus
stiresinde Olgtilebilir farkliliklara yol acar. Ugus anindan itibaren polipeptitlerin tam

kiitlesi hesaplanabilir. (Wieser ve ark., 2012).
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Sekil 2.1. MALDI-TOF MS'in bakteri ve mayalar1 sematik tanimlama prensibi (Wieser ve ark., 2012).

MALDI-TOF MS ¢ok hassas bir teknik oldugundan, analiz i¢in az miktarda
mikrobiyal biyokiitle yeterlidir (bakteriler i¢in 104 ila 106 CFU). Bir
mikroorganizmayi1 tanimlamak i¢in, numune 1 pL matris ¢ozeltisi ile karistirilir ve
kurumasi i¢in hedef plakanin ¢elik ylizeyine yerlestirilir. Matris ¢ozeltisi (sinnamik
asit veya bir benzoik asit tiirevi), hedef plaka iizerindeki numune ile birlikte
kristallesir (Sekil 2.2.). Tipik bir hedef plaka, 16 ila 384 numune tutabilir. Yiiklenen
hedef plakasi makineye yerlestirilir ve daha sonra ol¢iim odasina nakledilir. Kiitle
spektrometresi icinde siirekli olarak yiiksek bir vakum saglanmalidir. Bununla
birlikte, yiiklenen hedef plakanin yerlestirilmesinden sonra, sisteme hava verilir ve
numune analizi gerceklestirilmeden Once vakumun yeniden saglanmasi gerekir.
Yeterli bir vakum olusturuldugunda, tek tek numuneler kisa lazer darbelerine maruz
birakilir. Lazerin enerjisi, matriks ile birlikte mikroorganizmay1 buharlastirarak
(ribozomal) proteinlerin iyonlasmasina yol agar. Yaklasik 20 kV'luk bir potansiyel
tarafindan olusturulan bir elektromanyetik alan, iyonlar1 ugus tiipiine girmeden 6nce
hizlandirir. Analitlerin ugus tiipliniin sonundaki dedektére ulasma siiresi (TOF)
hassas bir sekilde olgiiliir. Iyonizasyon derecesi ve proteinlerin kiitlesi, bireysel
TOF'larm1  belirler. Bu TOF bilgisine dayanarak, karakteristik bir spektrum

kaydedilir ve belirli bir tiir igin benzersiz olan 6zel bir 6rnek parmak izi olusturur.
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MALDI-TOF MS ve geleneksel biyokimyasal farklilagtirma yontemlerinin her
ikisinin de izole edilmis alt kiiltiirlenmis bakteri ve mayalarin tanimlanmasinda

yliksek dogrulukta oldugu gosterilebilir (Wieser ve ark., 2012).

Sekil 3.3’te MALDI-TOF MS uygulama akis semas1 verilmistir. Alt kiiltiirlenmig
koloniler temiz bir hedefe (a) uygulanir. Numuneler matris soliisyonu ile kaplanir ve
havayla kurutulur (b). MALDI-TOF MS'de 6l¢iim yapilir (¢); bir analite 6zgii kiitle

spektrumu elde edilir (d); veri tabanindaki spektrumlarla olusturulan kiitle

gergeklestirilir.
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Sekil 2.2. MALDI-TOF MS uygulama semas1 (Wieser ve ark., 2012).




BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Maya izolasyonunda Kullanilan Kaynaklar

Bu calismada geleneksel yontemlerle iiretilmis, 1s1l islem gormemis 26 adet farkl
zeytinyagi, 27 adet farkli zeytin, 1 adet zeytin ezmesi ve 1 adet siyah, 1 adet yesil
olmak {tizere 2 adet dilimli zeytin ile birlikte toplamda 56 farkli zeytin ve zeytin
iriini numunesi kullanilmigtir. Tablo 3.1.’de maya izolasyonu icin kullanilan
kaynaklarin isimleri verilmistir. Her numuneye ayr1 kodlama yapilmistir. Sekil

3.1.de kullanilan kaynaklarinin bazilar1 gosterilmistir.

Tablo 3.1. Probiyotik mayalarm izolasyonu i¢in kullanilan kaynaklar

Ornek tiirii Alindig1 bolge Ornek tiirii Alindig1 bolge
Zeytinyag1 Aydin* Yesil zeytin Marmaris
Zeytinyag1 Balikesir 1 Yesil (kirma) zeytin Hatay
Zeytinyag1 Balikesir 2* Yesil (kirma) zeytin Hatay 2
Zeytinyag1 Manisa Yesil zeytin Hatay 3
Zeytinyag1 Hatay* Yesil zeytin Hatay 4
Zeytinyagi Mugla-Ortaca* Yesil zeytin Edremit
Zeytinyag1 Mugla* Siyah zeytin Edremit
Zeytinyag1 Akgay* Yesil zeytin [zmir
Zeytinyagi Akhisar* Siyah zeytin Gemlik
Zeytinyagi Gemlik Siyah zeytin Balikesir
Zeytinyagi Diizce* Pembe zeytin Sakarya
Zeytinyagi Datga 1* Yesil zeytin Sakarya 1
Zeytinyagi Datga 2 Yesil Zeytin Sakarya 2
Zeytinyag1 Marmaris Yesil zeytin Sakarya 3
Zeytinyagi Akgakoca* Siyah zeytin Sakarya 1
Zeytinyag1 Bozdogan 1* Siyah zeytin Sakarya 2



Tablo 3.1. ( Devami)

Ornek tiirii Alindig1 bdlge Ornek tiirii Alindig1 bdlge
Zeytinyag1 Bozdogan 2* Siyah zeytin Sakarya 3
Zeytinyag1 Bozdogan 3* Siyah zeytin Sakarya 4
Zeytinyag1 Pamukoren* Siyah zeytin Sakarya 5
Zeytinyag1 Germencik Siyah zeytin Sakarya 6
Zeytinyag1 Karacasu* Siyah zeytin Sakarya 7
Zeytinyag1 Sakarya* Siyah zeytin Sakarya 8
Zeytinyag1 [zmir 1* Siyah zeytin Sakarya 9
Zeytinyag1 [zmir 2* Siyah zeytin Sakarya 10
Zeytinyag1 Iskenderun 1* Kalamata zeytin Sakarya
Zeytinyag1 Iskenderun 2* Yesil zeytin Canakkale
Siyah zeytin

i Market Dilimli siyah zeytin* Market

ezmesi

Yesil zeytin Aydin Dilimli yesil zeytin Market

*Maya izole edilemeyen kaynaklar

Sekil 3.1. Probiyotik mayalarin izolasyonu i¢in kullanilan kaynaklardan bazilart

3.1.2. Kullanilan Bakteriler

Bu c¢aligmada mayalarin antimikrobiyal aktivitelerinin aktivitelerinin  ve
koagregasyon aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan S. Typhimurium
ATCC 14028, L. monocytogenes ATCC 7644, E. coli ATCC 25922, S§. aureus
ATCC 25923 saf Kkiiltiirleri Sakarya Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Calismada kullanilan
kiiltiirleri Tryptic Soy Broth (TSB) besiyerine % 15 gliserol ilave edilerek -18°C’de

muhafaza edilmistir.



3.1.3. Kullamilan Besiyerleri

(Calismada kullanilan besiyerleri Tablo 3.2.’de gdsterilmistir.

Tablo 3.2. Kullanilan besiyerleri

Besiyeri kodu Besiyeri igerigi
Besiyeri 1 : Sabouraud % 2 Dextrose Broth (SDB)
Besiyeri 2: Potato Dextrose Agar (PDA)
Besiyeri 3 : Tropic Soy Broth with Yeast Extract ( TSB + yeast)
Besiyeri 4 : Oxytetracyclin-Glucose-Yeast Extract Agar Base (OGYE)
Besiyeri 5: Miiller Hinton Agar
Besiyeri 6: Proteaz Aktivite Ortami 10g
Skim milk
lg
Glikoz
Sg
Pepton
25¢g
Yeast extract
A 15
gar
- 1000
Distile su
ml
Besiyeri 7: Amilaz Aktivite Ortam ) S5g
Nisasta
Sg
Pepton s
g
Yeast extract
20¢g
Agar
05¢g
MgSO47H.0
0,0l g
FeSO47H20
0,0l g
NaCl
o 1000
Distile su
ml

3.1.4. Kullamlan tamponlar, ¢ozeltiler ve boyalar

(Calismada kullanilan tamponlar, ¢ozeltiler ve boyalar Tablo 3.3.’te verilmistir.

Tablo 3.3. Kulanilan tamponlar, ¢dzeltiler ve boyalar

Cozelti/Tampon adi Igerik
p

Fizyolojik Tuzlu Su (FTS) Sodyum Kloriir (NaCl) 85¢g
Distile su 1000 ml

42



Tablo 3.3. (Devami)
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Cozelti/Tamnpon adi Igerik
% 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi Sodyum Kloriir (NaCl) 9g
Distile su 1000 ml
% 0,3’liikk Safra Tuzu Cozeltisi Safra 3g
Distile su 1000 ml

Fosfat Sitrat Tamponu

0,2 M sitrik asit ¢ozeltisi (19,21 g/L)
0,2 M dibazik sodyum fosfat ¢ozeltisi (53,65 g/L)

% 3’lik H20, H,0, 3g
Distile su 100 ml
Kristal Viyole Boyasi Kristal viyolet lg
Fenol kristali 2g
Etil alkol (% 96) 10 ml
Distile su 100 ml
Gram Iyodiir Boyas1 fyot 7¢g
Potasyum Tyodiir (KI) 3g
Distile su 100 ml
Mide Igerigi Simiilasyonu Sodyum Kloriir (NaCl) 2,05¢g
Potasyum di hidrojen fosfat (KHoPOy) 0,6 g
Kalsiyum Kloriir(CaCly) 0,11g
Potasyum Kloriir(KCL) 037¢g
Distile su 1000 ml
Pankreatik Sivi Simiilasyonu Ssfra tuzu 3g
Pankreatin 0,lg
Na,HPO4 269¢
NaCl 85¢g
Distile su 1000 ml

3.1.5. Kullanilan arag ve gerecler

Bu caligmada, etiiv (Elekro-Mag M 6040 BP), Hettich Universal 320R sogutmali
santrifiij, otoklav (WiseClave WAC-80), distile su cihazi (Niive NDS), su banyosu
(WiseBath WSB-30), calkalamali inkiibator (ildam Marka IL-CI 55), inkiibator
(MIN-120 D), 1siticili manyetik karistirict (IKA C- MAG-HS7), Eppendorf Research
plus mikropipet, hassas terazi (Radwag AS 220.R2), vortex (IKA MS3 Basic), UV-

VIS spektrofotometre (Shimadzu UVmini-1240) kullanilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Mayalarin izolasyonu

Mayal suglarinin izolasyonu Kurtzman ve ark. (2011) yontemine goére yapilmistir.
Ph’s1t % 90°lik 1 ml laktik asit ile 2-3’e diisiiriilen 90 ml Sabourand % 2 Dextrose
Broth (SDB) besiyeri ortamina, dérneklerden 10 g aktarilarak, 120 rpm’de ¢alkalamali
inkiibatorde 27°C’de 3 giin inkiibasyona birakilmistir. 3 giiniin sonunda
zenginlestirmesi yapilan 6rneklerin 1’er ml’si, icerisinde steril 9 ml fizyolojik tuzlu
su (FTS) bulunan tiiplere steril pipetler yardimiyla alinarak 10!, 102, 103, 10, 107,
106, 107’lik seyreltmeler hazirlanmistir. Yapilan her seyreltmeden 1 ml alinarak
dokme yontemi ile igerisinde OGYE agar bulunan petrilere ekimler yapilmis ve
27°C’de 2 giin inkiibasyona birakildiktan sonra, elde edilen saf kiiltiirler segilip,
TSB+ yeast ortaminda gelistirilmis ve uzun siire saklanabilmesi i¢in % 20’lik steril
gliserol igeren ependorf tiiplerine (1000pl aktif izolat + 200 pl gliserol) aktarilarak -
60°C’de muhafaza edilmistir. Kullanilan kaynaklara verilen harf kodlar1 Tablo

3.4.’te verilmistir.

Tablo 3.4. Probiyotik mayalarin izolasyonunda kullanilan kaynaklarin harf kodlar1

Ornek tiirii Kaynak Kod Ornek tiirii Kaynak Kod Ornek tiirii Kaynak Kod
Zeytinyagt Aydin* Y1 Zeytinyagt Germencik* Y20 Yesil zeytin Canakkale Z13
Zeytinyagt Balikesir 1 Y2 Zeytinyagt Bozdogan 2* Y21 Dilimli yesil zeytin Market Z14
Zeytinyagt Marmaris Y3 Zeytinyagt Bozdogan 3* Y22 Dilimli siyah zeytin* Market Z15
Zeytinyagt Manisa Y4 Zeytinyagt Karacasu* Y23 Pembe zeytin Sakarya Z16
Zeytinyagt Hatay* Y5 Zeytinyagt Sakarya* Y24 Yesil Zeytin Sakarya 2 z17
Zeytinyag1  Mugla/Ortaca* Y6 Zeytinyagt [zmir 2* Y25 Yesil zeytin Sakarya 3 Z18
Zeytinyagt Mugla* Y7 Siyah zeytin Sakarya 10 Y26 Siyah zeytin Sakarya 1 Z19
Zeytinyagi  Iskenderun1* Y8 Yesil zeytin Aydin Z1 Kalamata zeytin Sakarya 720
Zeytinyagi  iskenderun 2* Y9 Yesil zeytin Marmaris* 72 Siyah zeytin Sakarya 2 721
Zeytinyagt Akgay* Y10 Kirma zeytin Hatay 2* Z3 Siyah zeytin Sakarya 3 722
Zeytinyagt Akhisar* Y11 Yesil zeytin Edremit Z4 Siyah zeytin Sakarya 4 723
Zeytinyagt Gemlik* Y12 Siyah zeytin Edremit Z5 Siyah zeytin Sakarya 5 724
Zeytinyag1 Diizce* Y13 Kirma zeytin Hatay Z6 Siyah zeytin Sakarya 6 725
Ornek tiirii Kaynak Kod Ornek tiirii Kaynak Kod Ornek tiirii Kaynak Kod
Zeytinyagt Datga 1* Y14 Zeytin fzmir 1 z1 Siyah zeytin Sakarya 7 726
Zeytinyagt Balikesir 2* Y15 Yesil zeytin Hatay 3 Z8 Siyah zeytin Sakarya 10 727
Zeytinyagt Datcga 2 Y16 Siyah zeytin Gemlik 79 Siyah zeytin Sakarya 8 728
Zeytinyagt Akgakoca* Y17 Siyah zeytin Balikesir Z10 Siyah zeytin Sakarya 9 729
Zeytinyagi  Bozdogan 1* Y18 Yesil zeytin Hatay 4 Z11 Siyah zeytin ezmesi Market Z30

Zeytinyagr ~ Pamukoren* Y19 Yesil zeytin Sakarya 1 Z12
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3.2.2. lzolatlarin probiyotik dzelliklerinin belirlenmesi

3.2.2.1. Izolatlarin otoagregasyon aktivitelerinin belirlenmesi

Kos ve ark., (2003) metoduna gore yapilan bu analizde; maya izolatlar1 TSB yeast
sivi besi ortaminda 37°C’de 48 saat inkiibe edilerek aktiflestirildikten sonra 9000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrast elde edilen maya pelleti iki
defa % 0,9’luk NaCl ¢ozelti ile yikandiktan sonra aymi ¢ozelti iginde tekrar
¢cozlindiiriilmiistiir. Elde edilen ¢ozeltinin optikal yogunlugu spektrootometrede 600
nm’de 0,6 + 0,02’ye ayarlanmistir. Cozelti oda sicakliginda 0 saat, 2. saat, 4 saat ve
24 saat bekletildikten sonra ¢dzeltinin iist kisim fazindan 0,1 mL alinarak, OD’si
spektrofotometrede 600 nm’de tekrar okunmustur. Izolatlarmn oto agregasyon

aktiviteleri, asagidaki esitlik kullanilarak (Denklem 3.1) hesaplanmistir.

% Otoagregasyon =1 — (%) x 100 (3.1)

A0 = Izolarlarin inkiibasyon &ncesi spektrometrede okunan degerlerinin gosterirken,

At = izolatlarin t zaman sonunda spektrometrede okunan degerlerini gostermektedir.
3.2.2.2. Izolatlarin koagregasyon aktivitelerinin belirlenmesi

Maya izolatlarinin E. coli ATCC 25922, L. monocytogenes ATCC 7644, S. aureus
ATCC 25923, S. Typhimurium ATCC 14028 suslar ile koagregasyon 6zelliklerinin
belirlenmesi Rinkinen ve ark, (2003) yéntemine gore yapilmustir. izolatlar, TSB
yeast s1v1 besi ortamlarinda 37°C’de 48 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Aktif
kiiltiirler, 9000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmis ve elde edilen maya pelletleri iki
defa % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra, ayni ¢ozelti icinde tekrar
¢oziilmiistiir. Her bir 6rnegin OD’si spektrootometrede 600 nm’de 0,6 £ 0,02’ye
ayarlanmistir. Esit miktarlardaki maya kiiltiirii ile test bakteri ornekleri (E. coli
ATCC 25922 , L. monocytogenes ATCC 7644, S. aureus ATCC 25923, S.
Typhimurium ATCC 14028 ) ayni tiip i¢inde 10-15 saniye Vortex ile karistirildiktan

sonra, oda sicakhiginda 24 saat bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasi kiiltiir
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karigimlarinin iist kismindan 0,1 mL alinarak, OD degerleri 600 nm dalga boyunda
spektrofotometrede okunmustur. Maya izolatlarinin koagregasyon aktiviteleri,

asagidaki esitlik kullanilarak (Denklem 3.2) hesaplanmustir.

(Ax+Ay)—2xAmix

% Koagregasyon = At A7)

x100 (3.2)
Ax = Sadece maya Ornegine ait spektrometre degerini, Ay = sadece patojen
mikroorganizmalara ait spektrometre degerini, Amix = maya Ornegi ve patojen

mikroorganizma karigimina ait spektrometre degerini gostermektedir.

3.2.2.3. lzolatlarin gastrointestinal kosullarda hayatta kalma becerisinin

belirlenmesi

3.2.2.3.1. lzolatlarin mide sivis1 ortaminda hayatta kalma becerisinin

belirlenmesi

Mayalarin mide sivist ortaminda hayatta kalma becerilerinin taranmasi Bonatsou ve
ark. yontemine gore yapilmistir (Bonatsou ve ark., 2018). pH 2.0'da (pH, 1 M HCl ile
ayarlandi) bir tampon ¢dzeltide, (NaCl (2.05 g/ L), KH>P04 (0.60 g / L), CaCl> (0.11
g / L) ve KCI (0.37 g / L)) igeren sentetik mide suyu hazirlanmistir. Ortamin
sterilizasyonundan sonra gastrik ¢ozeltiyi elde etmek i¢in pepsin (0.0133 g/ L) ve
lizozim (0.01 g / L) eklenmistir. (Bonatsou et al.,2015.) Maya kiiltiirlerinin PDA'de
(25°de 24 saat) biliylimesi saglanip, sivi besiyerinde gelistirildikten sonra
santrifiijlenmis ve (5000 gr, 10 dk, 4 © C) c¢okeltiler iki kez steril % 0.9 (agirlik /
hacim) NaCl ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra steril % 0.9 (agirlik / hacim) NaCl'de
tekrar siispansiyon haline getirilmistir. Daha sonra, hiicreler gastrik ¢ozeltide tekrar
siispansiyon haline getirilerek, OD degeri 0,5 (A = 600 nm)’e esitlenmis ve peristaltik
hareketleri simiile etmek icin 200 rpm'de orbital calkalayicida 2,5 saat 37°C'de
inkiibe edilmistir. izolatlarn mide sivis1 ortaminda hayatta kalma yiizdeleri,

asagidaki esitlik kullanilarak (Denklem 3.3) hesaplanmustir.

A(son)
AGIK)

% Canlilik = X 100 (3.3)
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Ailk = Izolatlarin inkiibasyon oncesi spektrometre degerlerini gosterirken, Ason =

izolatlarin 2,5 saat sonundaki spektrometre degerlerini gostermektedir.

3.2.3.3.2. Izolatlarin pankreatik sivi ortaminda hayatta kalma becerisinin

belirlenmesi

Mayalarin pankreatik sivi ortaminda hayatta kalma becerilerinin taranmas: Bonatsou
ve ark yontemine gore yapilmistir (Bonatsou ve ark., 2018). pH 8.0' de ( 1 M HCl ile
ayarlanmis), safra tuzlar (3.0 g / L), pankreatin (0.1 g/ L), NaHPO4 (26.9 g/ L) ve
NaCl (85 g / L) ile formile edilmis bir tampon ¢o6zelti kullanilarak
gergeklestirilmistir (Bonatsou et al.,2015). Bir onceki gastrik sindirim adimindan
toplanan hiicreler santrifiijlenerek, iki kez steril % 0,9’luk NaCl c¢dozeltisinde
yikandiktan sonra ve simiile pankreas sivist soliisyonunda siispanse edilmistir.
Stispansiyonun c¢alkalanmasindan sonra (200 rpm, 37°C'de 3,5 saat), ¢okelti %
0,9’luk NaCl c¢ozeltisinde yikanmistir (Oliviera et al., 2017). PDA kiiltiir ortami
iizerinde inkiibe edilerek her sindirim simiilasyonunun basinda ve sonunda hiicre
canliigini degerlendirilmistir. Izolatlarin pankreatik sivi ortaminda hayatta kalma

yiizdeleri agsagidaki esitlik kullanilarak (Denklem 3.4) hesaplanmastir.

A(son)

% Canlilik = 200

x 100 (3.4)

A(ilk) = lzolatlarin inkiibasyon oOncesi spektrometrede degerlerini, A(son) =

izolatlarin 3.5 saat sonra spektrometrede okunan degerlerini géstermektedir.
3.2.2.4. Izolatlarin hemolitik aktivitelerinin belirlenmesi
Maya suslari; % 5 defibrin koyun kani igeren kanli agar plaklara ¢izildikten sonra,

37°C’de 48 saat inkiibe edilmistir. 48 saat sonundaki zon olusumlar1 gézlemlenerek

degerlendirme yapilmistir (Luo ve ark. 2001).
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3.2.2.5. Izolatlarin patojen bakteriler karsisinda etkinliklerinin belirlenmesi

Mayalarin patojenlere karst antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi Syal ve Vohra
(2013)’nin  kullandig1 yontem modifiye edilerek, disk diflizyon yontemi ile
yapilmistir, E. coli ATCC 25922 , L. monocytogenes ATCC 7644, S. aureus ATCC
25923, S. Typhimurium ATCC 14028 suslart TSB sivi besi ortaminda, 37°C’de 24 -
48 saat inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Her bir petriye izolatin inokiilasyonu igin
steril bos diskler yerlestirilmistir. Izolatlar Miiller-Hinton Agarda 25°C’de 24 saat
aktive edildikten sonra 2 McFarland bulanikligina ayarlanarak maya kiiltiirlerinden
bos disklere 10 pL emdirilmistir. Plakalar 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra

petrilerdeki diskler etrafindaki inhibisyon zonunun ¢ap1 dl¢tilmiistiir.

3.2.2.6. izolatlarmm antibiyotiklere karsi direnclerinin belirlenmesi

Antibiyotik toleransi testi i¢gin sec¢ilen maya suslar1 TSB yeast siv1 besiyeri ortaminda
25°C’de 24 saat aktive edilmistir. Onceden hazirlanmis PDA igeren petriler {izerine
aktif kiiltiirlerden yogunluklart 2 McFarland bulanikligmma esdeger olacak sekilde
ayarlanarak petrilere 100 pL ilave edilip yayma plak yontemiyle ekim yapilmistir.
Antibiyotik duyarlilik testi eritromisin, gentamisin ve vancomiycin antibiyotik
diskleri kullanilarak disk difiizyon yontemi ile yapilmistir. Petriler 37°C’de 24 saat
inkiibe edildikten sonra disk etrafinda olusan zonlar milimetrik olarak ol¢lilmiistiir

(Todorov ve ark., 2008).

3.2.2.7. lzolatlarn safra tuzuna direnclerinin belirlenmesi

Saf maya izolatlari, safra igermeyen TSB yeast siv1 besiyeri ortamina ve % 0,3 safra
eklenen TSB yeast ortamlarina ayr1 ayri ekilerek, 48 saat 37°C’de inkiibasyona
birakilmigtir.  Inkiibasyon sonunda izolatlarin safra karsisindaki biiyiimeleri

karsilastirilmistir (Syal ve Vohra, 2013).

Izolatlarin safra tuzuna gosterdikleri direng karsisinda hayatta kalma yiizdeleri

asagidaki esitlik kullanilarak (Denklem 3.5) hesaplanmistir
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% Canliltk = ==X 100 (3.5)

A0 = lzolatlarin safra bulunmayan ortamdaki spektrometre degerlerini, As =

izolatlarin safra bulunan ortamdaki spektrometre degerlerini gostermektedir.
3.2.2.8. izolatlarin hidrokarbonlara tutunma aktivitelerinin belirlenmesi

Maya izolatlarinin hidrokarbonlara tutunmasi Zarate ve ark. (2000)’nin yontemine
gdre belirlenmistir. Izolatlar, TSB yeast sivi besiyerlerinde 37°C’de 48 saat inkiibe
edilerek aktiflestirilmistir. Aktif kiiltiirler, 9000 rpm’de 15 dakika santriifiij edilip,
elde edilen pelletler, % 0,9’luk NaCl ¢ozeltisi ile yikanmis ve 0,1 M KNO3 (pH 6,2)
tamponu icinde tekrar coziilerek ve spektrofotometrede OD’si 600 nm’de 0,6 +
0,02’ye ayarlanmistir (OD1). Maya siispansiyonundan 2 mL alinarak, 0,5 mL p-
ksilen (polar olmayan nétral ¢oziicii), kloroform (monopolar asidik ¢oziicii), etil
asetat (monopolar bazik ¢oziicli) hidrokarbonlarinin {izerine konularak, oda
sicakliginda 10 dakika bekletilmistir. Oda sicakliginda 10 dakikalik 6n
inkiibasyondan sonra ayrilan iki faz 2 dakika vorteks ile karistirilarak tekrar oda
sicakliginda 4 saat bekletilmistir. Inkiibasyondan sonra sulu fazin OD’si
spektrofotometrede 600 nm’de Olgiilmistir (OD2). Maya izolatlarinin
hidrokarbonlara mikrobiyal tutunma aktivitesi, asagidaki esitlik kullanilarak

(Denklem 3.6) hesaplanmustir.

0D1-0D2

% Hidrofobisite = ——

x 100 (3.6)

OD; = Maya kiiltiirlerinin optikal dansitesini gosterirken, OD> = karigik kiiltiiriin 4

saat sonundaki optikal dansitesini gostermektedir.
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3.2.3. Izolatlarin teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

3.2.3.1. izolatlarin katalaz enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Mayalarin katalaz enzim aktiviteleri Whittenbury ve ark. (1964) yontemine gore
yapilmistir. Suglar baglangicta PDA besiyeri ortaminda gelistirilmistir (48 saat,
27°C). Maya kolonilerine 1’er damla % 3 (v/v) hidrojen peroksit H>O> ilave

edilmigtir. Katalaz aktivitesi, kabarcik olusumu ile belirlenmistir.

3.2.3.2. Izolatlarin proteaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Suslar baslangicta PDA besiyeri ortaminda gelistirilmistir ( 48 saat, 27 °C). Proteaz
aktivitesi, Strauss ve ark. (2001) tarafindan agiklanan yontemle, maya kolonileri 20 g
/ L kazein iceren PDA'ya yayilarak belirlenmistir. Inkiibasyon siiresinden sonra

(30°C'de 48 saat giin), koloninin etrafinda zon olusup olusmadig1 gézlemlenmistir.

3.2.3.3. lizolatlarin amilaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Suslar baslangicta PDA besiyeri ortaminda gelistirilmistir ( 48 saat, 27 °C). Amilaz
aktivite ortami, nisasta agar1 (5 g nisasta, 5Sg pepton, 5 g yeasy exract, 20 g agar, 0.5
g MgS047H20, 0,01 g FeSO47H,0, 0,01 g NaCl, 1000 ml distile su) kullanilarak
hazirlanmistir. Inkiibasyondan sonra (48 saat, 30°C), besiyerleri iyot ¢ozeltisi ile
sulandirilmis ve koloninin etrafinda kahverengi bir rengin ortaya ¢ikmasi pozitif bir

sonug olarak kabul edilmistir (Samad, 1989).

3.2.3.4. lizolatlarin estreaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

PDA besiyeri, pH 7.3-7,4'te Tween 80 (% 1) ve fenol kirmizis1 (% 0,01, agirlik /
hacim) ile desteklenmistir. Aktif hale gelen maya izolatlarindan ekim yapilarak
37°C'de 48 saat siireyle inkiibe edilmistir. Koloni etrafinda zon olusup olusmadigi

gbzlemlenmistir (Samad, 1989).
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3.2.4. Probiyotik ozellik gosteren izolatlarin molekiiler identifikasyonu

3.2.4.1. Maya izolatlarinin MALDI-TOF MS ile tannmlanmasi

Calismamizda elde edilen mayalardan en iyi probiyotik ozellik gdsteren 25 izolat
secilmistir. PDA kat1 besiyerinde 48 saat, 25°C’de gelistirilen izolatlar, MALDI-TOF
MS ile tanimlamasi yapilmak iizere Indiinii Universitesi, Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’na gonderilmistir. Molekiiler biyoloji labaratuvarinda énce MALDI-
TOF MS ile tani alan izolatlarin, Arbitrarily Primed-PCR ile fingerprints sonuglarina
bakilmistir.

3.2.4.2. Arbitrarily primed PCR (AP-PCR)

Calisma kapsaminda elde edilen izolatlarin AP-PCR ile karakterizasyonu Inonii
Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan hizmet alimi yapilarak
gerceklestirilmistir. 100 ng sablon DNA, 100 pmol M13 primer (5'-GAG GGT GGC
GGT TCT-3"), 2,5 U Taq DNA polimeraz (Promega Corporation, ABD), 0,4 mM
dNTP karisimi, 4 mM MgCl2, 10X amplifikasyon tamponu iceren AP-PCR ana
karigimi hazirlanmistir. Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems, ABD)
ile amplifikasyon gergeklestirmek icin asagidaki kosullar kullanilmigtir:
- 94°C'de 5 dakikalik, 40°C'de 5 dakikalik ve 72°C'de 5 dakikalik 2 dongii;

- 94 °C'de 1 dakikalik, 40°C'de 1 dakikalik ve 72 °C'de 2 dakikalik 40 dongii.

3.2.4.3. 26S rDNA D1/D2 bdolgesi dizi analizi

Daha 6nce MALDI-TOF MS ile tanilamasi1 yapilan izolatlarin igerisinden, AP-PCR
ile farkli bant profilleri veren 3 izolat segilerek, ayrintili tanimlama islemi ig¢in 26S
rDNA D1/D2 bolgesi dizi analizi yapilmistir. Y45, Y66, Y97 kodlu izolatlara sekans
analizi uygulanmistir. Bu analiz indnii Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim

Dalr’ndan hizmet alimi yapilarak ger¢eklestirilmistir.



52

3.2.4.3.1. DNA izolasyonu

Oxytetracyclin-Glucose-Yeast Extract Agar platelerde kiiltiire alinan maya
izolatlarindan DNA izolasyonu EZ1 DNA Tissue Kit (Qiagen, Almanya)
kullanilarak biorobot EZ1 DNA izolasyon cihazi (Qiagen, Almanya) ile yapilmistir.

3.2.4.3.2. Amplifikasyon iiriinlerinin elde edilmesi

Elde edilen DNA, NL1 (5’-GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3’) ve
NL4 (5'-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3') primerleri kullanilarak amplifiye
edilmistir (Nejat ve ark., 2018).

3.2.4.3.3. Amplikonlarin saflastiriimasi

Polymerase Chain Reaction (pcr) sonucunda hedef gene ait primerler ile elde edilen
amplikonlar, jelden niikleik asit saflagtirma kitiyle, 6zgiin olmayan baglanmalardan
ve primer artiklar1 gibi artefaktlardan arindirilmistir. Bu amagla ticari bir saflagtirma
kiti (Qiaquick PCR purification Kit, Qiagen, Almanya) {iretici firmanin Onerileri
dogrultusunda kullanilmistir. Saflastirma sonunda elde edilen iriinlerin safligt %
1,5’luk agaroz jelde yiiriitiilerek kontrol edilmis ve yeterli miktarda DNA igeren
saflagtirllma  {rtinleri  dizileme reaksiyonunda kullanilmak iizere -20°C’de
saklanmugtir. Bu analiz inénii Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan

hizmet alim1 yapilarak gerceklestirilmistir.

3.2.4.3.4. Dizi analizi

Amplikonlarin dizi analizi Bigdye Terminator V3.1 cycle sekanslama kiti
kullanilarak ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, ABD) cihazinda
yapilmustir. Dizi analizi i¢in Applied Biosystems ™ 310 Genetic Analyzer cihazi
kullanilmistir. Bu cihazla uyumlu BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kiti
kullanilarak zincir sonlandirma (cycle sequencing) islemi yapilmistir. Tiim izolatlar

icin DNA dizi analizi, sekans reaksiyonu ¢ift yonlii olarak her iki primerle
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uygulanmigtir. Dizi analizi tepkimesi i¢in reaksiyon sartlar1 Tablo 3.5.°te
ozetlenmistir. Bu analiz inénii Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan

hizmet alim1 yapilarak gerceklestirilmistir.

Tablo 3.5. Dizi analizi reaksiyon karigimi

Komponent Miktar (ul)
5x Cycle Sequencing Buffer (AB) 3
BigDye 2
Primer (10 pmol/ pl) 0.32
H20 12.68
DNA 2
Toplam Hacim 20 pl

Bu sekilde hazirlanan karisim GeneAmp™ PCR System 9700 Thermal Cycler

cihazina yiiklendi ve asagidaki amplifikasyon kosullari takip edilmistir :

95 °C 5 sn (denatiirasyon)

50 °C 20 sn (baglanma) 60 siklus
60 °C 4 dk (primer uzamasi)

3.2.4.3.5. Big-dye prepisitasyon

Cycle Sequencing reaksiyonundan sonra BigDye prepisitasyon yapmak i¢in Tablo

3.6.”daki stok soliisyonlar1 uygun miktarlarda kullanilmistir.

Tablo 3.6. BigDye Prepisitasyon prtokolii i¢in kullanilan kimyasallar

Sodyum asetat pH 4.6

" P 3000 mM

Na-EDTA
A 100 mM

Glikojen
20 mg/ml

Su
B Sekans karigimi

C Etanol (-20 °C) % 99
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Tablo 3.6.’da verilen tampon ve kimyasallar ile takip edilen prespitasyon
basamaklar1 asida 6zetlenmistir;
- B, buziizerinde 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiipiine alindi.
- B’nin lizerine 12.39 ul A’dan ilave edildi.
- Daha sonra mikrosantrifiij tiipiine soguk etanol eklenir eklenmez >18 k x g
ivmesi ile 45 dakika santrifiij edildi, ardindan siipernatan uzaklastilda.
- Iki defa 200 ul % 70 etanol (-20 °C) ile yikama yapildi, siipernatan
uzaklagtirildu.
- Pellet kurutuldu.

- Pellet 40 pl deiyonize formamid ile ¢oziiliir.

Coktiiriilen ve kapiller jel elektroforezine hazir hale getirilen DNA, dizi analizi i¢in
cihaza yiikklenmeden hemen 6nce 95 °C’de 5 dakika bekletilerek denatiirasyon

saglanmustir.

Dizi analizi sonucunda elde edilen diziler "National Center for Biotechnology
Information Database"de (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) yer alan BLAST (Basic
Local Alignment Tool) sunucusu kullanilarak veri bankasinda kayitli diger izolatlarla

karsilastirilmistir.



BOLUM 4. BULGULAR

4.1. lizolatlarin Elde Edilmesi

56 farkli kaynaktan yiiriitiilen izolasyon islemi sonucunda toplam 106 maya izolati
elde edilmistir. izolasyon islemi sonucunda elde edilen izolatlar ve kaynaklar1 Tablo
4.1.”de verilmistir. Izole edilen mayalar mikroskop ile incelenmis ve petri kabindaki
sekillerinin degerlendirilmesi Tablo 4.2.’de, mikroskobik gdriintiileri ise Ek 1.” de

verilmistir.

Tablo 4.1. Mayalarin izolasyonunda kullanilan kaynaklarin isimleri, harf kodlamalar1 ve izolatlarin

numaralandirilmalari
Ornek tiril Kaynak  Izolatlarm kodlar1  izolatlarin numaralari
1
Zeytin [zmir 1 77 2
3
4
Siyah zeytin Gemlik 2 5
6
Yesil zeytin Hatay 3 Z8 7
8
9
Yesil zeytin Edremit 74 10
11
12
13
Yesil zeytin Hatay 4 Z11 14
15
16
17
Siyah zeytin Balikesir Z10 18

—_
O



Tablo 4.1. (Devami)

Ornek tiirii Kaynak  Izolatlarm kodlar1  izolatlarin numaralar
20
Siyah zeytin Edremit z5 21
22
23
Yesil (kirma) Hatay 76 24
zeytin 25
26
Yesil zeytin Sakarya 1 712 27
28
29
30
Yesil zeytin Canakkale Z13 31
32
Dilimli yesil 33

Market 714

zeytin 34
Pembe zeytin Sakarya 716 35
Siyah zeytin Sakarya 1 719 36
37
Siyah zeytin Sakarya 9 729 38
Zeytinyad Datca 2 Y16 39
40
41
Yesil zeytin Sakarya 3 718 42
43
44
Siyah zeytin Sakarya 1 719 45
46
Yesil Zeytin Sakarya 2 z17 47
48
49
Siyah zeytin Sakarya 9 729 50
51
52
Kalamata zeytin Sakarya 720 53



Tablo 4.1. (Devami)

Ornek tiirii

Kaynak

izolatlarmn kodlar1

Izolatlarm numaralari

Siyah zeytin

Sakarya 8

728

54
55
56
57

Siyah zeytin

Sakarya 10

727

58
59
60
61

Siyah zeytin

Sakarya 7

726

62
63
64
65
66

Siyah zeytin

Sakarya 5

724

67
68
69
70

Siyah zeytin

Sakarya 6

725

71
72
73
74

Siyah zeytin

Sakarya 4

723

75
76
77
78

Siyah zeytin

Sakarya 3

722

79
80
81
82

Siyah zeytin

Sakarya 2

721

83
84
85
86
87

Siyah zeytin

Edremit

75

88
&9

57



Tablo 4.1. (Devami)

Ornek tiirii Kaynak  Izolatlarm kodlar1  izolatlarin numaralar

90
91
Zeytinyagi [zmir 2* Y25 92
93

94
Siyah zeytin Sakarya 10 Y26

95
96
Zeytinyagi Sakarya* Y24 97
98
99

) ] 100
Zeytinyagi Balikesir 1 Y2

] ] 101
Zeytinyag1 Manisa Y4

102
103
Zeytinyagi Marmaris Y3 104
105
106

Tablo 4.2. izole edilen mayalarin petri kabindaki gériiniisleri

Kod Renk Ton Sekil
1 Beyaz Mat Késeli yuvarlak
2 Koyu Beyaz Mat Yuvarlak
3 Beyaz Parlak Yuvarlak
4 Beyaz Mat Késeli yuvarlak
5 Beyaz Parlak Yuvarlak
6 Beyaz Mat Yuvarlak
7 Beyaz Mat Késeli yuvarlak
8 Beyaz Parlak Yuvarlak
9 Beyaz Mat Yuvarlak
10 Beyaz Mat Késeli yuvarlak
11 Beyaz Parlak Yuvarlak
12 Beyaz Mat Krvriml
13 Beyaz Mat Yuvarlak
14 Beyaz Parlak Yuvarlak




Tablo 4.2. (Devam1)

Kod Renk Ton Sekil
15 Krem Parlak Yuvarlak
16 Beyaz Mat Kivrimly, i¢i seffaf
17 Beyaz Parlak Yuvarlak
18 Beyaz Mat Yuvarlak
19 Beyaz Mat Krvrimli, koyu beyaz
20 Beyaz Mat Kivrimly, i¢ kisim seffaf
21 Beyaz Parlak Yuvarlak
22 Krem Mat Yuvarlak
23 Beyaz Mat Kivrimly, i¢ kisim seffaf
24 Krem Mat Yuvarlak
25 Beyaz Parlak Yuvarlak
26 Krem-Beyaz Parlak Yuvarlak
27 Beyaz Mat Koéseli yuvarlak
28 Beyaz Parlak Uzeri Mat Yuvarlak
29 Beyaz Parlak Yuvarlak
30 Beyaz Mat Yuvarlak
31 Beyaz Parlak Uzeri Mat Yuvarlak
32 Beyaz Mat Kivrimly, hafif yiiksek
33 Beyaz Mat Yuvarlak
34 Koyu Beyaz Mat Yuvarlak
35 Beyaz Mat Yuvarlak
36 Beyaz Mat Koéseli yuvarlak
37 Koyu Beyaz Mat Yuvarlak
38 Beyaz Parlak Yuvarlak
39 Beyaz Mat Yuvarlak
40 Beyaz Parlak Yuvarlak
41 Krem Parlak Yuvarlak
42 Beyaz Mat Koéseli yuvarlak
43 Beyaz Parlak Uzeri Mat Yuvarlak
44 Beyaz Parlak Yuvarlak
45 Beyaz Mat Yuvarlak
46 Beyaz Parlak Yuvarlak
47 Beyaz Mat Koéseli yuvarlak
48 Beyaz Parlak Uzerimat Yuvarlak
49 Beyaz Mat Tepeli yuvarlak
50 Beyaz Mat Kivrimh
51 Beyaz Mat Koéseli yuvarlak
52 Beyaz Parlak Yuvarlak
53 Beyaz Mat Koéseli yuvarlak
54 Beyaz Parlak Yuvarlak
55 Krem Parlak Yuvarlak

59



Tablo 4.2. (Devam1)

60

Kod Renk Ton Sekil
56 Beyaz Mat Kivrimh
57 Beyaz Mat Yuvarlak
58 Beyaz Parlak Yuvarlak
59 Beyaz Mat Koéseli yuvarlak
60 Krem Mat Yuvarlak
61 Krem Parlak Yuvarlak
62 Beyaz Parlak Yuvarlak
63 Beyaz Mat Kivrimh
64 Krem Uzeri Beyaz Mat Tepeli yuvarlak
65 Krem-Seffaf Mat Yuvarlak
66 Beyaz Mat Koéseli yuvarlak
67 Beyaz Mat Kivrimh
68 Beyaz Mat Yuvarlak
69 Beyaz Parlak Yuvarlak
70 Krem-Seffaf Mat Yamuk
71 Beyaz Mat Yuvarlak
72 Beyaz Parlak Yuvarlak
73 Krem Mat Yuvarlak
74 Krem Uzeri Beyaz Mat Yuvarlak
75 Beyaz Mat Yuvarlak, kenarlar1 piitiirlii
76 Koyu Beyaz Mat Yuvarlak
77 Koyu Beyaz Mat Tepeli yuvarlak
78 Beyaz Parlak Yuvarlak
79 Krem Uzeri Beyaz Mat Yuvarlak, kenarlar piitiirlii
80 Krem Parlak Yuvarlak
81 Beyaz Mat Koéseli yuvarlak
82 Krem-Gri Mat Yuvarlak
83 Beyaz Mat Koéseli yuvarlak
84 Beyaz Parlak Yuvarlak
85 Krem Mat Yuvarlak, kenarlar piitiirlii
86 Krem Mat Yuvarlak
87 Krem-Gri Parlak Yuvarlak
88 Beyaz Mat Yuvarlak
89 Beyaz Mat Yuvarlak
90 Acik Kahve Mat Yuvarlak
91 Beyaz,Opak Mat Yuvarlak
92 Beyaz,Opak Mat Yuvarlak
93 Acik Kahve,Opak Mat Yuvarlak
94 Acik Kahve, Saydam Parlak Yuvarlak
95 Beyaz Mat Yuvarlak
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Tablo 4.2. (Devami)

Kod Renk Ton Sekil

96 Beyaz Parlak Yuvarlak

97 Krem Mat Koéseli yuvarlak

98 Acik Kahve Mat Yuvarlak

99 Beyaz Parlak Koéseli yuvarlak
100 Beyaz Opak Mat Yuvarlak
101 Beyaz Parlak Krvrimh yuvarlak
102 Krem Parlak Yuvarlak
103 Beyaz Mat Yuvarlak
104 Beyaz Mat Koéseli yuvarlak
105 Beyaz Mat Yuvarlak
106 Beyaz Parlak Yuvarlak

4.2. lzolatlarin Probiyotik Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.2.1. Izolatlarin otoagregasyon ozelliklerinin belirlenmesi

Yapilan analiz sonunda, % 60 ve {izeri sonuglar basarili olarak degerlendirilmistir.
106 izolatin 46 tanesi basarili sonu¢ gostermistir. Sonuclar Tablo 4.3. ve Tablo
4.4.te verilmistir. Maya izolatlarinin 24. Satteki % otoagregasyon dagilimi Sekil
4.1.de verilmistir. % 60 ve lizeri aktivite gosteren izolatlar sekilde kirmiz1 ¢izginin
iizerinde kalan izolatlardir. En yiiksek sonucu % 94,31 ile Y54 kodlu izolat
gostermistir ve Sekil 4.1.”de maksimum deger kirmizi renk ile belirtilmistir. 20 adet
izolat % 0 olarak sonug¢ verirken, 40 adet izolat ise % 60’1n altinda otoagregasyon
aktivitesi gostermistir. Sekil 4.2.’de maya izolatlarinin 2, 4 ve 24 saat inkiibasyon
sonrast otoagregasyon sonuglarinin ortalamalar1 mukayese edilmistir. Maya
izolatlarinin 2. Saatteki otoagregasyon orani ortalama % 14 , 4. saatteki

otoagregasyon orant ortalama % 23, 24. saatteki otoagregasyon orani ortalama %

49dur.
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24.Saatteki Otoagregasyon Yiizdeleri
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Sekil 4.1. izolatlarin 24. saatteki yiizde otoagregasyon aktiviteleri
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100
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Sekil 4.2. 1zolatlarin 2 - 4 - 24. saatlerde yiizde otoagregasyon ortalamasi
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Tablo 4.3. izolatlarin 2. saatteki ve 4. saatteki otoagregasyon aktivite sonuglari

Kod % 2. Saat % 4.saat Kod % 2. Saat % 4.saat Kod % 2. Saat % 4.saat Kod % 2. Saat % 4.saat

1 08,70 + 0,02 18,61 £ 0,28 27 00,00 £ 0,00 00,00 + 0,00 53 00,00 + 0,00 00,00 £ 0,00 79 12,83 +£ 0,09 16,28 £ 0,11
2 12,59 + 0,59 21,56 + 0,05 28 00,00 + 0,00 00,00 £ 0,00 54 00,43 £ 0,16 05,52 £ 0,05 80 02,84 £ 0,14 10,16 £0,18
3 14,70 +£ 0,16 24,70 + 0,01 29 15,97 £ 0,44 34,42 +0,27 55 00,00 + 0,00 00,00 +0,00 81 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00
4 19,21 + 0,29 29,01 +0,17 30 30,33 £ 0,05 48,97 + 0,19 56 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 82 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00
5 22,20 + 1,06 38,29+ 0,01 31 16,73 £ 0,36 33,57 +0,25 57 15,19 £ 0,04 16,59 £ 0,03 83 31,72+ 0,08 31,37+ 0,05
6 17,03 £ 0,33 34,04 £ 0,36 32 28,25+0,21 40,46 + 0,09 58 35,97 £0,20 39,89 £ 5,02 84 22,44+ 0,09 32,91 +0,09
7 23,40+0,18 34,94 £ 0,10 33 15,97 £ 0,06 35,15+ 0,03 59 05,27 £ 0,01 27,09 = 0,19 85 19,54 £ 0,19 29,61 £ 0,14
8 17,49 £ 0,12 31,07 +0,10 34 21,75+ 0,04 38,49 + 0,07 60 20,73 £5,16 25,29+ 5,17 86 39,94+ 0,12 44,70 + 0,22
9 37,62 +0,37 45,99 + 0,32 35 20,20 £ 0,02 40,11 £0,08 61 05,64 + 0,50 06,39 £ 0,23 87 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00
10 38,11 +£0,55 54,19+ 0,51 36 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 62 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 88 13,61 + 0,89 20,22 + 0,30
11 18,58 £ 0,07 35,50 £ 0,07 37 27,47+0,17 44,70 £ 0,10 63 06,64 + 0,00 07,72 £ 0,04 89 14,22 £0,15 25,05 +0,08
12 17,80 + 0,07 29,66 + 0,19 38 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 64 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 90 11,35 +0,35 21,93 +£0,01
13 13,14 £ 0,15 22,88+ 0,01 39 17,16 £0,32 33,48 £0,42 65 18,19 £ 0,32 38,24 £ 0,04 91 18,08 + 0,20 39,12+0,14
14 17,95+ 0,01 34,76 £ 0,07 40 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 66 30,80 £ 0,10 40,90 + 0,07 92 12,49 £ 0,38 28,42 £ 0,21
15 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 41 30,36 £ 0,02 56,83 +£0,15 67 06,58 + 0,05 08,87 £ 0,05 93 13,10 +£ 0,37 28,28 £ 0,50
16 21,39+ 0,27 34,26 £ 0,42 42 00,00 £ 0,00 04,10 £+ 0,02 68 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 94 15,04 £0,11 27,46 +£0,28
17 28,88 + 0,05 42,27+0,18 43 07,19 +£0,23 11,41 £0,22 69 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 95 11,86 + 0,27 23,76 £ 0,20
18 32,79 £ 0,00 46,83 + 0,03 44 18,86 + 0,03 33,37+ 0,09 70 16,74 £ 0,09 21,49+ 0,10 96 11,07 £ 0,22 24,72 £ 0,08
19 37,99 £ 0,01 49,37+0,16 45 12,82 £ 0,02 31,00+ 0,17 71 37,09 + 0,04 41,75+ 0,08 97 16,76 £ 0,21 34,26 £ 0,19
20 02,56 + 0,00 04,95 £ 0,09 46 01,65+0,17 04,88 + 0,10 72 27,11 £ 0,05 38,39+0,10 98 13,75+ 0,01 30,03 +£0,13
21 14,50 + 1,04 33,14+ 0,52 47 19,18 £ 0,04 23,50+ 0,01 73 05,53 0,04 07,40 £ 0,01 99 14,57 £ 0,06 28,34 + 0,09
22 05,55+0,18 12,11 +£0,25 48 00,00 £ 0,00 00,00 + 0,00 74 23,56 £ 0,04 32,33 +£0,09 100 01,66 + 0,10 09,63 £ 0,13
23 14,61 £ 0,55 30,80 + 0,63 49 06,75 £ 0,09 25,33+0,24 75 27,60 + 0,85 42,13 £0,01 101 01,21 £0,17 02,74 £ 0,19
24 08,11 +0,22 17,52 £0,39 50 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 76 31,54 +0,29 43,67 £ 0,29 102 04,18 £ 0,05 13,55+ 0,13
25 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 51 60,35+ 0,03 67,70 + 0,04 77 13,73 £ 0,05 38,57+ 0,07 103 02,94 + 0,04 04,56 £ 0,18
26 10,34+ 0,17 22,25+ 0,04 52 06,86 + 0,39 07,21+ 0,04 78 36,80 £ 0,45 41,86+ 0,47 104 01,34+ 0,05 03,78 £0,03
105 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00

106 06,95 + 0,03 10,30 £ 0,11
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Tablo 4.4. izolatlarin 24. saatteki otoagregasyon aktivite sonuglari

Kod % 24.saat Kod % 24.saat Kod % 24.saat Kod % 24.saat Kod % 24.saat

1 38,65+ 0,01 22 30,56 = 0,09 43 89,23 +0,28 64 00,00 £ 0,00 85 61,29+0,14
2 44,00 £ 0,20 23 61,54 +0,59 44 66,99 + 0,05 65 85,21 £ 0,07 86 58,68 £ 0,07
3 52,20+ 0,13 24 62,16 0,50 45 69,33 +£0,01 66 84,17 £ 0,04 87 00,00 + 0,00
4 54,35+0,07 25 00,00 = 0,00 46 66,08 0,07 67 31,16 £ 0,02 38 43,68 0,77
5 83,76 £ 0,31 26 61,07 +£0,57 47 21,83 +£0,01 68 00,00 £ 0,00 89 58,90 +£0,13
6 77,56 +0,31 27 00,00 + 0,00 48 00,00 = 0,00 69 00,00 £ 0,00 90 51,22 +0,04
7 6325+0,14 28 00,00 = 0,00 49 82,29 +£0,58 70 43,71 +£0,03 91 76,94 + 0,00
8 72,05 + 0,09 29 86,38 £ 0,29 50 00,00 £+ 0,00 71 51,74 £ 0,08 92 59,55+ 1,47
9 14,00 + 0,40 30 84,59 + 0,09 51 84,39 + 0,02 72 84,13 +0,11 93 65,30 £ 0,48
10 84,50 + 0,48 31 71,96 £ 0,16 52 06,82 £ 0,05 73 31,98 £ 0,03 94 56,17 £ 0,25
11 81,83 £ 0,04 32 54,96 £ 0,16 53 00,00 £+ 0,00 74 64,99 £ 0,01 95 48,96 £ 0,03
12 54,94 + 0,08 33 73,39 £ 0,06 54 94,31 +£0,08 75 85,03 + 0,04 96 58,06 +£0,17
13 73,37+0,13 34 71,17 +£0,01 55 00,00 = 0,00 76 83,96 + 0,29 97 72,82 +£0,18
14 74,02 + 0,06 35 78,58 £0,16 56 00,00 £+ 0,00 77 57,78 £0,10 98 63,99 + 0,03
15 00,00 + 0,00 36 00,00 = 0,00 57 24,31+0,01 78 54,15+ 0,41 99 60,00 £ 0,15
16 68,29 £ 0,25 37 83,61 +0,18 58 50,58 £ 0,01 79 42,89 £ 0,09 100 39,79 £ 0,07
17 70,36 £ 0,08 38 00,00 = 0,00 59 49,24 +£0,11 30 44,40 +£ 0,10 101 18,47 £ 0,25
18 78,10 + 0,01 39 79,27 +0,11 60 51,09 +£5,13 81 00,00 £ 0,00 102 59,28 £ 0,09
19 75,87 £ 0,05 40 00,00 = 0,00 61 19,97 + 6,30 82 00,00 =+ 0,00 103 32,93 +0,07
20 84,13 + 0,00 41 72,82 +0,12 62 00,00 £ 0,00 83 41,01 £0,05 104 24,26 + 0,44
21 87,81 +£0,32 42 65,05+ 0,00 63 27,74 £ 0,02 84 69,49 + 0,06 105 00,00 + 0,00
106 55,44 £2,37

64



65

4.2.2. Izolatlarin koagregasyon aktivitelerinin belirlenmesi

Probiyotik mikroorganizmalarin patojen bakterilerin kolonizasyonunu engellemesini
saglayip saglayamadigim degerlendirmek icin (Onal- Darilmaz, 2010) yapilan analiz

sonunda, % 30 ve lizeri sonu¢ veren maya izolatlar1 basarili kabul edilmistir.

Tablo 4.5.’te maya izolatlarinin E. coli ATCC 25922 , L. monocytogenes ATCC
7644, S. aureus ATCC 25923, S. Typhimurium ATCC 14028 ile koagregasyon

sonuglarinin 0 ve 24. saatlerdeki % degerleri verilmistir.

Sekil 4.3.’te izolatlarin E. coli ATCC 25922 ile koagregasyon aktivitelerinin
sonuglart verilmistir. % 30 ve iizeri aktivite gosterenler, sekilde kirmizi ¢izgi

uzerinde kalan izolatlardir.

24.saatteki koagregasyon ytizdeleri
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Sekil 4.3. Izolatlarin E. coli ATCC 25922 ile koagregasyon aktiviteleri

Sekil 4.4.’te ise izolatlarin S. aureus ATCC 25923 ile koagregasyon sonuglar
verilmistir. Sekilde kirmizi ¢izgi iizerinde kalan izolatlar; % 30 ve lizeri aktivite
gosterenlerdir. izolatlarin ¢ogu ortalama deger olan % 15,93’{in altinda aktivite
gosterirken, 15 tanesi % 30 ve lizeri aktivite gostermistir. En yiiksek sonucu % 74,97

ile Y59 kodlu maya izolat1 gdstermistir.
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24.Saatteki Koagregasyon Yiizdeleri
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Sekil 4.4. Izolatlarin S.aureus ATCC 25923 ile koagregasyon aktiviteleri

Sekil 4.5’te izolatlarin L. monocytogenes ATCC 7644 ile koagregasyon sonuglari
verilmistir. % 30 ve lizeri aktivite gosterenler, sekilde kirmizi ¢izgi iizerinde kalan
izolatlardir. izolatlarm ¢ogu ortalama deger olan % 8,04’iin altinda aktivite
gosterirken, yalnizca 3 adet maya izolat1 (Y43, Y45, Y51) % 30 ve iizeri aktivite
gostermistir. En yiiksek aktiviteyi % 51 ile Y51 kodlu maya izolat1 gdstermistir.

24.Saatteki Koagregasyon Yiizdeleri
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Sekil 4.5. 1zolatlarin L. monocytogenes ATCC 7644 ile koagregasyon aktiviteleri

Sekil 4.6.’da ise izolatlarin S. Typhimurium ATCC 14028 ile koagregasyon sonuglari

verilmistir. Izolatlarin hicbiri % 30 ve iizerinde aktivite gdstermemistir. Maya
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izolatlarinin % 51°1 ortalama deger olan % 7,65’in ilizerinde sonug¢ gosterirken, en

yliksek aktiviteyi % 23 aktivite ile Y74 kodlu maya izolat1 gostermistir.

24 saatteki koagregasyon yiizdeleri
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Sekil 4.6. Izolatlarin S. Typhimurium ATCC 14028 ile koagregasyon aktiviteleri
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Tablo 4.5. izolatlarin patojen mikroorganizmalarla koagregasyon sonuglart

E. coli ATCC 25922

S. aureus ATCC 25923

L. monocytogenes ATCC 7644

S. Typhimurium ATCC 14028

Kod 0.saat % 24.saat % i 0.saat % 24.saat % Kod 0.saat % 24.saat % Kol 0.saat % 24.saat %
koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon
1 00,00 + 0,00 10,30 + 0,02 1 00,00 + 0,00 00,11 +0,01 1 01,23 +0,05 02,60 + 0,00 1 02,65 + 0,00 14,80 +0,01
2 00,00 + 0,00 18,10 +0,11 2 03,65+ 0,04 02,08 +0,01 2 05,28 + 0,04 01,27 +0,04 2 02,47 +£0,02 13,00 + 0,07
3 06,47 + 0,25 22,40+ 0,31 3 00,56 + 0,06 04,92 £+ 0,09 3 02,45+ 0,05 04,01 £ 0,04 3 01,95+ 0,02 03,70 £ 0,08
4 11,10 £ 8,93 50,40 + 0,21 4 01,79+ 0,11 03,37+ 0,05 4 03,78 £ 0,10 02,66 + 0,05 4 03,42 + 0,00 08,14+ 0,07
5 14,50 + 0,47 18,10+ 0,07 5 01,39 + 0,09 00,00 + 0,00 5 03,43 + 0,07 14,50+ 0,16 5 03,57 +£ 0,09 15,20+ 0,24
6 12,50+ 0,19 00,00 + 0,00 6 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 6 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 6 01,21 +£0,07 03,00 + 0,08
7 03,91 +0,04 32,60+ 0,24 7 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 7 00,00 + 0,00 00,00 £ 0,00 7 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00
8 01,38+0,11 30,30 + 0,03 8 20,35 +0,05 11,00 + 0,03 8 04,16 + 0,04 10,60 + 0,04 8 05,29 + 0,09 02,01 +0,06
9 04,26 + 0,29 44,30+ 0,61 9 00,00 + 0,00 05,57 +0,01 9 00,00 + 0,00 40,83 £ 0,04 9 00,00 +0,00 05,15+0,07
10 08,21 +0,27 45,80 £ 0,03 10 07,00+ 0,01 03,72 +0,01 10 01,46 +0,01 03,04 + 0,04 10 02,80 £ 0,03 06,93 + 0,06
11 00,35+ 0,02 50,70 + 0,03 11 03,41 + 0,08 13,78 + 0,00 11 05,14 + 0,08 12,82 +£0,05 11 00,00 + 0,00 06,83 + 0,08
12 07,55+0,31 28,70 £ 0,61 12 08,60 + 0,03 22,12+0,02 12 00,00 + 0,00 01,30+ 0,03 12 05,39 +0,07 00,46 + 0,05
13 03,07 +0,46 64,20 + 0,00 13 03,70+ 0,16 18,32 +0,01 13 00,00 + 0,00 27,76 £ 0,04 13 00,00 + 0,00 12,60 + 0,06
14 02,50 + 0,01 61,70 + 0,03 14 04,10+ 0,01 25,40 +0,03 14 00,00 + 0,00 04,83 +£0,05 14 01,00+ 0,04 12,60 + 0,22
15 00,00 = 0,00 00,00 + 0,00 15 02,30 + 0,08 10,00 + 0,04 15 04,05 + 0,07 12,00 + 0,05 15 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00
16 00,00 = 0,00 32,00+0,12 16 00,05 + 0,02 03,99 + 0,30 16 02,42 + 0,02 03,40 + 0,07 16 01,00 + 0,07 01,10+ 0,27
17 12,90 +£ 0,16 28,20 + 0,06 17 03,00+ 0,01 13,27 +£0,03 17 01,86 + 0,00 15,00 + 0,04 17 00,00 £ 0,00 00,95 + 0,27
18 05,87 +0,70 17,80 + 0,02 18 02,70 + 0,04 10,40 + 0,02 18 00,00 + 0,00 10,00 + 0,03 18 03,51 +0,08 18,00 + 0,26
19 05,06 + 0,17 67,60 + 0,01 19 00,91 + 0,00 24,50 £ 0,02 19 03,13 £ 0,00 05,70 £ 0,04 19 04,50 £ 0,04 13,70 + 0,32
20 04,51 +0,28 77,40 + 0,04 20 11,00 + 0,04 20,70 £ 0,02 20 00,94 + 0,04 10,30 +£ 0,04 20 00,00 £ 0,00 17,70 + 0,25
21 06,66 + 0,46 39,90 +2,36 21 04,00 + 0,01 27,00 + 0,03 21 01,77 +0,01 00,01 £0,03 21 02,67 + 0,05 50,94 + 0,26
22 06,44 + 0,27 48,30 £ 0,09 22 04,09 +0,01 07,86 +0,12 22 05,82 +0,01 07,46 £ 0,04 22 01,55+0,03 08,21 +0,23
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Tablo 4.5. (Devami)

E.coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 25923 L. monocytogenes ATCC 7644 S. Typhimurium ATCC 14028
Kod 0.saat % 24. saat % i 0.saat % 24. saat % Kod 0.saat % 24. saat % Kod 0.saat % 24. saat %
koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon
23 09,93 + 0,25 38,10+0,01 23 00,00 + 0,00 04,97 + 0,05 23 00,96 + 0,04 04,28 + 0,03 23 02,88 £0,01 03,81 +0,31
24 00,00 + 0,00 31,60 + 0,05 24 00,00 + 0,00 09,99 + 0,03 24 00,00 + 0,00 09,56 + 0,04 24 02,61 +0,03 02,46 + 0,25
25 01,72+0,19 64,50 + 0,02 25 06,49 + 0,01 15,03 + 0,03 25 07,94 +0,01 04,51 +0,03 25 02,26 £ 0,03 13,70 £ 0,22
26 00,00 + 0,00 46,70 + 0,02 26 00,00 + 0,00 01,67 +0,03 26 00,26 + 0,04 00,99 £ 0,03 26 01,77 £ 0,07 07,74 £ 0,24
27 06,29 + 0,98 34,00 + 0,38 27 00,00 + 0,00 09,22 + 0,04 27 02,07 +0,21 08,76 + 0,04 27 03,94 +£ 0,17 03,08 £ 0,26
28 00,00 + 0,00 11,60 + 0,03 28 02,00 + 0,02 14,60 + 0,01 28 02,10 + 0,00 03,93 +0,04 28 04,35 +0,03 14,40 + 0,27
29 07,16 + 0,05 34,10+ 0,03 29 00,12 + 0,00 04,39 + 0,06 29 02,04 + 0,00 03,84 + 0,04 29 01,60 £ 0,03 03,75+0,22
30 06,32 + 0,41 19,20 +£ 0,08 30 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 30 00,15 + 0,00 02,90 + 0,04 30 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00
31 02,80 + 0,05 19,20+ 0,10 31 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 31 01,18+ 0,01 04,90 + 0,05 31 00,45 + 0,04 00,00 + 0,00
32 00,89 + 0,14 45,90 + 0,07 32 00,00 + 0,00 00,83 + 0,04 32 00,64 + 0,05 01,30+ 0,06 32 05,22 +£0,02 05,02 + 0,38
33 00,19 +0,18 30,70 0,29 33 05,00 + 0,04 25,02 +0,04 33 00,00 +0,00 04,35+ 0,05 33 04,95+0,01 01,53 +0,27
34 00,00 + 0,00 34,20+ 0,52 34 02,00 + 0,00 15,20 + 0,05 34 01,73 + 0,00 04,68 + 0,03 34 00,00 + 0,00 03,42 +0,42
35 06,22 +0,12 4320+ 4,19 35 00,00 + 0,00 06,03 + 1,79 35 00,00 + 0,00 05,51 +1,33 35 00,41 £ 0,07 06,10 + 1,41
36 08,46 + 0,05 50,60 + 0,11 36 04,00 + 0,04 14,41 +£0,06 36 02,60 + 0,03 03,59 + 0,05 36 05,56 + 0,06 06,58 + 0,63
37 15,80 + 0,07 53,00 + 0,07 37 00,00 + 0,00 08,36 + 0,07 37 00,00 + 0,00 07,80 + 0,04 37 03,12+ 0,03 09,03 + 0,46
38 08,76 + 0,33 35,60 + 0,00 38 01,72 +0,13 08,61 +0,03 38 03,58 +0,11 08,39 +0,11 38 02,11+0,13 03,72 £ 0,45
39 01,32+0,33 21,90 + 0,09 39 00,21 +0,03 02,52 +0,01 39 02,14 +0,02 02,08 +£0,12 39 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00
40 10,66 + 0,39 02,19 + 0,60 40 05,80 +0,11 22,51+0,01 40 00,00 + 0,00 01,99+ 0,17 40 02,60+ 0,11 00,98 £ 0,53
41 00,25 +0,12 03,47 +0,49 41 03,37+ 0,30 09,75 + 0,04 41 05,13 +0,25 09,59 +0,14 41 05,40 £ 0,22 08,59 + 0,45
42 05,86 + 1,34 50,50+ 0,13 42 04,00 + 0,42 16,11 +0,05 42 00,00 + 0,00 05,81 +0,11 42 02,93 £ 0,27 08,40 + 0,47
43 00,46 + 0,56 63,20 + 0,25 43 09,00 + 0,20 61,00 + 0,03 43 01,90+ 0,17 30,90+ 0,16 43 03,78 £ 0,18 11,60 + 0,54

44 00,53 +1,26 55,70 £ 0,61 44 00,00 = 0,00 00,00 + 0,00 44 01,30+ 0,31 00,05+ 0,17 44 03,81 +0,24 09,02 + 0,59



Tablo 4.5. (Devami)

E.coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 25923 L. monocytogenes ATCC 7644 S. Typhimurium ATCC 14028
Kod 0.saat % 24. saat % i 0.saat % 24. saat % Kod 0.saat % 24. saat % Kod 0.saat % 24. saat %

koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon

45 07,42 + 1,54 72,80 + 0,05 45 13,16 + 0,39 58,00 + 0,02 45 04,97 £ 0,33 31,00+0,13 45 00,00 +£0,00 15,70 £ 0,43
46 03,25+ 1,42 57,50+ 0,01 46 02,30+ 0,34 56,82 + 0,05 46 00,18 +0,28 06,50+ 0,16 46 00,26 £ 0,25 09,81 £ 0,54
47 01,34+ 0,99 46,20 £ 0,01 47 24,10+ 0,28 67,09+ 0,01 47 00,00 + 0,00 06,81 £0,13 47 02,76 £ 0,18 17,19 +£0,42
48 08,30 + 0,35 39,50 + 0,08 48 05,90 + 0,00 11,60 £ 0,14 48 00,00 + 0,00 00,00 £ 0,00 48 01,67 + 0,00 03,26 + 0,58
49 02,15+ 0,64 65,00 +0,13 49 02,14+ 0,19 12,30+ 0,07 49 03,91 +0,16 12,20+0,12 49 08,12 + 0,09 12,60 + 0,54
50 02,50 + 1,00 56,30 + 0,03 50 00,00 + 0,00 01,20+ 0,02 50 00,40 + 0,30 00,48 £ 0,21 50 00,00 £ 0,00 08,39 + 0,65
51 07,53 + 1,65 41,40 +£ 0,06 51 12,20 + 0,46 60,00+ 0,01 51 10,66 + 0,39 51,00+ 0,16 51 05,93 £ 0,34 03,90 £ 0,58
52 04,27 +£0,48 36,80 + 0,04 52 00,00 + 0,00 06,40 = 0,00 52 00,25 +0,12 06,01 £0,16 52 04,17 +£ 0,06 02,66 + 0,55
53 00,77 + 0,62 14,40 + 0,09 53 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 53 01,07 +0,21 14,00 £ 0,18 53 05,10+ 0,17 15,80 + 0,60
54 02,10+0,21 58,20 + 0,03 54 03,51 +0,02 04,88 + 0,01 54 05,37+ 0,02 04,41 £0,16 54 02,96 + 0,04 09,95 +0,55
55 00,33 + 0,00 37,00 + 0,38 55 00,00 + 0,00 01,61+0,01 55 00,00 + 0,00 00,98 £0,18 55 01,40 £ 0,03 02,19 + 0,60
56 15,60 £ 0,21 37,10 £ 0,02 56 00,00 + 0,00 09,09 + 0,03 56 00,00 + 0,00 08,88 £ 0,14 56 06,33 £ 0,01 03,47 +£ 0,49
57 06,82 +0,31 54,80+ 0,01 57 02,72 + 0,03 09,25+ 0,01 57 04,41 £ 0,02 09,04 + 0,12 57 05,97 £ 0,00 09,86 + 0,44
58 08,07 +0,14 36,00+ 0,18 58 00,27 + 0,00 01,32 +7,40 58 02,54 + 0,00 00,00 + 0,00 58 01,60 £+ 0,00 01,19+0,67
59 07,06 + 0,33 49,60 + 0,01 59 25,00 £ 0,06 74,97 + 5,29 59 12,84 + 0,05 25,90+ 0,11 59 04,10+0,13 07,33 +£0,55
60 00,17 +0,02 67,00 + 0,04 60 01,20 + 0,06 08,40 + 0,02 60 01,10+ 0,05 19,40 £ 0,14 60 02,90 + 0,02 13,00 + 0,55
61 00,00 + 0,00 27,30 £ 0,13 61 02,00 + 0,04 12,00 + 0,02 61 00,24 + 0,03 02,00+ 0,17 61 03,60 + 0,01 11,00 £ 0,48
62 01,16 0,12 40,60 + 0,15 62 00,54 + 0,02 05,15+ 0,00 62 02,76 + 0,02 04,64 +£0,19 62 03,64 £+ 0,03 02,98 £ 0,63
63 15,00 + 0,03 54,70 £ 0,19 63 00,60 +2,41 00,81 + 0,02 63 00,00 +0,00 00,04 + 0,23 63 02,48 £ 0,01 07,15+0,71
64 05,65+ 0,24 63,70 +0,15 64 12,41 +0,99 68,36 = 0,00 64 02,23 + 0,96 08,11 +0,13 64 03,18 £ 0,06 12,60 + 0,45
65 06,09 + 0,05 52,90 + 0,08 65 00,20 + 1,02 32,00+ 0,05 65 00,00 + 0,00 11,90 £ 0,16 65 02,25+0,01 08,98 £ 0,42

66 03,03 + 0,45 43,40 + 0,00 66 01,20+ 0,95 25,33+ 0,00 66 01,10+ 1,30 04,96 + 0,15 66 05,10 +£ 0,00 05,60 + 0,48
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Tablo 4.5. (Devami)

E.coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 25923 L. monocytogenes ATCC 7644 S. Typhimurium ATCC 14028
Kod 0.saat % 24. saat % i 0.saat % 24. saat % Kod 0.saat % 24. saat % Kod 0.saat % 24. saat %
koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon
67 07,15+0,23 73,70 + 0,06 67 05,00 + 1,35 56,80 + 0,06 67 04,00 + 0,84 16,90 + 0,12 67 00,28 + 0,02 16,00 + 0,43
68 05,13 +0,20 64,40+ 0,32 68 21,53+ 0,54 71,10 £+ 0,06 68 01,40 +2,57 10,90 + 0,12 68 04,57 +£ 0,01 12,90 + 0,48
69 14,90 + 0,24 36,10+ 0,03 69 02,30 £2,27 48,51 £ 0,02 69 02,10+ 0,08 08,28 £ 0,14 69 02,77 £ 0,00 03,49 +£ 0,46
70 04,72 + 0,04 47,00 + 0,00 70 02,22 +0,36 08,31+ 0,05 70 02,05 + 1,60 08,14+ 0,11 70 04,93 £ 0,02 07,84+ 0,38
71 01,87 +0,21 44,70 £ 0,03 71 05,20 +3,19 10,00 + 0,07 71 04,70 + 0,59 09,73 £ 0,17 71 02,09 +0,02 05,12+ 0,57
72 00,25 + 0,35 64,30 + 0,03 72 02,60 + 0,01 07,34 £ 0,08 72 02,40 + 1,96 07,06 £ 0,12 72 02,71 £ 0,00 12,70 £ 0,18
73 13,90 £ 0,13 00,00 + 0,00 73 01,36 0,51 01,45+ 0,04 73 01,25+2,56 00,56 £ 0,17 73 04,44 + 0,03 00,00 + 0,00
74 15,80+ 0,13 00,00 + 0,00 74 02,20 +2,49 15,00 +£ 0,16 74 02,00+ 0,15 16,00 + 0,27 74 02,74 £ 0,01 23,00+ 0,26
75 00,00 + 0,00 25,70 £ 0,07 75 00,70 + 0,62 03,12+ 0,03 75 00,60 + 1,59 02,59 +0,17 75 02,78 £ 0,02 01,20+0,18
76 03,57 +0,37 52,00 + 0,04 76 02,40 + 1,28 37,93 £ 0,00 76 02,20 + 1,07 07,61 +0,14 76 01,74 £ 0,00 08,53 +0,16
77 10,70 +£ 0,20 63,60 + 3,07 77 12,97 + 0,50 39,65 £+ 0,00 77 02,73 +2,42 09,47 +£0,12 77 03,21+ 0,03 12,20 +0,12
78 13,90 + 0,06 10,70 + 0,11 78 11,40 £ 0,02 24,32 + 0,05 78 00,40 +2,21 03,97 +0,11 78 02,10+0,01 04,10+ 0,17
79 06,19 + 0,00 64,80 + 0,26 79 02,20+ 0,61 06,28 + 0,04 79 02,00 + 1,72 05,85 +0,14 79 05,10+ 0,03 12,40 +£0,20
80 07,84 + 0,42 55,50+0,01 80 03,60 + 4,07 08,29 +0,01 80 03,30+ 1,60 08,05 +0,14 80 03,63 +£0,01 10,30 + 0,11
81 10,00 + 0,27 64,00 £ 0,02 81 01,53+0,42 03,61 +0,04 81 01,41 +1,61 03,26 +0,11 81 00,00 +0,00 13,30 +0,13
82 16,30 +£ 0,01 41,50+ 0,08 82 01,58 +1,02 13,80 + 0,04 82 01,46 + 1,00 13,80 +0,13 82 05,13+ 0,04 05,87 +£0,12
83 04,08 + 0,08 31,00+ 0,05 83 03,40 + 3,58 09,05 + 0,04 83 00,00 +0,00 08,82 +0,16 83 04,28 + 0,02 01,11 +£0,15
84 00,00 + 0,00 34,70 £ 0,12 84 00,40 +2,13 04,93 + 0,02 84 00,00 + 0,00 04,42 +0,16 84 02,84 + 0,04 01,89 +0,19
85 07,00 + 0,10 54,20 + 0,00 85 02,33 + 0,96 11,00+ 0,01 85 02,15+ 1,00 18,00 + 0,19 85 02,85+ 0,03 08,56 £ 0,17
86 03,81 +0,26 29,60 + 0,00 86 00,40 + 0,51 02,70 + 0,05 86 00,00 + 0,00 02,06 + 0,20 86 00,52 + 0,05 01,30 +0,21
87 00,00 + 0,00 27,00 + 0,01 87 04,10+ 1,35 17,20 + 0,06 87 03,70 + 1,15 18,20 £ 0,17 87 00,00 +0,00 01,40 +0,20

88 03,27 + 0,46 37,70 £ 0,47 88 22,10+2,26 62,17+ 0,08 88 02,00 + 0,06 06,74 + 0,16 88 00,00 + 0,00 03,57 +0,15
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Tablo 4.5. (Devami)

E.coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 25923 L. monocytogenes ATCC 7644 S. Typhimurium ATCC 14028
Kod 0.saat % 24. saat % i 0.saat % 24. saat % Kod 0.saat % 24. saat % Kod 0.saat % 24. saat %

koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon koagregasyon

89 02,16+ 0,74 36,70 + 0,22 89 02,30 + 0,45 06,46 + 0,06 89 02,10 +2,41 06,24 £ 0,13 89 02,27 +£ 0,08 04,45+0,11
90 08,77 + 0,05 66,00 + 0,36 90 00,00 + 0,00 14,40 + 0,02 90 03,20+ 0,62 14,40 + 0,14 90 02,87 +£0,04 13,30+ 0,17
91 00,00 + 0,00 35,80+ 0,54 91 00,00 + 0,00 05,93 £ 0,07 91 01,70 + 1,53 05,45+0,13 91 01,85 +0,02 03,15+0,18
92 03,05+ 0,64 00,00 + 0,00 92 00,77 + 1,85 12,00 + 0,05 92 00,70 = 3,92 13,00 + 0,23 92 00,33 £ 0,07 13,00+ 0,24
93 17,80 £ 0,11 57,30 +£ 0,25 93 02,30+ 0,36 07,69 + 0,00 93 02,10+ 1,98 07,25 +0,18 93 03,00 £ 0,02 09,23 £0,22
94 14,00+ 0,18 51,50+ 0,39 94 01,29 +0,28 08,50 + 0,27 94 01,18+ 1,76 09,80 + 0,13 94 02,40 £ 0,00 05,98 £ 0,30
95 10,30+ 0,78 37,20+ 0,16 95 02,27 +2,14 17,75+ 0,17 95 02,08 + 4,10 07,61 +0,11 95 03,74 £ 0,03 04,16 £ 0,18
96 20,00 £ 0,46 67,50 £ 0,28 96 22,80+ 0,07 57,62 + 0,07 96 02,50 +2,30 07,23 +£0,16 96 03,50 £ 0,02 13,70 £ 0,03
97 08,55 +0,19 52,60 + 0,32 97 00,80 + 0,19 05,18+ 0,19 97 00,00 + 0,00 04,55+ 0,16 97 00,30 £ 0,01 08,47 +0,03
98 15,50 + 0,02 29,70 £ 0,14 98 02,03 +0,13 02,87 +0,16 98 01,87+2,12 02,28 £ 0,14 98 01,90+ 0,01 01,94 +£0,02
99 15,70 £ 0,12 46,30 £ 0,22 99 00,70 +2,03 08,87 +0,01 99 00,60 + 0,17 08,64 + 0,13 99 02,42 +0,01 07,37+ 0,03
100 00,00 + 0,00 26,40 +0,14 100 04,40 + 1,51 03,40 +0,11 100 04,00 + 1,01 14,40 £ 0,15 100 02,40 + 0,00 11,80+ 0,06
101 01,74+0,19 00,00 + 0,00 101 00,86 + 0,56 07,80+ 0,07 101 00,79 + 2,65 07,53 +£0,16 101 01,29 +0,04 15, 00+ 0,04
102 12,90 + 0,00 69,00 + 0,23 102 00,70 + 0,17 09,08 + 0,02 102 00,00 + 0,00 08,86 £ 0,15 102 00,70 + 0,02 14,40 £ 0,02
103 15,10+ 0,22 54,20 + 0,00 103 01,60 +2,44 11,30+ 0,06 103 01,50+0,14 01,85+0,11 103 02,50 + 0,00 10,00 + 0,05
104 02,22+0,14 55,90 + 0,04 104 01,86 + 0,68 27,48 + 0,00 104 01,71 + 1,31 07,24 +0,11 104 00,10+ 0,01 11,00 £+ 0,02
105 08,28 + 0,06 40,40 +£ 0,42 105 03,00 + 3,80 13,39+ 0,06 105 02,70 + 1,39 17,00 +£0,14 105 02,50 £ 0,00 05,19 +0,02

106 00,00 = 0,00 15,50 +£ 0,30 106 00,00 + 0,00 01,65+ 0,08 106 00,19 + 0,05 01,08 + 0,10 106 05,00 + 0,01 14,20+ 0,14
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4.2.3. Izolatlarin gastrointestinal kosullarda hayatta kalma becerisinin

taranmasi

4.2.3.1. Izolatlarin mide sivis1 ortaminda hayatta kalma becerisinin taranmasi

Mide sartlarinda % 30 ve tizeri sag kalim gosteren izolatlar basarili olarak
degerlendirilmistir. 106 izolattan 47 tanesi basarili sonu¢ gdstermistir. Sonuglar
Tablo 4.6.’da verilmistir. Sekil 4.7.’de maya izolatlarinin mide suyu simiilasyonunda
hayatta kalma oranlarinin yilizde dagilimlart verilmistir. Sekilde kirmizi ¢izgi

izerinde kalan izolatlar; % 30 ve {izeri hayatta kalma oran1 gosterenlerdir.
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Sekil 4.7. izolatlarin mide stvis1 ortaminda hayatta kalma oram



Tablo 4.6. izolatlarnin mide stvisinda hayatta kalma yiizde sonuglar
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Kod % Canlilik Kod % Canlilik Kod % Canlilik Kod % Canlilik
1 00,00 £ 0,00 28 43,64 £ 0,32 55 87,21 £0,07 82 23,71 £ 0,08
2 00,00 £ 0,00 29 00,00 + 0,00 56 73,07 +0,07 83 22,21+0,10
3 53,16+0,13 30 18,27 +£ 0,03 57 69,54 + 0,04 84 17,32 +0,02
4 84,85+0,24 31 00,00 + 0,00 58 77,66 + 0,07 85 10,05 + 0,00
5 00,00 + 0,00 32 28,01 £ 0,07 59 74,90 + 0,02 86 19,79 £ 0,01
6 11,79 +£0,03 33 00,00 + 0,00 60 92,11 £0,29 87 21,58 £ 0,02
7 14,15 +0,10 34 30,61 + 0,04 61 88,99 +£0,11 88 42,81 +£0,04
8 26,10+ 0,03 35 15,04 + 0,05 62 67,30+ 0,11 89 00,00 + 0,00
9 00,00 £ 0,00 36 00,00 + 0,00 63 65,13+0,11 90 00,00 + 0,00
10 00,00 £ 0,00 37 32,18 +0,01 64 79,93 + 0,06 91 00,00 + 0,00
11 38,95+0,22 38 00,00 + 0,00 65 88,68 £ 0,14 92 00,00 + 0,00
12 00,00 £ 0,00 39 00,00 + 0,00 66 97,14+ 0,28 93 00,00 + 0,00
13 82,34+0,13 40 00,00 + 0,00 67 73,81 + 0,09 94 00,00 + 0,00
14 00,00 £ 0,00 41 00,00 + 0,00 68 74,17 + 0,00 95 37,36 +0,14
15 00,00 + 0,00 42 00,00 + 0,00 69 86,58 £ 0,25 96 44,15+ 0,04
16 00,00 + 0,00 43 00,00 + 0,00 70 75,09 + 0,34 97 33,57+0,13
17 00,00 £ 0,00 44 00,00 + 0,00 71 81,24+ 0,19 98 19,52 +0,15
18 00,00 £ 0,00 45 97,43 £0,15 72 88,24 £0,18 99 4,536 +0,12
19 07,06 £ 0,09 46 88,09 +0,12 73 69,25+ 0,11 100 44,42 £ 0,07

20 00,00 + 0,00 47 95,79 + 0,47 74 99,35+ 0,09 101 45,26 + 0,25
21 00,00 £ 0,00 48 78,27 +£ 0,55 75 20,73 £0,26 102 10,14 + 0,75
22 00,00 £ 0,00 49 76,58 + 0,04 76 30,54 + 0,06 103 28,83 +£0,46
23 42,60 + 0,07 50 00,00 + 0,00 77 30,83 + 0,09 104 00,00 + 0,00
24 00,00 £ 0,00 51 87,51 £0,04 78 40,44 £ 0,01 105 28,49 + 0,05
25 22,87 +0,13 52 90,30 + 0,30 79 34,49 + 0,09 106 17,27 £ 0,29
26 00,00 £ 0,00 53 92,62 + 05,9 80 00,00 + 0,00

27 00,00 £ 0,00 54 80,26 +£0,32 81 05,56 + 0,01
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4.2.3.2. Izolatlarinin pankreatik sivi ortaminda hayatta kalma becerisinin

taranmasi

Yapilan analizler sonucunda, % 30 ve {lizeri sonuglar basarili olarak
degerlendirilmistir. 106 izolatin 58 tanesi basarili sonug¢ gdstermistir. Sonuglar Tablo
4.7.°de verilmistir. Sekil 4.8.’de maya izolatlarinin pankreatik sivi simiilasyonunda

hayatta kalma oranlarinin ytizde dagilimlart verilmistir.

Pankreatik sivida canlihik
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Sekil 4.8. 1zolatlarin pankreatik sivi ortaminda hayatta kalma orani

Sekil 4.9.da her iki sindirim simiilasyonunda da yiiksek aktivite gdstererek basarili

olarak degerlendirilen izolatlarin dagilimi gosterilmistir.

Gastrointestinal kosullarda hayatta kalma orani
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Results exclude rows where '% Canlilik' <= 29,

Sekil 4.9. Mide suyu simiilasyonu ve pankreatik srvi simiilasyonunun her iksinde de yiiksek aktivite gosteren
izolatlar



Tablo 4.7. izolatlarmin pankreatik sindirimde hayatta kalma yiizde sonuglar
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Kod % Canlilik Kod % Canliik  Kod % Canlilik Kod % Canlilik
1 00,00+0,00 29 00,00£0,00 57 68,54+0,08 85 00,00 + 0,00
2 06,04+6,06 30 00,00£0,00 58 79,74+0,03 86 00,00 + 0,00
3 11,89 £0,04 31 00,92+0,12 59  98,62+0,07 88 4791 + 0,23
4 00,00 +0,00 32 42,74+0,05 60 84,36 +0,02 89 29,03 + 1,09
5 00,00+ 0,00 33  00,00£0,00 61 60,49 + 0,01 90 64,34 + 0,04
6 16,15+£028 34  5529=+1,13 62 80,01 +£0,07 91 33,20 £ 0,06
7 00,00+0,00 35 00,00£0,00 63 93,.86+0,24 92 06,48 £ 0,27
8 00,00+0,00 36 3480=+043 64 93,65+0,12 93 00,00 + 0,00
9 00,00+0,00 37 20,81+0,08 65 74,09+0,03 94 38,16 0,24
10 00,00+£0,00 38 00,000,000 66 98,52+0,07 95 40,27 £ 0,22
11 0747+0,14 39 00,00£0,00 67 9508+0,17 96 32,44 +0,12
12 00,00+£0,00 40 00,00+0,00 68  74,19+0,13 97 29,51 +£0,27
13 21,07+£0,13 41 00,00+ 0,00 69  9425+0,29 98 22,51 +0,27
14 78,62+0,89 42 4472+0,29 70 96,79 0,09 99 41,41 +£0,11
15  60,29+0,04 43 00,00£0,00 71 93,70 £ 0,01 100 42,39 +0,76
16 2634+0,01 44 8420+0,09 72 98,15+0,18 101 58,32+0,19
17 1530+0,01 45 84,60 £ 0,11 73 94,10+ 0,17 102 18,90 + 0,02
18 3742+0,04 46 9090+0,15 74 27,17+0,07 103 47,53+ 1,73
19 00,00+£0,00 47 7580+030 75 4443+0,04 104 15,73 +£ 0,22

20 97,84+0,02 48  86,75+0,01 76 50,78 +0,01 105 48,36 + 0,25
21 32,84+0,16 49 5570+0,02 77 43,89+0,11 106 00,00 + 0,00
22 0433+040 50 67,50+0,14 78  35,95+0,02
23 13,87+£0,20 51 86,71+0,07 79  36,50+0,37
24 07,01+£0,03 52 66,20+0,13 80 00,00+ 0,00
25  31,40+0,09 53  52,09+0,00 81 46,91+0,16
26 26,85+0,02 54 52,09+0,00 82 23,71 +0,08
27 00,00+£0,00 55 00,00+0,00 83  7539+0,18
28  34,85+0,10 56 90,37+0,03 84 00,00+ 0,00
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4.2.4. izolatlarimin hemolitik aktivilerinin belirlenmesi

% 5 defibrin koyun kani igeren kanli agar plaklara ¢izilen maya izolatlarinin 37°C’de
48 saat inkiibasyonundan sonra zon olusumlar1 gézlemlendiginde; - hemoliz (koloni
etrafindaki agik renkli zonlar), a-hemoliz (koloni etrafindaki yesil zon), gama-
hemoliz (zon yok) belirtileri agisindan degerlendirilmistir. Zon olusturmayan
izolatlar (gama-hemoliz) olarak degerlendirilmistir. 106 izolattan 75 tanesi hemolitik

aktivite gdstermemistir. Sonuglar Tablo 4.8.’de verilmistir.

Tablo 4.8. Izolatlara ait hemolitik aktivite sonuglari

Hemoliz Hemoliz Hemoliz Hemoliz Hemoliz
Kod  tiirii Kod tiirti Kod tirt Kod tiirtl Kod tiirti
1 § 21 Y 41 Y 63 Y 85 Y
2 § 22 Y 42 Y 64 Y 86 Y
3 B 23 § 43 B 65 Y 87 %
4 § 24 Y 44 Y 66 Y 88 Y
5 § 25 Y 45 Y 67 Y 89 Y
6 B 26 § 46 Y 68 Y 90 %
7 § 27 § 47 Y 69 Y 91 %
8 § 28 § 48 Y 70 Y 92 §
9 § 29 § 49 B 71 Y 93 §
10 § 30 § 50 Y 72 Y 94 %
11 § 31 Y 51 Y 73 Y 95 Y
12 B 32 § 52 B 74 Y 96 %
13 Y 33 Y 53 Y 75 Y 97 Y
14 Y 34 Y 54 Y 76 Y 98 Y
15 Y 35 Y 55 Y 77 Y 99 Y
16 § 36 % 56 Y 78 Y 100 %
17 Y 37 § 57 B 79 Y 101 §
18 Y 38 Y 58 Y 80 Y 102 Y
19 § 39 % 59 Y 81 Y 103 %
20 % 40 § 60 B 82 Y 104 §
61 Y 83 Y 105 §
62 B 84 Y 106 Y
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4.2.5. Izolatlarin patojen bakteriler karsisinda etkinliklerinin belirlenmesi

Miiller-Hinton Agar’da aktive edilen patojenlere disk diflizyon yontemiyle emdirilen
mayalar 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonraki zon olusumu basarili sonug olarak
degerlendirilmistir. 106 izolatin 86 tanesi, tim patojen bakterilere etki etmistir.

Sonuglar Tablo 4.9.’da verilmistir.

Tablo 4.9. izolatlarmin patojen bakterilere kars1 inhibisyon etkileri

Kod S. aureus L. monocytogenes E. coli S. Typhimurium
(mm) (mm) (mm) (mm)
1 15,00 + 1,00 09,50 2,50 09,50 +1,50 11,00 + 1,00
2 13,00 + 1,00 08,50 2,50 11,50 1,50 11,00 2,00
3 15,00 = 0,00 10,00 + 3,00 13,00 + 2,00 13,75 +2,20
4 12,00 + 2,00 08,50 2,50 10,00 + 10,0 10,50 0,50
5 09,00 + 9,00 10,25 £ 4,20 11,00 + 4,00 12,00 +2,00
6 05,50 + 5,50 07,50 = 7,50 17,00 + 5,00 13,00 + 4,00
7 13,50 = 1,50 06,00 + 6,00 11,50 + 3,50 05,25+ 5,20
8 08,75+ 8,70 00,00 + 0,00 06,50 + 6,50 12,50 + 4,50
9 19,50 +2,50 06,00 = 6,00 10,50 £ 0,50 04,50 + 4,50
10 10,25 £ 0,20 10,50 = 0,50 12,75 £ 1,20 12,50 + 1,50
11 10,50 2,50 10.00 + 3,00 08,00 + 1,00 12,25+ 4,70
12 10,50 += 0,50 07,00 + 1,00 07,00 + 5,00 06,50 + 6,50
13 14,75 £ 0,20 10,50 = 0,50 10,50 £ 0,50 10,25+ 0,70
14 09,50 = 0,50 10,50 = 0,50 12,75 £ 0,20 06,00 + 6,00
15 06,75 £ 6,70 11,00 +1,00 12,50 + 1,50 12,50 £ 2,50
16 14,00 + 4,00 03,50 + 3,50 11,50 £ 0,50 11,50 + 1,50
17 11,25+ 0,20 06,00 + 6,00 09,00 + 1,00 12,25+2,70
18 07,50 = 7,50 00,00 + 0,00 11,00 + 0,00 10,50 £ 0,50
19 13,00 + 2,00 05,50 £5,50 12,75 £ 1,20 10,25 £ 0,20
20 06,25 + 6,20 00,00 + 0,00 06,00 + 6,00 09,75+ 0,20
21 00,00 + 0,00 09,50 + 3,50 00,00 + 0,00 09,75+ 0,70
22 11,00 + 0,00 09,00 + 2,00 04,50 + 4,50 04,50 + 4,50
23 10,25+ 0,70 12,50 +2,50 06,00 + 6,00 07,00 + 7,00
24 14,50 = 0,50 12,00 + 0,00 07,50 + 7,50 05,50 + 5,50
25 14,00 + 2,00 09,00 + 4,00 15,25+ 1,20 12,00 + 0,00
26 09,00 + 9,00 12,50 + 3,50 10,00 +0,00 12,25+2,70
27 12,50 £ 0,50 10,50 = 0,50 11,50 £ 2,50 11,50 £ 0,50



Tablo 4.9. (Devami)

Kod S. aureus L. monocytogenes E. coli S. Typhimurium
(mm) (mm) (mm) (mm)
28 13,75+£2,20 11,00 + 1,00 11,25+ 0,20 10,50 + 2,50
29 06,50 £ 6,50 3,00+ 3,00 14,25+ 1,20 11,50 + 1,50
30 06,75 £ 6,70 14,00 + 1,00 11,00 + 1,00 10,50 + 0,50
31 00,00 + 0,00 04,00 = 4,00 07,00 + 7,00 11,25+ 0,70
32 08,00 £ 8,00 11,50 £ 0,50 12,25+ 1,20 12,50 + 1,50
33 10,75 £ 1,20 06,00 £ 6,00 16,75 + 4,70 06,00 + 6,00
34 13,25 +1,20 05,50 £ 5,50 10,25+ 0,20 13,00 + 3,00
35 12,00 + 0,00 13,50 + 1,50 10,50 + 4,50 05,00 + 5,00
36 14,00 + 2,00 10,75 £ 0,20 04,50 + 4,50 05,00 + 5,00
37 14,25 +3,20 13,00 + 1,00 11,75 + 0,20 10,75 £ 0,20
38 06,75 £ 6,70 13,50 + 1,50 22,00 £ 5,00 09,50 + 1,50
39 17,00 + 3,00 13,50 + 0,50 11,75 £ 1,70 08,50 + 1,50
40 12,75 £ 2,20 00,00 + 0,00 10,00 + 1,00 11,50 + 0,50
41 14,00 £1,00 00,00 + 0,00 06,00 + 6,00 09,75 £ 0,70
42 06,00 + 6,00 40,00 + 4,00 11,00 + 3,00 10,00 + 1,00
43 04,50 + 0,45 14,00 + 2,00 10,00 + 3,00 06,50 + 6,50
44 13,50 + 2,50 10,50 £ 0,50 07,50 + 7,50 03,00 + 3,00
45 17,50 + 5,50 11,00 + 1,00 13,75 + 0,70 12,00 + 0,00
46 16,00 £ 2,00 09,00 £ 0,00 14,00 + 2,00 07,00 + 7,00
47 06,00 £ 6,00 11,00 + 4,00 10,75+ 0,20 07,50 + 7,50
48 16,50 + 4,50 11,00 + 6,00 14,25 +4.20 05,25 +5,20
49 14,75+ 1,20 11,50 £ 0,50 12,00 + 4,00 13,00 + 1,00
50 07,50 £ 7,50 06,50 + 6,50 11,50 + 0,50 11,50 + 0,50
51 14,25 £ 1,20 06,50 = 6,50 11,25 +2.20 05,50 + 4,50
52 05,50 + 5,50 10,50 + 1,50 11,25+ 0,70 06,50 + 6,50
53 14,25+ 1,20 10,50 + 0,50 11,25 +3.20 10,00 + 0,00
54 06,75 £ 6,70 00,00 + 0,00 11,75 +£2,20 12,50 + 2,00
55 14,00 £ 2,00 00,00 + 0,00 11,50 + 0,50 11,50 + 0,50
56 05,00 £ 5,00 00,00 + 0,00 06,50 + 6,50 11,75 £ 1,20
57 05,25 £5,20 00,00 £ 0,00 12,00 + 0,00 09,75 + 8,70
58 00,00 + 0,00 03,50 + 3,50 07,50 + 7,50 11,50 + 4,50
59 07,00 + 7,00 13,75+ 1,70 07,25 +7,20 11,50 + 0,50
60 06,00 + 6,00 10,50 + 0,50 12,25+0,20 16,25 +2,70
61 00,00 + 0,00 11,00 + 0,00 13,00 + 3,00 05,50 + 5,50
62 005,5 £ 5,50 03,50 + 2,50 14,00 + 3,00 06,00 + 6,00




Tablo 4.9. (Devami)

Kod S. aureus L. monocytogenes E. coli S. Typhimurium
(mm) (mm) (mm) (mm)
63 13,25+2,70 00,50 + 0,50 09,00 + 4,00 03,50 + 3,50
64 00,00 +0,00 06,00 = 6,00 04,50 + 4,50 10,50 + 1,50
65 08,50 + 8,50 02,25+0,70 04,25+ 1,20 04,50 + 4,50
66 14,00 + 2,00 00,00 + 0,00 08,25 + 8,20 06,00 + 6,00
67 07,50 = 7,50 07,00 + 5,00 10,25+ 1,70 05,50 + 5,50
68 18,75+ 3,20 15,00 + 4,00 19,00 + 2,00 10,00 + 0,00
69 13,75+ 1,70 08,00 = 5,00 10,75 + 0,20 10,75+ 0,20
70 14,25 £ 1,20 13,00 = 1,00 12,75+ 3,20 11,00 + 3,00
71 11,50 = 1,50 13,00 + 3,00 13,75+ 0,70 08,00 + 1,00
72 10,75+ 0,20 00,00 + 0,00 12,00 + 2,00 10,50 0,50
73 12,50 = 0,50 08,00 = 0,00 13,75+ 3,20 12,00 + 0,00
74 11,50 + 3,50 14,50 = 1,50 06,00 + 6,00 12,00 + 1,00
75 14,00 = 1,00 16,00 + 1,00 10,00 + 1,00 11,00 + 0,00
76 11,50 + 1,50 09,00 + 2,00 14,50 2,50 12,25 +0,70
77 06,75 + 6,70 00,00 = 0,00 13,00 + 3,00 13,50 + 1,50
78 11,25 £0,70 04,50 +4,50 13,75+ 3,20 12,00 + 0,00
79 18,00 + 3,00 06,50 + 6,50 12,50 + 1,50 11,50 + 1,50
80 06,00 + 6,00 0,008 + 8,00 11,25+ 1,20 10,50 +£ 0,50
81 21,00 + 4,00 00,00 + 0,00 12,00 + 1,00 09,75 + 0,20
82 06,50 + 6,50 11,00 = 0,00 10,50 £ 0,50 06,50 + 6,50
83 11,25+ 0,70 00,00 + 0,00 09,75 +9,70 09,00 + 9,00
84 05,25+ 5,20 00,00 + 0,00 05,00 + 5,00 16,50 + 4,50
85 10,00 + 10,00 00,00 + 0,00 11,50 £ 0,50 09,75 +9,70
86 05,50 + 5,50 05,50 = 0,50 14,50 + 1,50 05,00 + 5,00
87 06,00 + 6,00 12,00 + 1,00 13,25+ 1,70 05,50 + 5,50
88 13,50 = 1,50 15,00 + 2,00 16,00 + 0,00 13,00 + 1,00
89 07,00 = 6,00 13,75+2,70 16,25+ 0,70 10,00 + 3,00
90 13,75+ 3,20 10,50 + 3,50 05,50 + 5,50 06,00 + 6,00
91 09,50 = 0,50 12,50 +0,50 10,75+ 0,70 05,00 + 5,00
92 11,50 + 0,50 09,00 = 1,00 12,50 £ 0,50 05,25+ 5,20
93 10,00 = 1,00 13,50 £ 2,50 11,00 + 2,00 11,75+ 0,20
94 08,50 + 8,50 12,00 + 0,00 13,25+ 0,20 11,00 + 1,00
95 16,50 = 0,50 12,25+0,70 06,00 + 6,00 11,75+ 1,20
96 06,50 + 6,50 09,50 £1,50 14,25 +2,20 13,50 £ 0,50
97 13,00 = 0,50 10,00 = 1,00 16,50 + 1,50 07,50 + 7,50




Tablo 4.9. (Devam1)

Kod S. aureus L. monocytogenes E. coli S. Typhimurium
(mm) (mm) (mm) (mm)

98 11,25 £ 0,20 07,75 £ 4,70 20,50 £9,50 07,75+ 7,70
99 15,50 £ 1,50 07,00 + 2,00 14,25+ 1,70 06,00 + 6,00
100 13,00 £ 1,00 03,00+ 3,00 11,50 + 0,50 17,50 + 5,50
101 08,50 + 8,50 13,00 + 2,00 14,75 + 3,20 10,50 + 0,50
102 14,75 £ 2,20 08,50 + 4,50 10,75 + 0,20 11,50 + 0,50
103 15,00 + 3,00 15,00 + 4,00 14,50 + 2,50 13,75 £ 2,20
104 11,50 £ 1,50 08,75 £ 2,70 13,00 + 1,00 11,50 + 1,50
105 11,50 £ 1,00 05,00 + 5,00 15,50 + 3,50 10,75 £ 0,20
106 12,50 + 2,50 12,25 +1,70 00,00 + 0,00 04,25 +4,20

4.2.6. Izolatlarm antibiyotiklere karsi direnc¢lerinin belirlenmesi
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Maya izolatlariin antibiyotiklere karsi direncinin belirlenmesi analizi, diger

analizlerden en basarili sonuglar1 veren 25 maya izolat1 {izerinde uygulanmistir.

Eritromisin, gentamisin ve vancomiycin antibiyotik diskleri kullanilarak disk

diflizyon yontemi ile hazirlanan petriler 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra disk

etrafinda olusan zonlar milimetrik olarak Sl¢lilmiistiir. Zon olusturmayan izolatlar,

basarili olarak degerlendirilmistir. 25 izolattan 20 tanesi basarili sonug gostermistir.

Sonuglar Tablo 4.10.’da verilmistir.

Tablo 4.10. izolatlarin antibiyotige kars1 direng sonuglari

Kodlar

Eritromisin

Gentamisin

Vancomisin

13
43
45
46
47
S1
59
61
65




Tablo 4.10. (Devam1)

Kodlar

Eritromisin

Gentamisin

Vancomisin

66
69
70
71

2 mm
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76 - 6 mm -
77 - - -
78 - - -
79 - 11 mm -
81 - - -
96 - - -
97 - - -
99 - - -
100 - - 4 mm
101 - - -
102 23 mm - -
103 - - -

4.2.7. Izolatlarin safra tuzlarina kars: direnclerinin taranmasi

Yapilan analiz sonunda, maya izolatlarinin safra bulunan ve bulunmayan ortamdaki
spektrometre degerleri okunarak % 60 ve {lzeri sonuglar, basarili olarak
degerlendilmistir. Sonuglar Tablo 4.11.’de verilmistir. Sekil 4.10.”da izolatlarin safra
tuzu varhiginda gelisme oranlar1 yiizdelerinin dagilimi gosterilmistir. En yiiksek

canlilik oran1 gosteren % 99,80 ile Y96 kodlu izolattir.

Safrada canliik

20 s L - S
80 L
70 -
O P ——te e s s — — — — —— — —— —— — |50
so

40+

30

o 20 40 s0 s0 100 1zo

Maya dmek kodu

Sekil 4.10. izolatlarin safra tuzu varliginda gelisme orani



Tablo 4.11. izolatlarmn safra tuzlarina kars: direng testi sonuglar

Kod % Canlilik Kod % Canlilik Kod % Canlilik Kod % Canlilik Kod % Canlilik Kod % Canlilik
1 92,20 £ 0,14 18 43,74 £ 0,06 35 87,10+ 0,85 52 92,00 = 0,50 69 81,50 +£2,53 86 91,70 + 0,03
2 37,15 £ 0,05 19 90,23 + 0,55 36 98,20 £ 2,07 53 96,41 £ 0,20 70 82,75+0,15 87 83,10£0,73
3 76,17 0,20 20 91,58 = 0,00 37 85,60 = 4,82 54 93,80 = 1,64 71 80,08 + 3,64 88 92,39 +0,27
4 95,10 + 0,81 21 84,00 + 0,36 38 87,90 + 0,79 55 46,20+ 0,19 72 87,87 +0,09 89 73,60 + 4,23
5 81,30+ 1,44 22 60,45+ 0,22 39 92,10 +£2,29 56 36,09 0,56 73 94,24 + 0,07 90 84,10 + 1,49
6 79,68 + 5,83 23 76,10 = 0,30 40 75,00 = 0,88 57 68,31+ 10,1 74 99,34 + 6,24 91 97,00 + 2,05
7 82,70 £2,73 24 63,50 £ 0,98 41 95,75+ 0,17 58 73,00 + 0,57 75 71,46 £ 0,13 92 92,50 +1,98
8 99,65 + 0,00 25 95,15+ 0,00 42 94,47 + 1,65 59 79,43 £ 0,51 76 87,09 £ 0,76 93 83,88 +£0,38
9 71,90 £ 0,45 26 82,77 £ 0,06 43 89,43 £0,17 60 96,66 + 0,06 77 92,20+ 4,16 94 75,20 = 0,94
10 77,33 £0,16 27 81,50+2,23 44 70,70 £5,72 61 98,19+ 1,21 78 44,06 + 0,19 95 72,20 £2,70
11 83,48 £ 0,06 28 87,08 £0,57 45 83,60 = 5,30 62 86,11 +0,34 79 82,70 £ 0,42 96 99,80 + 0,34
12 85,76 £0,10 29 72,55 +4,38 46 74,30 0,73 63 66,00 = 1,46 80 73,50 0,17 97 82,40 +£0,12
13 93,42+ 1,19 30 88,85+ 4,09 47 78,50 = 1,43 64 78,60 = 1,79 81 80,50 £ 1,79 98 91,70 = 2,86
14 92,32 £ 0,06 31 99,31+ 1,73 48 64,10 + 5,95 65 81,07 +£2,22 82 73,20 = 0,86 100 90,63 +0,41
15 86,30 £ 1,07 32 83,77 +£3,34 49 83,50 + 5,29 66 76,90 + 5,48 83 99,29 + 0,42 101 96,97 + 0,03
16 61,25+0,22 33 95,16 = 2,60 50 83,40 £ 0,75 67 77,11 £1,22 84 86,18 £0,57 102 98,96 + 0,21
17 63,90 £ 0,21 34 72,20 £ 0,94 51 82,54 +0,07 68 66,80 = 0,22 85 78,66 = 0,28 103 92,68 +0,37

104 71,00+ 0,02
105 91,38 + 0,08
106 79,20 +0,22

83



4.2.8. lizolatlarin hidrokarbonlara tutunma o6zelliklerinin belirlenmesi

84

Tim testlerde % 30 ve lizeri sonu¢ gosterenler basarili olarak kabul edilmistir.

Sonuglar Tablo 4.12.’de verilmistir.

Tablo 4.12. izolatlarin hidrokarbonlara tutunma aktivite sonugclar

Kod Ksilen Kloroform Etil asetat
1 06,55+ 0,26 06,49 + 0,04 36,09 + 0,01
2 24,59 £ 0,03 24,54+ 0,13 27,66 +0,15
3 11,82 £0,34 11,76 £0,17 28,07 +£0,12
4 30,66 + 0,25 30,60 + 0,04 34,66+ 0,01
5 31,04 £ 0,59 30,98 + 0,38 34,62 +0,33
6 22,91 +0,46 22,84 +£0,25 33,53 +£0,19
7 31,70 £ 0,23 31,63 +£0,02 25,94+ 0,02
8 16,42 + 0,66 16,36 + 0,48 21,88 +0,42
9 05,29 £ 0,01 05,22 £ 0,23 27,57 +£0,20

10 25,80+ 0,17 25,74 £ 0,05 27,28 0,08
11 17,06 + 0,23 17,01 + 0,05 22,59 +£0,02
12 30,17 £ 0,51 30,10 £ 0,28 28,12 +0,25
13 14,33 £ 1,05 14,27 £ 0,84 24,21+0,72
14 03,66 + 0,23 03,59 +£ 0,04 24,30 + 0,01
15 08,70 + 0,06 08,65+0,11 21,07+0,12
16 18,93 + 0,47 18,85+ 0,20 32,61 +£0,14
17 05,77 £ 0,58 05,71 +£0,36 16,64 +0,29
18 04,74 £ 0,64 04,67 £ 0,42 16,72+ 0,34
19 12,25+0,23 12,47 £ 0,02 19,24 £ 0,05
20 07,71 £0,43 07,86 + 0,26 12,68 + 0,50
21 05,00 + 0,34 05,53+ 0,13 15,82 + 0,43
22 04,06 + 0,82 04,03 +£ 0,84 14,10 £ 0,86
23 20,39 £ 0,39 20,08 0,67 17,04 +0,79
24 06,95 + 0,05 06,67 £ 0,29 16,11 +0,39
25 06,43 + 0,53 06,21 +0,74 12,58 0,78
26 04,11 £ 0,33 03,83 £ 0,08 16,45 £ 0,06
27 07,31+ 1,96 07,03 £2,21 13,96 +2.,16
28 04,89 +£ 0,02 04,63 £0,21 15,02 + 0,30
29 04,83 £ 0,01 04,61 +£0,21 12,91 £ 0,29
30 02,97 £ 0,19 02,74 £ 0,41 13,61 +0,47
31 05,39 +0,08 05,12 +0,17 16,34 £ 0,12
32 08,16 £0,10 07,84 + 0,39 18,39 £ 0,04
33 08,26 +0,19 08,02 + 0,41 14,01 £0,14




Tablo 4.12. (Devam1)

Kod Ksilen Kloroform Etil asetat
34 06,97 £ 0,02 06,74 £ 0,23 13,07 £ 0,02
35 05,01 £0,35 04,78 £ 0,14 13,27 £ 0,36
36 05,92 £ 0,28 05,60+ 0,01 18,08 + 0,30
37 06,59 + 0,03 06,32 £ 0,27 15,27 £ 0,03
38 08,89 £ 0,79 08,78 £ 0,58 14,09 £ 0,79
39 04,02 £ 0,54 03,91 +0,75 12,02 + 0,46
40 04,69 + 0,69 04,55+0,43 17,03 £ 0,66
41 11,41 £2,32 11,29 £2,55 11,08 £2,28
42 07,39 £2,42 07,29 £ 2,63 09,54 +2,33
43 07,49 £ 1,36 07,36 £ 1,12 16,44 £ 1,28
44 08,68 +2,55 08,55 +2,81 12,49 +£2,40
45 32,89 + 3,35 22,76 3,12 17,75 +2.88
46 28,65 + 2,49 22,50 +2,78 14,83 £2,26
47 30,99 +£2,03 33,85+2,29 23,47 £ 1,80
48 10,33 £0,29 10,48 0,25 13,23 +0,24
49 07,60 £ 1,30 07,74 £ 1,26 11,06 £1,21
50 11,58 2,10 11,77+2,16 19,67 £1,97
51 29,55+2,98 32,69 +£2,93 28,96 + 2,96
52 05,00 £ 0,81 05,17 £ 0,86 15,92 + 0,77
53 04,72 £ 1,45 04,93 + 1,51 19,70 1,28
54 07,53 £ 0,57 07,70 £ 0,62 16,22 +0,57
55 05,36+ 0,10 05,56 + 0,05 17,63 + 0,04
56 06,15+ 0,37 06,32 +£ 0,43 15,55 +0,39
57 06,01 £0,17 06,14 £ 0,21 12,09 £ 0,20
58 08,97 +£0,16 09,17 £ 0,22 18,01 £ 0,20
59 26,71 0,78 31,90 +0,73 26,25+ 0,65
60 05,08 + 0,03 05,26 + 0,02 16,44 + 0,02
61 07,31 +0,03 07,47 £ 0,08 14,90 = 0,08
62 08,62 + 0,08 08,81 £ 0,02 17,18 £ 0,02
63 04,64 £ 0,03 04,79 + 0,08 13,41 £ 0,08
64 41,78 £ 0,40 31,91+0,36 31,34+ 0,34
65 05,82 + 0,05 05,98 £ 0,10 14,44 + 0,09
66 26,32+ 0,08 36,49 £ 0,13 25,79 £ 0,12
67 25,08 0,07 44,82 +£ 0,02 34,32 +0,02
68 34,11+ 0,09 33,85+0,15 34,29 +0,13
69 31,34 +£0,25 28,06 + 0,31 25,72 +0,27
70 10,54 + 0,07 10,31 £ 0,03 12,44 £ 0,03
71 00,00 + 0,00 00,00 + 0,00 18,06 + 0,07
72 07,69 + 0,09 07,47 +£0,13 12,60 £ 0,12
73 00,00 £ 0,00 00,00 + 0,00 14,24 £ 0,08
74 31,16 £0,21 30,89 +£ 0,25 15,36 £0,31

85
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Tablo 4.12. (Devam1)

Kod Ksilen Kloroform Etil asetat
75 15,65 + 0,02 15,37 + 0,03 15,46 + 0,04
76 26,43 £0,22 26,12 +0,28 37,09 £ 0,28
77 46,08 = 0,09 45,85+ 0,04 32,51 £ 0,08
78 34,84 + 0,05 31,56 £0,11 25,97+ 0,10
79 12,30+ 0,11 12,60 £ 0,05 17,37 £ 0,03
80 38,57 £ 0,04 38,30 £ 0,09 14,98 £0,11
81 68,89 +£ 0,04 68,65 + 0,00 13,08 + 0,03
82 19,44 £ 0,22 19,22 £ 0,18 30,41 +0,15
83 35,90 £ 0,04 35,55+0,02 37,32+0,01
84 14,24 £ 0,57 13,94 £ 0,56 33,43+£0,43
85 30,34 £ 0,02 30,36 £ 0,24 28,89 £ 0,04
86 00,00 + 0,00 00,00 £ 0,00 37,74+ 0,43
87 06,72 £ 0,31 06,74 £ 0,74 47,15+0,18
88 33,60 £ 0,63 27,62 +0,97 37,78 £0,45
89 21,69 +0,76 21,71 £ 1,06 33,10 £ 0,64
90 10,38 0,71 10,41 £1,11 4341 +£0,44
91 15,92 + 0,06 15,95+ 0,44 40,99 + 0,04
92 01,56 £ 0,90 01,59 +1,28 41,39 £ 0,54
93 35,65 £ 0,05 35,67 £ 0,46 44,10+ 0,03
94 43,72+ 0,12 43,74 £ 0,43 3329+0,12
95 14,01 £ 0,02 14,03 +£0,32 37,12+ 0,02
96 29,08 + 0,41 39,10 + 0,85 47,05+ 0,26
97 25,78 £0,28 25,80 + 0,65 39,69 +£0,15
98 22,28 +0,09 22,29 +£0,39 32,34+ 0,01
99 07,41 £0,34 07,43 +£ 0,66 34,08 £0,18
100 00,86 + 0,33 00,88 + 0,77 47,42 +£0,09
101 06,49 £ 0,14 06,51 £ 0,20 36,51 £ 0,16
102 05,31+ 0,06 05,33 + 0,44 40,33 + 0,03
103 13,41 40,23 13,42 + 0,56 35,46+ 0,10
104 16,42 + 0,06 16,43 0,34 30,67 £ 0,02
105 15,07 +£0,16 15,09 +£ 0,49 35,36 £ 0,05
106 15,70 £ 0,10 15,71 £ 0,40 32,27 +£0,02

Sekil 4.11.’de izolatlarin hidrofobik aktivitelerinin ksilen, kloroform ve etil asetata
kars1 gosterdikleri % hidrofobik aktivitelerinin yiizde dagilimlar1 gdsterilmistir.

Izolatlarin % 24,5’inin ksilene ve kloroforma karst % 12 ve altinda hidrofobik
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aktivite gosterdigi, % 26’smin etil asetata kars1 % 12-24 arasi hidrofobik aktivite

gosterdigi belirlenmistir.

Hidrokarbonlara tutunma

b4
.
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Each symbol represents up to 2 observations.

Sekil 4.11. izolatlarm % hidrofobik aktiviteleri
Sekil 4.12.°de izolatlarin kloroforma kars1 gdsterdikleri hidrofobik aktivite oranlar

gosterilmistir. % 30 ve lizeri aktivite gostererek basarili olarak degerlendirilenler,

sekilde goriildiigl gibi kirmizi ¢izgi lizerinde belirtilen izolatlardir.

Hidrofobik aktivite - Kloroform
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Sekil 4.12. 1zolatlarin kloroforma kars1 hidrofobik aktiviteleri
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Izolatlarn ksilene kars1 gosterdikleri hidrofobik aktivite oranlari sekil 4.13.’te
gosterilmigstir. % 30 ve iizeri aktivite gostererek basarili olarak degerlendirilenler,

sekilde kirmiz1 ¢izgi iizerinde belirtilen izolatlardir.

Hidrofobik aktivite - Ksilen
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Sekil 4.13. Izolatlarin ksilene kars1 hidrofobik aktiviteleri

Sekil 4.14°te izolatlarin etil asetat karsisinda gosterdikleri hidrofobik aktivite oranlari
gosterilmistir. % 30 ve lizeri aktivite gostererek basarili olarak degerlendirilenler,

sekilde kirmiz1 ¢izgi iizerinde belirtilen izolatlardir.

Hidrofobik aktivite - Etil Asetat
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Sekil 4.14. Izolatlarin etil asetata kars1 hidrofobik aktiviteleri
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4.3. Izolatlarin Teknolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

4.3.1. lizolatlarin katalaz enzim aktivitelerinin belirlenmesi

Tiim maya suglar1t PDA besiyeri ortaminda gelistirildikten sonra 1’er damla % 3 (v/v)
hidrojen peroksit (H20,) ilave edilerek kabarcik olusumu gozlemlenmistir. Kabarcik
olusumu pozitif sonu¢ olarak kabul edilmistir. Tiim izolatlarda kabarcik olusumu

gbzlemlenmigtir. Katalaz enzim tarama sonuglar1 Tablo 4.13.’te verilmistir.

4.3.2. Izolatlarin proteaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Tiim maya kolonileri 20 g/L. kazein igeren PDA'ya yayilarak 30°C'de 48 saat
inkiibasyon siliresinden sonra koloninin etrafinda zon olusup olusmadig:
gbzlemlenmis ve zon olusumu pozitif sonug olarak kabul edilmistir. Proteaz enzim

tarama sonuglar1 Tablo 4.13.’te verilmistir.

4.3.3. lizolatlarin amilaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

PDA besiyeri ortaminda gelistirilen suslar, inkiibasyondan sonra (48 saat, 30°C), iyot
cozeltisi ile sulandirilmis ve koloninin etrafinda kahverengi bir rengin ortaya ¢ikmasi
pozitif bir sonu¢ olarak kabul edilmistir. Amilaz enzim tarama sonuglar1 Tablo

4.14.te verilmistir.

4.3.4. lizolatlarin estreaz enzim aktivitesinin belirlenmesi

Tween 80 (% 1) ve fenol kirmizist (% 0,01, agirlik / hacim) ile desteklenen PDA
besiyerine maya izolatlarindan ekim yapilarak inkiibe edildikten sonra, koloni
etrafinda zon olusup olusmadig1 gézlemlenmistir. Zon olusumu pozitif sonu¢ olarak

kabul edilmistir. Esteraz enzim tarama sonuglar1 Tablo 4.14.’te verilmistir.



Tablo 4.13. Izolatlarin katalaz ve proteaz enzimatik aktivite sonuglar
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Kod Katalaz Proteaz Kod Katalaz Proteaz Kod Katalaz Proteaz Kod Katalaz Proteaz Kod Katalaz Proteaz
1 + +19 mm 22 + - 43 + +17 mm 64 + + 13 mm 85 + + 20 mm
2 + - 23 + + 11 mm 44 + +25 mm 65 + + 17 mm 86 + +20 mm
3 + - 24 + +17 mm 45 + + 15 mm 66 + + 12 mm 87 + + 24 mm
4 + - 25 + - 46 + +30 mm 67 + +22 mm 88 + +27 mm
5 + - 26 + + 18 mm 47 bt + 16 mm 68 + + 19 mm 89 + +21 mm
6 + +21 mm 27 + +11 mm 48 + - 69 + + 17 mm 90 + +25 mm
7 + - 28 + +20 mm 49 + +21 mm 70 + + 18 mm 91 + +30 mm
8 + - 29 + +19 mm 50 + - 71 + + 16 mm 92 + + 15 mm
9 + +20 mm 30 + - 51 + +21 mm 72 + - 93 + +17 mm
10 + +12 mm 31 + +5 mm 52 + +25 mm 73 + - 94 + +22 mm
11 + +17 mm 32 + - 53 + + 26 mm 74 + + 18mm 95 + +21 mm
12 + +12 mm 33 + - 54 + + 22 mm 75 + - 96 + +17 mm
13 + + 14 mm 34 + - 55 + + 25 mm 76 + +20 mm 97 + +20 mm
14 + - 35 + - 56 + - 77 + + 30 mm 98 + +26 mm
15 + +12 mm 36 + - 57 + - 78 + +25 mm 99 + +23 mm
16 + - 37 + + 12 mm 58 + +22 mm 79 + + 25 mm 100 + -

17 + +17 mm 38 + + 14 mm 59 + +22 mm 80 + - 101 + +20 mm
18 + +23 mm 39 + - 60 + +17 mm 81 + +23 mm 102 + +22 mm
19 + + 20 mm 40 + + 13 mm 61 + +18 mm 82 + + 16 mm 103 + +22 mm

20 + - 41 + +15 mm 62 + +20 mm 83 + +26 mm 104 + + 16 mm

21 + + 15 mm 42 + +30 mm 63 + - 84 + +22 mm 105 + -
+

106




Tablo 4.14. izolatlarin amilaz ve esteraz enzimatik aktivite sonuglari
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Kod Amilaz Esteraz Kod Amilaz Esteraz Kod Amilaz Esteraz Kod Amilaz Esteraz Kod Amilaz Esteraz
1 - - 23 4 - 45 + + 16 mm 67 + + 10 mm 89 + + 10 mm
2 - - 24 + + 8 mm 46 + + 12 mm 68 + +9 mm 90 + +20 mm
3 - - 25 + - 47 - +11 mm 69 + + 8 mm 91 + + 15 mm
4 + +7 mm 26 i - 48 - - 70 + - 92 + -

5 + - 27 + - 49 + - 71 + - 93 + + 12 mm
6 + - 28 + - 50 - - 72 + - 94 + -

7 - + 10 mm 29 + - 51 + + 14 mm 73 + + 7 mm 95 - + 7 mm
8 + - 30 + - 52 + + 10 mm 74 + + 8 mm 96 + + 12 mm
9 + +12 mm 31 + + 11 mm 53 + - 75 + + 6 mm 97 + + 14 mm
10 + + 15 mm 32 + - 54 + - 76 + + 12 mm 98 + + 15 mm
11 + +9 mm 33 + + 17 mm 55 + - 77 + + 13 mm 99 + + 12 mm
12 + - 34 + + 12 mm 56 - - 78 + + 14 mm 100 + + 13 mm
13 + + 14 mm 35 + +12 mm 57 - - 79 + - 101 + + 17 mm
14 - + 15 mm 36 - + 10 mm 58 + - 80 - + 10 mm 102 + + 15 mm
15 - - 37 + - 59 + + 15 mm 81 + + 14 mm 103 + + 16 mm
16 + + 12 mm 38 + - 60 + - 82 + + 14 mm 104 + + 15 mm
17 + +17 mm 39 + - 61 + +16 mm 83 + - 105 + + 14 mm
18 + - 40 + - 62 + +15 mm 84 + - 106 + +19 mm
19 + - 41 + - 63 - + 10 mm 85 + + 13 mm

20 + - 42 + - 64 + +12 mm 86 + + 18 mm

21 - +9 mm 43 + - 65 + + 12 mm 87 + + 12 mm

22 + + 12 mm 44 + + 15 mm 66 + +9 mm 88 + + 13 mm




4.4. En lyi Probiyotik Ozellik Gésteren izolatlarin Secilmesi
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olarak

degerlendirilmeye yeterli sonu¢ veren izolatlar belirlenmis ve analizlerin tiimiinde
basarili olan izolatlar se¢ilmistir. Bu izolatlar; Y45, Y46, Y47, Y51, Y59, Y61, Y64,
Y65, Y66, Y67, Y68, Y69, Y70, Y76, Y77, Y78, Y79, Y88, Y96, Y97, Y99, Y100,
Y101, Y102, Y103 kodlu izolatlardir.

4.5. Probiyotik Ozellik Gosteren izolatlarin Molekiiler Identifikasyonu

4.5.1. Maya izolatlarimin MALDI-TOF MS ile tanimlanmasi

En iyi probiyotik 6zellik gosteren 25 adet izolat se¢ilmis ve© MALDI-TOF MS ile

tanimlamasi

sonuclar1 Tablo 4.15.’te verilmistir.

gerceklestirilmistir.

[zolatlarm MALDI-TOF MS

Tablo 4.15. MALDI-TOF MS ile tanimlama islemi yapilan izolatlarin tanilar

Kaynak
Izolat Kod Kaynak Ornek tiirii kodu Tan1
Y45 Sakarya Siyah zeytin Z19 Y. lipolytica
Y46 Sakarya Yesil zeytin Z17 W. anomalus
Y47 Sakarya Yesil zeytin z17 Y. lipolytica
Y51 Sakarya Siyah zeytin 720 Y. lipolytica
Y59 Sakarya Siyah zeytin 727 Y. lipolytica
Yol Sakarya Siyah zeytin 727 Y. lipolytica
Yo64 Sakarya Siyah zeytin 726 Y. lipolytica
Y65 Sakarya Siyah zeytin 726 Y. lipolytica
Y66 Sakarya Siyah zeytin 726 Y. lipolytica
Y67 Sakarya Siyah zeytin 725 Y. lipolytica
Y68 Sakarya Siyah zeytin 725 Y. lipolytica
Y69 Sakarya Siyah zeytin 725 Y. lipolytica
Y70 Sakarya Siyah zeytin 725 Y. lipolytica
Y76 Sakarya Siyah zeytin 723 W. anomalus
Y77 Sakarya Siyah zeytin 723 Y. lipolytica
Y78 Sakarya Siyah zeytin 723 Y. lipolytica

ile tanimlama



Tablo 4.15. (Devamt)

Kaynak
Izolat Kod Kaynak Ornek tiirii kodu Tani
Y79 Sakarya Siyah zeytin 722 Y. lipolytica
Y88 Edremit Siyah zeytin Z5 W. anomalus
Y96 Sakarya Zeytinyag1 Y24 Y. lipolytica
Y97 Sakarya Zeytinyag1 Y24 Y. lipolytica
Y99 Sakarya Zeytinyag1 Y24 Y. lipolytica
Y100 Balikesir Zeytinyag1 Y2 W. anomalus
Y101 Manisa Zeytinyag1 Y4 Y. lipolytica
Y102 Marmaris Zeytinyag1 Y3 Y. lipolytica
Y103 Marmaris Zeytinyag1 Y3 Y. lipolytica
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Tablo 4.16.’da ¢alismamizda kullanilan maya izolatlarinin bazilarinin MALDI-TOF

MS sonug grafikleri verilmistir.



94

Tablo 4.16. Maya izolatlarinin MALDI-TOF MS sonug grafikleri
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4.5.2. Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR) ile tiirler arasi farkhihklarin

incelenmesi

Bu caligmada 25 adet izolata AP-PCR fingerprint analizi uygulanmistir. Sekil

4.15.’te izolatlarin arbitrarily primed PCR fingerprints sonuglar1 verilmistir.

zolat kodu
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Sekil 4.15. Maya izolatlarinin fingerprints goriintiileri



4.5.3. 26S rDNA D1/D2 bolgesi dizi analizi sonu¢lari

Daha 6nce MALDI-TOF MS ile tanilamasi yapilarak % 99,9 giivenirlik degeri ile Y.
lipolytica olarak tami alan Y45, Y66, Y97 kodlu izolatlarin DNA izolasyonlari
gergeklestirilmistir. Bu DNA’lardan amplikonlarin dizi analizi ger¢eklestirilmistir.
Y45 kodlu 0Ornege ait kromatogram goriintiisii Sekil 4.16.°da, Blast dizi

karsilastirmast  Sekil 4.17.’de, Blast karsilagtirma sonuglar1 ise Sekil 4.18.°de

verilmistir.
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Sekil 4.16. Y45 kodlu 6rnegin kromatogram sonuglari

2 Download v GenBank Graphics

Yarrowia lipolytica strain 2 large subunit ribosomal RNA gene, partial sequence

Sequence ID: MZ314862.1 Length: 521 Number of Matches: 1
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Elde edilen DNA dizileri Ugene yazilim kullanilarak (hhtp://ugene.unipro.ru),
hizalanmistir.  Elde edilen diziler, Ulusal Biyoteknoloji Bilgi Merkezi'nde
(//www.ncbi.nlm.nih.gov) temel yerel hizalama arama aract (BLAST) kullanilarak
Genbank veritabanindaki bilinen 26S rDNA dizileriyle hizalanmistir ve maya

izolatlarin1 tanimlamak i¢in yiizde homoloji skorlari olusturulmustur.



BOLUM 5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada; geleneksel yontemlerle iiretilmis, 1s1l islem gérmemis 26 adet farkli
zeytinyagi, 27 adet farkli zeytin, 1 adet zeytin ezmesi ve 1 adet siyah, 1 adet yesil
olmak {izere 2 adet dilimli zeytin ile birlikte toplamda 56 farkli kaynak kullanilmistir.
27 farkli zeytin 0rneginin tiimiinden, 26 farkli zeytinyagi drneginin 6 tanesinden ve

dilimli yesil zeytinden olmak {izere toplamda 106 adet izolat elde edilmistir.

Maya izolatlari, probiyotik olup olmadiklarmin belirlenebilmesi adina, bir dizi
analize tabi tutulmustur. Bu analizler ile izolatlarin hem probiyotik hem de teknolojik
ozellikleri degerlendirilmistir. Maya izolatlarin probiyotik 6zelliklerinin belirlenmesi
icin; otoagregasyon ve koagregasyon aktiviteleri, gastrik kosullarda hayatta kalma
becerileri, hemolitik aktiviteleri, safra tuzu varliginda hayatta kalma becerileri,
hidrokarbonlara tutunma aktiviteleri, antimikrobiyal etkinlikleri ve antibiyotiklere
kars1 gosterdikleri diren¢ analiz edilirken, teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi igin

enzimatik aktiviteleri (katalaz, amilaz, lipaz, esteraz) analiz edilmistir.

Agregasyon; otoagreagasyon ve koagregasyon olmak {izere iki sekilde
goriilmektedir. Otoagregasyon ile, ayni tiirden olan mikroorganizmalarin birbirlerine
tutunarak  koloni  olusturma  aktivitesi  degerlendirilmektedir. ~ Probiyotik
mikroorganizmalarda bu 0Ozellik, bagirsak epiteline tutunabilme yetenegini

saglamaktadir (Onal- Darilmaz, 2010).

Calismamizda, otoagregasyon aktivitesi % 60 ve lizeri ¢ikan maya izolatlar1 basarili
kabul edilmistir. Basarili kabul edilen maya izolatlari; Y5, Y6, Y7, Y8, Y10, Y11,
Y13, Y14, Y16, Y17, Y18, Y19, Y20, Y21, Y22, Y23, Y24, Y26, Y29, Y30, Y31,
Y33, Y34, Y35, Y37, Y39, Y41, Y42, Y43, Y44, Y45, Y46, Y47, Y49, Y51, Y52,
Y54, Y65, Y66, Y72, Y74, Y75, Y76, Y84, Y93, Y98 kodlu maya izolatlardir. 106

maya izolatinin 46 tanesi basarili sonu¢ gdstermistir. En yiiksek sonucu % 94,31 ile
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Y54 (Y. lipolytica) kodlu izolat gostermistir. 20 adet izolat % O olarak sonug
veritken, 40 adet maya izolat1 ise % 60’1n altinda otoagregasyon aktivitesi

gostermistir.

Nijeryan tahil bazli geleneksel fermente gida iiriinlerinden izole edilen maya
suslarinin probiyotik potansiyellerinin arastirildigi bir ¢aligmada 24 farkli kaynaktan
elde edilen 154 adet maya izolatinin otoagregasyon aktiviteleri incelendiginde,
izolatlarin tiimiinde inkiibasyon siiresi arttik¢a % otoagregasyon oraninin da artugi
goriilmistiir. En yiliksek otoagregasyon kapasitesini % 85-91 ile Pichia kudriavzevii

gostermistir (Ogunremi ve ark., 2015).

Ananas kabugu ve kiispesinden elde edilen 150 adet maya izolatinin probiyotik
ozelliklerinin arastirildigr bir caligmada ise, maya izolatlarinin otoagregasyon
aktiviteleri incelendiginde, 2 saatlik inkiibasyon sonrasi tiim izolatlarin
otoagragasyon kapasitesi % 16’nin altinda iken, bu oran 24 saatlik inkiibasyon

sonunda % 96’ya kadar yiikselmistir (Amorim ve ark., 2018).

Bonatsou ve ark. (2018) Kalamata dogal siyah zeytin fermantasyonunda yer alan
mayalarin probiyotik potansiyelinin ve teknolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi ile
ilgili yaptiklar1 ¢aligmada; Kalamata sofralik zeytin fermantasyonundan izole edilen
49 maya susunun probiyotik potansiyelleri ve teknolojik 6zelliklerini incelemislerdir.

Izolatlarin otoagregasyon kabiliyeti % 72 ile 91 arasinda degismistir.

Yukarida bahsi gecen calismalar ile bu calisma mukayese edildiginde,
calismamizdaki tiim maya izolatlarinin otoagregasyon yetenegi goOsteremedigi
gozlemlenmektedir. 46 adet maya izolat1 yiliksek otoagregasyon aktivitesi
gosterirken, 20 adet maya izolat1 hi¢ otoagreasyon aktivite gosterememis ve 40 adet
maya izolat1 ise diisiik otoagregasyon yetenegi gostermistir. Ancak, yiiksek
otoagregasyon gosteren maya izolati bireysel olarak incelendiginde, yukarida bahsi
gecen caligmalardan daha yiiksek otoagregasyon gosteren maya izolatlar

gorilmiistiir.
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Koagregasyon aktivitesi ile farkli tiirden mikroorganizmalarin birbirine tutunarak
koloni olusturma aktiviteleri degerlendirilmektedir. Bu 6zellik probiyotik
mikroorganizmalara, patojen bakterilerin bagirsak epitelinde ¢ogalmasini engelleme

yetenegi kazandirmktadir (Onal- Darilmaz, 2010).

Calismamizda koagregasyon aktivitesinin belirlenmesi i¢in 4 farkli patojen
mikroorganizma ile calisilmistir. Bu patojenler; E. coli ATCC 25922, S. aureus
ATCC 25923, L. monocytogenes ATCC 7644 ve S. Typhimurium ATCC 14028’dir.

Calismamizda, S. aureus ile en yliksek koagregasyon aktivitesi gdsteren izolat, %
74,97 ile Y59 (Y. lipolytica) kodlu maya izolatidir. L. monocytogenes ile en yiiksek
koagregasyon aktivitesi gosteren izolat, % 51 ile Y51 (Y. lipolytica) kodlu maya
izolatidir. Yalnizca 3 adet maya izolat1 (Y43, Y45, Y51) % 30 ve flizeri aktivite

gostermistir.

Maya izolatlariin higbiri S. Typhimurium ile % 30 ve iizeri koagregasyon aktivitesi
gostermemistir. En yliksek aktiviteyi % 23 aktivite ile Y74 kodlu maya izolat

gostermistir.

Nijeryan tahil bazli geleneksel fermente gida iiriinlerinden izole edilen maya
suslarinin probiyotik potansiyellerinin arastirildigi bir ¢aligmada 24 farkli kaynaktan
elde edilen 154 adet maya izolati arasindan seg¢ilen en iyi 4 maya susunun
koagregasyon aktiviteleri incelendiginde, tiim izolatlar indikatér organizmalarla
koagregasyon yetenegi sergilemistir. En yiiksek koagregasyon aktiviteyi % 57-71 ile
Pichia kudriavzevii ile E. coli gosterirken, en diisiik koagregasyon aktiviteyi P.

kudriavzevii ile Shigella gdstermistir (Ogunremi ve ark., 2015).

Calismamizda maya izolatlarmin farkli patojen mikroorganizmalar ile gosterdikleri
koagregasyon aktivitelerinin birbirinden olduk¢a farkli oldugu gozlenmistir. En
yliksek koagregasyon aktivitesi E. coli ATCC 25922 ile goriiliirken, sirasiyla S.
aureus ATCC 25923 ve L. monocytogenes ATCC 7644 onu takip etmis, S.
Typhimurium ATCC 14028 ile ise hicbir maya izolati koagregasyon aktivite

gosterememigtir. Yukarida bahsedilen ¢alisma ile kiyaslandiginda c¢aligmamizda
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izole edilen mayalarin probiyotik olarak degerlendirilmelerini saglayacak

koagregasyon aktivitesi gosterdigi gézlenmistir.

Maya izolatlarmin gastrointestinal kosullarda hayatta kalma yetenegini analiz etmek
icin de; mide sivist ortaminda ve pankreatik sivi ortaminda hayatta kalma oranlari

incelenmistir.

Hazirlanan mide suyu simiilasyonunda yapilan analiz sonunda; 106 adet maya
izolatindan 47 tanesi % 30 ve {izeri hayatta kalma oran1 gostererek basarili kabul
edilmistir. Bu izolatlar; Y3, Y4, Y11, Y13, Y23, Y28, Y34, Y37, Y45, Y46, Y48,
Y49, Y51, Y52, Y53, Y54, Y55, Y 56, Y57, Y58, Y59, Y60, Y61, Y62, Y63, Y64,
Y65, Y66, Y67, Y68, Y69, Y70, Y71, Y72, Y73, Y74, Y76, Y77, Y78, Y79, Y88,
Y95, Y96, Y97, Y100, Y101 kodlu izolatlardir. En yiiksek hayatta kalma aktivitesini
% 97,43 ile Y45 (Y. lipolytica) kodlu maya izolatin gostermistir. Basarili kabul
edilen izolatlarin % 65’1 % 60 ve lizeri hayatta kalma aktivitesi gOstermistir.
Izolatlarin 36 tanesi, inkiibasyon sonucunda hi¢ hayatta kalma ibaresi gdstermeyerek

% 0 sonug gdstermistir.

Pankreatik siv1 simiilasyonunda yapilan analiz sonunda; 106 adet maya izolatinin 58
tanesi % 30 ve lizeri hayatta kalma oran1 gostermis ve basarili kabul edilmistir. Bu
izolatlar; Y14, Y15, Y18, Y20, Y25, Y28, Y32, Y34, Y36, Y42, Y44, Y45, Y46,
Y47, Y48, Y49, Y50, Y51, Y52, Y53, Y54, Y56, Y57, Y58, Y59, Y60, Y61, Y62,
Y63, Y64, Y65, Y66, Y67, Y68, Y69, Y70, Y71, Y72, Y73, Y75, Y76, Y77, Y8,
Y79, Y81, Y83, Y87, Y88, Y89, Y90, Y91, Y94, Y95, Y96, Y99, Y100, Y101,
Y103, Y105 kodlu izolatlardir. En yiiksek hayatta kalma aktivitesini % 98,62 ile Y59
(Y. lipolytica) kodlu maya izolat1 gostermistir. Basarili kabul edilen izolatlarin %
51,7’si % 60 ve iizerinde hayatta kalma aktivitesi gdstermistir. izolatlarin 26 tanesi,
inkiibasyon sonucunda hi¢ hayatta kalma ibaresi gostermeyerek % O sonug

gostermistir.

Hem mide suyu simiilasyonu, hem de pankreatik sivi simiilasyonunda hayatta kalma
basarisi gosteren maya izolatlarina bakildiginda; Y28, Y34, Y45 (Y. lipolytica), Y46
(W. anomalus), Y47 (Y. lipolytica), Y48, Y49, Y51 (Y. lipolytica), Y52, Y53, Y54,
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Y55, Y56, Y57, Y58, Y59 (Y. lipolytica), Y60, Y61 (Y. lipolytica), Y62, Y63, Y64
(Y .lipolytica), Y65 (Y. lipolytica), Y66 (Y. lipolytica), Y67 (Y. lipolytica), Y68 (Y
dipolytica), Y69 (Y. lipolytica), Y70 (Y. lipolytica), Y71, Y72, Y73, Y76 (W.
anomalus), Y77 (Y. lipolytica), Y78 (Y. lipolytica), YT9 (Y. lipolytica), Y88 (W.
anomalus), Y95, Y96 (Y. lipolytica), Y100 (W. anomalus), Y101 (Y. lipolytica)
kodlu maya izolatlar1 her iki simiilasyonda da % 30 ve {izeri hayatta kalma orani

gostermislerdir.

Bonatsou ve ark. (2018); Kalamata dogal siyah zeytin fermantasyonunda yer alan
mayalarin probiyotik potansiyelinin ve teknolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi ile
ilgili yaptiklar1 ¢alismada, simiile edilmis gastrik ve pankreatik sindirimler sirasinda
49 maya susunun 42'sinin genel hayatta kalma oraninin % 50 ve iizerinde seyrettigini
belirlemistir. Caligmamizda ise sonuglarin % 36,7’si genel anlamda basarili olarak
kabul edilmistir. Basar1 yiizdesinin yukarda bahsi gecen calismadan daha diisiik
olmasinin, calismamizdaki kaynaklarin cesitliliginin fazla olmasi ve birbirinden
farkli yoresel kaynaklarin tercih edilmesindan kaynaklandigi diisiiniilebilir. Basari
giosteren maya sayisi; bahsi gecen caligmaya gore daha az olmasina ragmen,
calismamizda izole edilen mayalarin bireysel olarak gosterdikleri hayatta kalma

oraninin ¢ok daha yiiksek oldugu goriilmektedir.

Baska bir ¢alismada, arastirmacilar Portekiz salamura zeytinlerinden izole ettikleri
mayalarin probiyotik 6zelliklerini aragtirmis ve P. membranaefaciens, C. oleophila,
P. fermentans, C. boidini ve T. delbrueckii suslarinin gastrointestinal kosullar altinda
hayatta kaldigi; S. cerevisiae ve Catellatospora citrea suslarinin biliylime yetenegi

gosteremedigini gozlemlemislerdir (Giirkan, 2018).

Cesitli kaynaklardan probiyotik mayalarin izolasyonunu ve tanimlanmasini inceleyen
bir ¢caligmada, 36 farkli kaynaktan yapilan izolasyon iglemlerinde toplam 140 adet
maya izolat1 elde edilmistir. Gastrik sindirim ve pankreatik sindirim kosullarinda
hayatta kalma becerileri basarili sonu¢ veren 48 adet mayanin molekiiler
tanimlanmas1 yapilmistir. Kluyveromyces sp., K. lactis, Kluyveromyces marxianus,

Candida intermedia, Candida glabrata, Candida quercitrusa, Candida tropicalis,
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Wickerhamomyces sp., P. anomala, Clavispora lusitaniae, C. parapsilosis, D.
hansenii, C. zeylanoides, P. kudriavzevii, S. cerevisiae, Y. lypolitica, W. anomalus
cins ve tiirlerinin de probiyotik aday olarak degerlendirilebilecegi, ayrica ¢alismada
izole edilen S. cerevisiae susunun bu ortamda biiyliime yetenegi gostermesi

nedeniyle, literatiirdeki susa gore daha direngli oldugu saptanmistir (Giirkan, 2018).

Bu calismada maya izolatrlarinin, hemolitik aktiviteleri incelendiginde; 106 adet
maya izolatinin 75 tanesinde hemolitik aktivite gozlenmemistir. Bu analiz, maya

izolatlarinin patojenitesinin olup olmadigini test etmek i¢in uygulanmstir.

Patojen mikroorganizmalar, hemoglobini demir kaynagi olarak kullanarak konak
icinde gelisebilmektedirler (Yigit ve Aktas, 2008). Calismamizda, 75 adet maya

ornegi, yani maya izolatlarinin % 70,7’si patojenite gdstermemistir.

Bonatsou ve ark. (2018); Kalamata dogal siyah zeytin fermantasyonunda yer alan
mayalarin, probiyotik potansiyelinin ve teknolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi ile
ilgili yaptiklar1 ¢alismada elde ettikleri 49 maya susunun probiyotik potansiyelleri

incelendiginde, hi¢bir maya 6rneginde hemolitik aktivite gozlemlememistir.

Calismamizda 1s1l islem gormemis, geleneksel yontemlerle {iretilmis zeytin ve zeytin
driinleri kulanilmigtir ve maya izolatlarinin bazilarinin patojenite gostermesinin

sebebinin iiretim esnasinda meydana gelen kontaminasyon oldugu diisiiniilebilir.

Maya izolatlarinin patojen mikroorganizmalara karsi direnglerini belirlemek igin
yapilan analizde patojen mikroorganizma olarak E. coli ATCC 25922, S. aureus
ATCC 25923, L. monocytogenes ATCC 7644 ve S. Typhimurium ATCC 14028
kullanilmistir. Disk diflizyon yOntemiyle maya izolatlarina emdirilen patojen
mikroorganzimalar 37°C’de 24 saat inkiibe edildikten sonra, zon c¢apt olusumu
pozitif sonug¢ olarak degerlendirilmistir. Maya izolatlarinin S. aureus ATCC 25923
izerindeki antimikrobiyal direncine bakildiginda; Y21, Y31, Y58, Y61 ve Y64 kodlu
izolatlar disindaki tiim izolatlarda zon cap1 olusumu goriilmiistiir. Izolatlarin L.
monocytogenes ATCC 7644 iizerindeki antimikrobiyal direncine bakildiginda; Y8,
Y18, Y20, Y40, Y41, Y54, Y55, Y56, Y57, Y66, Y74, Y81, Y83, Y84, Y85 kodlu

izolatlar disindaki tiim izolatlarda zon ¢ap1 olusumu gériilmiistiir. Izolatlarin E. coli
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ATCC 25922 iizerindeki antimikrobiyal direncine bakildiginda Y21 ve Y106
disindaki tiim maya izolatlarinda zon ¢ap1 olusumu goriilmiistiir. Maya izolatlarinin
S. Typhimurium ATCC 14028 {izerindeki antimikrobiyal direncine bakildiginda, tim

izolatlarda zon ¢ap1 olusumu goriilmiistiir.

Oliveira ve ark. (2017)’1 Kuzeydogu Portekiz'den sofralik zeytinlerin fermantasyonu
sirasinda izole edilen mayalarin probiyotik potansiyelini incelemistir. Sofralik zeytin
Negrinha de Freixo ¢esidinin dogal fermantasyonu sirasinda izole edilen 16 maya
susunun probiyotik potansiyeli ve antimikrobiyal etkinliklerine bakildiginda,
Candida norvegica ve Galactomyces reessii, patojenik mikroorganizma
Cryptococcus neoformans'a karst mantar Onleyici yetenek gostermistir. Elde edilen
sonuglar, referans maya olan S. boulardii ile mukayese edildiginde, bu maya

tiirlerinin probiyotik potansiyele sahip oldugunu belirtmislerdir.

Giirkan (2018)’in ¢alismasinda; 36 farkli kaynaktan yapilan izolasyon islemlerinde
toplam 140 adet maya izolatinin antimikrobiyal etkinlikleri test edildiginde, TEM
AlY, TEM A2Y, TEM A3Y ve TEM SZ9 maya izolatlar1 tim bakteriyel
patojenlerle biiyiime yetenegi gostermis fakat zon olusturacak bir antimikrobiyal
aktivite gosterememiglerdir. TEM A1Y, TEM SIM ve TEM S4M izolatlari ise C.

tropicalis e kars1 antimikrobiyal bilesik {ireterek zon olusturmustur.

Ananas kabugu ve kiispesinden elde edilen 150 adet maya izolatinin probiyotik
potansiyellerinin arastirildig1 calismada en iyi probiyotik aktivite goteren 5 adet
secilmis mayanin hicbirinde antimikrobiyal akttivite goriilmemistir (Amorim ve ark.,

2018).

Silva ve ark. (2011); Portekiz salamura zeytinlerinden mayalarin karakterizasyonunu
yaptiklar1 ¢aligmada, 273 adet maya izole etmis ve mayalarin probiyotik aktiviteleri
iizerine incelemeler yapmislardir. Bu mayalarin antimikrobiyal aktivetelerini test
etmek i¢in; E. coli, L. monocytogenes, Salmonella enteritidis ve S. aureus
patojenlerini kullanmislardir. E. coli’ye karst S. cerevisiae nin yalnizca 1 susunda
antimikrobiyal etki, L. monocytogenes’e karst P. membranaefaciens’in 14 susundan

1 tanesinde, C. oleophila‘nin 7 susundan 1 tanesinde, S. cerevisiae’nin 10 susundan 2
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tanesinde, C. boidinii‘nin 4 susundan 1 tanesinde, 7. delbrueckii’nin 2 susundan 1
tanesinde ve C. citrea’nin 3 susundan 1 tanesinde antimikrobiyal etki oldugu
belirlenmistir. S. aureus’a karst P. membranaefaciens’in 14 susundan 2 , C.
oleophila‘nin 7 susundan 1, S.cerevisiae’nin 10 susundan 4, P. fermentans’in 8
susundan 1 ve 7. delbrueckii’nin 2 susundan 1 tanesinde antimikrobiyal etki
gozlemlenmistir. Salmonella enteritidis’e kars1 C. oleophila ‘nin 7 susundan 3
tanesinde, P. fermentans’in 8 susundan 3 tanesinde, C. boidinii’nin 4 susundan 1
tanesinde ve C. citrea’'nin 3 susundan 1 tanesinde antimikrobiyal etki tespit

edilmistir.

Calismamizda, izole edilen 106 maya izolatin1 86 tanesi 4 patojen mikroorganizma
tizerinde de zon olusturarak antimikrobiyal aktivite gdstermislerdir. Yukarda bahsi
gecen calismalarla karsilastirdigimizda, bu c¢alismada izole edilen mayalarin

antimikrobiyal etkisinin daha fazla oldugunu soyleyebiliriz.

Maya izolatlarinin safra tuzuna direnglerinin belirlenmesinde, maya izolatlari, safra
icermeyen sivi besiyeri ortamina ve % 0,3 safra eklenen besiyeri ortamlaria ayri
ayr ekilerek, 48 saat 37°C’de inkiibasyona birakildiktan sonra, maya izolatlarinin
her iki ortamdaki biiylimeleri karsilastirilmis, % 60 ve iizeri biiyiime gdsteren
izolatlar basarili olarak degerlendirilmistir. Y2, Y18, Y55, Y56, Y78 disindaki tiim
maya izolatlar1 % 60 ve iizeri etkinlik gdstermistir. Izolatlarin safra tuzu varliginda
hayatta kalma oran1 % 36,09 ile % 99,80 arasinda degisim gostermistir. En yiiksek
gelisimi Y96 kodlu maya o6rnegi gosterirken, en diisiik gelisimi Y56 kodlu maya

ornegi gostermistir.

Giirkan (2018)’in calismasinda 36 farkli kaynaktan yapilan izolasyon islemlerinde
elde edilen toplam 140 adet maya izolatinin safra tuzu varliginda gelismeleri analiz

edilmis ve tiim izolatlar pH 2,5 olan ve % 0,3 safra igeren ortamda iiremislerdir.

Bir baska ¢aligmada Silva ve ark. (2011); Portekiz salamura zeytinlerinden mayalarin
karakterizasyonunu yapmis ve izole ettikleri izolatlarin safra tuzu varliginda
gelisimlerini incelemistir. Sonug olarak; safra tuzuna direng; P. membranaefaciens’in

14 susunun 6 tanesinde, C. oleophila’nin tiim suslarinda, S. cerevisiae’nin tiim
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suslarinda, P. fermentans‘in tiim suslarinda , C. boidinii‘nin 4 susunun 2 tanesinde,

T. delbrueckii ‘nin tiim suslarinda ve C. citrea‘nin tiim suglarinda belirlenmistir.

Perricone ve ark. (2014) Altamura eksi hamurundan izole ettikleri 48 adet maya
izolatinin probiyotik ozelliklerini ve izole edilen maya izolatlarinin safra tuzu
varliginda gelismeleri incelemislerdir. Sonugta, 43 ve 50 nolu izolatlar i¢in 24
saatlik inkiibasyon sonunda ortama safra tuzunun eklenmesinin, izolatlarin hayatta

kalma oranin azalttig1 belirlenmistir.

Baska bir ¢calismada Psomas ve ark. (2003), bebek diskilarindan ve Feta peynirinden
izole edilen toplam 67 adet maya Orneginin mayalarin probiyotik ozelliklerini
incelemislerdir. Safra tuzuna direnglilik testlerinde S. cerevisiae‘nin 985 nolu susu,
T. delbrueckii‘nin 52 ve 60 nolu suslari, K. lactis‘in de 531 nolu susu ve D.
hansenii‘nin 414 nolu susunda safra tuzuna duyarlilik gozlemisler ve bu suslar

disindaki diger tiim suslarda safra tuzu varliginda da biiyiime tespit etmislerdir.

Calismamizda, 106 adet maya izolatinin hepsinde safra tuzu varliginda biiyiime
gbzlenmis olmasina ragmen, % 60 ve iizeri gelisim gostererek basarili olarak kabul
edilen maya izolati sayis1 101°dir. Izolatlarin % 95°i safra tuzu varliginda biiyiime
gostermistir. Yukarida bahsi gegen ¢alismalarla karsilastirildiginda, paralel sonuglar

elde edildigi goriilmektedir.

Hidrokarbonlara tutunma kapasitesi, hiicre ylizeyi hidrofobikligi ile iliskilidir ve
bagirsak epitel dokusuna adezyon yetenegini belirlemektedir (Kaya, 2020).
Hidrofobisite, epitelyuma tutunma olayinda tek basina yeterli bir 6zellik olmayip,

agregasyon 0zelligi ile birlikte degerlendirilmelidir (Bilginer ve Cetin, 2019).

Mayalarin hidrokarbonlara tutunma aktivitelerinin incelenmesi i¢in, p-ksilen (polar
olmayan nétral ¢oziicii), kloroform (monopolar asidik ¢6ziicii), etil asetat (monopolar
bazik ¢dziicii) kullanilmistir. Tiim ¢oziiciilerle yapilan hidrofobisite testinde % 30 ve
lizeri sonug veren izolatlar basarili olarak degerlendirilmistir. Izolatlarm p-ksilen
hidrokarbonuna kars1 hidrofobik aktiviteleri incelendiginde; Y4, Y5, Y7, Y12, Y45
(Y. lipolytica), Y47 (Y. lipolytica), Y64 (Y. lipolytica), Y68 (Y. lipolytica), Y69 (Y.
lipolytica), T74, Y77 (Y. lipolytica), Y78 (Y. lipolytica), Y80, Y83, Y85, Y88 (W
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.anomalus), Y93, Y94 kodlu maya izolatlart1 olmak iizere 106 maya 6rneginden 18
tanesi basarili bulunmustur. izolatlarin kloroforma karsi hidrofobik aktiviteleri
incelendiginde; Y4, Y5, Y7, Y12, Y45 (Y. lipolytica), Y59 (Y. lipolytica), Y64 (Y.
lipolytica), Y66 (Y. lipolytica), Y67 (Y. lipolytica), Y68 (Y. lipolytica), T74, Y77 (Y.
lipolytica), Y78 (Y. lipolytica), Y80, Y81, Y83, Y85, Y93, Y94, Y96 (W. anomalus)
kodlu izolatlar olmak iizere, 106 adet izolattan 20 tanesi basarili olarak
degerlendirilmistir. Izolatlarin etil asetat karsisinda hidrofobik aktiviteleri
incelendiginde; Y1, Y4, Y6, Y16, Y67 (Y. lipolytica), Y68 (Y. lipolytica), Y76 (W.
anomalus), Y77 (Y. lipolytica), Y82, Y83, Y84, Y86, Y87, Y88 (W. anomalus), Y89,
Y90, Y91, Y92, Y93, Y94, Y95, Y96 (Y. lipolytica), Y97 (Y. lipolytica), Y98, Y99
(Y. lipolytica), Y100 (Y. lipolytica), Y101 (Y. lipolytica), Y102 (Y. lipolytica), Y103
(Y. lipolytica), Y104, Y105, Y106 kodlu izolatlar olmak tizere, 106 adet izolatin 32
tanesi basarili olarak degerlendirilmistir. Ksilen, kloroform ve etil asetat
coziiciilerinin tiglinde de % 30 ve iizeri hidrofobik aktivite gdstererek basarili olarak
degerlendirilen izolatlar, Y4, Y68 (Y.lipolytica), Y77 (Y. lipolytica), Y83 ve Y93

kodlu izolatlardir.

Bonatsou ve ark (2018) Kalamata dogal siyah zeytin fermantasyonunda yer alan
mayalarin probiyotik potansiyelinin ve teknolojik 6zelliklerinin degerlendirilmesi ile
ilgili yaptiklar1 ¢aligmada; elde ettikleri 49 maya susunun hidrofobik maya

izolatlarinin ¢gogu % 75 ve lizeri hidrofobik aktivite gostermistir.

Italyan sizma zeytinyagindan elde edilen 11 maya susunun bazi probiyotik dzellikleri
ve in vitro probiyotik potansiyelinin arastirildigi bir c¢aligmada, maya izolatlar
referans maya S. boulardii ile mukayese edilmistir. Izolatlarm hidrofobik aktiviteleri
hekzadekan kullanilarak analiz edilmistir. C. adriatica (% 55.50) ve Yamadazyma
terventina (% 45.50) en yiiksek hidrofobiklik seviyesini gosterirken Nakazawaea
molendinolei suslar1 1926 ve 2035 ve N. wickerhamii 1885 hidrofobik aktivite
gostermemistir (Zullo ve Ciafardini, 2019).

Ananas kabugu ve kiispesinden elde edilen 150 adet maya izolatindan 50 tanesinin
probiyotik  &zelliklerinin  arastirildigt  bir ¢alismada, izolatlarin  hidrofobik

aktivitelerini test etmek icin hekzadekan ve ksilen kullanilmistir. Sonuglar, 5 izolatin
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hidrofobik oldugunu, 6zellikle en yiiksek hidrofobiklik indeksini gdsteren 9 C, 9 D
ve 14 B izolatinin heksadekan icin sirasiyla % 90,1, % 46 ve % 91,9 ve ksilen i¢in %
99.55, % 28.7 ve % 99.66) oldugunu gostermistir (Amorim ve ark., 2018).

Nijeryan tahil bazli geleneksel fermente gida iiriinlerinden izole edilen maya
suslarinin ¢ok islevli potansiyellerinin aragtirildigi baska bir ¢alismada 24 farkh
kaynaktan 154 adet maya izolati elde edilmistir. Izolatlarm hidrofobik aktivitelerinin
analiz edilmesi i¢cin hekzadekan kullanilmistir ve maya suslari hekzadekana karsi
hidrofobik aktivite (minimum% 33, maksimum %42) gostermistir (Ogunremi ve

ark., 2015).

Calismamizda 106 adet maya orneginden 5 tanesi ksilen, kloroform ve etil asetatin
iicline karst da hidrobik aktivite gostermistir. (Y4, Y68 (Y. lipolytica), Y77 (Y.
lipolytica), Y83, Y93) kodlu bu 5 maya o6rneginin ksilene kars1 gostermis oldugu
hidrofobik aktivite % 30-34,6; kloroforma kars1 géstermis oldugu hidrofobik aktivite
% 33,8- 34,29 ve etil asetata kars1 gostermis oldugu hidrofobik aktivite ise % 35- 44
arasindadir. Ksilen ve kloroforma karst en yiiksek hidrofobik aktiviteyi sirasiyla %
46,08, % 45,85 ile Y77 kodlu maya 6rnegi gosterirken, etil asetata karst en yiliksek
hidrofobik aktiviteyi % 44,1 ile Y93 kodlu maya 6rnegi gostermistir. Yukarda bahsi
gecen caligmalarla mukayese edildiginde, Bonatsou ve ark. (2018) yapmis oldugu
calismaya gore, calismamizda izolasyonu saglanan mayalarin hidrofobik
aktivitelerinin daha diisiik oldugu goézlenmis fakat diger bahsedilen calismalarla
karsilagtirma yapildiginda hemen hemen birbirine benzer sonuglar elde edildigi

belirlenmistir.

Mayalarin  antibiyotiklere = karst  diren¢  gOstermesi, probiyotik  olarak
degerlendirilmelerinde 6nemli bir etkendir. Probiyotik mikroorganizmalarin
cogunlugunu bakteriler olusturmaktadir ve diren¢ genlerinin probiyotik bakteriden
patojen bakteriye transferi onemli bir dezavantajdir. Maya ile bakteri arasinda
genetik materyal aktarimi olmadigindan, antibiyotik tedavisi sirasinda maya

kullanimi giivenli bir tercih olarak diisiiniilebilir (Amorim ve ark., 2018).
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Calismamizda maya izolatlarinin antibiyotiklere karsit direncini belirlemek igin,
eritromisin, vancomisin ve gentamisin antibiyotik diskleri kullanilmig olup bu analiz,
diger analizlerde en iyi sonu¢ veren 25 maya izolat1 lizerinde uygulanmistir. Zon
olusturmayan izolatlar, basarili olarak degerlendirilmistir. izolatlarin % 80’i hicbir
antibiyotige karsi duyarlilik gdstermeyerek basarili kabul edilmislerdir. Y13, Y43,
Y45 (Y. lipolytica), Y46 (W. anomalus), YAT (Y. lipolytica), Y51 (Y. lipolytica), Y59
(Y. lipolytica), Y61 (Y. lipolytica), Y65 (Y. lipolytica), Y69 (Y. lipolytica), Y70 (Y.
lipolytica), Y71, Y77 (Y. lipolytica), Y78 (Y. lipolytica), Y81, Y96 (Y .lipolytica),
Y97 (Y. lipolytica), Y99 (Y. lipolytica), Y101 (Y. lipolytica), Y103 (Y. lipolytica)
kodlu izolatlar basarili olarak degerlendirilen izolatlardir. Eritromisine karsi duyarl
olan sadece Y102 (Y. lipolytica) kodlu izolat,, vancomisine karsi duyarl olan sadece
Y100 (W. anomalus) kodlu izolat, gentamisine duyarli olan izolatlar ise Y66 (Y.
lipolytica), Y76 (W. anomalus), Y79 (Y. lipolytica) kodlu izolatlardir.

Ananas kabugu ve kiispesinden elde edilen 150 adet maya izolatindan 50 tanesinin
probiyotik  6zelliklerinin arastirildigi  bir c¢alismada, izolatlarin antibiyotik
aktivitelerinin analiz edilmesi i¢in, streptomisin, tetrasiklin, eritromisin,
kloramfenikol, penisilin ve ampisilin antibiyotikleri kullanilmis ve tiim izolatlar

antibiyotiklere kars1 direng gostermislerdir (Amorim ve ark., 2018).

Perricone ve ark. (2014) Altamura eksi hamurundan izole ettikleri 48 adet maya
izolatinin probiyotik 6zelliklerini inceledikleri calismada, izole edilen maya
izolatlarinin eritromisin, gentamisin, streptomisin, kloramfenikol ve tetrasiklin
antibiyotiklerine kars1 direncleri analiz edilmistir. Tiim maya izolatlarinin belirtilen

antibiyotiklere kars1 direng gosterdigi gozlemlenmistir.

Giirkan (2018)’in caligmasinda 36 farkli kaynaktan yapilan izolasyon islemlerinde
elde edilen toplam 140 adet maya izolatinin antibiyotiklere karsi direng¢lerinin analiz
edilmesi i¢in disk difiizyon yontemi ile eritromisin, gentamisin, streptomisin,
kloramfenikol, tetrasiklin diskleri kullanilmis olup, 2 giin 27°C’de inkiibasyona
birakildiktan sonra zon olusumu negatif soug¢ olarak degerlendirilmistir. Calismada

izole edilen izolatlardan 3 tanesi gentamisine duyarli ikeni diger antibiyotiklere kars1
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diren¢ gostermistir. Bu izolatlar disindaki diger tiim izolatlar, tiim antibiyotiklere

kars1 direng gostermislerdir.

Calismamiz, yukarda bahsi gecen g¢aligmalarla mukayese edildiginde, elde edilen
maya izolatlarinin antibiyotiklere kars1 gosterdikleri direncin diger caligmalarla

birbirine benzer sonuglar gdsterdigi sdylenebilir.

Maya izolatlarinin teknolojik Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla, enzimatik
aktivitelerini belirleyen testler uygulanmistir. Izolatlarmin katalaz, amilaz, proteaz ve

esteraz aktiviteleri incelenmistir.

Katalaz, hidrojen peroksitin su ve oksijene indirgenerek, ortamdan uzaklastirilmasini
saglayan bir enzimdir (Barbaros ve ark., 2019). Esteraz ve lipaz, farkli aromatik
bilesiklerin olusumunun Onciisii olan serbest yag asidi igerigini artirarak fermente

gidalarin aromatik profilini iyilestirmektedir (Ogunremi ve ark., 2015).

Calismamizda izolatlarin hepsi katalaz enzim aktivitesinde pozitif sonug gosterirken,
izolatlarin % 71,6°s1 proteaz enzim aktivitesinde, % 86’s1 amilaz enzim aktivitesinde,
ylizde 58’1 esteraz enzim aktivitesinde pozitif sonu¢ gostermistir. 106 maya
izolatindan tiim enzim aktivitesi analizlerinde pozitif sonu¢ gosteren izolat sayisi
44°tlir. Bu izolatlar; Y9, Y10, Y11, Y13,Y17, Y24, Y31, Y44, Y45 (Y. lipolytica),
Y46 (W. anomalus), Y51 (Y. lipolytica), Y42, Y59 (Y. lipolytica), Y61 (Y. lipolytica),
Y62, Y64 (Y. lipolytica), Y65 (Y. lipolytica), Y66 (Y. lipolytica), Y67 (Y. lipolytica),
Y68 (Y. lipolytica), Y69 (Y. lipolytica), Y74, Y66 (Y. lipolytica), YT7(Y. lipolytica),
Y78(Y. lipolytica), Y81, Y82, Y85, Y86, Y87, Y88 (W. anomalus), Y89, Y90, Y91,
Y93, Y96 (Y. lipolytica), Y97 (Y. lipolytica), Y98, Y99 (Y. lipolytica), Y100 (W.
anomalus), Y101(Y. lipolytica), Y102 (Y. lipolytica), Y103 (Y. lipolytica), Y104

kodlu izolatlardir.

Hernandez ve ark.’nin yaptig1 bir ¢aligmada sofralik yesil zeytinlerden izole edilmis
maya tlirlerinin enzim aktiviteleri incelendiginde, tiirlerin ¢ogunda esteraz enzim
aktivitesi belirlenirken, lipaz aktivitesi sadece birkaginda goriilmiistiir (Kara ve

Ozbas, 2013).
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Giirkan (2018)’in caligmasinda 36 farkli kaynaktan yapilan izolasyon islemlerinde
elde edilen toplam 140 adet maya izolati i¢cinden en iyi probiyotik 6zellik gosteren 48
tanesi tanimlanmigtir. Bu maya suslarinin teknolojik o6zelliklerini incelemek igin
yapilan enzimatik aktivite testinde, izolatlarin katalaz, - glikozidaz, lipaz, iireaz,
proteaz ve amilaz enzim aktiviteleri incelenmistir.izolatlarn hepsi amilaz enzim
aktivitesinde pozitif sonug verirken, lipaz aktivitesinde W. anomalus tiiriine ait suslar

pozitif sonug¢ gdstermistir.

Perricone ve ark. (2014); Altamura eksi hamurundan izole ettikleri maya izolatlarinin
enzimatik aktivitelerini test etmistir. Izolatlarin 48 tanesi katalaz enzim aktivitesi
gosterirken, 31 tanesi katalaz enzim aktivitesi gostermemistir. - glikozidaz enzim
aktivitesi sadece S. cerevisiae'da goriilmiistiir. Ureaz enzim aktivitesi 11 adet maya

orneginde goriilmiistiir.

Nijeryan tahil bazli geleneksel fermente gida iriinlerinden izole edilen maya
suslarinin aragtirildig1 bagka bir ¢alismada; 24 farkli kaynaktan elde edilen 154 adet
maya izolatinin proteaz, fitaz, lipaz ve esteraz enzim aktivitelerine bakilmistir. Maya
izolatlarin tiimiinde lipaz ve fitaz enzim aktivitesi goriilmiistiir. Proteaz ve esteraz
enzim aktivitesi yalnizca S. cerevisae ve candida tiirlerinde pozitif gézlemlenmistir

(Ogunremi ve ark., 2015).

Calismamizda maya izolatlarinin % 41.5’1 tiim enzim aktivite testlerinde ( katalaz,
amilaz, proteaz, esteraz) pozitif sonu¢ gostermistir. Yukarida bahsi gecen
caligmalarla mukayese edildiginde, calismamizda elde edilen maya izolatlarinin tiimii
katalaz enzim aktivitesi gostermistir. Bu ¢alisma ile probiyotik olarak kullanilmaya
aday mayalarin katalaz aktivitesi gibi farkli teknolojik Ozelliklere de sahip

olabilecegi gosterilmistir.

Calismamizda elde edilen mayalarin 44 tanesi 4 enzim aktivitesinin tlimiinden de
pozitif sonug¢ almasini baz alarak; bu ¢alisma ile probiyotik olarak kullanilmaya aday
mayalarin proteaz, esteraz ve amilaz aktivitesi gini teknolojik 6zelliklere de sahip

olabilecegi gosterilmistir.
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Sonug olarak ¢alismamizdan elde edilen 6nemli bulgular su sekilde 6zetlenebilir:

Geleneksel yontemlerle 1sil islem gormeden firetilmis zeytin, zeytinyagi, zeytin
ezmesi, dilimli siyah zeytin ve dilimli yesil zeytinden olusan 56 farkli kaynaktan,
106 adet maya izole edilmistir. Bu maya izolatlarinin probiyotik olma potansiyelleri
ve teknolojik oOzellikleri aragtirillmistir. Mayalarin probiyotik aktivitelerinin ve
teknolojik 6zelliklerinin incelenmesi i¢in belirli analizler yapilmistir. Tiim analizler
sonunda en iyi probiyotik ve teknolojik oOzellik gdsteren 25 adet maya Ornegi
belirlenerek molekiiler tanimlama islemi gerceklestirilmistir. MALDI-TOF MS ile
tanimlama igin indnii Universitesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’na génderilen
25 adet izolatin, 4 tanesi W. anomalus olarak tanimlanirklen, 21 tanesi Y. lipolytica
olarak tanimlanmigtir. Tani1 alan tiim izolatlarin farkli suslar oldugu g6z Oniine
alindiginda, calismamizda molekiiler tanilamai islemi gerceklestirilen 25 izolat; 4

adet W. anomalus susu ve 21 adet Y. lipolytica susu olarak belirlenmistir.

Calismamiz sonucunda, zeytin ve zeytinyaglarindan izole edilmis olan Y. lipolytica
suslart ve W. anomalus suslarinin yiiksek probiyotik 6zellik gostererek, potansiyel
probiyotik adaylar olarak degerlendirilebilecegi ortaya ¢ikmistir. Bagka bir ifadeyle
ileriki ¢aligmalarda toksikolojik 6zellikleri arastirildiktan sonra probiyotik olarak ve
gida iriinlerinde hem teknolojik hem de probiyotik olarak degerlendirilme

olanaklarini arastirmak i¢in potansiyel maya suslari elde edilmistir.

Glinlimiizde beslenmeye dayali hastaliklarin artmasi insanlarin, dogal probiyotik
gidalara olan ilgisini artirmistir. Bakteri kaynakli probiyotiklerdeki antibiyotik direncin
mayalarda goriilmemesi probiyotik olarak mayalar1 popiilaritesini artirmaktadir. Bu tip
caligmalarla endiistriyel uygulamalar icin de potansiyel probiyotik alternatiflerin

olusturulmasi saglik ve teknolojik acidan fayda saglayacaktir.
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