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Laktik asit bakterileri genelde besin degeri yiiksek olan et, sebze ve siit
irlinlerinde bulunan ve ¢evrelerin mevcut karbohidratlar1 kullanarak fermente
Urlinlerin ~ olugmasmi  saglayan  onemli  mikroorganizmalardir.  Bu
mikroorganizmalar laktik, asetik ve sitrik asit gibi 6zel bilesikler lireterek hem
fermente {irtinleri korur hem de daha saglikli ve uzun 6miirlii olmasin1 saglar. Bu
bilgiler 15181nda, bu ¢alismada Agr1 Ili'ni temsil eden 7 farkli bolgeden toplanan 14
yerel beyaz peynir 6rneginden 55 bakteri izolati elde edilmistir. Bu izolatlarin
tanimlanmasi i¢in morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal testlerin yani sira, safra
tuzu toleransi, antibiyotik duyarlilik ve antagonistik aktivite parametreleri de
yapilmistir. Molekiiler testler kapsaminda 55 1zolatin DNA izolasyonu, 16S rDNA
gen bolgesinin amplifikasyonu ve 16S rDNA gen bélgesinin dizi analizi yapilmistir.
16S rDNA gen bdlgesinin dizi analizine gore bes farkli cinse (Streptococcus,
Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc ve Lactobacillus) ait izolatlar LAB olarak
tanimlandi. Ayrica peynir yapim siire¢lerinden gecebilecek on farkli bakteri cinsi
de (Staphylococcus, Microbacterium, Phyllobacterium, Micrococcus, Hafnia,
Shigella, Serratia, Leifsonia, Stenotrophomonas ve Paenibacillus) belirlenmistir.
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SUMMARY

MASTER THESIS
ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF LACTIC ACID
BACTERIA FROM AGIR REGIONAL WHITE CHEESE
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Lactic acid bacteria (LAB), an important group of microorganisms, are generally
found in high nutritional products as meat, vegetables and milk products and enable the
formation of fermented products by using the carbohydrates present in their environment.
These microorganisms both protect fermented products and make them healthier and
longer-lasting by producing special compounds such as lactic, acetic and citric acid. In light
of this information, in the current study, 55 bacterial isolates were obtained from 14 local
white cheese samples collected from 7 different regions representing Agri1 Province. In
addition to morphological, physiological and biochemical tests for the identification of
these isolates; bile salt tolerance, antibiotic susceptibility and antagonistic activity
parameters were also performed. Within the scope of molecular tests, DNA isolation of 55
isolates, amplification of 16S rDNA gene region and sequence analysis of 16S rDNA gene
region were performed.
According to the sequence analysis of 16S rDNA gene region, isolates were belonging to
five different genera (Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus, Leuconostoc and
Lactobacillus) were identified as LAB. In addition, ten different bacterial genera
(Staphylococcus, Microbacterium, Phyllobacterium, Micrococcus, Hafnia, Shigella,
Serratia, Leifsonia, Stenotrophomonas and Paenibacillus) were determined which could
be through cheese making processes.
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1.GIRIS

Gerek gida iiretimi gerekse gida korumasi i¢in uygulanan yontemlerden biri
olan fermantasyon, uzun yillardan beri kullanilmaktadir. Genellikle gidalarin
korunmasi i¢in tuzlama, kurutma tiitsiileme gibi yontemler kullanilarak gidalarin
bozulmadan daha wuzun siire saklanmasi saglanmistir (Farnworth, 2008).
Fermantasyon yontemi ilk olarak gidalari muhafaza etmek i¢in kullanilmaya
baslanmis olsa da bir siire sonra gidalarda meydana gelen farkli aromalarin lezzeti
arttirdig1 ve gidalarin besin degerlerinin korundugu ortaya ¢ikmistir. Fermantasyon
daha sonralar et, siit ve sebze gibi gidalarin korunmasi i¢in de sik¢a kullanilmaya
baslanmigtir. Hem bitkisel hem de hayvansal iiriinlerde kullanilan fermantasyonun
farkli birgok Urlinun Uretimi igin (tursu, kasar, yogurt, sirke vb.) ortaya ¢ikmustir
(Tamang and Kailasopaty, 2010).

Laktik asit bakterileri 6zellikle siit ve siit lirlinleri basta olmak {lizere dogada
olduk¢a yaygin bulunan mikroorganizmalardir. Gida fermantasyonunda 6nemli bir
yeri vardir. Bu mikroorganizmalarin en 6nemli 6zellikleri laktozu parcalayarak
tirettikleri laktik asit sayesinde siitiin asitligini buna bagl olarak yukseltmeleridir.
Boylece bu bakteriler, rennin aktivitesini arttirarak peynir iiretiminde kullanilacak
sutte piht1 olugsmasini saglamaktadir. Olusan laktik asit yalniz pihtilagsma icin degil,
tiretilecek triiniin tat, yapi ve aromasina katkida bulunmakla raf émrini uzatarak
peynir kalitesi Gzerinde etkili olmaktadir Ayrica bakterilerin metabolik faaliyetleri
sonucu liretilen gesitli asitler (asetik, formik, siiksinik gibi) sayesinde patojenlere
kars1 koruyucu bir ortam olusmaktadir. (Vuyst et al. 2003).

Laktik asit mikroflorasinin ¢ig siit ile iretilen peynirler Gzerine olumlu
etkileri olmasmna ragmen, hijyen acgisindan siitiin 1s1l islem gormesi oldukca
onemlidir. Isil islem sonras1 dogal laktik asit florasinin etkinligi ve dolayisiyla asitlik
azaldigindan siite gerekli laktik asit bakterilerini katmak olduk¢a 6nemlidir. Laktik
asit bakterilerinin fermantasyonu ile iiretilen peynir, yogurt, kefir, krema ve tereyagi
fermente st Grtinlerine 6rnek olarak gosterilebilir.

Uretim baslangic1 en az siitiin kesfedilmesi kadar eski olan peynir, iilkemizde
sikga tiiketilen gidalardan birisi olmasi nedeniyle Tiirk mutfaginda 6nemli bir yeri

vardir. Birgok ¢esidi bulunan peynir genellikle tiretim sekillerine bagli olarak protein,
1



yag ve bakteri icerigi bakimindan farkliliklar gostermektedir. Peynire 6zgiin tat ve
aromay1 veren etken, pastorizasyon ile yok olan laktik asit bakterilerinin saf kulttr
olarak katilmasidir (Bulut, 2003; Hayaloglu vd. 2005). Peynir ¢esitleri peynirin ham
maddesi olan sltiin manda, koyun, inek ve kegi siitii gibi farklilik gostermesine bagl
olarak da degismektedir. Tum bu 6zellikler géz 6niine alindiginda, iilkemizde ve tim
diinyada bir¢ok peynir ¢esidi ortaya ¢ikmistir. En ¢ok bilinen peynirlerden beyaz
peynir, otlu peynir, tulum peyniri, kasar peynir, ililkemizde sevilerek tiiketilen
peynirler arasindadir (Dagdemir, 2006).

Turkiye‘de ekonomik olarak degerli, 6nemli bir gida olan peynir; situn
uygun enzim ya da organik asit yardimiyla pihtilastirip, olusan pihtinin siiziilerek
uygun kosullarda olgunlastiriimasiyla elde edilir. Uretimi igin her tiirlii siit cinsi
kullanilabilir. Kalsiyum ve fosfor bakimindan zengin olan peynirin 100 grami giinliik
kalsiyum ve fosfor ihtiyacimizin %10-40’1m1 karsilamaktadir (Siit ve Siit Uriinlerinin
Kalite Kontrolii, 2010). Ulkemizde iiretilen yaklasik 25 peynir ¢esidinden en gok
deger goren ve tiliketilen peynir ¢esidi beyaz peynirdir ve ekonomik degeri yiiksektir.
Yumusak yapida, hafif eksimsi ve tuzlu bir tada sahip olan beyaz peynir tiikketim
tercihi agisindan birinci siradadir (Erkmen, 2010). Bir¢ok iilkede iiretilen beyaz
peynire farkli tiretim prosesleri sonucu olusan o6zellikleri nedeniyle farkli isimler
verilmistir (Dagdemir, 2006). Onemli bir fermente sut Grinl olan beyaz peynir
bilesimindeki siit yagi, protein, laktoz, mineraller ve vitaminler gibi besin dgelerini
icermektedir. Kullanilan siitte bulunan yag oranina baglh olarak degisse de tam yagh
peynir disinda genel olarak peynirlerde %20-30 oraninda yag bulunurken, %10-30
oraninda kazeinden elde edilen protein bulundurur. Peynirde bulunan sitler
genellikle %4-5 oraninda seker bulundururlar, siit sekeri olan laktoz gogunlukla
peynir yapimi sirasinda laktik aside ¢evrilir.

Starter kiiltiirler, ticari olarak iiretilen hemen hemen tiim fermente gidalarin
onemli bir bilesenidir. Tanim olarak strater kiiltiirler, bitmis {iriinde istenen ve
ongoriilebilir degisiklikleri meydana getirmek i¢in dogrudan gida malzemelerine
inokiile edilen/agilanan mikroorganizmalardir. Starter kiiltlirler, gelismis koruma,
gelistirilmis besin degeri, degistirilmis duyusal nitelikler ve iirliniin ekonomik
degerinin atmasi gibi olgulara katkida bulunur. Fermente gidalarin ¢ogu starter kiiltiir
olmadan yapilabilse de, starter kiiltiir formunda konsantre mikroorganizmalarin
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eklenmesi, Uriinlerin tutarli bir programa gore ve belirli kalite standartlarinda
tiretilmesini saglamak i¢in bir temel saglar. Starter kiiltiir i¢in kullanilan bir diger bir
tamim ise; peynir ve fermente st Urinleri Gretiminde gerekli olan fermantasyon
sirecini ydriten mikroorganizmalardir (bakteriler, mayalar ve kiifler veya bunlarin
kombinasyonlari) (Blandino et al. 2003; Surono and Hosono, 2011; Zarzecka et al.
2020).

Geleneksel olarak iiretilen peynirlerin ¢ogunda inek, kec¢i ve koyun siitii ¢ig
olarak kullanildigindan, bu durum iiretilen peynirin hijyenden yoksun olmasina
neden olmakta ve halk sagligi agisindan tehlike olusturmaktadir. GUniimuzde peynir
cesitleri genellikle mandiralarda ya da fabrikalarda tiretilir. Fakat aile isletmelerinde
geleneksel olarak iiretilen peynirlerde yaygindir. Bu sebepten yoresel olarak Gretilen
peynirlerin mikroflorasinin kaliteli olmas1 beklenmemektedir (Hayaloglu vd. 2005).

Bu c¢aligmada; Agr ilini temsil edecek sekilde dnceden belirlenen 7 farkl
bolgeden (Hamur, Tutak, Patnos, Eleskirt, Dogubeyazit, Diyadin, Tasligay)
geleneksel olarak Gretilen beyaz peynir 6rnekleri toplanmistir. Toplanan bu
peynirlerde 67 farkli bakteri straini izole edilmistir. Daha sonra izole edilen bu
bakterileri tanilamak ve karakterize etme igin ¢esitli testler (fiziksel kimyasal,
mikrobiyolojik) yapilmistir. Yapilan c¢alismalar sonucu, 12 farkli cins tespit
edilmigtir. PCR yontemi ile 16S RNA bolgeleri gogaltilarak sekans analizi
yapilmigtir. Elde edilen sonuglar NCBI veri tabanindaki diger bakteriler ile

eslestirilerek peynir 6rneklerinde bulunan bakteriler tanilanmistir.

Sekil 1.1: Agri 11 ve ilgeleri haritas1



2. KURAMSAL TEMELLER
2.1. Beyaz Peynir

Hem besin icerigi, hem de ekonomik getirisi bakimindan siit endiistrisinin en
o6nemli Grunlerinden biri peynirdir. Birgok uzman tarafindan giinliik en az 30 gr beyaz
peynir tiketilmesi 6nerilmektedir. Peynir yag, mineral, kalsiyum, fosfor ve vitamin
bakimindan olduk¢a zengin olmasi nedeniyle cocuklarin ve yetiskinlerin
beslenmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Tirkiye’de tiiketilen peynir ¢esitlerinin
biiyiik bir kismimi beyaz peynirler olusturmaktadir (Demirci, 1988; Tarak¢i vd.
2015).

2.2. Beyaz Peynir Mikroflorasi

Peynir tiretimde kullanilan ¢ig siitiin mikroflorasi, peynir kalitesini etkileyen
en onemli faktorlerden biridir. Peynirin ana maddesi olan siit, insanlarin saglikli
beslenebilmesi i¢in yararli bir kaynaktir. Bunun yaninda bir ¢ok mikroorganizmanin
gelismesine de imkan saglayan ¢ok iyi bir besin ortamidir. Siit yeterince 1s1l islem
gormediginde igerdigi mikrofloranin biiyiik bir bolimund korur.

Geleneksel ve yoresel peynirler, {iretilen kiicilik isletmelerde temizlige yeteri
kadar hassasiyet gosterilmediginden, bu tiir peynirlerdeki mikroorganizmalar {irtiniin
bozulmasina neden olurlar. Peynirlerde bozulmaya sebep olan mikroorganizmalar
Ozellikle siit sagma, sagilan siitiin tasimas1 ve depolanma sirasinda hijyenik kosullara
yeterince uyulmamasi sonucunda siite kontamine olabilmektedir. Bu sebepten otiirti,
kontamine olmus siitlerle iiretilen peynirlerin olgunlasmasi1 beklenmeden satilmasi
ve tlketilmesi, patojen mikroorganizmalarin canli kalma olasiligi oldugundan
tiikketicinin saglig1 agisindan biiyiik risk olarak gériilmektedir. Ulkemizde peynirlerin
belirli asamalarda tiiketilmesi ve mikrobiyolojik kaliteleri iizerine ¢esitli ¢calismalar
yapilmistir. Yapilan bu calismalarin sonucunda, bu peynirlerin mikroflorasinin
kaliteli olmadig1 ve halk saglig1 agisindan risk olusturduklari tespit edilmistir (Celik
ve Uysal, 2009; Kaynar, 2011).

Peynirde bozulmaya neden olan cinsten biri olan Bacillus cinsi
mikroorganizmalar peynir yapisini bozarak, gaz, kotii tat ve koku olusumuna neden
olmaktadirlar (Cinbas ve Kilig 2005).



Peynirlere ¢esitli kaynaklardan bulagan mikroorganizmalardan peynir igin en
tehlikeli olan1 koliform grubu bakterilerdir. Koliform grubu bakteriler, siit sekerini
asit ve gaza c¢evirmektedir. Olusan bu gaz peynirin i¢ kisminda birikerek gézenekler
olusmasina sebep olmaktadir. Buda peynirlerde goriintii kirliliginin yaninda peynirin
aroma ve tadimi degistirmektedir. Peynirde koliform grubu bakterilerinin varlig
insan veya sicakkanli hayvanlardan kaynaklanmaktadir (Yaygin ve Demiryol, 1982;
Pelczar et al. 1993).

Beyaz peynir mikroflorasim1 temel olarak olusturan bakteriler laktik asit
bakterileridir.

Beyaz peynir mikroflorasini inceleyen Karakus vd. (1992) peynir Uretildikten
sonra olgunlagma baslangicinda Lactococcus lactis ssp. lactis baskin tiir olarak tespit
edilmistir. Ayrica Enterococcus faecalis, Lactobacillus plantarum Enterococcus
faecium. Lactobacillus fermentum, Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis,
Leuconoctoc lactis ve Leuconostoc mesenteroides ssp. dextranicum tirlerinin de
varligini tespit etmislerdir (Karakus vd. 1992).

Yapilan aragtirmalarda beyaz peynir florasinda Lactobacillus, Leuconostoc,
Bacillus, Staphylococcus aureus Pediococcus ve koliform grubu bakterilerin oldugu,
Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus ve Leuconostoc gibi tirlerin ise
olgunlasma boyunca baskin mikroorganizmalar oldugu goriilmiistiir (Uraz ve
Giindogan, 1998). Yapilan bir baska arastirmada ise yine beyaz peynir
mikroflorasinin  Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobasillus plantarum,
Lactobacillus casei, Enterococcus durans, Enterococcus faecium, Enterococcus
faecalis gibi bakterilerden olustugu bildirilmistir (Uraz ve Giindogan, 1998; Durlu-
Ozkaya, 2001).

Yukarida beyaz peynir mikroflorasinda bulunan bakterilere ilave olarak, siit
urinlerinde Microbacterium, Staphylococcus, Phyllobacterium, Micrococcus,
Burkholderia, Hafnia, Sphingobium, Serratia, Leifsonia, Paenibacillus,
Stenotrophomonas ve Paenibacillus gibi bakteri cinslerinin de bulundugu literatiirde
gosterilmistir (Collins et al. 1986; Gotuzzo and Cellillo, 1992; Ramos and Damasio,
2000; Hayes et al. 2001; HP. Doddamani et al. 2001; Patir vd. 2001; Serial et al.
2001; Chuayana et al. 2003; Kagkli et al. 2007; Madhaiyan et al. 2010; Elizabeth et
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al. 2015; Gopal et al. 2015; Trm¢ic et al. 2015; Sattin et al. 2016; Guzzon et al. 2017;
Okuno et al. 2018; Kamilari et al. 2020).

Beyaz peynir mikroflorasinda bulunan Microbacterium cinsi bakteriler gram
pozitif, katalaz pozitif olup basil seklindedirler (McLean and Sulzbacher, 1953). Siit,
su ve toprak oOrneklerinde bulunup bazi tiirlerinin patojen oldugu gosterilmistir
(Collins et al. 1983, Collins et al.1986, Bellassi et al. 2021). Bu cinsin sut Grlinlerinde
(Erzincan Tulum Peyniri) bulundugu yapilan bir ¢alismada gosterilmistir (Patir vd.
2001).

Beyaz peynir mikroflorasinda bulunan bir diger bakteri grubu da
Micrococcus cinsi bakteriler olup kok seklindedirler. Bu bakteriler su, toprak gibi
ortamlarda bulunabilir. Micrococcus cinsi mikroorganizmalar gram pozitif olup
yaklagik 0.5-3 pm arasinda degisen kiiresel hiicrelerdir ve tipik olarak tetrad
gorintimundedirler. Bu mikroorganizmalar katalaz pozitif, oksidaz pozitif, indol
negatif ve sitrat negatiftirler (Kocur et al.1992)

Microccus cinsi mikroorganizmalarin insanda hastalik yaptigi bilinmektedir.
19. yy’da bilinmeyen bir hastaliktan 6len askerlerin dalaklarindan Microcoocus
cinsine ait mikroorganizmalar tespit edilmistir. “Malta hummasi ve dalgali humma”
olarak adlandirilan bu hastaliktan korunma yolunun ¢ig siit kullaniminin énlenmesi
oldugu tespit edilmistir (Gotuzzo and Cellillo, 1992). Bu mikroorganizmanin siit
tirlinlerinde bozulmaya da neden oldugu da bildirilmistir (HP. Doddamani, et al.
2001). Memeli hayvan derileri Microccus cinsi mikroorganizmalarin birincil yagam
alan1 olarak kabul edilmektedir. Insan ve hayvan derilerinin yani sira sigan, rakun, at,
domuz, sigir, kopek gibi bircok hayvan derisinden bu bakteriler izole edilmistir
(Kloos et al. 1974). Micrococcus cinsine ait mikroorganizmalara ait bazi tiirler
zatiire, menenjit gibi hastaliklara yol agabilmektedir. 2004 yilinda Ingiltere Tehlikeli
Patojenler Danisma Komitesi, Micrococcus cinsini biyolojik maddeler listesinde
1.Smuf risk grubuna eklemislerdir ( Mukamolova et al. 2002; Mukamolova et al.
2006; Miltiadous and Elisaf, 2011)

Sankarankutty ve Damani, (2018)’de yaptiklar1 bir ¢aligmada siit tozundan
Micrococcus aloeverae izole etmislerdir.

Beyaz peynir mikroflorasinda bulunan mikroorganizma gruplarindan birisi de
Burkholderia cinsi mikroorganizmalardir. Burkholderia cinsi bakteriler Walter
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Burkholder tarafindan bitki koklerinde bulunmus ve bitkide g¢iiriimeye sebep
oldugundan bitki patojeni olarak tanimlanmigtir (Burkholder, 1950; Nijhuis et al.
1993).

Siit ve siit Uriinleri mikroflorasinda olan bir bagka mikroorganizma olan
Hafnia cinsi, genellikle gram negatif, zorunlu anaerob ve basil seklinde
mikroorganizmalardir. Bu cinsin {yeleri saglikli  bireylerin  diskisindan,
memelilerden, kuslardan, siirtingenlerden ve baliklardan, gida, toprak, sudan izole
edilmislerdir (Farmer et al. 1985; Ridell et al, 1995; Farmer, 2003; Kagkli et al. 2007;
Padilla et al. 2012). Hafnia cinsine ait H. alvei tlirQi toprakta, kanalizasyonda, suda
ve sutte bulunabilmektedir (Farmer et al. 1985; Ridell et al. 1995; Farmer, 2003). H.
alvei insanlarda gastroenterit, septisemi ve idrar yolu enfeksiyonlari ile
iliskilendirilmistir (Albert et al. 1991; Albert et al. 1992; Delbés-Paus et al. 2013).
Bu bakteriler klinik izolasyonlarda Serratia ve Enterobacter cinsleriyle benzerlik
gostermektedir (Holt et al. 1994).

Yapilan ¢alismalarda Serratia marcescens turlerinin siti kontamine ettigi
goriilmistiir (Hayes et al. 2001; Ramos and Damasio, 2000; Serial et al. 2001). Beyaz
peynir  mikroflorasinda ~ bulunan  Serratia  cinsi mikroorganizmalar
Enterobacteriaceae ailesinin bir Uyesidir. Serratia cinsinin habitati ile ilgili kesin bir
bilgiye sahip olunmamakla beraber bazi tiirleri su, toprak, bitki, memeli ve hasta
insan orneklerinden izole edilmislerdir (Farmer et al. 1985). insanda hastalik yapan
tiirleri bulunmaktadir. Klinik 6rneklerden izole edilen tiirler olmasina ragmen S.
marcescens insanda patojen 6zelligi bilinen tek tlriddr (Farmer et al. 1985; Gill et
al. 1981).

Serpil BOLAT tarafindan 2006 yilinda yapilan bir tez ¢aligmasinda beyaz
peynir 6rneklerinde 1 izolatin Serratia plymuthica, 5 izolatin Serratia grimesii ve 6
izolatin H. alvei oldugu tespit edilmistir.

Beyaz peynir mikroflorasinda bulunan Sphingobium cinsi mikroorganizmalar
gram negatif, aerobik, hareketsiz, spor olusturmayan mikroorganizmalardir,
genellikle topraktan izole edilmislerdir ve bu cinse ait bakteriler, aromatik bilesikleri
katabolize etme yetenegine sahiptirler (Lee et al. 2015). Sphingobium cinsi
mikroorganizmalar aslinda Sphingomonas cinsi mikroorganizmalarin 4 ana alt
tirinden biridir. Sphingomonas sensu stricto, Sphingopyxis ve Novosphingobium
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diger 3 alt tiirtidiir (Takeuchi et al. 2001). Kamilari ve arkadaslarinin 2020 yilinda
keg¢i siitii lizerine yaptig1 bir ¢alismada siitten Sphingobium cinsine ait tirleri izole
etmistir (Kamilari et al. 2020 )

Siit triinlerinde bulunabilen bir diger bakteri cinsi ise Phyllobacterium’dir.
Bu cinsin tyeleri gram negatif, aerobik solunum yapan, oksidaz ve katalaz aktivitesi
olan mikroorganizmalardir (Lambert et al. 1990). Elizabeth ve arkadaslarinin 2015
yilinda yaptig1 bir ¢alismada kegi siitiinde Phyllobacterium cinsi mikroorganizmalara
rastlamistir (Elizabeth et al. 2015). Leifsonia cinsi de sut driinlerinde bulunabilen bir
bakteri thrtdur (Schirmer et al. 2013). Bu cinse ait tiirler sar1 renkli, gram pozitif,
aerobik, hareketli, kisa ¢ubuk seklindedirler. Bu cinsin lyeleri siit ve toprak
Orneklerinden izole edilmislerdir (Madhaiyan et al. 2010).

Beyaz peynir mikroflorasinda bulunan bir baska mikroorganizma
Stenotrophomonas cinsidir. Hugh et al. tarafindan (1958) tanimlanan
Stenotrophomonas cinsi, gram negatif, non- fermantatif, aerobik, basil seklinde,
katalaz iiretebilen, genellikle oksidaz negatif mikroorganizmalardir. Bu cinsin tek
uyesi Stenotrophomonas maltophilia tiiriidiir (Diilger ve Berktas 2007). 1961 yilinda
Pseudomonas maltophilia, 1983 yilinda, Xanthomonas maltophilia, 1993 yilinda ise
Stenotrophomonas maltophilia olarak olarak adlandirilmistir (Suilen and Pittet,
1999) Sularda, toprakta, bitkiler ve hayvanlarin yani sira insan digkisinda da sikc¢a
rastlanan bakterilerdir ve hastanelerin yogun bakimlarindan en ¢ok izole edilen gram
negatif mikroorganizmalardir. Inek ve koyun siitiinde, pastérize siitte, dondurulmus
gidalarda bulunabilir. Stenotrophomonas maltophilia ayrica balik, tavsan, kertenkele
ve kurbaga diskisinda, yilanlarin barsaklarinda, laboratuvar deney hayvanlarinin
bagirsaklarindan da izole edilmistir (Ayding6z vd. 2006; Kandemir, 2007). Sut
orneklerinde, peynirde, pastorize sltte Stenotrophomonas cinsi mikroorganizmalara
rastlanmistir (Okuno et al. 2018).

Beyaz peynir mikroflorasinda bulunan bir diger bakteri olan Paenibacillus
cinsine ait tiirler gram pozitif mikroorganizmalardir. Cesitli kaynaklardan
(insanlardan, hayvanlardan ve bitkilerden) izole edilebilirler. Genellikle toprakta
bulunan bu mikroorganizmalar bitki kokleriyle iliskilendirilmistir (Ohkuma et al.
2003) Baz tiirleri omurgasiz hayvanlar ve bal arilari i¢in patojenken insanlar igin
firsatc1 patojenler olarak degerlendirilirler (Morrisey et al. 2015). Paenibacillus cinsi
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mikroorganizmlalar, drettikleri enzimler nedeniyle sit ve sut trtinlerinde bozulmaya
yol agmaktadir. Bir¢gok Paenibacillus susu + 4 °C’de iyi gelismekte ve 10 giin
bekledikten sonra ¢ig siitteki bakterilerin %95’ini olusturabilmektedir (Gopal et al.
2015). Paenibacillus tarafindan iiretilen enzimler farkli bir¢ok endiistriyel alanda
biyoteknolojik olarak kullanilirken; lipazlar, fosfolipazlar ve proteazlar, siit
urinlerinin dokusunu ve lezzetini olumsuz yonde etkilemektedir. Ancak, sut
iirlinlerinden izole edilmis tiim suslarin bu enzim aktivitelerine sahip olmadiklar
gozlenmistir. Paenibacillus stellif Paenibacillus lucanolyticus, Paenibacillus
amylolyticus, Paenibacillus. lactis, Paenibacillus lentimorbus, Paenibacillus
peoriae, ve Paenibacillus odorifer, sitten izole edilen Paenibacillus turleridir
(Trm¢i¢ et al. 2015; Sattin et al. 2016).

2.3. Beyaz Peynirde Bulunan Patojen Mikroorganizmalar

Beyaz peynir, iiretimi sirasinda ya da tiretim sonrast olgunlagsma siirecinde
patojen bakteriler ile kontamine olabilmektedirler. Ozellikle ¢ig siitten iiretilen beyaz
peynirlerde patojen bakterilere daha c¢ok rastlanilmaktadir (Leuschner and
Boughtflower, 2002).

Karakus ve Alperden’in (1992) beyaz peynir mikroflorasi lizerine yaptig1 bir
aragtirmada  Staphylococcus,  Enterococcus,  Micrococcus  cinsine  ait
mikroorganizmalara rastlanmistir.

Yapilan bagka bir arastirmada ise peynir {retimi sirasinda Shigella,
Escherichia coli Staphylococcus aureus, Yersinia sp., Aeromonas sp., gibi
patojenlerle kontamine olabildigi ve Listeria monocytogenes ve Salmonella spp.’in
tiretim sirasinda canli kalabilecegi rapor edilmistir (Freitas-Almeida et al. 2002).

Patojen mikroorganizmalarin peyniri kontamine etmesi sonucu, peynir
yapisal  Ozelliklerininin ~ bir  kismimm1  kaybedebilmektedir.  Ayrica  bu
mikroorganizmalar tarafindan kontamine edilen peynirler tiiketildiginde, gida
zehirlenmeleri gorulebilmektedir. Goriilen bu gida zehirlenmelerinin ana kaynaginin
E. coli oldugu bilinmektedir, bunun yani sira Stafilokok, Salmonella, Streptokok
tarleri ile Bacillus cereus suslarmin da etkisi oldugu bildirilmistir (Karakus ve

Alperden, 1992). Ayrica Salmonella spp., Listeria spp., Shigella, Brucella spp.,



Staphylococcus aureus ve enteropatojenik bir mikroorganizma olan E. coli, peynirde

rastlanan 6nemli patojenlerin arasindadir (Keskin vd. 2006).

2.3.1. Koliform grubu bakteriler

Enterobacteriaceae ailesi icinde olan koliform grubu bakteriler genellikle,
Gram negatif fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, laktozdan asit ve gaz olusturan
basillerdendir. Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes,
Klebsiella pneumoniae ve E. coli koliform grubunda yer almaktadir. Gida
mikrobiyolojisi agisindan 6nemli olan bu mikroorganizmalarin gidalarda bulunmasi
pek tercih edilmemektedir. Koliform grubunda yer alan bu mikroorganizmalara ¢ogu
gida hammaddesinde rastlanmaktadir ve koliform mikroorganizmalarin gida
maddelerinde bulunmasi; kotii hijyen kosullarinin, yetersiz pastorize islemlerinin bir
sonucudur (Cakir, 2000a). Insanlarin ve bazi hayvanlarm alt sindirim sistemlerinde
bulunan koliformlar ‘fekal koliform’ olarak tanimlanmaktadir ve digki kdkenli olup
genellikle E. coli’yi kapsamaktadir. Enterobacter aerogenes ve Klebsiella
pneumoniae nin de fekal olanlar1 bilinmektedir. Koliform grubunun kalan diger
uyelerinin kokeni toprak ve bitkiler de olabilmektedir. Herhangi bir 6rnekte fekal
koliform veya E. coli bakterilerine rastlanilmasi, bu 6rnege herhangi bir sekilde disk1
bulastig1 anlamina gelmektedir. Bagirsak kokenli olan Shigella ve Salmonella gibi
patojenlerin de bulunabileceginin bir gostergesidir. E. coli fekal kontaminasyonun
oldugunun 6nemli bir gdstergesi olmasinin yani sira, genetik yapist en iyi bilinen
canlt olmasiyla da bilinmektedir. Suslarmin tiimii zararli olmayan bu
mikroorganizmanin, patojen olan tiirleri insanlarda ve hayvanlarda ishale, menenjite,
enfeksiyonlu yaralara ve bir¢ok immiinolojik hastaliklara neden olabilmektedir
(Uraz- Giindogan, 1998). E. coli’nin O157:H7 susu, bu hastaliklardan en sik izole
edilen sus olarak bilinmektedir (Cakir, 2000b). E. coli’nin inaktif suslari
hareketsizdirler, glukozdan gaz olusturmazlar, laktozu fermente edemezler. Bu

ozellikleri ile inaktif suslar Shigella cinsine daha yakindirlar (T6reci, 2002).

2.3.2. Salmonella

Enterobacteriaceae familyasina iiye olan Salmonella gram negatif,

kapsilsuz, fakiltatif anaerob, oksidatif ve fermentatif metabolizmaya sahip, glukoz
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ve diger karbonhidratlardan asit olusturabilen, nitrati nitrite rediikte eden, iireaz,
indol, ornitin ve lizin dekarboksilasyon testleri negatif sitrattan karbon kaynagi
olarak yararlanan basillerdir (Carmo et al. 2002).

Mikrobiyal gida zehirlenmelerinde diinyada en sik rastlanan hastaliklardan
biri olan salmonelloz, Salmonella cinsi bakteriler neden olmaktadir. Salmonellalar
insanlarda gastroenterite sebep olabilmektedir. Bu patojenlerin sebep oldugu
gastroenterit 6lumle bile sonuclanabilmektedir. Literatiire gére Salmonella, ABD’de
bir yilda 2-4 milyon kadar vakaya sebep olabilmektedir. Salmonella’nin en gok izole
edildigi gida maddeleri, kiyma, yumurta, siit ve tirlinleri, kiimes hayvanlarindan elde
edilen etler ve sosis gibi hayvansal trunler gelir (Usta Celebi, 1999). St ve sit
urtinlerinden  Salmonella’yr bertaraf etmek i¢in en c¢ok kullanilan yontem
pastorizasyondur. Pastorizasyon islemi sonucu, ¢ig siitte bulunabilecek Salmonella
bakterileri yok olabilmektedir (Jay, 1992). Salmonella, istisnai durumlar disinda
pastorizasyon islemi ile kolayca oldiiriilebilmesine ragmen, kurumaya, donmaya,
kuru ve soguk ortama dayanabilen en gii¢lii patojenlerden biridir. Bu sebepten otiirii
yetersiz ve dogru yapilmayan pastorizasyon uygulamalar1 sirasinda Salmonella,
peynir yapimi sirasinda gelisebilmekte ve olgunlagma sirasinda 60 giinden daha uzun
stire canli kalabilmektedir. Salmonella’nin yasam siiresini kisaltan unsurlar
olgunlagma ve depolamada sicakligin ytikseltilmesidir. pH ve starter kiiltiir aktivitesi

de Salmonella’nin peynirde yasam siiresini etkileyen unsurlardandir (Unliitiirk,
1998).

2.3.3. Staphylococcus

Micrococcaceae familyasina ait Staphylococcus cinsi mikroorganizmalar,
Gram pozitif, hareketsiz, kapsiilsiiz, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan ve katalaz
pozitif bakterilerdir. Staphylococcus tirleri tekli hucreler, ikili hucreler, dortli
hiicreler veya kisa zincirler olusturarak isimlerini bu hicrelerin dizilimlerinden
almaktadirlar (Tiikel ve Dogan, 2000).

Staphylococcus cinsine ait S. aureus tiirii yapisinda bol miktarda tirozin,
glutamik asit, lisinaspartik asit bulunduran ve 1s1l iglemlere karsi olduk¢a dayanikli
bir enterotoksin (retebilmektedir (Holeckova et al. 2002). Stafilokokal

enterotoksinler’lerin (SE) 100 °C’de 10 dakika 1s1l islem gordiikten sonra aktiviteleri
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%50 oraninda korunurken, 121 °C’de 1-2 dakika gordiigii 1s1l islemden sonra inaktif
hale  geldikleri yapilan ¢alismalarla  belirlenmistir  (Yaygm,  1998).
Staphylococcus’un 32 tane alt tiiriiniin oldugu bilinmektedir. Bunlardan
Staphylococcus epidermis hastanelerin  kliniksel uygulamalarda kullanilan
ekipmanlarla dolasim ve bosaltim sistemini enfekte etmektedir (Mack et al. 2013).
Staphylococcus cinsinin bir diger iiyesi olan S. aureus et ve siit iiriinleri, balik ve
patates gibi protein ve nisasta bakimindan zengin gidalarda gelisebilmektedir.
Hijyenik sartlarda iiretilmeyen ve saklanmayan gidalarin tiiketilmesi, stafilokokal
zehirlenmeye sebep olabilmektedir (Holeckova et al. 2002). Siit Grlinlerinden peynir
S. aureus zehirlenmelerinin en sik rastlandig1 gida iirtiniidiir (Demirel ve Karapinar,
2000). Pastorize edilmeyen ¢ig siitlerin islenmesi veya pastorize edilmis siitiin
kontaminasyonu, yetersiz starter kiltir aktivitesi veya starter kultlriin aktivite
gosterememesi, bu tiir siitlerin islenmesi ve depolanmasi sirasinda uygun olmayan
sartlar sebebiyle peynir tiiketiminden kaynakli stafilokokal gida zehirlenmeleri

diinya tizerinde sik¢a karsilasilan 6nemli bir problemdir ( Rodrigues et al. 2017)

2.3.3. Listeria

Listeria tiirleri Gram pozitif, yuvarlak kapsiilsiiz, spor olusturmayan ve
fakiiltatif anaerob olan basillerdir. 6 tane flagellas1 olan Listeria’nin hareketliligi
gelisme sicakligina bagli degisebilmektedir. Optimal tireme sicakliklar1 30-37 °C
olan bakteri 30 °C’nin {izerindeki sicakliklarda hareketsizdir (Rocourt, 1994). 7 tiiri
bulunan Listeria’nin sadece L. monocytogenes tirli patojen 6zellik gostermektedir.
L. grayi, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri, L. murrayi ve L. ivanovii tiirleri insan
patojeni degildir (Pintado et al. 2005). Dogada olduk¢a yaygin olarak bulunan
Listeria cinsi mikroorganizmalara, ozellikle toprak, su, ¢lirlimiis sebze ve
meyvelerde, taze ve iglenmis et liriinleri, mezbaha artiklar1 yumusak peynirler, silaj,
lagim, hayvan yemi, ¢ig siit gibi 6rneklerde sikca rastlanilmaktadir. Patojen olan L.
monocytogenes bilinen en énemli gida kaynakli patojenlerdendir. L. monocytogenes,
bagisik yanit olusturamayan hastalar basta olmak {izere, hamile kadinlar, yashlar ve
cocuklarda oOlime kadar gidebilen hastaliklara sebep olabilir. Bu enfeksiyona
listeriosis ad1 verilir. Bu enfeksiyon diger gida kaynakli patojenlerin neden oldugu

hastaliklardan farkli olarak ishal seklinde degil de menenjit veya hamile kadinlarda
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erken dogum gibi atipik sekillerde goriiliir (Rocourt, 1994; Sar1 Mehmetoglu, 1995;
Jayaro and Henning, 2001)

2.4. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri ilk olarak Rus bilim adami Elie Metchnikoff tarafindan,
20. yy sonlarinda siitte pihtilasmaya yol agan bakteriler olarak tanimlanmistir. Laktik
asit bakterileri (LAB) olarak isimlendirilmiglerdir. Daha sonra bu bilim adamu siit
{iriinleriyle yaptig1 bir ¢alisma ile Nobel Odiilii almistir (Tamime et al. 1980). Daha
Onceleri ‘siit eksitici organizmalar’ olarak bilinen laktik asit bakterilerinin ilk saf
kiltiirti, Joseph Lister tarafindan 1873’te elde edilen ‘Bacterium lactis olmakla
birlikte elde edilen bakterinin Lactococcus lactis oldugu diisiiniilmektedir (Salminen
and Von Wright, 2004). LAB’leri gelisimleri i¢in mutlaka karbohidrat, amino asit,
peptid, niikleik asit tlirevleri ve vitaminlere ihtiya¢ duyarlar ( Kivang ve Erikei,
2018).

Laktik asit bakterileri karbonhidrat fermantasyonu sonucu son Urln olarak
laktik asit iireten ¢ok Onemli mikroorganizmalardir. Genel olarak laktik asit
bakterileri gram pozitif, katalaz ve oksidaz negatif, cubuk ya da kok seklinde
hareketsiz ve Sporolactobacillus inulinus disinda spor olusturmayan, diisiik pH (3.0-
4.0) ve tuz konsantrasyonlarinda yasamlarini siirdiirebilen bir mikroorganizma
grubudur. Fermentasyon sonucu laktik asit iireten bu bakteriler sitokromlari olmadigi
icin sadece substrat diizeyinde fosforilasyon yaparak enerji elde edebilmektedirler
(Burgain vd. 2014). Laktik asit bakterilerine toprakta ve suda hemen hemen hic
rastlanilmazken; siit ve siit iirlinleri basta olmak iizere, et ve sebzeler gibi gida
maddelerinde, agizda, insan ve hayvanlarin bagirsak sisteminde rastlanilmaktadir.
Sindirim sisteminde 6nemli rol oynayan laktobasiller, gastrointestinal sistemde
kolonilesmektedirler ( Pfeiler and Klaenhammer, 2007). Laktik asit bakterileri
gidalara ve yemlere eklenerek insan ve hayvan tiiketimi icin probiyotik olarak ta
kullanilmaktadirlar (Gerritse et al. 1990). Bu mikroorganizmalar disiik (G+C)
guanin, sitozin icgeriklerine sahiptirler. Genom buyuklukleri (Oenococcus oenti)
1.8Mb ile 3.3Mb (Lactobacillus plantarum) arasinda degismektedirler (Pfeiler and
Klaenhammer, 2007).
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Laktik asit bakterileri geleneksel olarak bazi gidalarin ve igeceklerin
fermantasyonu i¢in  starter  kiiltiirler olarak  kullanilmaktadirlar.  Bu
mikroorganizmalar lezzet ve aromaya katkida bulunurken ayni zamanda iginde
bulunduklar1 {iriinlerin bozulmasini da geciktirirler. Yiyeceklerde bulunan starter
kalturler Grettikleri laktik asit, hidrojen peroksit, asetik asit, bakteriyosinler gibi
antimikrobiyal sayesinde gidalarin korunmasina katkida bulunmaktadirlar
(Holzapfel et al. 2001).

Genel olarak fermente gidalarda bulunan laktik asit bakterilerinin cinsleri;
Enterococcus, Carnobacterium, Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc, Tetragenococcus, Oenococcus, —Streptococcus, Weissella ve
Vagococcus oldugu ifade edilmektedir (Rattanachaikunsopon and Phumkhachorn,
2010).

2.5. Laktik Asit Bakterilerinin Siiflandirilmasi

Mikrobiyolojinin hentiz bir bilim dali olarak o6ne c¢iktigi zamanlarda
mikroorganizmalarla ilgili ¢alismalarin ¢ogunlugunun laktik asit bakterilerinin
tizerinde yapildig1 bilinmektedir (Holzapfel and Wood, 2014).

Laktik asit bakterilerinin siniflandirilmas1 da diger mikroorganizmalarin
simiflandirilmasi gibi morfolojik ve biyokimyasal yontemlere gore yapilmistir (Stiles
and Holzapfel, 1997). Fermantasyonla olusturduklar1 son iiriinlerin cinsi ve miktarina
gore homofermantatif ve heterofermantatif olarak iki gruba ayrilmiglardir (Pot et al.
1994; Klein et al. 1998). Homofermantatif yolla fermantasyon yapan laktik asit
bakterileri Fruktoz Di Fosfat yolu ile glukozu pargalayarak %95-100 oraninda laktik
asit Uretmektedir. Heterofermantatif yolla laktik asit Ureten laktik asit bakterileri ise
glukozu heksoz mono fosfat yoluyla parcalayarak, etanol, gliserol, asetik asit, CO2,
fruktoz, mannitol ve % 50 laktik asit Gretmektedir (Wood and Holzapfel, 1995; Klein
et al. 1998). Karbonhidrat kaynagini piirivat {izerinden enerji saglamak ve redoks
dengesini kurmak igin laktik aside doniistiiren homofermantatif laktik asit bakterileri
tereyagl, kefir, yogurt vb. gidalarin kendilerine has tatlarinin olugmasini
saglamaktadir (Kleerebezem et al. 2000).

Eskiden Laktik asit bakterilerinin taksonomik siniflandirmasinin temeli

fizyolojik ve morfolojik Ozelliklerinin incelenmesine dayanilarak yapilmaktaydi.
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Fizyolojik ve morfolojik Ozelliklerine ek olarak, farkli sicakliklarda, tuz
konsantrasyonlarinda, pH degerlerinde gelisimleri ve karbonhidrat katabolizmasi
gibi metabolik/biyokimyasal 0Ozellikler gibi, fenotipik 6zellikleri de LAB’larin
smiflandirilmasi i¢in kullanilmaktaydi (Mohania et al. 2008). Fakat geleneksel olarak
kullanilan bu methodlarin giinlimiizde LAB’larin siniflandirilmasinda yeterli
olmayacag1 goriilmUstiir. LAB’lerinin fenotipik 06zelliklerinden yararlanilarak
yapilan smiflandirilmada tiir ayrimi yapilamadigindan molekiiler biyoloji
tekniklerine dayanan metotlar kullanilmistir. Tiirler aras1 siniflandirma i¢in en uygun
olan molekiiler temelli yontemler ¢ogu zaman yalniz niikleik asit seviyesindeki

analizler, siniflandirma sorunlarini ¢6zmektedir (Salminen and Von Wright, 2004).

Tablo2. 1: Lab’larin temel farkli 6zellikleri (Axelsson, 2004).

. TEK
CINS FERMENTASYON .
HUCRE

Streptococcus Homofermantatif Kok
Lactococcus Homofermantatif Kok
Leucoostoc Heterofermantatif Kok
Enterococcus Homofermantatif Kok
Pediococcus Homofermantatif Kok
_ Kok-

Vagococcus Homofermantatif )
basil

) Hem homofermantatif, hem ]
Lactobacillus _ Basil

heterofermantatif

Carnobacterium Heterofermantatif Basil
Aerococcus Homofermantatif Kok

2.6. Laktik Asit Bakterilerinin Karakterizasyonunda Kullanilan Ozellikler

Laktik asit bakterilerinin karakterizasyonu i¢in yillardir ¢esitli yontemler
kullanilmaktadir. Laktik asit bakterileri genel hatlariyla genotipik, fenotipik ve
molekiiler olarak farkli yontemlerle karakterize edilebilirler. Gegmis yillarda

teknolojinin fazla gelismis olmamasindan dolay1r sadece morfolojik veya fiziksel
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yontemler kullanilmigtir. Laktik asit bakterilerinin karakterizasyonunda kullanilan
morfolojik yontemler; gram boyama, endospor boyama, hareketlilik testi, fizyolojik
yontemler; mikroorganizmanin gelisebildigi tuz konsantrasyonunun belirlenmesi,
optimum sicakligin belirlenmesi, pH araligmin belirlenmesi, gelisebildigi
biyokimyasal yontemler; glukozdan gaz Uretimi, oksidaz testi, katalaz testi,
arjininden amonyak tretimidir. Laktik asit bakterilerinin tanilanmasinda BIOLOG,
API (BioMérieux), Enterotube (Roche), MicroScan (Dade Behring), Phoenix (BD)
veya CRYSTAL Api (BBL) gibi tanilama Kkitleri ile fenotipik analizler de
yapilabilmektedir.

Fenotipik analiz yontemleri laktik asit bakterilerini tanilanmasinda g¢ok
kullanish olsa da farkli bakteri gruplari arasindaki evrimsel iliskiyi 6grenmede
benzer genotip gosteren turler arasinda hatali sonuglar alindig1 bilinmektedir. Bu
nedenle molekdler yontemler, fenotipik yontemlere goére daha dogru siniflandirma ve
ayrim yapma kapasitesine sahiptir (Mc Cartney, 2002). Yaygin kullanilan genotipik
yontemlerden bazilari PCR-RFLP (PCR {rlnu restiriksiyon fragment uzunluk
polimorfizmi) 16S rRNA analizi, genomik parmak izi analizi, filogenetik analizidir
(Kolbert and Persing, 1999). Kullanilan genotipik yontemler igerisinde sagladigi
avantajlar nedeniyle uzun yillardan beri en sik kullanilan yontem 16 S rRNA gen
bolgesinin analizidir. Bu analizde kullanilan hedef genin fonksiyonu evrim boyunca
degismemis veya ¢ok az degisiklige ugramistir. 16S ribozomal RNA (rRNA) dizileri,
mikrobiyoloji ve molekiiler evrimde, mikroorganizmalarin taksonomik
siiflandirmas: ve filogenetik analizi i¢in glivenilir bir yontem olarak yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. 16S geninin biiytikliigii yaklasik olarak 1550 bp’dir. Bu gen
bakteriyel ribozomun 30S alt biriminin RNA tamamlayicisint kodlar. Tim
bakterilerde ortak olarak bulunan 16S rRNA, mikroorganizmalarin tiiriinii belirlemek
icin 9 degisken bolge bulundurur. Degisken bu bolgeler korunmus bolgelerle
¢evrelenmistir. Bu korunmus bolgeler evrensel primerler kullanilarak, hedef dizilerin
PCR’1 yapilmaktadir. Fakat bakterilerin tirtint belirlemek igin en uygun primerleri
belirlemek oldukca 6nemlidir (Srinivasan et al. 2015).

16S rRNA gen dizisisi ilk kez 1985 yilinda kullanilmistir (Baker et al.
2003;Wang and Qian, 2009) Bu gen dizisinin kullanimi sadece tiir tanimlama i¢in
degil, tiirler aras1 filogenetik iligkiyi belirlemek icin de olduk¢a onemlidir. 16S
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geninin kullanimindaki avantajlar; genin yeterince korunmus olmasi, analiz i¢in
yeterli kadar bilgiye sahip olmast bu genin bitun bakterilerde olmasi,
sekanslanmasinin nispeten kolay olmasi, hizli ve giivenilir tanimlama saglamasidir

(Clarridge, 2004)
2.7. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Ozellikleri

Laktik asit bakterileri dogada yaygin olarak bulundugundan dolay1, ¢cogu gida
maddesinde bulunabilmektedir. Ozellikle fermente gidalarda bulunan Laktik asit
bakterileri gidalarin korunmasi i¢in olduk¢a Onemlidir. Fermente gidalarin bu
yontemle korunmasi en eski gida muhafaza yontemlerinden birisidir. Tiim diinyada
yaygin olarak tiiketilen farkli sebzelerden iiretilen tursular ve fermente et iiriinleri
laktik asit fermentasyonu ile Uretilmekte ve muhafaza edilmektedir. Genellikle sut,
laktik asit bakterileri ile eksi siit, yogurt, peynir, tereyagi gibi fermente st triinlerine
islenmektedir. (Andersson, 1989; Kivang ve Erikei, 2018). Laktik asit bakterileri
karbonhidrat1 fermente ederek bulunduklar1 ortamda pH diisiisiine neden olan laktik
asiti Uretmektedirler. pH diismesiyle, ortamin asitliginin arttirdig1 i¢in peynir alti
suyunun kolay bir sekilde salinmasini ve gidalarin raf Omriiniin uzatarak gida
giivenligini saglamaktadir (Ross et al. 2000). Peynir mayasi olarak kullanilan
preparat siit pihtilagtirici enzim kaynagidir ve kazeinin yikimindan sorumludur.
Starter kiiltlir olarak tanimlanan bu preparat peynir ve diger fermente gidalarin
kalitesi, lezzeti ve aromasina peynirde bulunan proteinler ve aminoasitler kadar
katkida bulunur (Wouters et al. 2002). Cesitli gidalarin dogal mikroflorasinda
bulunan veya starter kiiltiir olarak kullanilan cogu laktik asit bakterisinin, gida
kaynakl1 patojen mikroorganizmalara veya gidalarin yapisinda ve tadinda bozulmaya
neden olan mikroorganizmalara kars1 antagonistik aktivite gosterebildikleri
bulunmustur (Schillinger and Liicke 1989; Davidson and Hoover 1993).

Laktik asit bakterileri karbonhidrat kaynaklarin1 fermente ettikten sonra bazi
organik asitler (laktik asit ve asetik asit) iiretebilmektedir. Gida mikroflorasinda
bulunan ¢ogu mikroorganizma iiretilen bu organik asitlere ve asitlik sonucu diisen
pH’ya kars1 oldukca hassastir. Aerobik gelisme sirasinda Laktik asit bakterileri
tarafindan iiretilen Hidrojen peroksit (H202) ¢ogu mikroorganizma tizerinde inhibit6r

bir etki gostermektedir. Laktik asit bakterileri tarafindan {iretilen antimikrobiyal
17



Ozellikli proteinler olan bakteriosin veya bakteriosin benzeri metabolitler de Laktik
asit Dbakterileri ile yakin iligkili mikroorganizmalar {izerine inhibitdr etki
gostermektedir. Alkol, karbondioksit ve diasetil gibi metabolitlerde Laktik asit
bakterileri tarafindan iiretilen metabolitlerden olup bazi mikroorganizmalar {lizerine
inhibitor etki gosterebilmektedir. Laktik asit bakterileri bu mekanizmalarla diger
mikroorganizmalara karsi antagonistik aktivite gostermektedir (Andersson 1989;
Kivang ve Erikei, 2018).

Laktik asit bakterileri laktik asit ve asetik asit disinda inhibitér maddeler
Uretme yetenegine de sahiptirler. Bu maddeler organik asitler, serbest yag asitleri,
formik asit, hidrojen peroksit, diasetil, 2-3 bitandiol, etanol, amonyak, asetoin,
asetaldehit, bakteriyolitik enzimler, benzoat, bakteriyosinler, antibiyotikler,
ketoglutarik ve melonik asit genis bir mikroorganizma grubu iizerine antagonistik
olduklarindan gida kaynakli birgok patojene karsi korucu aktivite gosterirler
(Schillinger and Licke 1989; Jay 1992; Juven et al. 1992). Laktik asit bakterilerinin
karakteristik fermentasyon iirlinii olan asetik asit ve laktik asit ortamin pH’sim
diisiirerek bozulmaya sebep olan ve patojen mikroorganizmalari inaktive etmektedir.
Asetik asit ¢oziiniirliglinlin yiiksek olmasi sebebiyle laktik asitten daha fazla etki
etmektedir. Laktik asit bakterilerinde laktik asit Uretimi, aldolaz ve triozfosfat
izomeraz enzimlerine sahip olmayanlar yani heterofermentatif ve aldolaz enzimine
sahip olanlar yani homofermentatif yolla olmak suretiyle iki farkli yolla
gergeklesebilmektedir. Laktik asit olusumu stt Grunlerinin antimikrobiyal 6zellige
sahip olmasmi ve mikrobiyal kaynakli gida bozulmalara karsi siitiin ve siit
urtinlerinin daha direngli olmasini saglamaktadir (Holzapfel et al. 1995; Kilig, 2001).
Ayrica, birgok mikroorganizmanin sporlari ve vejetatif hiicrelerine kars1 6ldiirticii bir
etkiye sahip olan H20O, LAB tarafindan laktat, piirivat, oksijen ve NADH varliginda
sentezlenmektedir. Yuksiz olan H202 hiicre igine kolayca girebilmektedir. Bu
nedenle, HoO2’nin bakteriler, bakteri sporlari, kiifler, mayalar ve viriisler iizerinde
antagonistik aktivitesi oldugu bilinmektedir (Russel et al. 1992; Holzapfel et al.
1995). Diasetil ve asetaldehit Streptokoklar, Laktobasiller, Leukonostoklar ve
Pediokok cinsi laktik asit bakterileri tarafindan piriivattan sentezlenen bir diger
antimikrobiyal maddedir. Tereyag: icin bilinen en iyi aroma maddesi diasetildir.
Mikroorganizmalar tarafindan {iretilen diasetil ve asetaldehit gram pozitif
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bakterilerin ¢ogunun iizerinde antibakteriyal etki gostermektedir (Jay, 1982;
Daeschel, 1989; Yerlikaya ve Kesentas, 2009). Yine gliserolden iiretilen reuterin gida
patojenlerinden Salmonella, Shigella, Trypanosoma, Clostridium, Staphylococcus,
Listeria gibi mikroorganizmalara, Candida tiirii mayalara karsi antimikrobiyal
aktivite gostermektedir (Daeschel, 1989). Heterofermantatif laktik asit bakterilerinin
hekzosu fermente etmeleri sonucu dretilen Karbondioksit (CO2) zorunlu aerobik
mikroorganizmalarin iiremelerini engellemektedir (Eom et al. 2007; Kilig, 2008).
Ekstraseliiler polisakkarit (EPS) zaman zaman gida teknolojilerinde de onemli
avantajlar saglayan 0Ozellikle Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc ve Pediococcus cinsleri tarafindan iiretilen bir diger maddedir. LAB
tarafindan tiretilen polisakkaritler bulunduklar: yerlere gore iki gruba ayrilmaktadir.
Birinci grup CPS olarak adlandirilan, patojenite baglantis1 oldugu diisiiniilen ve hiicre
yiizeyi ile iliskili olan kapsiiler polisakkaritlerdir. Ikinci grup ise hiicrelerin
cevrelerine salgiladiklar ekstraseliiler polisakkaritlerdir (EPS). Bunlar mikrobiyal
hiicrelerin kurumasini, fagositozunu, faj saldirilarini, hiicrelerin antibiyotiklere,
osmotik strese ve toksik bilesiklerine kars1 koruma saglamaktadir. Ayrica hiicrelerin
biyofilm olusturabilme ve kati ylizeylere tutunabilmesini saglamaktadir. Sindirim
sisteminden sindirilmeden gectigi i¢in prebiyotik 6zellik gosteren EPS’lerin immiin
sistemi gii¢lendirici, kolesterolii diisiiriicii, antitiimor ve antitilser etkisinin oldugu
bilinmektedir. Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen EPS’lerin gida endiistrisinde,
peynirlerde pihtilagma riskini azaltmasi, yogurtlarda yapisinin gelismesini saglamasi
ve genel olarak gidalarda giivenli olmalarindan dolay1 (GRAS) gida endiistrisinde
oldukga ilgi gcekmektedirler. Bu sebepten 6tliri termofilik turlerden L. helveticus,
Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus ve mezofilik
tirlerden L. lactis, L. acidophilus, L. rhamnosus tarafindan iiretilen EPS’lere olan ilgi
oldukg¢a artmistir (Broadbent et al. 2001; Korakli, 2002; Tallon et al. 2003; Madiedo
and Reyes-Gavilan, 2005). Son yapilan arastirmalarla LAB’larin antimikrobiyal
ozelligini arttiran en Onemli bilesiklerden birinin bakteriyosinler oldugu tespit
edilmistir. Bakteriyosinler, bakteriler kii¢lik molekiil agirligina sahiptirler. Bakteriler
tarafindan sentezlenen antimikrobiyal etkiye, katyonik peptid ve hidrofobik
Ozellikleri bulunmaktadir. Gram (-) bakterilere, kiiflere ve mayalara etki etmezken
genellikle Gram (+) bakteriler (zerine etki etmektedir. Bakteriyosinler
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antibiyotiklerle karigtirllmamalidir. Ciinkii antibiyotikler enzimatik islemlerden
sonra aktif forma sahip olurken bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenmektedir.
Nisin, bulgarikan, diplokokin, laktasin asidofilin, helvetisin, ve plantarisin bilinen
onemli bakteriyosinlerdendir. Lactococcus lactis tarafindan {iretilen nisin,
Clostridium sporogenes iizerine antagonist etkiye sahiptir ve gidalarda biyo-
koruyucu olarak bilinen bir bakteriyosindir (Nes et al. 2002).

LAB tarafindan {iretilen bakteriyosinler, Nes vd. (1996) tarafindan kimyasal
yapist, 1s1 stabilitesi, etki mekanizmasi ve molekiil biiytlikliigii gibi birgok faktor goz
Oniine alinarak su sekilde siniflandirilmistir;

i. Post-translasyonel modifiye bakteriyosinler (lantibiyotikler),
ii.  Kiigiik (<10 kDa) 1s1ya dayanikli membran aktif bakteriyosinler,
iii. Biyiik (>30 kDa) 1s1ya duyarli bakteriyosinler,
iv. Protein kismina lipit ve karbonhidrat ilaveli kompeks bakteriyosinleri

olmak {izere 4 sinif altinda toplanmaistir.
2.8. Laktik Asit Bakterilerinin Cinsleri

2.8.1. Lactobasillus spp.

Lactobacillus cinsi bakteriler laktik asit bakterilerinin en 6nemli
cinslerindendir. Lactobacillus cinsi bakteriler Gram pozitif, hareketsiz, spor
olusturmayan, c¢ubuk seklinde mikroorganizmalardir. Karbon kaynagi olarak
glukozu kullanan bu mikroorganizmalar, pH 5.50-5.80 arasinda, 5-53 °C’de gelisim
gosterebilmektedirler (Hasan, 2001). Homofermentatif ve heterofermentatif olmak
tizere iki ¢esidi olan bu cinsin homofermentatif olanlar1 %80°den fazla laktik asit
uretirken, heterofermentatif olanlar ise etanol, asetik asit ve karbondioksidin yaninda
bir miktar da laktik asit Uretebilmektedirler. Bu cinsin yeleri genel olarak st ve sut
tiriinlerinde bulunmaktadir. 80 farkli tlirii oldugu bilinen bu cinsin yaklagik 20
tirlinlin siit Grinleriyle iligkili oldugu bilinmektedir (Coeuret et al. 2003). Ayrica
bitkilerde, hayvanlarda ve insanlar sindirim sisteminin dogal mikroflorasinda da

Lactobacillus cinsi bakteriler bulunmaktadir (Adams and Moss 2004).
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2.8.2. Lactococcus spp.

Lactococcus cinsi bakteriler Gram pozitif, kok seklinde, hareketsiz, sporsuz
bakterilerdir. 10-45 °C arasinda gelisim gostermekle birlikte, optimum gelisme
sicakliklar1 30 °C’ dir. Bu cinsin iiyeleri yogurt, siit, kefir, tereyagi ve krema gibi siit
urtnlerinin teknolojisinde kullanilmaktadirlar (Teuber and Geis, 2006). Bitkiler,
hayvan ve insanlarda yaygin olarak bulunan Lactococcuslar glukozdan sadece L (+)
laktik asit Ureten LAB cinsidir. Lactococcus lactis, L. piscium, L. garvieae, L.
raffinolactis ve L. plantarum Lactococcus cinsine ait tirlerdir (Stiles and Holzapfel
1997; Chen et al. 2013)

2.8.3. Enterococcus spp.

Gram pozitif, oksidaz ve katalaz negatif, aerobik ve fakdltatif anaerobik olan
bu bakterilerin ¢ogunun gelisme gosterdikleri pH (4.0-9.60) aralig1 oldukga genistir.
%6,0-6.50 arasindaki tuz konsantrasyonlarda, 10-50 °C sicaklik araliginda gelisim
gostermektedirler. Enterokoklar fruktoz, maltoz, galaktoz, sellebiyoz, melibiyoz ve
laktozdan asit tiretme yetenegine sahiptirler (Kilig, 2008). 1899 yilinda Thiercelin
tarafindan bagirsak mikroorganizmasi olarak tanimlanan Enterococcuslar insanlarin
ve hayvanlarin bagirsaklarinda dogal olarak bulunmaktadirlar. Enterococcuslarin
Enterococcus faecium, E. faecalis ve E. durans, cinslerinin oldugu bilinmektedir
(Franz ve ark. 1999). Enterococcus cinsi mikroorganizmalarin bazi tiirleri
bakteriyosin liretme yeteneklerinden ve ayrica probiyotik olarak kullanilmalarindan
dolay1 gida endiistrisinde énemli bir yere sahiptirler (Franz et al. 1999, Abriouel et
al. 2005).

2.8.4. Leuconostoc spp.

Leuconostoc cinsi bakteriler genellikle kok seklinde yuvarlak, Gram pozitif,
hareketsiz ve spor olusturmayan mikroorganizmalardir. Heterofermantatif yolla
glukozu D (-) laktik aside, etanole ve karbondioksite doniistiirtirler,
Lactococcuslardan D(-) laktat olusturmalar1 sebebiyle ayrilirlar. Bu cinsin etil alkol
yerine asetik asit olusturabilen tiirleri de bulunmaktadir. 20-30 °C’de gelisim
gosterebilirler ve siit ve siit {irlinlerinin kiiltlirlerinde bu mikroorganizmalarin
tirlerine rastlanmaktadir (Tekingen, 1994; Eom et al. 2007)
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2.8.5. Pediococcus, Aerococcus ve Tetragenococcus spp.

Bu bakteriler Gram pozitif, kok seklinde, oksidaz ve katalaz negatiftirler.
Pediococcus cinsine ait tiirler genellikle tuza karsi olduk¢a dayaniklidirlar. Optimum
gelisme sicakliklart 35 °C’dir. Pastorizasyon sonrasinda da varliklarini
stirdlirebilmektedirler (Stiles and Holzapfel, 1997). Gida teknolojisi alaninda pek
fazla ilgi gérmeyen Aerococcus cinsi mikroorganizmalarin Aerococcus urinae, A.
viridans, A. sanguinicola cinsleri bulunmaktadir (Salminen and Von Wright, 2004).
Tetragenococcus cinsine ait bakteriler yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (%18 NaCl)
gelisme gosterdikleri i¢cin soya sosu gibi yiiksek tuz iceren gidalarin laktik asit

fermantasyonunda oldukga dnemlidirler (Erten vd. 2014; Negm, 2018).

2.8.6. Streptococcus, Vagococcus ve Weisella spp.

Streptococcus thermophilus gidayla iligkili tek Streptococcus cinsidir ve
yogurt iiretiminin yani sira bazi peynir tiirlerinde starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadir (Hardie and Whiley, 1995). Vagococcus tiirleri yeni tanimlanmis
bir tir olup Lactococcuslar ile benzerlik gostermektedir fakat igerdigi yag asidi
bilesimi sayesinde birbirilerinden ayrilabilmektedirler (Pot et al. 1994). Bu tiiriin bazi
tiyeleri tavuk diskist ve nehir sularindan da izole edilmislerdir (Stiles and Holzapfel,
1997).

Fermente sucuklardan izole edilip taksonomik tanimlanmasi yapilamamig
olan Weisella ilk olarak Leuconostoc cinsi bakterilere benzetilmis, yapilan genetik
calismalardan sonra farkli bir cins oldugu belirlenmis ve 13 tiir tespit edilmistir

(Stiles and Holzapfel 1997; Tangiler ve Erten, 2006).
2.9. Laktik Asit Bakterilerinin Starter Kultiir Olarak Kullanilmasi

Fermantasyon yiiz yillar Once peynir iretiminde kullanilmistir. Daha
sonralar1 alkol fermantasyonu ile sarap iiretilmistir. Fakat o zamanlar gergeklesen
fermantasyon olayinda mikroorganizmalarin rolii heniiz kesfedilmemistir.
Pastorizasyonun  kesfinden sonra  fermantasyon olayim  gergeklestiren
mikroorganizmalarin olabilecegi diisiinilmiistiir ve arastirmalar yapilmistir (Ross et

al. 2002).

22



Beyaz peynirin endustriyel olarak Uretilmesinde genellikle pastorize st
kullanilmaktadir. Bu sebepten dolay1 iiretilen peynirde kullanilan starter kdiltiir
oldukca onemlidir. Starter kiiltiir, fermente gidalarda, hammadde de arzu edilen
aromanin,  yapinin,  gOriinlisiin ~ olabilmesi  i¢in  disardan  eklenen
mikroorganizmalardir. Insan saghgina zarari yoktur aksine faydali olmaktadir.
Kullanilan starter kiiltiir; olgunlagma siirecinde olan biyokimyasal degisiklikler, asit
iiretimi, peynirin tadi gibi birgok faktor {lizerinde etki gostermektedir. Ayrica
peynirde bulunabilecek patojen ve koliform grubu bakterilerin inhibisyonu agisindan
olumlu etkileri de olmaktadir (Pappas et al. 1996a; Dagdemir, 2006;).

Beyaz peynirin Oretiminde her ne kadar kullanilan siitiin ¢esidi, kullanilan
endiistriyel yontem, sicaklifi, olgunlasma siiresi, pH gibi faktorler etkili olsa da
peynirin kendine 0zgu tat, koku ve yapisi lizerine starter kiiltiir olarak eklenen

mikroorganizmalarin rolleri olduk¢a 6nem tasimaktadir (Sengiil, 2001).

Tablo 2. 2: Beyaz peynirde kullanilan starter bakteriler (Alperden ve Karakus 1995, Akgiin 1995;
Gursoy vd. 2001)

Beyaz peynirde kullanilan starter bakteriler

Lactococcus lactis ssp. Cremoris L. lactis ssp. lactis
Lactobacillus casei Lactobacillus. sake
L. lactis ssp. lactis biovar Lactobacillus plantarum
Lactobacillus helveticus L. lactis ssp. lactis biovar.

diacetylactis

Streptococcus thermophilus Lactobacillus casei 30R7

Laktik asit bakterilerinin starter kiiltiir olarak kullanilan baslica gruplari
mezofilik starter kulturler ve termofilik starter kilturlerdir. Homofermentatif ve
heterofermentatif laktik asit bakterileriden olusan, 18-30 °C arasinda optimum
gelisme gosteren bu mezofilik starter kiiltiirler 45 °C’nin {lizerinde gelisemezler. Bu
starter kiiltiirler genel olarak taze peynir ¢esitlerinin liretiminde kullanilir. Genel
olarak Lactococcus cinsi bakterilerdir. Fakat bazi peynir ¢esitlerinin iiretiminde

mezofil Lactobacillus cinsi bakteriler de kullanilabilmektedir (Ugiincii, 2010).
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Tablo 2. 3: Bazi siit tiriinlerinde kullanilan mezofilik kiiltiirler (Wegner, 1981; Spreer,1988).

o ) Optimum Gelisme ) .
Sut Urdnleri Mikroorganizma
Sicakhg1 (°C)
Lactococcus lactitis subsp.
22-30 )
lactis
Tereyagi
Lactococcus lactitis subsp.
28-32 )
cremoris
Leuconostoc
mesenteroides subsp.
_ cremoris
Peynir 25
Leuconostoc
mesenteroides subsp.
dextranicum
Yayik alt1 siit Lactococcus lactitis subsp.
28-32 x
urand diacetilactis

Bir diger grup olan termofilik starter kiiltiirler ise genellikle kasar peyniri gibi
telemesi islem goren sert peynir gesitlerinin liretiminde kullanilmaktadir. Termofilik
kiltirler pH’y1 diisiirmeleri ve antimikrobiyal maddeler (retmelerinden dolay1
bakterisit 0zellik gosterirler. Proteinleri aminoasitlere kadar parcalayabilen
termofilik starter kiltiirlerin protealitik aktiviteleri de yiksektir (Uctinci, 2010).
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Tablo2. 4: Baz siit iiriinlerinde kullanilan termofilik kiiltiirler (Wegner, 1981; Spreer,1988).

Optimum Gelisme

sut Urunleri Mikroorganizma
Sicakhg1 (°C)
Lactobacillus delbrueckii subsp.
38-40 _
Yogurt bulgaricus
28-32 Streptococcus thermophilus
) 42° Lactobacillus helveticus
Peynir - - -
37 Lactobacillus acidophilus
P1ihtist Lactobacillus delbrueckii subsp.
40-45 ]
haglanan lactis
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3. MATERYAL VE METHOD
3.1. Aragtirmada Kullanilan Beyaz Peynir Ornekleri

Agr li'ni temsil edecek sekilde 8 farkli bdlgeye has olan yéresel beyaz
peynir ornekleri toplandi. Toplanilan 6rnekler steril numune torbalarina alinarak
laboratuvara getirilmistir ve analiz siirecine kadar +4 °C de buzdolabinda muhafaza

edilmistir.

Sekil 3.1: Ydoresel beyaz peynir

3.2. Besiyerleri ve Cozeltiler

Tez ¢aligmas1 boyunca kullanilan besiyerleri; M17 broth ve agar, Man Rogosa
and Sharpe (MRS) broth ve agar, TSA broth ve agar, Nutrient broth. Caligmamizda

kullanilan bu besiyerleri Merck Tiirkiye'den saglanmistir.

3.2.1. MRS Agar (Merck 1.10660)

Kazein peptonu 10,0 g/L; maya ekstrat1 4,0 g/L; tween 80 1,0 g/L; et ekstrati
10,0 g/L KoHPO4 2,0 g/L; di-amonyum hidrojen sitrat 2,0 g/L; sodyum asetat 5,0
g/L; MgSOa4 0,2 g/L; D (+) glukoz 20,0 g/L;MnSO4 0,04 g/L; dehidre besiyeri 68,2
g/L; agar-agar 14,0 g/L olacak sekilde saf su i¢inde ¢ozdiriildiikten sonra 121 °C’de
15 dk otoklavda steril edilmistir. Soguyan besiyeri steril petri kutularina

dokilmiistiir.

3.2.2. MRS Broht (Merck 1.10661)

Kazein peptonu 10,0 g/L; sodyum asetat 5,0 g/L; et ekstrat1 8,0 g/L; MgSO4
0,2 g/L; maya ekstrat1 4,0 g/L; KoHPO4 2,0 g/L; tween 80 1,0 g/L; di-amonyum
hidrojen sitrat 2,0 g/L; D (+) glukoz 20,0 g/L; MnSQ4 0,04 g/L dehidre besiyeri 52,2
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g/L olacak sekilde saf su iginde eritilip tiiplere uygun miktarda dagitildiktan sonra
121 °C de 15 dk otoklavda steril edilmistir.

3.2.3. TSA Agar (Merck 1.05458)

Kazein peptonu 15,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; agar-agar 15,0 g/L. dehidre besiyeri,
40,0 g/L; pepton from soymeal 5,0 g/L; olacak sekilde saf su iginde 1sitilarak
¢ozdiiriiliip, 121 °C’de 15 dk Otoklavda steril edildikten sonra steril petri kutularina

dokilmustir.

3.2.4. TSB Broth (Merck 1.05459)

Kazein peptonu 17,0 g/L; D (+) glukoz 2,5 g/L; KoHPO4 2,5 g/L; dehidre
besiyeri, NaCl 5,0 g/L; 30,0 g/L; pepton from soymeal 3,0 g/L; olacak sekilde saf su
icinde 1sitilarak ¢ozdiiriiliip, uygun miktarlarda tiiplere boliistiiriiliip otoklavda 121 °

C’de 15 dk steril edilmistir.

3.2.5. Nutrient Broht (Merck 1.05443)

Et peptonu 5,0 g/L; dehidre besiyeri, 8,0 g/L; et ekstrat1 3,0 g/L olacak sekilde
saf su iginde 1sitilarak ¢ozdiiriiliip, uygun miktarlarda tiiplere dagitilip otoklavda 12

°C’de 15 dk steril edilmistir.

3.2.6. Brom timol mavisi

Bir pH indikat6ri olan brom timol mavisi pH 6.0’da sar1 ve pH 7.6’da maviye
renk degisimi sagladigindan, glikozdan asit liretimi testinde kullanildi. 100 mg brom
timol mavisi, %50’lik 100 ml etanolde ¢oziinerek hazirlanmistir ve 100 ml besiyerine

0.1 gr eklenmesi seklinde kullanilmistir.

3.2.7. 10X TBE hazirlama

Trise base 121.1 gr borik asit 61.8 gr, EDTA 7.4 gr ve Uzerine 1 L distile suda
cozerek hazirlanmigtir. Caligma sirasinda soliisyona ihtiya¢ duyuldugunda bu

cozeltiden seyreltilerek kullanilmistir.
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3.2.8. Agaroz jel hazirlama

Agaroz jel genelde %0,9-1’1ik olarak kullanilmaktadir. 1 gr agaroz {izerine
100 ml %1°lik TBE ilave edilerek mikro dalga firinda 1 dk eritildikten sonra 1 pl
etidyum bromit karistirilarak hazirlanan jel elektroforez tankina dokiiliip, hava

kabarciklar1 uzaklastirildiktan sonra donmasi beklenmistir.

3.2.9. %3’liik KOH c¢ozeltisi hazirlama

100 ml steril saf su icerisine 3 gr KOH eklendikten sonra karistiricida
¢Oziilerek hazirlanmistir.

3.2.10 Tetrasiklin antibiyotigi

100 pg/ml i¢in 1 mg tetrasiklin hassas terazide tartilarak 1 ml DMSO ig¢inde
cozdiraldukten sonra 10 ml ddH20 eklenerek ¢ozelti hazir hale getirilmistir.

3.2.11 Neomisin antibiyotigi
100 pg/ml i¢in 1 mg neomisin hassas terazide tartilarak 1 ml DMSO ig¢inde
cozduruldukten sonra 10 ml ddH20 eklenerek ¢ozelti hazir hale getirilmistir.

3.3. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Aseptik sartlarda steril torbalara alinan peynir 6rnekleri hassas terazide 1 gr
tartildiktan sonra 10%° - 10" oranlarinda %2’lik NaCl ile diliisyonlart
hazirlanmistir. Hazirlanan bu diliisyonlardan MRS ve M17 agara yayma yontemi ile
ekim yapilmistir. Daha sonra 30 °C 48-72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonunda geligmis olan koloniler gézlemlenerek farkli morfolojide oldugu diisiiniilen
izolatlar segilerek yeni petrilere ekim yapilmistir. Koloniler saf olarak elde edilene
kadar bu islem tekrarlanmustir (Batdorj et al. 2006; Isleroglu vd. 2008).

3.4. Laktik Asit Bakterilerinin Stoga Alinmasi

Saf kiltir olduguna emin olunan kolonilerden 100 ml’lik stok besiyerine
(4g/L nutrient broth ve 15 ml gliserol) bir 6ze dolusu eklenmistir. Daha sonra
koloniler EC seklinde kodlanarak 6nce -20 °C’de 1-2 saat bekletildikten sonra -80
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°C konularak, daha sonra yapilacak olan calismalar i¢in muhafaza edilmistir.

(Batdorj et al. 2006; Isleroglu vd. 2008).
3.5. Laktik Asit Bakterilerine Uygulanan Testler

3.5.1. Morfoloji ve hareketlilik testi

Saf kiiltiirlerden alinan bakteriler bir damla steril su ile lam {izerine iyice
yayilarak hava kabarcigi olmadan lamel ile kapatilarak mikroskopta bakteri

morfolojisini 6grenmek amaciyla incelemeler yapilmistir.

3.5.2. Farkh pH’da gelisim (4.0-7.20-9.0)

M17 ve MRS broth besiyerleri NaOH ve HCI kullanilarak pH’lar1 4.0, 7.20,
9.0 olarak ayarlanmistir ve tiplere 5 ml eklenerek 121 °C de 15 dakika
otoklavlanmistir. Daha dnceden stok kiltirlerden MRS ve M17 broth besiyerinde
ekilip 24 saat inkiibasyona birakilmis bakterilerden 50 pl eklenmistir. 30 °C 24 saat
bekletildikten sonra spektrofotometrede 600 nm’de 6lgiim yapilmistir (Tunail et al.
2001; Fortina et al. 2003; Halkman 2005).

3.5.3. Katalaz testi

Aerobik solunum yapan mikroorganizmalarda katalaz enzimi bulunmaktadir.
Bakteri Uzerine H2O> (hidrojen peroksit) damlatildiginda gaz kabarcigi olusuyorsa bu
hidrojen peroksit ayrismasi sonucu gozlemlenen serbest oksijenlerin varligim
gostermektedir. MRS ve M 17 agarda gelisen saf koloniler tizerine 1 ml %3’liik H20»
damlatilarak gaz kabarciklar1 olusup olugsmadigina gore degerlendirilmistir. Eger gaz
kabarcig1 varsa mikroorganizma katalaz pozitif (+), yoksa katalaz negatif (-) olarak
degerlendirilmistir (Pichhardt, 2004, Kiran, 2006).

3.5.4. Glukozdan gaz Uretimi

Laktik asit bakterilerinin glukozdan gaz Uretimini (CO2) anlamak igin
yapilmustir. Laktik asit bakterilerinin gelistigi MRS ya da M17 besiyerine 1 gr glukoz
eklenerek pH:7.2’ye ayarlanmistir. i¢inde durham tiipii bulunan tiiplere konularak,
otoklavda 121 °C’de 15 dk steril edilmistir. Steril edildikten sonra MRS ve M17
agarda gelisen bakteriler igne 6ze yardimi ile alinarak tiiplere ekilmis ve 30 °C de 48
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saat inkiibasyona birakilmistir. 48 saat sonra tiliplerde gaz olusturan izolatlar pozitif
(heterofermentatif),  olusturmayanlar  negatif =~ (homofermentatif)  olarak

simiflandirilmistir (Maller et al. 1990; Fortina et al. 2003).

3.5.3. Eskulin analizi

Hazirlanan eskulin agar 121 °C’ de 15 dk steril edildikten sonra petrilere
dokilmiis ve MRS-M17 agarda gelisen izolatlardan 6ze ile ekim yapilarak bu ekimler
30 °C’ de 48-72 saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda sar1 renkte olan

besiyerlerini siyaha geviren izolatlar eskulin pozitif olarak degerlendirilmistir.

3.5.4. Nisasta hidrolizi

Cogu laktik asit bakterisi, amilolitik aktivitenin eksikliginden dolay1 nisastay1
parcalayamamaktadir. Pargalayabilen LAB’lar ise amilolitik laktik asit bakterileri
(ALAB) olarak tanimlanmaktadir (Asoodeh et al. 2010).

Nisasta hidroliz testi, izolatlarda amilaz varligmmi tespit etmek amaciyla
yapilmistir. Daha Onceden MRS-M17 agarda gelisen izolatlar, nisasta eklenmis
besiyerine ekildi. 30 °C’de 24-72 saat inkiibasyon sonras1 gelisen koloniler iizerine
ligol ¢ozeltisi damlatilmistir. 5 dk bekledikten sonra liigol rengini agan izolatlar

pozitif, agmayanlar negatif olarak degerlendirilmistir.

3.5.5. Kazein hidrolizi

Laktik asit bakterilerinin gelismesi i¢in gerekli olan bazi aminoasitler ve
peptitler vardir. LAB’larin sahip oldugu proteolitik aktiviteler saysinde, gelismeleri
icin gerekli olan amino asit ve peptitleri, proteoliz Griinlerinden elde edebilmektedir.
Sitin temel proteini olan kazein bu bilesiklerin basinda gelmektedir (Mc sweeney,
2004).

Kazein hidroliz testi, ¢aligmada izole edilen mikroorganizmalarin proteolitik
aktivitesini belirlemek amaciyla yapilmistir. Daha 6nceden MRS-M17 agarda
gelisen izolatlar, kazein igeren besiyerine igne uglu 6ze yardimiyla ekilmis ve 30
°C’de 24-72 saat inkiibasyondan sonra ¢kme durumuna gore degerlendirilmistir.
Besiyerinde ¢okme olan izolatlar pozitif, olmayanlar negatif olarak

degerlendirilmistir.
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3.5.6. Seker fermantasyon testleri

Seker fermantasyon testi igcin MRS- M 17 fermantasyon besiyeri kullanilmigtir
(Harrigan and Mc Cance, 1966). Daha 6nceden MRS-M17 agarda gelisen izolatlar,
igne uglu 6ze ile besiyerine ekilmis ve 30 °C’de 24-48 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon bitiminde tiiplerdeki renk degisimi incelenmistir (Tunail et al. 2001).
Seker fermantasyon testinde, maltoz, ksiloz, galaktoz, monnitol sekerleri
kullanilmistir

3.5.7. Safra tuzuna direng testi

Bagirsak sisteminde uygun bir ortam saglayabilmek icin gastrointestinal
sistem boyunca belirli stres zorluklariyla basa ¢ikilmalidir. Safra tuzu ince bagirsak
ortamui i¢in en dnemli bilesiklerden biridir. Kolesteroliin suda ¢oziinebilen son {iriinii
olan safra tuzu karacigerdeki amino asitler glisin veya taurin, konjuge safra tuzlarini
olusturur. Safra depolanarak sindirim sirasinda safra kesesine gecer ve oradan on iki
parmak bagirsagina akar (500-700 mL/giin) boylece diyet yaglarinin sindirimini ve
emilimini kolaylastirir. Safra tuzu ayn1 zamanda bagirsak ortamina adapte olmayan
mikroorganizmalar icin oldukca toksiktir. Bu sebeple probiyotik olan laktik asit
bakterileri i¢in en dnemli 6zelliklerden biri safra toleransidir. Bu bakteriler sahip
olduklar1 spesifik savunma sistemleri safra tuzu igeren ortamlarda da hayatta
kalabilirler (Bagyigit, 2004; Lara- Flores, 2011).

Bagirsaktaki safra konsantrasyonu % 0,3 (w/v) olup besinlerin ince bagirsakta
kalma siireleri yaklagik 4 saattir. Bakteri suslar1 % 0,05-0,3-0,5 safra tuzuyla
zenginlestirilmis MRS-M17 broth ortamina inokiile edilerek 30 °C’de inkiibe
edilmistir. 24-48 saat inkiibasyon sonunda izolatlarin gelisip gelismedigine gore safra

tuzu toleranslar1 degerlendirilmistir.

3.5.8. Antibiyotik direnc testleri

Izolatlar1 antibiyotik duyarlihg: disk difiizyon testiyle degerlendirilmistir.
[zolatlar stoktan canlandirilmak iizere petrilere ekildikten sonra ortasina antibiyotik
diskleri (neomisin ve terasiklin) yerlestirilmistir. Daha sonra 30 °C ‘de 48-72 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda biiyiime inhibisyon zonlar1 lgiilerek

degerlendirme yapilmistir (Sanchez et al. 2011).
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3.5.9. Antagonistik aktivite testleri

Izole edilen tim izolatlarin Escherichia coli O157:H7, L. monocytogenes,
S.aureus, K. pnémoni, A. baaumani Uzerine antimikrobiyal etkisi disk difiizyon
yontemiyle belirlenmistir. Patojen bakteriler NA agarda 34 °C’de 24 saat inokiile
edilmistir. Ayn1 zamanda laktik asit bakterileri de stok kiiltiirlerden 30° C’de 24 saat
canlandirildiktan sonra uygun sivi besiyerinde, 24 saat yeniden inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra
hlcresiz solusyon elde edilmistir. Elde edilen supernatant steril disklere emdirilerek
patojen bakterileri iceren petrilere yerlestirilmis petriler 22 °C’de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonucu olusan, inhibisyon zonlar1 dl¢iilerek kaydedilmistir

(Allameh et al. 2012; Kherraz et al. 2012).

3.5.10. Genomik DNA izolasyonu

Izolatlarin genomik DNA izolasyonu Dr. Kunte (2005) tarafindan uyarlanan
metoda gore yapilmigtir. Protokol sirasinda sirasiyla izlenen islemler asagida
verilmistir;

e 30 °C’de MRS ve M17 broth da gelisen izolatlar 2 ml ependorflara alinip
santrifijlendi.

e Santrifiijlenen besiyerinden siipernatant uzaklagtirildi.

e Eppendorfa 1 ml TES tamponu koyularak stispanse edildi.

e 14000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi ve supernatant tekrar uzaklastirildi.

e Hiicreler tekrar 800 pl TES buffer ile siispanse edildi. Bu islem {ist faz
berraklasana kadar tekrar edildi.

e Hazirlanan siispansiyona 20 pl % 20’lik SDS eklenerek tekrardan siispanse
edildi ve oda sicakliginda 30 dk bekletildi.

e 300 pl (1:1) fenol:kloroform eklenerek suspanse edildi.

e 300 pl fenal kloroform izoamiloalkol eklenerek siispanse edildi ve 14000 rpm’de

10 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant dikkatlice farkli bir ependorfa

alindi.
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Supernatant (500-600 ul olacak sekilde) hacminin 1/10’u kadar Na-asetat,
stpernatant hacmi kadar da 2-izoproponol eklenerek -20 °C’de 30 dk
bekletildi.

Solusyon 14000 rpm’de 10 dk santrifiij edildi ve siipernatant uzaklagtirildu.

Kalan hiicrelere %70’lik 500 pl etanol eklenerek oda sicakliginda 10 dk
inkiibasyona birakildi.

14000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant dikkatlice
uzaklagtirildu.

Tiiplerin agz1 acik sekilde, 1sitict blokta 10 dk 60 °C’de bekletilerek kalan
etenoliin ugmasi beklendi.

Siire sonunda pelete 50 pul TE Buffer’da siispanse edildi ve ¢ok kisa vortekslendi,
10 dk 70° C’de inkiibasyona birakildi ve 10000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi.
Calismalarda kullanilmak {izere drnekler +4 C’ye alind1 (Kunte, 2005).

3.5.11. Bakteri izolatlarimin 16S rDNA bolgesinin PCR ile amplikasyonu

Test izolatlarindan elde edilen genomik DNA PCR ile ¢ogaltilmistir. PCR

reaksiyonunda Macrogen primerleri 149R ve 27F (1492R 5°-TAC GGY TAC CTT
GTT ACG ACT T-3°; 27F 5-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’)
kullanilmigtir. Reaksiyon igin gerekli mix Tablo.3.1’de verilmistir.

Tablo 3.1: Reaksiyon igin gerekli miktarlar

50 pL mix i¢in kullanilan oranlar

ddHz20 28.9 uL
DMSO 5puL
Buffer 6 uL
dNTP 1L
MgCl: 3.6 uL
R-primer 2 uL
F-primer 2 UL
Tag DNA polimeraz 1L
DNA 0.5 pL
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PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan bakterinin 16S gen bolgesi, ilk olarak 5 dk
95 °C’de tutulduktan sonra iki DNA ipliginin birbirinden ayrilmasi saglanmistir. Bu
islemin ardindan 60 s 94°C’de 35 dongii ile DNA’nin denatiirasyon basamagi
gerceklestirilmistir. Bu islemin ardindan primerlerin DNA’ya baglanmasi i¢in 60 s
54 °C’de tutulmustur. Bir sonraki basamakta ornekler 120 s 72 °C’de tutularak
DNA’nin uzamasi saglanmistir. En son basamakta 5 dk 72 °C’de tutulan 6rnekler
PCR cihazindan alinarak +4°C’de buzdolabinda bekletilmistir.

Elde edilen PCR drnleri agaroz jel elektroforezinde analiz edilmistir. 200 ml
0,5X TBE (%1°lik agaroz jel) tamponuna 1 gr agaroz eklenerek karisim mikrodalga
firinda 2 dk eritilmistir. 50 °C’ye sogutularak igerisine 3 pl ethidium bromiir ilave
edilerek igerine tarak yerlestirilmis olan elektroforez kiivetine kabarcik olugsmadan
dokilmiistiir. 30-35 dk. sonra tarak dikkatlice ¢ikarilarak kuyucuklardan ilk basta
olana 10 kb DNA markir1 (50-10 000 baz) 10 pl olarak yuklenmistir, diger
kuyucuklara da her bir 6rnek i¢in 3 pl yiikleme tamponu ile karistirilan 10 pl 6rnek
yiiklenerek 90 volta ayarlanan elektroforez cihazinda 1.5 saat ylriitilmistiir.
Etidyum bromiir ile boyanan DNA bantlar1 jel goriintiileme cihazi (Quantum ST4
VILBER LOURMAT) ile bilgisayar ortaminda goriintiilenerek sonuglar
degerlendirilmistir.

Calismamizda bazi bakteri izolatlarinin genomik DNA izolasyonlar1 yapilmis
ve agaroz jelde DNA goriintiilenmis fakat 16S rRNA gen boélgesi per sonucu
c¢ikmadigindan ¢ikmayan bu bakteri 6rneklerinin 16S rRNA gen bolgelerini per ile

cogaltmak i¢in kloni pcr yontemi ile bu bolge ¢ogaltilirmistir.

3.5.12. Bakteri izolatlarinin kolony PCR’1

e 24 saat gelistirilmis bakteri kiiltlirlerinden igne uclu 6ze ile ¢ok az bakteri
alinarak PCR tiiplerinin dip cidarina birakilmistir.

e PCR tuplerine 10 pl steril saf su eklenerek bakteriler iyice siispanse edilmistir.

e Ardindan 2 dk sonikatorde, 5 dk -80’de bekletilmistir. Bu dongii 3 defa
tekrarlanmistir.

e PCRtiplerine Cizelge.3.5 ‘de yazan master mixten 35 pl eklenerek 96 °C’de 10
dk tutulmustur.
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e Sire sonunda her tip igin 4,5 pL steril saf suya 0,5 ul tag polimeraz enzimi
eklenerek PCR tiiplerine dagitilmistir. Daha sonra normal PCR dongilisi
baslatilmistir.

e Cogaltilmak istenen 16S bolgesi PCR reaksiyonu i¢in belirlenen 6rnekler, PCR
termal dongii cihazinda, ilk olarak 95 °C’de 5 dk 0On denetiirasyonda
tutulduktan sonra, 94°C’de 60 sn 30 dongii olacak sekilde denatiirasyonu
gergeklesti. Primerlerin baglanmasi i¢in 54 °C’de 60 sn’de tutuldu ve 72
°C’de 120 sn uzama basamagi gergeklesti. Son olarak ornekler 72 °C’de 5 dk

daha bekletildi. Kurulan programla istenilen bdlgelerin ¢ogaltilmasi

yapilmigtir.

Tablo3.2: Kolony PCR icin gerekli miktarlar
35 pL mix icin oranlar
ddH,O 15,4 pL
DMSO 5 pL
Buffer 6 uL
dNTP 1L
MgCl. 3.6 uL
R-primer 2 uL
F-primer 2 uL

3.5.13. 16s rDNA sekans analizi

Sekans analizi Ankara’da bulunan BM LAB firmasina gonderilerek hizmet
alimi ile yapilmistir ve elde edilen sekanslar degerlendirilerek bakteri izolatlar1 i¢in

Genbank numaralar1 alimmustir (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi).
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu ve Tanimlanmasi

Agn yoresini temsil edecek sekilde 8 farkli ilgeden alinan peynir 6rnekleri,
aseptik sartlarda laboratuvara getirildi. 1 gr peynir tartilip parcalandiktan sonra % 2
fizyolojik suda 102 - 10 oraninda diliisyon yapildi. Hazirlanan diliisyonlardan
steril edilen MRS ve M 17 agara ekim yapildi. M17 ve MRS agara yapilan ekimlerde
birbirinden farkli olarak gdzlemlenen koloniler secilip saf kultlrleri elde edilene
kadar ekimi yapildi.

Ayni morfolojiye sahip olan koloniler Elif COSKUN (EC) seklinde
kodlanarak stok ¢ozelti i¢ine alind1 ve calismalarda kullanilmak tizere -80 °C’de

muhafaza edildi.

4.1.1. Gram boyama

Stoktan canlandirilan izolatlarin 18-24 saatlik geng kiiltiirleri Simgek (2003)
ve Kostinek et al. (2007) metoduna gore test edildi ve menekse renkli koloniler Gram

(+) olarak degerlendirildi.
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Tablo4.1: izolatlarin gram ozellikleri

izolat Kodu Gram Ozelligi izolat Kodu Gram Ozelligi

EC1 + EC30 +
EC2 + EC31 +
EC3 + EC32 -
EC4 - EC33 +
EC5 + EC35 +
EC6 + EC36 -
EC7 + EC37 -
EC8 + EC38 +
EC9 + EC39 +
EC10 + EC40 +
EC11 + EC41 -
EC12 + EC42

EC13 + EC43

EC14 - EC44

EC15 - EC45 .
EC17 - EC47 +
EC18 + EC49 +
EC19 + EC50 +
EC20 + EC51 +
EC21 + EC54 +
EC22 + EC57 -
EC23 + EC59 -
EC24 + EC61 +
EC25 + EC62 o
EC26 - EC64 +
EC27 + EC65 +
EC28 + EC67 +
EC29 -

4.1.2.Bakterilerin farkh pH’lardaki gelisimi

Kiiltiire alinan izolatlar, 3 farkli pH’da (pH 4.0-7.20-9.0) hazirlanan MRSB
ve M17B igne 6ze yardimiyla ekildi. 30 °C’de 48 saat inkiibe edildi.

Tablo 4.2°de gosterildigi gibi tiim izolatlarin gelistigi gozlemlendi. ECI,
EC7, ECS8, EC20, EC21, EC22, EC30, EC31, EC64’iin pH 7.20 de, EC3, EC4, ECS5,
EC6, EC9, EC17, EC18, EC23, EC24, EC26, EC29, EC35, EC36, EC37, EC38,
EC39, EC40, EC41, EC42, EC43, EC44, EC45, EC65 pH 9.0’da, EC14, EC15, EC61
pH 4.0’ da iyi gelistigi gozlemlendi.
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Tablo4.2: izolatlarin farkli pH’larda gelisimleri ( +: gelisme az ~ ++: gelisme iyi, +++:
gelisme ¢ok iyi )

izolat H toleransi izolat pH toleransi

Kodu | 4.0 7.2 9.0 Kodu 4.0 7.2 9.0
EC1 + +++ ++ EC30 + +++ ++
EC2 + +++ +++ EC31 + +++ ++
EC3 + ++ +++ EC32 +++ +++ +
EC4 + ++ +++ EC33 + ++ ++
EC5 + ++ +++ EC35 + ++ +++
EC6 + ++ +++ EC36 + ++ +++
EC7 + +++ ++ EC37 + ++ +++
ECS8 + +++ ++ EC38 + ++ +++
EC9 + ++ +++ EC39 + ++ +++
EC10 + +++ +++ EC40 + ++ +++
EC11 + +++ +++ EC41 + ++ +++
EC12 + ++ ++ ECA42 + ++ +++
EC13 + ++ ++ EC43 + ++ +++
EC14 +++ ++ + EC44 + ++ +++
EC15 +++ ++ + EC45 + ++ ++
EC17 + ++ +++ EC47 + ++ +++
EC18 + ++ ++ EC49 + ++ +++
EC19 + + + EC50 ++ + +
EC20 + +++ ++ EC51 + ++ +++
EC21 + +++ ++ EC54 + ++ +++
EC22 + +++ ++ EC57 + ++ +++
EC23 + ++ +++ EC59 + +++ +++
EC24 + ++ +++ EC61 +++ ++ +
EC25 + ++ ++ EC62 ++ ++ +
EC26 + ++ +++ EC64 + +++ ++
EC27 + ++ ++ EC65 + ++ ++
EC28 + ++ ++ EC67 + ++ +++
EC29 + ++ +++

Sekil 4.1: EC49’un 3 farkli pH’ta gelistikten sonraki goriintiisii
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4.2.Biyokimyasal Testler

Yapilan eskulin testi sonuglarina gére EC1, EC2, EC22, EC24, EC29, EC35,
EC36, EC37, EC41, EC42, EC43, EC44, EC45, EC61’1n izolatlarinin aradaki bagi
parcalayamadigi, diger izolatlarin ise parcalayabildigi gézlemlendi.

Izolatlardan EC5, EC7, EC21, EC26, EC29, EC36, EC39, EC41, EC42,
EC43, EC44, EC45, EC46, EC47, EC55, EC56, EC57, ECS58, EC61’in glukozdan
CO:; iiretebildigi gozlemlendi.

Izolatlardan Arjinin iiretimi olan mikroorganizmaya rastlanilmadi.

Katalaz enziminin varligini belirlemek amaciyla yapilan calismada ise EC7,
EC14, EC15, EC29, EC32, EC4, EC43, EC55, EC56, EC57, EC58, EC60 ta gicli
olmak tizere, EC1, EC3, EC4, EC5, EC6, EC9, E10, EC11, EC17, EC18, EC1, EC20,
EC21, EC22, EC23, EC24, EC26, EC30, EC31, EC41, EC44, EC45, EC59 da katalaz
enzimi bulundugu tespit edildi.

Nisasta testi sonuglarina gore higbir izolatin nisastay1 parcalayamadigi tespit
edildi.

Izolatlarin kazeini pargalama 6zelliklerine bakildiginda EC2, EC25, EC32,
EC35, EC39, EC40, EC46, EC47, EC49, EC50, EC51, EC54, EC57 kazeini

pargalarken diger izolatlarin parcalamadig1 gzlemlendi.

Sekil 2.2: Glikozdan gaz Ureten ve gaz
Uretmeyen izolatlarin goriintiisii
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iZOLAT KODU ESKULIN GLIKOZDAN CO, URETIiMi | ARJININ
ANALIZI KULLANIMI
EC1 - + gaz yok -

EC2
EC3
EC4
EC5
EC6
EC7
EC8
EC9
EC10
EC11
EC12
EC13
EC14
EC15
EC17
EC18
EC19
EC20
EC21
EC22
EC23
EC24
EC25
EC26
EC27
EC28
EC29
EC30
EC31
EC32
EC33
EC35
EC36
EC37
EC38
EC39
EC40
EC41
EC42
EC43
EC44
EC45
EC47
EC49
EC50
EC51
EC54
EC57
EC59
EC61
EC62
EC64
EC65
EC67 + - -
Tablo4.3: Biyokimyasal test sonuglar1 (+: renk degisimi oldu, -: renk degisimi olmadi , +, gaz yok:
renk degisimi oldu fakat CO2 yok)

+ gaz yok -
+ gaz yok -

R N N A A R A R A R

+
'
'

gaz yok -

gaz yok -

|+ ]+
+|+ [+
.

[ +[+]
'
'

+ gaz yok -
+ gaz yok -
+ -
+ gaz yok -

+ -
+ gaz yok -

+ |+ |+

'
+
'

.
+ |+ |+ + |+
.

||+ ||+ [+

+ gaz yok -

+|+ |
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Tablo4.4: Biyokimyasal test sonuglar1

iZOLAT
KODLARI

KATALAZ
TESTI

OKSIDAZ
TESTI

NISASTA
HiDROLIZi

KAZEIN
HiDROLIZi

EC1

+

EC2

EC3

EC4

EC5

EC6

+ |+ [+ ]|+

EC7

+

++

EC8

EC9

EC10

+ |+ |+

EC11

EC12

4|

EC13

EC14

+++

+

EC15

+++

EC17

EC18

EC19

+

EC20

EC21

EC22

4|

EC23

EC24

+ 4|+ |+ |+ |+

+ [

EC25

4|

EC26

+

4=

EC27

EC28

+{+]

EC29

EC30

EC31

EC32

EC33

EC35

+ |+

EC36

EC37

EC38

EC39

EC40

+ |+ [+ [+

EC41

EC42

+++

EC43

+++

EC44

EC45

EC47

EC49

EC50

EC51

EC54

EC57

+ |+ |+ |+ [+ [+

EC59

EC61

+ |

EC62

EC64

EC65

+|+]

EC67
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4.3. Seker Fermantasyon Testleri

Ksiloz fermantasyon testi sonucuna gore, EC3, EC4, EC5, EC6, EC7, EC9,
EC10, EC11, EC14, E15, EC17, EC18, EC19, EC20, EC21, EC23, EC24, EC26,
EC29, EC30, EC31, EC32, EC41, EC42, EC43, EC44, EC67 numarali izolatlar
negatif, diger izolatlar pozitif olarak degerlendirildi.

Galaktoz fermantasyon testi sonuglarina gére, EC3, EC4, ECS, EC6, EC7,
EC9, EC10, EC11, EC14, EC15, EC17, EC19, EC20, EC21, EC24, EC30, EC32
numarali izolatlar negatif, diger izolatlar pozitif olarak degerlendirildi.

Monnitol fermantasyon testi sonuglarina gore, EC1, EC2, EC3, EC4, EC14,
EC15, EC17, EC22, EC23, EC24, EC32, EC33, EC35, EC47, EC49, EC50, EC54,
EC61, EC64 numarali izolatlar negatif, diger izolatlar pozitif olarak degerlendirildi.

Maltoz fermantasyon testi sonuglarina gére, EC4, EC15, EC17, EC23, EC24,
EC26, EC29, EC42, EC43, EC44, EC60 numarali izolatlar negatif, diger izolatlar
pozitif olarak degerlendirildi.

Sekil 4.3: Seker fermantasyon testi sonuglarina goére EC2 ve EC4
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Tablo 4.5: Seker fermantasyon test sonuglari

iZOLAT KODLARI KSiLOZ GALAKTOZ MONNITOL MALTOZ
EC1 + + - +
EC2 + +
EC3 - -
EC4 - -
EC5 - -
EC6 - -
EC7 - -
EC8 + B
EC9 - -
EC10 - -
ECl11 - -
EC12 + +
EC13 + +
EC14 - - - -
EC15 - - - -
EC17 - - -
EC18 - + +
EC19 - - +
;
n

+ |+
+ |+

||| ]|+
||| ]|+

EC20 - -
EC21 -
EC22 +
EC23 -
EC24
EC25
EC26
EC27
EC28
EC29
EC30
EC31
EC32
EC33
EC35
EC36
EC37
EC38
EC39
EC40
EC41
EC42
EC43
EC44
EC45
EC47
EC49
EC50
EC51
EC54
EC57
EC59
EC61
EC62
EC64
EC65
EC67

+ |
'

+ |

+|+[
+|+[

]

|+ ||+ +]

'
4|

+ [

B o S o S S ) o B S

|+ [+ [+ [+

o B N S B ) o P N A

+|+ [

+.
||+

e S S R N R S R N S N NS S T S R S o S ) B e P

P N N e S S EA S Ea S Ea

'
'

+ |+
+ [+ [+

4.4. Safra tuzuna direnc testi

Safra tuzuna direng testleri sonuglar1 asagidaki Tablo 4.6°da gosterildigi
gibidir.
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Tablo 4.6: Safra tuzuna direng testi sonuglari

izolat Safra Tuzu Dayamkhihk
Kodlar: %00.05 %0.3 %0.5
EC1 ++ + -
EC2 ++ + -
EC3 ++ ++ -
EC4 + ++ -
EC5 + - -
EC6 + - +
EC7 + - -
EC8 - + +
EC9 + - -
EC10 + - -
EC11 + - -
EC12 + - -
EC13 + - -
EC14 + + -
EC15 + ++ -
EC17 - ++ -
EC18 + - -
EC19 + - +
EC20 ++ 2 +
EC21 - - -
EC22 ++ + =
EC23 + + -
EC24 ++ + -
EC25 + il -
EC26 ++ ++ ++
EC27 ++ + =
EC28 ++ + ++
EC29 ++ ++ ++
EC30 + 3 +
EC31 + ++ B
EC32 ++ + -
EC33 ++ ++ ++
EC35 ++ ++ -
EC36 ++ ++ ++
EC37 + - -
EC38 ++ + +
EC39 ++ ++ +
EC40 ++ ++ +
EC41 ++ ++ ++
EC42 ++ ++ ++
EC43 ++ ++ ++
EC44 ++ ++ ++
EC45 ++ ++ ++
EC47 + + -
EC49 + + -
EC50 + + -
EC51 ++ ++ +
EC54 + + -
EC57 ++ ++ ++
EC59 + - -
EC60 ++ ++ +
EC61 + - -
EC62 ++ ++ +
EC64 ++ - -
EC65 ++ ++ ++
EC67 + - -
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4.5. Antibiyotik Direng Testleri

Izolatlarin neomisin ve tetrasiklin antibiyotiklerine kars1 direnglerinin olup
olmadigi test edildi. Calismalar sonucu EC1 ve EC25’in neomisin antibiyotigine
karsi, EC6, EC22, EC23, EC24, EC25, EC26, EC27, EC28, EC32, EC33, EC37,
EC38, EC39, EC40, ECA41, EC42, EC46, EC47, EC48, EC49, EC50, EC51, EC54,
EC59, EC64, EC65, EC67’nin tetrasiklin antibiyotige kars1 direngsiz oldugu tespit
edildi.
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Tablo 4.7: Antibiyotik direng test sonuglari (D: direngli, mm: mili metre)

izolat Kodlar Antibiyotik adi Antibiyotik ad1
Neomisin Tetrasiklin
EC1 13 mm D
EC2 D D
EC3 D D
EC4 D D
EC5 D D
EC6 D 30 mm
EC7 D D
EC8 D D
EC9 D D
EC10 D D
EC11 D D
EC12 D D
EC13 D D
EC14 D D
EC15 D D
EC17 D D
EC18 D D
EC19 D D
EC20 D D
EC21 D D
EC22 D 15 mm
EC23 D 24 mm
EC24 D 13 mm
EC25 11 mm 25 mm
EC26 D 12 mm
EC27 D 14 mm
EC28 D 23 mm
EC29 D D
EC30 D D
EC31 D D
EC32 D 12 mm
EC33 D 25 mm
EC35 D D
EC36 D D
EC37 D 20 mm
EC38 D 23 mm
EC39 D 25 mm
EC40 D 18 mm
EC41 D 8 mm
EC42 D 6 mm
EC43 D D
EC44 D D
EC45 D D
EC47 D 11 mm
EC49 D 18 mm
EC50 D 24 mm
EC51 D 31 mm
EC52 D D
EC54 D 13 mm
EC57 D D
EC59 D 9 mm
EC61 D D
EC62 D D
EC64 D 13 mm
EC65 D 25 mm
EC67 D 20 mm
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4.6. Antagonistik Aktivite Testleri

Yaptigimiz antagonistik aktivite testleri sonucuna gore patojenler iizerinde
aktivite gosteren izolatlarin zon caplar1 yazilmistir, gostermeyenler ise bos

brrakilmastir.

Sekil 4.4: Patojen iizerinde zon olusturan EC10 goruntusi

Sekil 4.5: Patojen lizerinde zon olusturan
EC32 goruntisu
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Tablo 4.8: Patojenler tizerinde zon olusturan izolatlar (mm: milimetre)

izolat
Kodu

Listeria monocytogenes

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

25°C

30°C

44°C

25°C

30°C

44°C

25°C

30°C

44°C

EC1

EC2

EC3

EC4

EC5

12 mm

EC6

EC7

EC8

5mm

EC9

EC10

17 mm

18 mm

11 mm

24 mm

EC11

17mm

12 mm

5 mm

EC12

EC13

EC14

EC15

EC17

EC18

9 mm

EC19

14 mm

EC20

EC21

15 mm

10 mm

15 mm

EC22

6 mm

13 mm

7 mm

12 mm

13 mm

EC23

14 mm

7 mm

13 mm

EC24

11 mm

13 mm

6 mm

EC25

EC26

9 mm

EC27

EC28

EC29

EC30

EC31

EC32

12 mm

16 mm

EC33

EC35

EC36

EC37

EC38

EC39

EC40

EC41

EC42

EC43

EC44

13 mm

10 mm

18 mm

EC45

EC47

EC49

EC50

EC51

EC54

EC57

EC59

EC61

EC62

EC64

EC65

EC67
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Tablo 4.9: Patojenler tizerinde zon olusturan izolatlar (mm: milimetre)

izolat
Kodu

Klebsiella pneumoniae

Acinetobacter baumannii

25°C

30°C

44 °C

25°C

30°C

44°C

EC1

EC2

EC3

EC4

EC5

EC6

EC7

EC8

EC9

EC10

6 mm

EC11

7 mm

EC12

EC13

EC14

EC15

EC17

EC18

EC19

EC20

EC21

EC22

EC23

EC24

EC25

EC26

6 mm

EC27

EC28

EC29

6 mm

EC30

5mm

EC31

EC32

EC33

EC35

EC36

EC37

EC38

EC39

EC40

EC41

EC42

EC43

EC44

EC45

EC47

EC49

EC50

EC51

EC54

EC57

EC59

EC61

EC62

EC64

EC65

EC67

7 mm
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4.7. Izolatlardan Genomik DNA izolasyonu ve PCR

Tablo4.10: izolatlarin BLAST sonuglari

izolat Benzerlik Nikleotit GenBank accession | En Yakin Filogenetik Grup
Kodu Orani(%) Sayis1 * number

EC1 99.35 1228 0OK021643 Staphylococcus epidermidis
EC2 99.09 1103 0OK021644 Streptoccoccus parasanguinis
EC3 99.63 1084 0OK021645 Microbacterium maritypicum
EC4 99.91 1083 OK033410 Phyllobacterium myrsinacearum
EC5 99.17 1081 0OK021646 Microbacterium maritypicum
EC6 99.64 1105 0OK021647 Microbacterium maritypicum
EC7 99.28 836 0OK021648 Microbacterium maritypicum
EC8 99.63 1087 0KO021649 Enteroccocus durans

EC9 99.55 1100 0OK021650 Microbacterium maritypicum
EC10 99.70 1010 0OK021651 Microbacterium maritypicum
EC11 99.40 1154 0OK022640 Microbacterium maritypicum
EC12 99.81 1083 0K022641 Microbacterium hominis
EC13 99.26 1084 0OK022642 Microbacterium hominis
EC14 99.57 1156 0OK022643 Phyllobacterium myrsinacearum
EC15 99.23 1046 0K022644 Phyllobacterium myrsinacearum
EC17 99.35 1232 0OK022645 Phyllobacterium myrsinacearum
EC18 99.10 1226 OK022646 Microbacterium maritypicum
EC19 99.50 1009 0OK022647 Microbacterium maritypicum
EC20 99.27 1090 0OK022648 Microbacterium maritypicum
EC21 99.51 1222 OKO033411 Microbacterium maritypicum
EC22 99.58 1197 0OKO033412 Micrococcus aloeverae

EC23 99.42 877 OKO033413 Micrococcus aloeverae

EC24 99.21 1013 0OK033414 Micrococcus yunnanensis
EC25 99.13 1159 OK033415 Lactococcus lactis subsp.
EC26 99.08 1085 0OK033416 Hafnia paralvei

EC27 99.30 1160 OKO033417 Leuconostoc mesenteroides
EC28 99.37 795 OKO033418 Enteroccocus faecium

EC29 98.15 1054 OK033419 Hafnia paralvei

EC30 99.15 1061 OK033420 Microbacterium maritypicum
EC31 99.45 1090 0OKO033421 Microbacterium maritypicum
EC32 100 1013 0OK033422 Phyllobacterium myrsinacearum
EC33 99.80 1022 OK033423 Enteroccocus durans

EC35 99.16 1013 0OKO033424 Streptococcus lutetiensis
EC36 99.72 1083 0OK033425 Shigella flexneri

EC37 99.32 1025 OKO033426 Leuconostoc mesenteroides
EC38 99.80 1011 OKO033427 Lactobasillus curvatus

EC39 99.80 1006 OK033428 Enteroccocus faecium

EC40 98.15 985 OK033429 Enteroccocus faecium

EC41 99.22 1154 0OKO033430 Hafnia paralvei

EC42 99.08 1085 0OKO033431 Hafnia paralvei

EC43 98.43 1016 OK033432 Hafnia paralvei

EC44 98.62 1015 0OKO033433 Hafnia paralvei

EC45 99.74 972 0OKO033434 Hafnia paralvei

EC47 98,67 1056 OKO033435 Leuconostoc lactis

EC49 99.40 1014 OKO033436 Lactococcus lactis subsp.
EC50 99.01 1016 OK033437 Lactococcus loudensis

EC51 97.93 738 0OKO033438 Lactococcus lactis subsp.
EC54 99.16 1187 OKO033439 Lactococcus lactis

EC57 99.05 1156 OKO033440 Serratia quinivorans

EC59 98.04 1090 OK033441 Leifsonia sp.

EC61 99.78 917 OKO033442 Enterococcus malodoratus
EC62 98.20 722 OK033443 Stenotrophomonas pavanii
EC64 99.21 1014 OKO033444 Leuconostos mesenteroides
EC65 99.50 1005 OK033445 Enterococcus faecium

EC67 99.01 1213 OK033446 Paenibasillus antibioticophila
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5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Fermentasyon, gidalarin {iretimi ve korunmasi ag¢isindan Onemli bir
yontemdir. Fermentasyon sonucu Uretilen st trtnleri, laktik asit bakterilerinin st
fermente etmeleri sonucu elde edilir. Fermente gidalara 6rnek olarak yogurt, kefir,
peynir, tursu, sucuk, sirke, salgam, boza ve tarhana verilebilir. Fermente gidalardan
peynir, mikroflora ve besin degeri olarak olduk¢a zengindir. Beyaz peynir Gretimi
icin 6ncelikle ¢ig siitiin pastdrize edilmesi (72 °C’de 15 sn ya da 65 °C’de 30 dk siire)
gerekmektedir. Daha sonra sogutularak kalsiyum kloriir ve starter kiiltiir ilavesi
yapilmaktadir. Starter kiiltiir, faydali laktik asit bakterilerinden olusmaktadir
(Blandino et al. 2003; Surono and Hosono, 2011; Zarzecka et al. 2020).

Geleneksel olarak dretilen beyaz peynirler genellikle Uretilen yorede
yasayanlarin bilgi ve becerisine bagli olarak farkli sekillerde tiretilmektedir. Siitiin
temiz sagilmasi, saklama kosullari, hijyen kosullari vb. sebeplere bagli olarak
geleneksel olarak iiretilen beyaz peynirlerin mikroflorasi yoreden yoreye farklilik
gosterebilmektedir. Hijyen kurallarindan uzak {iretilen peynir, mikroflorasina
kontamine olmus patojen mikroorganizmalardan dolay1 kotii tat ve yapiya sahip
olabilmektedir. Mikroflorasinda patojen barindiran peynirleri tiiketen tiiketiciler
biiytik risk altindadir (Kaynar, 2011).

Beyaz peynir mikroflorasini genel olarak laktik asit bakterileri
olusturmaktadir. Laktik asit bakterileri fermentasyon sonucu son iiriin olarak laktik
asit Ureten mikroorganizmalardir (Karakus vd. 1992). Peynir liretiminde kullanilacak
stte, Pseudomonas, Achromobacter, Klebsiella, Aeromonas ve bazi Streptococcus,
Micrococcus ve  Corynebacterium  cinslerinin  olmast  istenmez. Bu
mikroorganizmalar istenmeyen tat, koku ve yapiya sebep olmakta ve bazi koliform
grubu mikroorganizmalarin peynirde gelismesine katkida bulunarak gaz
olusturmasina sebep olmaktadir (Martinez-Cuesta et al. 2010; Podrzaj et al. 2020).

Bu bilgiler g6z oOniine alindi§inda tiiketilen peynirlerin sahip oldugu
mikrofloranin tespit edilmesi biiyiilk 6nem arz etmektedir. Bu ¢alismada Agr1 ili’ne
ait 7 farkli bolgeden toplanan 14 beyaz peynir 6rneginde LAB’larin izolasyonu, tani

ve karakterizasyonu amaglanmustir.
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Toplanan 7 beyaz peynir 6rneginden toplamda 63 izolat elde edilmis ve 55
izolatin 16S rDNA gen bolgesi sekans analizi ile tanilanirken 8 izolat
tanilanamamustir. Calismaya, tanilanan 55 izolat ile devam edilerek bu 55 bakteri
izolatin karakterizasyonu yapilmustir.

16S rRNA gen analizi sekans sonucuna gore; 1 izolat Staphylococcus
epidermidis (EC1), 1 izolat Streptoccoccus parasanguinis (EC2), 13 izolat
Microbacterium maritypicum (EC3, EC5, EC6, EC7, EC9, EC10, EC11, EC18,
EC19, EC20, EC21, EC30, EC31), 5 izolat Phyllobacterium myrsinacearum (EC14,
EC15, EC17, EC32), 2 izolat Enteroccocus durans (EC8, EC33), 2 izolat
Microbacterium hominis (EC12, EC13), 2 izolat Micrococcus aloeverae (EC22,
EC23), 1 izolat Micrococcus yunnanensis (EC24), 3 izolat Lactococcus lactis subsp.
(EC25, EC49, EC59), 7 izolat Hafnia paralvei (EC26, EC29, EC41, EC42, EC43,
EC44, EC45), 2 izolat Leuconostoc mesenteroides (EC27, EC37, EC64), 3 izolat
Enteroccocus faecium (EC28, EC39, EC40), 1 izolat Streptococcus lutetiensis
(EC35), 1 izolat Shigella flexneri (EC36), 1 izolat Lactobacillus curvatus (EC38), 1
izolat Leuconostoc lactis (EC47), 1 izolat Lactococcus loudensis (EC50), 1 izolat
Lactococcus lactis (EC54), 1 izolat Serratia quinivorans (EC57), 1 izolat Leifsonia
sp. (EC59), 2 izolat Stenotrophomonas pavanii (EC60, EC62), 1 izolat Enterococcus
malodoratus (EC61), 1 izolat Paenibacillus antibioticophila (EC67) olarak
degerlendirilmistir. Sekans sonuglarina goére, 19 adet laktik asit bakterisi tespit
edilmistir.

Calismada beyaz peynirden izole edilen 55 izolatin, bu kapsamda, Gram
ozellikleri, safra tuzuna dayaniklilik, glukozdan CO; Uretimi, antagonistik aktivite,
eskulin hidrolizi, arjinin kullanimi, H2Oz iiretimi, nisasta ve kazein hidrolizi, oksidaz
testi, seker fermente testleri, antibiyotige direng testleri olmak tiizere toplam 12
parametre analizi gergeklestirilmistir.

Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Enterococcus Weissella,
Streptococcus, Oenococcus, Pediococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve
Carnobacterium, fermente gidalarda bulunan LAB cinsleridir (Rattanachaikunsopon
and Phumkhachorn, 2010).
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Calismamizda, siitiin  dogal mikroflorasinda bulunan LAB’lardan
Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus cinslerine ait tdrler
tanimlanmustir.

Yapilan ¢alismalarda,  Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus,
Pediococcus cinslerine ait tiirlerin peynir olgunlagsmasi boyunca baskin tiirler
olduklar1 goriilmiistiir ve Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactococcus
lactis subsp. lactis, Enterococcus faecalis, Enterococcus durans, Enterococcus
faecium, tiirlerinin de peynir mikroflorasinda bulundugu belirlenmistir (Uraz ve
Guindogan, 1998; Durlu-Ozkaya, 2001).

Laktik asit bakterileri peynire kendine has koku, tat ve yap1 kazandirmaktadir,
bunun yani sira iirettigi metabolitler sayesinde koruyucu ozellige sahiptirler.
Geleneksel gidalardan fermente iiriinlerde bulunan mikrofloranin belirlenmesi i¢in
cesitli calismalar yapilmaktadir. Gegmisten gilinlimiize gerek yapisinda gerekse
tadinda pek bir degisiklik olmayan geleneksel fermente gidalarin bu aromalarinin
kaybolmamas1 ve devamliligi i¢cin bu mikrofloranin tanilanmalar1 molekiiler diizeyde
(16S rRNA) belirlenmeli ve bununla alakal1 arastirmalar devam etmelidir. Bu sayede
geleneksel gidalar1 korumak i¢in bir adim atilmis olacaktir. Ayrica insan sagligi
acisindan yoresel iirlinlerde bulunmamasi gereken mikroorganizmalarin tespiti
yapilarak halk sagligin1 korumaya yonelik oOnlemler alinmali ve bu iirlinleri
tretenlerin  daha  hijyenik  kosullarda  iirettikleri  driinleri ~ konusunda
bilinclendirilmeliler (Fusté-Forné, 2020).

Peynir iizerine yapilan bir ¢alismada, peynir 6rneklerinden izole edilen laktik
asit bakterilerinin 16S rRNA ydntemiyle tanilanmasi yapilmistir. Bu calismada
baskin tiir olarak Lactococcus cinsine rastlanmistir (Lusk et al. 2012).

Calismamizda izole edilen izolatlardan 5 tanesi Lactococcus cinsine, 1 tanesi
Lactobacillus, 4 tanesi Leuconostoc cinsine ait turlerdendir.

Kuikui et al. (2014) tarafindan yapilan ¢alismada ise genotipik ve fenotipik
yontemler kullanilarak laktik asit bakterileri karakterize edilmistir. Fenotipik
analizler sonucuda izole edilen mikroorganizmalarin ¢cogunun pH 3.0’da hig gelisme
gostermedikleri rapor edilmistir. Yaptigimiz calismada da izole edilen
mikroorganizmalarin pH 4.0’da pH 7.0 ve pH 9.0’a gére daha az gelisebildikleri
goriilmiistiir.
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Kars ydresine ait peynirlerde yapilan bir ¢caligmada yalnizca Lactobacillus
casei, Lactobacillus plantarum, Pediococcus acidilactici tiirleri izole edilmistir.
Fakat ayn1 yoreden alinan peynirlerle yapilan baska calismalarda ise farkli laktik asit
bakterilerine rastlanilmistir (Aydemir et al. 2015). Bu sebepten dolay1 kullanilan
yonteme, ¢aligsan kisiye ve bolgesel faktorlere (peynir tiretim teknigi, aliskanliklar)
bagli olarak yapilan tanilamalarda farkl tiirlere rastlanabilmektedir.

Ghahremani et al. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, 16S rRNA gen
analizi ve ITS PCR yontemi kullanarak laktik asit bakterilerinin tanilamasini
yapmugtir. Calisma sonucu baskin mikroflora olarak Lactobacillus ve Lactococcus
cinslerine rastlanilmistir. Calismamizda Ghahremani et al. (2015) ¢alismasinda tespit
edilen Lactobacillus ve Lactococcus cinsleri ¢alismamizda da tespit edilmis olup bu
iki cins disinda ayrica Enterococcus cinsinin tiyeleri te tespit edilmistir.
Calismamizda, ana kaynagi peynir olmayan, Burkholderia, Serratia, Hafnia,
Leifsonia, Stenotrophanos, Peanibacillus cinsi mikroorganizmalara rastlanilmistir.
Patojen grubuna Uye olan Staphylococcus, Shigella cinsleri de goriilmiistiir.

Shigella, Gram negatif, hareketsiz, spor olusturmayan, laktozu fermente
etmeyen, Enterobacteriaceae Uyesi fakiltatif anaerobik bir basildir. Shigella ile
kontamine olmus gidalar tiiketen kisilerde, bagirsak kramplari, ates gibi semptomlar
gorulmektedir. (Brenner et al., 1973; Switaj et al. 2015). Calismamizda izole edilen
Shigella, iiretilen peynirin hijyen kosullarindan uzak iretildiginin bir kanitidur.

Cok uzun yillardan beri laktik asit bakterileri gida fermentasyonunda
kullanilmaktadir. Laktik asit bakterileri, tirettikleri bilesiklerle (laktik asit, formik
asit, asetik asit, organik asit, H2O., bakteriosin, reuterin, diasetil) patojen veya
patojen olmayan mikroorganizmalar1 inhibe etme 6zelligine sahiptirler. Ayrica laktik
asit bakterilerinin, Urettikleri, asetik asit ve laktik asit, Gram negatif olan patojen
mikroorganizmalar (Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii vb.) tzerinde
oldukc¢a etkili olmaktadir. Listeria, Staphylococcus, Enterecoccus, Micrococcus,
Leuconostoc, Lactobacillus gibi Gram pozitif bakteriler lizerine ise bakteriosin ve
bakteriosin benzeri maddeler antimikrobiyal etkiye sahiptirler. Laktik asit
bakterilerinin bakteriyosin iireten tiirleri, diger LAB tiirleri iizerinde inhibe edici
etkiye sahip olabilmektedir (Franz et al. 1997; Dinger vd. 2010).
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Bakteriyosinlerin ve gidalar tizerindeki uygulamalar1 i¢in son yillarda yapilan
aragtirmalar 6nem kazanmustir. Enterococcus, Lactococcus ve Lactobacillus basta
olmak Uzere LAB cinsleri lizerine arastirmalar molekiiler seviyelere taginmuistir.
Insan, gida, hayvansal kaynakli izole edilen bu tiirlerde bakteriyosinlere ait genlerin
varlig1 bir¢ok ¢aligmada ortaya ¢ikmistir (Dal Bello et al. 2010, Migaw et al. 2014;
Stoyancheva et al. 2014; Algeria et al. 2010; Strompfova et al. 2008; Knoll et al.
2008; Foulguie Moreno et al. 2006)

Furtado et al. (2014) kegi siitii lizerine yaptig1 ¢alismada Lactococcus lactis
subsp. lactis susunun Listeria monocytgenes patojeni Uzerine belli bir seviyede
inhibisyon sagladigi, bunun bakteriyosin iiretimi sayesinde oldugunu rapor
etmislerdir. Patojenler {izerine saglanan bu inhibisyon gida giivenligi i¢in oldukga
onemli goriilmiistiir. Caligmamizda ise buna ek olarak Microbacterium maritypicum,
Micrococcus  aloeverae, Micrococcus  yunnanensis, Hafnia  paralveli,
Phyllobacterium myrsinacearum, tirlerinin de Listeria monocytgenes Uzerinde
inhibisyon sagladigi gozlemlenmistir.

Yapilan c¢aligmalarda patojen ve gida bozulmalarina neden olan
mikroorganizmalar (zerine inhibisyon etkisinin, bakteriyosinler, H,O,, organik
asitler, reuterin gibi inhibitdr etkisi olan bilesiklerden kaynaklanabilecegi
belirlenmistir. Bu calismalarda agar spot ve agar kuyu difizyon testleri sonucu olusan
inhibisyon zonlarinin bakteriyosin veya bakteriyosin benzeri maddelerden
kaynaklanmig oldugunu ortaya konmustur (Fuller and Gibson 1997; Jacobsen et al.
1999; Awaisheh and Ibrahim 2009).

Agar kuyu difizyon, agar spot ve mikrolitre plaka metodu kullanilarak yapilan
bir bagka calismada kontrol ortami1 (MRS) pH:6.50°de, uygulanan testteki
patojenlerde inhibisyon zonu olusmazken MRS pH: 4.50’ de patojenlerde inhibisyon
zonu gozlemlenmistir. Aragtirmacilar bu sonuca gore patojenlerde olusan inhibisyon
zonlarinin bakteriyosin etkisinden dolay1 degil, diisiik pH’dan dolay1 tiretilen organik
asitten kaynaklandigini rapor etmislerdir (Maragkoudakis et al. 2006).

Haghshenas et al. (2014) taze siitten izole ettigi Lactococcus ve Lactobacillus
suslarindan, Lactococcus lactis subsp. lactis ve Lactobacillus plantarum un diisiik
pH’da gelisebildigi, siklikla kullanilan antibiyotiklere ve yiiksek safra tuzu
konsantrasyonuna kars1 tolerasli olduklarini, bu sebeplerden dolayr probiyotik

55



potansiyelinin oldugunu gdstermiglerdir. Yapmis oldugumuz ¢alismada Lactococcus
cinsine ait oldugu tespit edilen EC25, EC47, EC49, EC51, EC54 izolatlarinin belli
safra tuzu konsantrasyonlarinda (% 0.05- % 0.03-% 0.5) ve pH:4.0’ da gelisim
gosterdikleri belirlenmistir.

Yaptigimiz ¢alismadaki verilere gore, beyaz peynirden izole edilen izolatlarin
tarama testlerinde tespit edilen inhibitor yetenekleri farkli bir metotla yapilan ikinci
bir taramada g6zlenemeyebilir. Odeyemi et al.’nin (2011) de belirttigi gibi yapilan
testleri 6n ve dogrulama testleri olarak gruplamak daha anlamli olacaktir. On tarama
testinde muhtemel antimikrobiyal madde {iretici mikroorganizmanin, patojen
bakterilerin gelisimini engellemesi olasiligini belirlemek i¢in, dogrulama testi ise 6n
tarama testlerini dogrulamak veya dogrulugunu kontrol etmek icin oldukca
onemlidir. Antimikrobiyal madde tiretimi, mikroorganizmanin inkiibasyon siiresi,
pH ve sicaklik gibi faktorlere bagli olarak degisebilmektedir. Bu faktorler elde edilen
sonuclara dogrudan etki edebilmektedir. Dogru ve iyi sonuglara ulagabilmek i¢in bu

faktorler g6z 6nunde bulundurulup dikkatli se¢imler yapilmasi olduk¢a dnemlidir.
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