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OZET

Bu arastirmada, ¢esitli gida orneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin
tanmimlamasi1 yapilmis ve bu bakterilerin kloramfenikol, vankomisin, rifampisin, ampisilin,
gentamisin, eritromisin, penisilin G antibiyotiklerine karsi direngleri belirlenmistir. Ayrica
gidalarda starter ve probiyotik olarak kullanilabilme potansiyeli olan laktik asit
bakterilerinin giivenilir olup olmadig1 ortaya konulmustur. 60 &rnekten 360 izolat elde
edilmistir. 40 izolat se¢ilmistir ve bu izolatlar kullanilmistir.

Arastirma sonucglarina gore antibiyotige direng gosteren izolatlarda en yiiksek
direng vankomisine, en fazla duyarlilik kloramfenikole ve penisilin G’ye kars1 olmustur.
Bazi izolatlarda antibiyotiklerin higbirisine direng tespit edilmemistir. Bu izolatlar sucukta
4 izolat (2 izolat P. pentosaceus, 2 izolat L. plantarum), siitte 4 izolat (3izolat L.plantarum,
1 izolat L. lactis), peynirde 4 izolat (L. plantarum), tursuda 8 izolat (L.plantarum) izolat
olarak tespit edilmistir. Bu izolatlarin 15°C sicaklikta, pH 3.9°da, %4.0, %6.0, %7.5
NaCl’de gelisebilmeleri asidik fermente gida iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanim
acisindan bu kiiltiirlere olduk¢a 6nem kazandirmaktadir. Ayrica bu izolatlarin yiiksek safra
tuzuna dayanikli olusu ve 3.9 ile 9.6 pH’da gelismeleri probiyotik starter kiiltiir igin
aranilan 6zelliklerdir.

Ulkemizde, fermente gidalara probiyotik ve starter olarak katilacak veya dogal
florada bulunan mikroorganizmalarin antibiyotik diren¢ gosterme olasilig1 kontrol
edilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Pastirma, Sucuk, Siit, Peynir, Tursu, Laktik Asit Bakterisi,
Antibiyotik Direng, Starter, Probiyotik



ABSTRACT

Determination of Antibiotic Resistance of Lactic Acid Bacteria Isolated From Various

Foods

In this research, lactic acid bacteria isolated from various food samples were
identified and their resistance to chloramphenicol, vancomycin, rifampicin, ampicillin,
gentamicin, erythromycin, penicillin G antibiotics were determined. In addition, it was
demonstrated whether lactic acid bacteria having the potential to be used as starter and
probiotic in foods are safe. 360 isolates were obtained from 60 samples. 40 isolates were
selected and used.

According to the results of the study, the highest resistance to vancomycin and the
highest sensitivity to chloramphenicol and penicillin G were observed in antibiotic
resistant isolates. The resistance to none of the antibiotics was detected in some isolates.
These isolates were identified as 4 isolates in sausage (2 isolates P. pentosaceus, 2 isolates
L. plantarum) 4 in milk (3 isolates L. plantarum, 1 isolates L. lactis), 4 in cheese (L.
plantarum) and 8 in pickle(L.plantarum). To grow of these isolates at 15°C, 3.9 pH, 4.0%,
6.0%, 7.5% NaCl is gained importance to these cultures in terms of use as a starter culture
in acidic fermented food production. In addition, the resistance to high bile salts and their
development at pH 3.9 and 9.6 are the desired properties for probiotic starter culture.

In our country, the possibility of antibiotic resistance of microorganisms in natural
flora or to be added as starter and probiotic in fermented foods should be controlled.

Keywords: Pastirma, Sucuk, Milk, Cheese, Pickle, Lactic Acid Bacteria, Antibiotic

Resistance, Starter, Probiotic



TESEKKURLER

Tez calismamin her asamasinda bilgisi, tecriibesi ve sabri ile her zaman katkida
bulunan danisman hocam Sayin Dr. Ogr. Uyesi Ozlem ERTEKIN’e sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Calismalarim esnasinda manevi destekleri ile yanimda olan aileme tesekkiir ederim.

Bu ¢alismayr YLMUBO017-20 No’lu proje ile destekleyen Munzur Universitesi

Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne tesekkiir ederim.

Burhan TEKDEMIR
Tunceli-2019



ICINDEKILER Sayfa No

ABSTRACT ....uetvtiueeerttneeeerenneeerrsneeesssseeessssneeessssseeessssneeesssnseesssssneeesns
TESEKKURLER.......ccuuttuiitiiierernerneenerteeseernesersesnessesssessesssesnessnssens
(61 101 20 SQ 1 51 ) 2 SRR
S VEN:) 10) DN 2 01 3 N D0 O

2 Y 1<) 7 | B PP
2.1.1.Besiyerleri ve Kimyasallar

2.2.1. Orneklerin Analizlere Hazirlanmasi..................couuieueiniiiiiiieieieeieee
2.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin 1zolasyonu.................c.ooiiiiiiiiiiiiiie e
2.2.3. Stok KUltlir Olusturma. ..........ooeiiiii it e,
2.2.4. Laktik Asit Bakterilerinin Tiir Tanimlamast..............oooeveiiiiniiininnnnennn..
2.2.5. Gram BOYama. ........o.oiuiiii e
2.2.6. Biyokimyasal TeStler. ... ....c.oiiriii i
2.2.6. 1. Katalaz TeSt. ...euitinieiii e
2.2.6.2. Glukozdan Gaz Olusturma. ............cooiriiniiie i e,
2.2.6.3. Farkli Sicakliklarda Geligebilme Yetenegi.........ccouvvviiiiiiiiiiiiiiiiniien..
2..2.6.4. Farkli Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisebilme Yetenegi..............c...c.........
2.2.6.5. pH; 3,0; pH;3.9 ve pH; 9.6°da Gelisebilme Yetenegi............ccoovvvvvinininnn...
2.2.6.6. SafTa TUZU TOICIANSI. .. \ut ettt ettt
2.2.6.7. Arjininden NHz OIusumu. .......o.ouiiiinii e
2.2.7. Izolatlarin APICHLS50 Sistemi ile Tanimlanmast......................ccecoveeunnn.ine,
2.2.8. Izolatlarin Antibiyotik Duyarliliklarnin Belirlenmesi..................................
3. BULGULAR VE TARTISMAL....cuiitiitiiiiiiiieiieiiiiniiatietiintsassescsassasesnse
3.1. Orneklerden izole Edilen Laktik Asit Bakterileri

3.2. Laktik Asit Bakterilerinin Morfolojik Gorliniimii, Katalaz Aktivitesi, Glukozdan Gaz

v

i
v
Vi
\1

10
10
10
10
12
12



Uretme Ozelligi, Arjinin HIdrolizi..............oviuiiiiiiie e,
3.3. Farkli Sicaklik Degerlerinde Gelisebilme Yetenegi..........ccovvvvuiiiiiiniiiiiniiniann.n.
3.4. Farkli pH Degerlerinde Gelisebilme Yetenegi........c.ovvviiiiiiiiiiiiiiiiiii i,
3.5. Farkli Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisebilme Yetenegi ............cooovvviiiiiiiiiinn
3.6. Safra Tuzuna Dayaniklilik. ..o e,
3.7. Izolatlarin Antibiyotik Direnci.............coeuiuiieiii i

4. SONUCLAR VE ONERILERL.......ccuttuiiuiiiiiriiiieenienieneeneeneeneeneensensenen
KAYNAKLAR....oitiiiiiiiiitiiiiittiiettettttatiattesstsatsassssnssassssssssssnssnsons
[0Y/€) 0l | 1S TP



TABLOLAR LIiSTESI Sayfa No

Tablo 3.1. Orneklerden Izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin Tiir Tanimlamasi... 12

Tablo 3.2. Laktik Asit Bakterilerinin Morfolojik Goriintimii, Katalaz Aktivitesi, 15
Glukozdan Gaz Uretme Ozelligi, Arjinin Hidrolizi........................

Tablo 3.3. Izolatlarin Farkli Sicaklik Degerlerinde Gelisme Sonuglari ............... 17
Tablo 3.4. izolatlarm Farkli pH Degerlerinde Gelisme Sonuglart........................ 19
Tablo 3.5. izolatlarin Farkli Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisme Sonuglari.............. 21
Tablo 3.6. Safra Tuzuna Dayaniklilik Testi Sonuglari.................ccooeviiiiiiiinn... 23
Tablo 3.7. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Direng Sonuglari.................. 27

Vi



GRAS :

dk

ng
rpm

VA
RA
AMP
CN

KISALTMALAR LiSTESI

Generally recognised as safe
Gram

Dakika

Mikrogram

Dakikadaki devir sayisi
Sensitive (Duyarli)
Resistance (Direngli)
Intermediate (Orta Duyarli)
Kloramfenikol

Vankomisin

Rifampisin

- Ampisilin

Gentamisin
Eritromisin

Penisilin G

Vil



1. GIRIS

Laktik asit bakterileri, ¢ok g¢esitli gidalarda dogal fermentasyonu saglayan
mikroorganizmalar olmakla birlikte, tiiketicinin istekleri dogrultusunda gida kalitesini
artiran, teknolojik 6zelliklerini (aroma, tat, koku vb.) 6nemli kilan, raf 6mrii uzun olan
iriinlerin eldesine imkan saglayan ve besinsel degeri fazla iirlinlerin elde edilmesinde
dogal katki olarak kullanilan en 6nemli mikroorganizmalardir. Gliniimiizde tiiketiciler hem
arzu edilen kalitede hem de iireticilerin kimyasal katki maddesi kullanmadigi, saglik
istinde olumlu etkileri bulunan gidalar1 tercih etmekte ve bu sebeple iiretim siirecinde
dogal olmayan koruyucular1 kullanmamaya oOzen gostermektedir. Bu sebeple gerek
geleneksel iirlinlerin elde edilmesinde dogal fermentasyonda gerekse endiistriyel iirlinlere
katilacak starter kiiltiir veya probiyotik katkilar i¢in laktik asit bakterilerinin fonksiyonel
ozelliklerinin ve etki mekanizmalarinin yeteri kadar bilinmesi 6nem tagimaktadir.

Laktik asit bakterileri Gram pozitif, katalaz negatif, aside toleransli, kok veya
cubuk seklinde bakterilerdir. Laktik asit bakterileri genellikle besin icerigi bakimindan
zengin olan ortamlarda, 6rnegin siit, et ve sebzelerde bulunmaktadirlar. Bu bakterilere
ornek olarak Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus, Enterococcus cinsi bakteriler
verilebilir. Bu bakterilerin ortak 6zelligi laktozdan laktik asit fermentasyonu sonucu laktik
asit olusturmalaridir. Geleneksel fermente gidalarda kullanilan laktik asit bakterileri; gram
pozitif, fakiiltatif anacob, katalaz negatif, hareketsiz, sitokromdan yoksun ve spor
olusturmayan; Lactobacillus, Lactococcus, Tetragonococcus, Vagococcus, Weissella,
Streptococcus, Leuconostoc, Aerococcus, Oenococcus ve Pediococcus cinsi bakterilerdir
(Bulut, 2003; Yiiksekdag, 2005).

Laktik asit bakterilerinin gidalar i¢in dnem tasiyan bazi cinsleri asagidaki gibidir.

Lactobacillus spp.

Lactobacillus spp.ler Gram pozitif, ¢ubuk seklinde bakterilerdir ve karbonhidratli
maddeleri kullanirlar (Merk ve ark., 2005). Lactobacillus spp. sebze, et ve siit iriinleri gibi
fermente gidalarin iiretiminde ¢ok onemlidir. Lactobacillus spp.’nin siit endiistrisinde
probiotik ve starter kiiltiir olarak kullanimi artmaktadir (Chamba ve Irlinger, 2004). 5-
53°C’de gelisebilirler. Genellikle hareketsizdirler ve gidalarda yaygin tiirler arasindadirlar.



Ayrica normal et florasinda kendiliginden bulunurlar. Peptidleri aminoasitlere kadar
parcalama oOzelliklerinden dolay1r siit frlinlerinin yapiminda starter kiiltir olarak

kullanilirlar (Kilig, 2001).

Pediococcus spp.

Pediococcus spp. kok seklinde bakterilerdir. Bu bakteriler homofermantatif
Ozelliktedir. Baz: tiirler ekstrem sicakliklara, pH ve NaCl’ye tolerans gosterirler. Genellikle
diger tiirlere gore daha anaerobik sartlara ihtiya¢ duyarlar. Peynirin tadi ve lezzetine
etkilerine yonelik calismalar (Peterson ve Marshall, 1990) bulunmaktadir. Pediococcus
spp., bazi bolgelerde fermente sosislerde starter kiiltiir olarak da kullanilmaktadir (Stiles ve

Holzapfel, 1997).

Enterococcus spp.

Enterococcus spp. Gram pozitif, katalaz negatif, sporsuz, anaerobik
homofermentatif laktik asit bakterileridir (Robinson ve ark.,2000). Insan ve hayvanlarin
dogal mikroflorasinin biiyiik boliimiinii olusturmakla birlikte dogal olarak bulunduklar
ortam gastrointestinal sistemdir. Enterokoklarin pastorizasyon sicakliklarina direngli
olmalar1 nedeniyle 1sil islem uygulanan gidalarda, ¢ig siit ve etten iretilen gida
tirlinlerinden ¢ogunlukla izole edilirler. Bu bakteriler birincil patojen degildirler ancak
genellikle bazi tiirleri ikincil patojen olarak bilinirler (Hummel ve ark., 2007). Bazi
caligmalar enterokoklarin starter ve probiyotik kiiltiir olarak kullanimlarinin yayginlastigini
gostermektedir (De Vuyst ve ark., 2003).

Lactococcus spp.

Starter kiiltiirler olarak siit endiistrisinde kullanilan laktokoklar siit sekeri olan
laktozu fermente ederek fermantasyon sirasinda laktik asit olustururlar (Maeda ve ark.
1986). Lactococcus spp.’ler gram pozitif kok seklindedir. Siitte, peynirde ve diger siit
tiriinlerinde Lc. lactis starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir (Casalta ve Montel, 2008).
Lactococcus spp. genel olarak 10°C’de gelisir, fakat 45°C’de gelisemezler (Frank ve
Hassan, 1998).



1.1. Laktik Asit Bakterilerinin Fonksiyonel Ozellikleri

Bu bakteriler Lactobacillaceae familyasi igerisinde siniflandirilmiglardir (Sharpe ve
ark., 1966). Laktik asit bakterileri, endiistriyel iiretimde 6nemli bir starter kiiltiirdiir. Laktik
asit bakterileri fermente siit {iirlinleri, et driinleri, vb. {rlinlerde yaygmn olarak
kullanilmaktadir (Con ve Gokalp, 2001).

Fermente gidalarin tat, koku, tekstiir ve goriiniisii i¢in kullanilan laktik asit
bakterilerinin faaliyetleri olduke¢a etkilidir. Ayrica laktik asit bakterilerinin insan sagligi
acisindan olumlu etkileri de biiyiik 6nem tagimaktadir (Evren ve ark., 2011).

Laktik asit bakterileri asidifikasyon, proteoliz ve aroma olusumunu tesvik etmek
gibi ¢cok dnemli teknolojik ve fonksiyonel 6zelliklere sahiptir. Yogurt, peynir gibi iirlinler
ile baz1 et iirlinleri, tursu, ekmek gibi {iriinlerin iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan
en 6nemli mikroorganizmalardir. Diger yandan probiyotik karakteristiklere sahip laktik asit
bakterileri midenin asidik kosullarmni, sindirim enzimlerini ve safra tuzlarini tolere
edebilmekte bu yiizden de bagirsak ve kolonda kolonize olabilmektedir. Probiyotik 6zellik
gosteren en 6nemli gruplardan biri ise laktobasillerdir (Giirsoy ve Kinik, 2006).

Laktik asit bakterilerinin probiyotik suslari antibiyotiklerden kaynaklanan bazi
rahatsizliklari da yok edebilmektedir (Yangilar, 2015). Bu 0zellikteki probiyotik
mikroorganizmalar asidik kosullara ve safra tuzlarina dayanikli olmali, sindirim sistemine
iyi kolonize olabilmeli, patojen olmamali, patojenlere antagonist aktivite gostermeli,
antimikrobiyal aktivite tiretmeli, bagisiklik sistemini iyilestirmeli ve gidalarda giivenle
kullanilabilmelidir (Arihara, 2006; Budak Bagdatli ve Kundake1, 2013).

Tiiketicilerin giivenli ve yiiksek kaliteli iiriin istekleri yeni ve dogal koruma
yontemlerinin ortaya konmasini saglamistir. Antimikrobiyel etkiye sahip oldugu bilinen
baz1 mikroorganizmalarin iirettigi antimikrobiyal metabolitlerin {iriinlere ilavesi anlamina
gelen  biyokoruma  ¢ergevesinde  dogal  koruyucu  olarak  kulanilabilecek
mikroorganizmalarin belirlenmesi yoniinde yapilan ¢alismalar da artmistir. Gida
tiretiminde uzun yillardir geleneksel ve endiistriyel boyutta kullanilan laktik asit bakterileri
biyokoruma islemi ¢ercevesinde bir kat daha 6nem kazanmis ve bozulma etkeni olan farkl
mikroorganizmalar ilizerine inhibe edici etkileri bilinen laktik asit bakterilerinin irettigi
antifungal bilesenler ve bu bilesenlerin etki mekanizmalarina yonelik ¢esitli ¢aligmalar
mevcuttur (Olaoye ve Dodd 2010).



Pastirmalarda genelde yiiksek tuz konsantrasyonuna direngli psikrofil 6zellikteki
laktik asit bakterilerinin oldugu bildirilmektedir (Liicke, 1986). Ayrica arastirmacilar
Lactobacillus spp. diizeyleri ile pH degerleri arasinda bir uyum oldugunu da belirtmislerdir
(El-Khateib ve ark., 1987).

Sucuk fermantasyonunda laktik asit bakterileri en onemli bakterilerin basinda
gelmektedir. Bu bakteriler, bazi bilesikleri parcalayarak sucugun tekstiirel 6zelliklerine
katkida bulunurken (Karakaya ve Gogiis, 1993); bazi patojen mikroorganizmalarin
gelisimini  engelleyerek  giivenlik  agisindan  yada  bozulmaya neden olan
mikroorganizmalar1 engelleyerek raf omrii lizerinde etkili olurlar (Sameshima ve ark.,
1998).

Diger bir iirin olan peynirde, olgunlagsma siiresince siitten asit {iretimi ve aroma
gelisimi starterlerin proteolitik aktivitesi ile ilgili olmaktadir. Laktik asit bakterilerinin
proteolitik aktivitesi, peynir olgunlasmasinda onemli rol oynamaktadir. Yiiksek proteolitik
aktiviteli starter olarak kullanilan 4 cins Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve
Streptococcus’dur. Besinci cins olarak Pediococcus son zamanlarda fazlaca onerilen bakteri
cinsidir (Kayagil, 2006). Tiirk beyaz peynirleri tiretiminde L. lactis ssp. lactis ve L. lactis ssp.
cremoris’in farkli oranlardaki karisimi beyaz peynirlerin iretiminde siklikla kullanilmaktadir
(Dagdemir ve ark., 2003).

Laktik asit bakterilerinin 6nemli oldugu bir diger {irlin tursudur. Tursu
fermantasyonunda birgok mikroorganizma faaliyette bulunur. Asil faaliyette bulunmasi istenen
ise laktik asit meydana getiren laktik asit bakterileridir. Bu durum salamura suyundaki tuz
konsantrasyonunu iyi ayarlamakla olmaktadir (Tiirker, 1975).

Katki maddeleri, gidalarin kimyasal, fiziksel ve mikrobiyolojik o6zelliklerinin
gelistirilmesi, depolama siirelerinin uzatilmasi i¢in ilave edilmektedir. Ancak bu katkilarin
bazilar1 kullanim miktarina gére kanserojenik veya toksik etki gosterebilmekte ve sagliksiz
olabilmektedir; Bu sebeple dogal ve giivenilir katkilarin elde edilmesi ve kullanimi
giinimiizde ¢ok 6nemli hale gelmistir. C6ziim olarak fermentatif mikroorganizmalarin
antimikrobiyal etkili metabolitlerinin kullanimi biiyiik 6nem tagimaktadir. Bu gelismelere
gore glinlimiizde gidalarin biyokontrol yolu ile iiretilmeleri ve gidalarda dogal koruyucu

kullanimi1 yaygin hale gelmistir (Soomro ve ark., 2002).



1.2. Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Diren¢ Ozellikleri

Laktik asit bakterilerinde dogal ve kazamilmis direnglilik olabilmektedir. Laktik asit
bakterileri de kommensal bakteriler olarak patojenler igin direng genlerinin kaynagi
olarabilmektedir (Lukasova ve Sustackova, 2003). Laktik asit bakterilerinden
Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc gibi bakterilerin bazi tiirleri dogal olarak
vankomisine direng gosterebilmektedir (Hamilton-Miller ve Shah, 1998). Lactobacillus
tirlerinin bazilar1 protein sentezini inhibe eden kloramfenikol, eritromisin, klindamisin
antibiyotiklerine kars1 duyarlidirlar (Coppola ve ark., 2005).

Antibiyotik direngliliginin artmasinin sebepleri arasinda hayvan yetistiriciliginde
gereksiz antibiyotik kullanim1 ve insanlarin yogun sekilde antibiyotik kullanmasi kaynak
olarak gosterilebilmektedir. Laktik asit bakterileri patojen olmadigi halde antibiyotik
diren¢ genlerinin patojen bakterilere gecisini saglayarak Ssaglik sorunlarina neden
olabilmektedir. Antibiyotik direngli laktik asit bakterileri ¢ig gida triinlerinden ya da
pastorizasyonu yetersiz et ve siit triinleri ile tasinabilmektedir (Hereros ve ark, 2005). Bu
nedenle kontamine gidalar ile antibiyotiklere direngli bakterilerin insanlara transfer
edilebilme riski s6zkonusudur (Robredo ve ark., 2000; Klare, 2003). Direng genlerinin
gida zinciri araciligi ile insanlar1 da etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (Peters ve ark.,
2003).

Yapilan birgok arastirmada, insan ve hayvan bagirsagindaki bakterilerin ayni
antibiyotiklere karsi direng gostermeleri mikroorganizmalar arasinda direng geninin transfer
olasiligini ve yayilmasint dogrulamistir (Ammor ve ark., 2007). Diger bir ifadeyle antibiyotik
direng genleri laktik asit bakterileri araciligiyla gidalarin iiretimi sirasinda ya da bagirsak
sisteminden gegis sirasinda insan patojenlerine taginabilmektedir (Mathur ve Singh, 2005).

Laktik asit bakterilerinin bir¢ogu geleneksel fermente gidalarinin iiretiminde starter
kiiltiir olarak kullanilmakta veya gidanin dogal florasinda bulunmaktadir. Bu bakteriler,
Generally recognised as safe (GRAS) listesinde olmasina ragmen antibiyotik direng
Ozelligini transfer etme yada tasima Ozelliklerinden dolayr bir risk tasiyabilmektedir
(Mathur ve Singh, 2005; Ammor ve ark., 2007). Bu durum daha ¢ok antibiyotiklerin ziraat
ve veteriner uygulamalarinda asiri, yanlis kullaniomindan dolayr daha zararli bir hale
gelmistir (Nawaz ve ark., 2011).

Cok onemli yararli 6zelliklere sahip laktik asit bakterilerinin antibiyotiklere karsi

direng¢ olusturma o6zelliklerinin belirlenmesi ¢ok biiyiilk 6nem tasimaktadir. Ciinkii laktik



asit bakterilerinin starter ve probiyotik olarak kullanilabilme imkanlarinin arastirilmasi igin
oncelikle bu bakterilerin antibiyotik direnci gostermediginin bilinmesi gerekmektedir.
Boylece hem endiistriyel olarak aymi kalitede ve glivenilir gidalarin {iretilmesi hem de bu
bakterilerin saglik yarayish 6zellik gosterenlerinin probiyotik olarak probiyotik gidalarda
kullanim1 saglanabilecektir.

Bu arastirmada, gesitli gida drneklerinden (pastirma, sucuk, siit, peynir, tursu) laktik
asit bakterileri izole edilmis ve tanimlamasi yapilmistir. Daha sonra bu bakterilerin gida
kaynakli tehlike igerip i¢ermedigini tespit etmek igin kloramfenikol, vankomisin,
rifampisin, ampisilin, gentamisin, eritromisin, penisilin G, antibiyotiklerine kars1 direngleri
belirlenmistir. Boylelikle gidalarda starter ve probiyotik olarak kullanilma potansiyeli olan

laktik asit bakterilerinin giivenli olup olmadig1 ortaya konulmustur.



2. MATERYAL VE METOT
2.1. Materyal

Cesitli yerlerden toplanan 60 adet d6rnekten (pastirma, sucuk, siit, peynir, tursu) 360
izolat elde edilmis ve secilen 40 adet bakteri izolat1 ile analizlere devam edilmistir.
Ulkemize 6zgii geleneksel iiriiniimiiz olan pastirma drnekleri ¢emenli olarak parca halinde,
Sucuk ornekleri geleneksel dogal fermente Tiirk sucugu olarak kangal seklinde, siit
ornekleri kegi siitii olarak kdylerden, peynir drnekleri salamura kdy peyniri (inek siitiinden)
olarak, tursu drnekleri ev yapimi karisik tursu olarak kullanilmustir. Ornekler 2017 yili giiz
doneminde farkli zaman dilimlerinde sansa bagl olarak numune alma kurallarina gore
almarak hijyen ve sicaklik kosullarma uyularak Munzur Universitesi, Miihendislik
Fakiiltesi, Gida Miihendisligi uygulama laboratuvarma getirilmistir. Ornekler +4°C’de

buzdolabinda analizler yapilana kadar muhafaza edilmistir.

2.1.1. Besiyerleri ve Kimyasallar

Arastirmada, orneklerdeki laktik asit bakterilerinin izolasyonu amaciyla kullanilan
besiyerleri MRS Agar, M17 Agar, Enterococcus Agar, safra tuzu toleransi i¢in Ox-bile
Agar (Sigma), antibiyotik direncin belirlenmesi amaciyla Mueller Hinton Agar
kullamilmustir.  izolatlar1 aktiflestirmek icin M17 broth, MRS broth kullanilmustir.
Antibiyotik direngliligi belirlemek i¢in yedi c¢esit antibiyotik (kloramfenikol (30pg),
vankomisin (30ug), rifampisin (5 ug), ampisilin (10 pg), gentamisin (10 pg), eritromisin
(15 pg), penisilin G (10 pg)) diskleri (Bioanalyse) kullanilmistir.

2.2. Metot

2.2.1. Orneklerin Analizlere Hazirlanmasi

Gida 6rneklerinden hijyenik kosullarda 10 g 6rnek alinarak 90 ml seyreltme sivisi
(%0.85 NaCl, Merck) igerisinde 10°®ya kadar diliisyonlar hazirlanmis ve ekimler

yapilmustir.



2.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu

Ornekler tiim spesifik besiyerlerine (MRS Agar, M17 Agar, Enterococcus Agar)
yiizeye yayma ekim ydntemiyle ekilmistir. 24-48 saat 37 °C'de inkiibasyona birakilmustir.
Gelisen tiim Koloniler degerlendirilmistir (Klein, 2003; Zamfir ve ark.,2006; Rosaria ve
ark.,2007).

2.2.3. Stok Kiiltiir Olusturma

Spesifik besiyerlerinde gelisen koloniler alinarak 10 ml'lik MRS broth igeren tiiplere
asilanmustir ve 37°C'de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. Gelisen kiiltiirler santrifiij
edilerek (5000 rpm) gliserin bulunan eppendorf tiipleri igerisinde-18 °C'de muhafaza
edilmistir.

2.2.4. Laktik Asit Bakterilerinin Tiir Tammmlamasi

Spesifik besiyerlerinden segilen kolonilere Gram boyama uygulanmis ve Gram
pozitif izolatlara katalaz testi uygulanmistir. Glukozdan gaz iiretme testi Katalaz (-) olan
izolatlara uygulanmistir. Cins diizeyinde tanimlanan izolatlara APICHLS50 kiti uygulanarak
tiir tantmlamasi yapilmstir.

2.2.5. Gram Boyama

Boyama islemi i¢in daha Once saflastirma islemleri tamamlanmis olan izolatlar

aktiflestirilmis ve ¢alisma i¢in 24-48 saatlik taze kiiltiirler kullanilmistir (Benson 1983).

2.2.6. Biyokimyasal Testler

2.2.6.1. Katalaz Testi

Izolatlarin katalaz enzim testi igin; kiiltiitler agar petrilerinde gelistirilmis ve

35°C'de 24-48 saatlik taze kiiltiirler {izerine birkac damla %3 'liikk hidrojen peroksit (H205)



ilave edilerek kabarcik olusumu gézlemlenmistir. Kabarciklarin goriildiigii 6rnekler katalaz

pozitif, digerleri ise katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Koneman ve ark., 1992).

2.2.6.2. Glukozdan Gaz Olusturma

Durham tiipti iceren broth MRS veya M17 besiyerine aktiflestirilmis izolatlarin
ekimi yapilmustir. Kiiltiirler 37°C'de anaerobik kosullarda 7 giin inkiibe edilmistir. Durham
tiiptinde kabarcik olusan tiipler i¢in test pozitif, higbir degisim gbézlenmeyen tiipler igin ise

test negatif olarak degerlendirilmistir (Papamanoli ve ark., 2003; Kostinek ve ark., 2007).

2.2.6.3. Farkh Sicakliklarda Gelisebilme Yetenegi

MRS veya M17 broth igeren besiyeri tiiplerine 24 saatlik aktif kiiltiirlerden ekim
yapilmistir. 10°C'de 7 giin, 15°C'de 5 giin, 45°C'de 3 giin siireyle inkiibasyona birakilmustir.
Bakteri geligsmeleri tiiplerdeki bulanikliklariyla belirlenmistir Gelisme goriilen tiipler
pozitif olarak, gelisme goriilmeyenler ise negatif olarak degerlendirilmistir (Hebert ve ark.,
2000; Kostinek ve ark., 2007).

2.2.6.4. Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisebilme Yetenegi

Izolatlarin tuza karsi olan toleranslarmm belirlenmesi icin; % 4.0, % 6,0, %7.5 ve
%10 oraninda tuz igeren besiyeri ortami hazirlanmis ve 24-48 saatlik aktif kiiltiirlerden bu
dort ortama inokiilasyon yapilarak izolatlar 2-7 giin siireyle inkiibasyona birakilmstir.
Izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarindaki gelisimi tiiplerde olusacak bulanikliga gore

degerlendirilmistir (Holt ve ark., 2000).

2.2.6.5. pH; 3,0, pH; 3,9 ve pH; 9.6'da Gelisebilme Yetenegi

Izolatlarin yiiksek ve diisiik asitlige sahip ortamda gelisebilme potansiyelini
belirlemek i¢in; 1M HCI ve 1M NaOH ile pH; 3,0 pH; 3,9'a ve 9.6'ya ayarlanmistir.
Brothlu besi ortami hazirlanmustir. Izolatlarin 24-48 saatlik aktif kiiltiirleri pH; 3,0, pH™1
3,9'a ve 9.6'ya ayarlanmig broth ortamina inokiile edilmis ve izolatlar 2-5 giin siireyle

optimum gelisme kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siireci sonunda
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bulaniklik goriilen tiipler pozitif, bulaniklik gorilmeyen tipler ise negatif olarak
degerlendirilmistir (Holt ve ark.,2000).

2.2.6.6. Safra Tuzu Toleransi

Safra suyu toleransi testi igin agar besiyerine %3 ox-bile, %5 ox-bile, %9 ox-bile
besiyeri katilarak, her bir besiyerine ekim yapilarak 30°C de 7 giin inkiibe edilmistir.

Koloni olusturanlar toleransli kabul edilmistir (Papamanoli ve ark. 2003).

2.2.6.7. Arjininden NH3 Olusumu

L-arginin monohydrochloride iceren tiiplere 18 saatlik bakteri kiiltiirii ilave edilmis
ve 30 °C' de 7 giin inkiibe edilmistir. Rengin eflatundan sariya dénen rengin tekrar eflatuna
donmesi ve kontrol tiipliniin sar1 renkte kalmasi pozitif kabul edilmistir (Papamanoli ve

ark. 2003; Sanchez ve ark. 2005).

2.2.7. lizolatlarmn API CHLS50 Sistemi ile Tamimlanmasi

APICHL50(bioMerieux) sistemi kitler araciligiyla verilen talimatlar dogrultusunda
gerceklestirilmis ve mikroorganizmalar kullandiklar1 karbonhidrat kaynaklarina gore tiir
diizeyinde simiflandirilmistir. Tanimlamasi yapilacak olan izolatlar aktiflestirilmistir.
Talimatlar dogrultusunda sirasiyla yapilan islemlerden sonra siispansiyon elde edilmistir.
Elde edilen siispansiyon, herbir kuyucugu farkli karbon kaynagi igeren kitlere aktarilmistir.
Kitler inkiibasyona birakilmigtir Inkiibasyon siirecinde 24. ve 48. saatler sonunda

kuyucuklarda meydana gelen renk degisimlerine gére sonuglar degerlendirilmistir.

2.2.8. Izolatlarin Antibiyotik Duyarhliklarimin Belirlenmesi

Izolatlarin antibiyotik direngliliklerinin tespiti igin, Kirby-Bauer disk difiizyon
teknigi kullanilmstir. Izolatlar, aktiflestirilerek Mueller Hinton Agara yiizeye yayma ekim
yontemiyle ekilmis ve antibiyotik diskleri kloramfenikol (30ug), vankomisin (30ug),
rifampisin (5 pg), ampisilin (10 pg), gentamisin (10 pg), eritromisin (15 pg), penisilin G
(10 pg) diskleri yerlestirilmistir. 37°C’de 24 saat inkiibasyondan sonra antibiyotik diskleri
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etrafinda olusan inhibisyon zon ¢aplar1 Giir (2007)’nin ¢aligmasindaki NCCLS dokiiman
M2-A9°da zon c¢apt yorumlama standartlarina gore degerlendirilmistir. Buna gore

izolatlarin duyarli, direncli yada orta duyarl olduklar1 belirlenmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

Arastirmada toplanan 6rneklerden izole edilerek segilen 40 adet laktik asit bakterisi
izolat1 kullanilmistir. Tir olarak tamimlanan izolatlarin kloramfenikol, vankomisin,
rifampisin, ampisilin, gentamisin, eritromisin, penisilin G antibiyotiklerine kars1 direnci
belirlenmistir. Ayrica uygulanan diger testlere gore izolatlarin starter ve probiyotik

olabilme durumlar1 degerlendirilmistir.

3.1.0rneklerden izole Edilen Laktik Asit Bakterileri

Orneklerden izole edilen 40 adet laktik asit bakterisinin numaralar1 ve izole edildigi

ornekler ve tanimlamalar1 Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Orneklerden izole edilen laktik asit bakterilerinin tiir tanimlamasi

Izolat Gida Ornegi Tiir

No
1 Pastirma L. plantarum
2 Pastirma L. plantarum
3 Pastirma E. faecalis
4 Pastirma L.plantarum
5 Pastirma E. faecalis
6 Sucuk P. pentosaceus
7 Sucuk P. pentosaceus
8 Sucuk P. pentosaceus
9 Sucuk P. pentosaceus
10 Sucuk L. plantarum
11 Sucuk L. plantarum
12 Sucuk L. plantarum
13 Sucuk L. plantarum
14 Sucuk L. plantarum
15 Sucuk L. plantarum
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16 Siit L. plantarum
17 Siit L. plantarum
18 Siit L. lactis

19 Siit L. plantarum
20 Siit L. lactis

21 Peynir L. plantarum
22 Peynir L. plantarum
23 Peynir L. plantarum
24 Peynir L. plantarum
25 Peynir L. plantarum
26 Peynir L. plantarum
27 Peynir L. plantarum
28 Peynir L. curvatus
29 Peynir L. lactis

30 Peynir L. paracaseli
31 Tursu L. plantarum
32 Tursu L. plantarum
33 Tursu L. plantarum
34 Tursu L. plantarum
35 Tursu L. plantarum
36 Tursu L. plantarum
37 Tursu L. plantarum
38 Tursu L. plantarum
39 Tursu L. plantarum
40 Tursu L. plantarum

Yalanca (2009) 15 pastirma drneginden izole ettigi 12 laktik asit bakterisinin 3’{inlin
Pediococccus spp., 1°inin Enterococcus spp., 8’inin Lactobacillus spp., oldugunu
belirtmistir. Calismamizda pastirmadan izole edilen 5 izolatin 2 adedi E. faecalis olarak
bulunmustur.

Yalanca (2009) 35 sucuk orneginden izole ettigi 29 laktik asit bakterisinin, 7’sinin
Pediococcus spp., 17’sinin Lactobacillus spp. oldugunu belirtmistir. Toksoy ve ark.,
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(1999) tarafindan yapilan ¢aligmada sucuk ve sosis Orneginden 97 adet Lactobacillus
bakterisi izole edilmis ve bunlarin 39’u L. plantarum olarak bulunmustur. Adigiizel ve
Atasever (2009) tarafindan yapilan c¢alismada 15 sucuk oOrneginden Lactobacillus
plantarum, Pediococcus pentosaceus izolatlarin oldugu 45 laktik asit bakterisi
tanimlanmistir. Erdogrul ve ark. (2002), 7 sucuk Orneginden Pediococcus cinsine ait
toplam 34 bakteri izole etmisler ve 4’iiniin Pediococcus pentosaceus oldugunu
bildirmislerdir. Cosansu ve ark. (2007), sucuk 6rneklerinden 206 laktik asit bakteri susu
izole etmis ve 25 izolat1 Pediococcus spp. olarak tanimlamislardir. Con ve Gokalp (2000)
sucuk orneklerinden Lactobacillus plantarum, 4 Pediococcus pentosaceus olmak iizere 19
laktik asit bakterisi izole etmislerdir. Kaban (2007) sucuk orneklerinden 129 laktik asit
bakterisi izole etmis ve tamimlamustir. Sucuk Orneklerinde baskin tiiriin Lactobacillus
plantarum oldugunu belirlemis ve ayrica Pediococcus izolatlar1 da bulmustur. Ertekin
(2007) sucuk orneklerinden 2 adet L. plantarum, 6 P.pentosaceus tanimlamistir. Calismada
10 sucuk izolatmin 6 adedi L. plantarum, 4 adedi P. pediococcus olarak bulunmustur.
Calisma sonuglari aragtirmacilarin sonuglariyla benzerlik gostermektedir.

El-Din ve ark. (2002), ¢ig siitteki baskin floranin E. faecium oldugunu
bildirmislerdir. Zamfir ve ark. (2005) arastirmalarinda Romanya piyasasindan temin
ettikleri siit triinlerinden izole ettikleri laktik asit bakterilerinin genellikle L. lactis,
Leuconostoc spp. ve Enterecoccus spp. oldugunu tespit etmiglerdir. Calismamizda siit
orneginden izole edilen 5 izolatin 2’sinin L. lactis, 3’tniin L. plantarum oldugu tespit
edilmistir. Calisma sonuglar1 EI-Din ve ark. (2002) bulgularindan farkli, Zamfir ve ark.
(2005) ile benzemektedir.

Cogan ve ark. (1997), Ispanya’da yaptig1 arastirmada 35 peynir &rneginden %38
Lactococcus, %17 Enterecoccus, %14 Streptococcus thermophilus, %212 mezofilik
Lactobacillus, % 10 Leuconoctoc, %9 termofilik Lactobacillus izole etmislerdir. Manopoulou
ve ark. (2003), Feta peynirlerinden izole ettikleri 146 izolatin 29 tanesinin Enterococcus
faecium oldugunu bildirmislerdir. Erdogrul ve Erbilir (2006), farkli gidalardan laktik asit
bakteri suslar1 izole etmislerdir. Peynir ve yogurt Orneklerinden izole edilen suslar
Lactobacillus spp. olarak tanimlanmustir. Ertekin (2007) yaptigi ¢alismada peynirden izole
ettigi 6 izolat1 L.plantarum olarak tanimlamistir. Calisma sonuglarina bakildiginda peynirden
izole edilen 10 izolatin 7’si L. plantarum, 1°i L.curvatus, 1’i L.lactis, 1°i L.paracasei’dir.
Calisma sonuglari Ertekin (2007) ve Erdogrul ve Erbilir (2006) ile olduk¢a uyumlu, Cogan ve
ark. (1997) kismen uyumlu, Manopoulou ve ark. (2003) ile farklidur.
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Calismada karisik tursu orneklerinden izole edilen 10 izolatin 10’u da L. plantarum
olarak bulunmustur. Con ve Karasu (2009) c¢alismasinda 70 tursu ve 16 zeytin Ornegi
kullanarak toplamda 86 6rnekten 16 izolat segmis ve bunlarin 13’iiniin L. plantarum, 3’{iniin L.
pentosus oldugunu belirlemislerdir. Calisma sonuglar1 arastirmacilarin sonuglartyla oldukca

uyumludur.

3.2. Laktik Asit Bakterilerinin Morfolojik Gériiniimii, Katalaz Aktivitesi,
Glukozdan Gaz Uretme Ogzelligi, Arjinin hidrolizi

Tablo 3.2. Laktik asit bakterilerinin morfolojik goriiniimii, katalaz aktivitesi,
glukozdan gaz iiretme 6zelligi, arjinin hidrolizi

Izolat | Tiir Morfolojik | Katalaz Glukozdan Arginin
No Goriiniim | Aktivitesi | Gaz Uretme | Hidrolizi
1 L. plantarum Basil - - -
2 L. plantarum Basil - - -
3 E. faecalis Kok - B -
4 L. plantarum Basil - - -
5 E. faecalis Kok - - -
6 P. pentosaceus Kok - - -
7 P. pentosaceus Kok - - -
8 P. pentosaceus Kok - - -
9 P. pentosaceus Kok - - -
10 L. plantarum Basil - - -
11 L. plantarum Basil - - -
12 L. plantarum Basil - - -
13 L. plantarum Basil - - -
14 L. plantarum Basil - - -
15 L. plantarum Basil - - -
16 L. plantarum Basil - - -
17 L. plantarum Basil - - -
18 L. lactis Kok - - -
19 L. plantarum Basil - - -
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20 L. lactis Kok - - -
21 L. plantarum Basil - - -
22 L. plantarum Basil - - -
23 L. plantarum Basil - - -
24 L. plantarum Basil - - -
25 L. plantarum Basil - - -
26 L. plantarum Basil - - -
27 L. plantarum Basil - - -
28 L. curvatus Basil - - -
29 L. lactis Kok - - -
30 L. paracasei Basil - 4 -
31 L. plantarum Basil - - -
32 L. plantarum Basil - - -
33 L. plantarum Basil - - -
34 L. plantarum Basil - - -
35 L. plantarum Basil - , -
36 L. plantarum Basil - - -
37 L. plantarum Basil - - -
38 L. plantarum Basil - - -
39 L. plantarum Basil - - -
40 L. plantarum Basil - - -

Tamang ve ark. (2005) yaptiklar1 calismada 7 adet P. pentosaceus izolatinin tamaminin
glukozdan gaz iiretiminin negatif, arginin hidrolizinin pozitif oldugunu belirtmislerdir. Calisma
sonucu, glukozdan gaz iretimi igin benzerdir. Simsek (2003) Pediococcus ssp. ES’in
morfolojisinin kok, Gram boyamasimmin ve arginin hidrolizinin pozitif, glukozdan gaz
tiretiminin negatif oldugunu belirtmistir. Ertekin (2007) nin ¢alismasinda P. pentosaceus ’larda
morfoloji kok, glukozdan gaz tiretimi ve arginin hidrolizi negatif ve Gram boyama pozitiftir.
Yapilan ¢alismada P. pentosaceus’larda Gram boyama pozitif, glukozdan gaz iiretimi, arjinin
testi negatif, morfoloji kok goriiniimiindedir. Calisma sonuglart Ertekin (2007) ile tam uyumlu,
Simsek (2003) ve Tamang ve ark. (2005) ile arjnin hidrolizi a¢isindan farklidir.

Tamang ve ark. (2005) calismalarinda fermente sebzelerden izole ettikleri 13 adet L.

plantarum izolatinin tamaminda glukozdan gaz iiretiminin olmadigini ve arginin hidrolizinin
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yalnizca 3 izolatta pozitif oldugunu belirtmislerdir. Garcia Fontan ve ark. (2007) yaptiklari
calismada 18 adet L. plantarum susunun glukozdan gaz iiretiminin olmadigini tespit
etmislerdir. Papamanoli ve ark. (2003) izole ettigi 7 adet L. plantarum’un glukozdan gaz
tiretiminin ve arginin hidrolizinin hig¢birinde pozitif olmadigint belirtmislerdir. Ertekin (2007)
yaptigi ¢alismada L. plantarum’larda glukozdan gaz tiretiminin olmadigini belirtmistir. Simsek
(2003) yaptig1 calismasinda L. plantarum 431, C5, 113 izolatlarinin morfolojik goriiniimiiniin
basil, Gram boyamasinin pozitif, katalaz, arjinin hidrolizi ve glukozdan gaz iiretiminin negatif
oldugunu bildirmistir. Karasu (2006) tursu ve zeytinden izole etmis oldugu L. plantarum’larin
Gram boyamasinin pozitif, katalaz, arginin hidrolizi ve glukozdan gaz iiretiminin negatif,
morfolojilerinin basil oldugunu bildirmistir. Calisma sonuglari Papamanoli ve ark. (2003),
Tamang ve ark. (2005), Garcia Fontan ve ark. (2007), Karasu (2006), Ertekin (2007) tarafindan
izole edilen L. plantarum izolatlariyla temel 6zellikler agisindan uyum gostermektedir.

Ozkalp (2006) ¢alismasinda 50 adet L. lactis izolatlariyla ¢alismis bunlarin hepsinin
morfolojilerinin kok oldugunu, Gram boyamalarinin pozitif, katalazin negatif oldugunu
belirlemistir. Kelly ve ark. (1998) sebze ve meyvelerden izole edilen laktokoklarin biitiin
suslarinin Gram pozitif, katalaz negatif, kok sekilli oldugunu ve glukozdan gaz iiretimlerinin
olmadigin1 belirtmislerdir. Calisma sonucu L. lactis igin belirlenen degerlerle uyum
gostermistir.

Papamanoli ve ark. (2003) yapmis olduklart c¢alismada izole ettikleri 24 adet
L.curvatus 'un glukozdan gaz tiretmedigini ve arginin hidrolizinin yaridan fazla 6rnekte pozitif
oldugunu belirtmislerdir. Kask ve ark. (2003) Estonya yar1 sert peynirlerinden izole ettigi 2
adet L. curvatus’un, Garcia Fontan ve ark. (2007) calismalarinda 23 adet L. curvatus izolatinin
glukozdan gaz tiretmedigini belirtmislerdir. Yapilan ¢alisma sonunda elde edilen degerler
glukozdan gaz iiretimi agisindan 3 literatiir verisiyle tam bir uyum gosterirken, arginin hidrolizi

acisindan Papamanoli ve ark. (2003) verisiyle tam benzerlik gostermemektedir.

3.3.Farkh Sicaklik Degerlerinde Gelisebilme Yetenegi

Tablo 3.3. Izolatlarm farkl sicaklik degerlerinde gelisme sonuglart

izolat Tiir 10 °C 15°C 45°C
No

1 L. plantarum + + -

2 L. plantarum + + -

3 E. faecalis + + +
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P. pentosaceus

P. pentosaceus

P. pentosaceus
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. plantarum

11

. plantarum

12

. plantarum
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. plantarum
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. plantarum
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L. lactis

19

L. plantarum
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L. lactis

21

. plantarum

22

. plantarum
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. plantarum

24

. plantarum

25

. plantarum

26

. plantarum

27
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. plantarum

28

L. curvatus

29

L. lactis

30

L. paracasei

31

L. plantarum

32

L. plantarum

33

L. plantarum

34

L. plantarum

35

L. plantarum
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36 L. plantarum + + -
37 L. plantarum + + -
38 L. plantarum + + -
39 L. plantarum + + -
40 L. plantarum + + -

Calismada Tablo 3.3’de gosterildigi gibi 15° C’ tiim izolatlar gelisme gosterirken,
10°C’de ve 45°C’de baz1 izolatlarin gelisebilme yetene8i gosterdigi bazilarin ise
gelisemedigi tespit edilmistir.

Ozkalp (2006) 50 adet L. lactis izolatiyla yapmis oldugu calismada 30°C de
izolatlarm tamaminin gelisme gosterdigini, 40°C de 3 izolatin, 45°C’de ise higbirisinin
gelisme gostermedigini belirtmistir. Calisma sonucu 45°C’de gelismeme agisindan
karsilastirildiginda Ozkalp (2006) ile kismen benzerlik gostermektedir.

Papamanoli ve ark. (2003) yapmis olduklar: ¢alismada Yunan kuru fermente sucugundan
izole ettikleri 24 adet L. curvatus’un 15°C’de %100, 45°C’de %21 gelistigini tespit etmistir.
Kask ve ark. (2003) Estonya yar1 sert peynirlerinden izole ettikleri L. curvatus i¢in yaptiklari
calismada 30°C de iyi gelisme tespit etmislerdir. Garcia Fontan ve ark. (2007) tarafindan
yapilan ¢alismada da 23 adet L. curvatus’un 15°C’de tamaminin (%100) ve 45°C’de 3
adedinin (%13) gelistigi saptanmistir. Sonuglar 15°C’de gelisme agisindan Papamanoli ve ark.
(2003) ve Garcia Fontan ve ark. (2007) literattr verileri ile tam uyumludur.

Hebert ve ark. (2000) ¢aliymasinda Arjantin ve Italya peynirlerinden izole ettigi
Lactobacilli’lerin 37°C ve 45°C’de gelistigini, 15°C’de gelisemedigini tespit etmistir. Simsek
(2003) Lactobacillus sp. izolatlar1 ile yaptigi ¢alismada 7 adet izolatin 15°C’de tamaminin
gelisme gosterdigini, 45°C’de ise 2 adedinin gelisme gosterdigini bildirmistir. Calisma
sonuglart Hebert ve ark. (2000) ile 15°C’de gelisme agisindan uyumsuz, Simsek (2003) ile

uyumludur.

3.4. Farkh pH Degerlerinde Gelisebilme Yetenegi

Tablo 3.4. izolatlarin farkli pH degerlerinde gelisme sonuglari

Izolat Tiir pH 3.0 pH 3.9 pH 9.6
No
1 L. plantarum - + +
2 L. plantarum - + +
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3 E. faecalis

4 L. plantarum
5 E. faecalis

6 P. pentosaceus
7 P. pentosaceus
8 P. pentosaceus
9 P. pentosaceus
10 L. plantarum
11 L. plantarum
12 L. plantarum
13 L. plantarum
14 L. plantarum
15 L. plantarum
16 L. plantarum
17 L. plantarum
18 L. lactis

19 L. plantarum
20 L. lactis

21 L. plantarum
22 L. plantarum
23 L. plantarum
24 L. plantarum
25 L. plantarum
26 L. plantarum
27 L. plantarum
28 L. curvatus
29 L. lactis

30 L. paracasei
31 L. plantarum
32 L. plantarum
33 L. plantarum
34 L. plantarum
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35 L. plantarum - + +
36 L. plantarum - + +
37 L. plantarum - + +
38 L. plantarum - + +
39 L. plantarum - + +
40 L. plantarum - + +

McDonald ve ark. (1990) L.plantarum’un 4.5-7.0 pH arasinda gelistigini bildirmistir.
Papamanoli ve ark. (2003) ¢alismalarinda kuru fermente sucuktan izole ettikleri 7 adet L.
plantarum izolatinin pH 4.0 ve pH 5.0°de gelistigini, pH 3.0’da gelisemedigini tespit etmistir.
Calisma sonuglarinin literatiir verileriyle ¢elismedigi goriilmektedir.

Papamanoli ve ark. (2003) tarafindan yapilan ¢caligmada kuru fermente sucuktan izole
edilen 24 adet L.curvatus’un pH 3.0’de gelisme gostermedigi, pH 4.0°de %42, pH 5.0’de %58
gelisme gosterdigi.bildirilmistir. Calismada izole edilen izolatlarin birbirini dogrular nitelikte

oldugu ifade edilebilir.

3.5. Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisebilme Yetenegi

Tablo 3.5. Izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme sonuglari

Izolat Tiir % 4 NaCl | % 6 NaCl | % 7.5 NaCl | % 10 NacCl

No

1 L. plantarum + + + -
2 L. plantarum + + + -
3 E. faecalis + + + -
4 L. plantarum + + + -
5 E. faecalis + + + -
6 P. pentosaceus + + + -
7 P. pentosaceus + + + -
8 P. pentosaceus + + + -
9 P. pentosaceus + + + -
10 | L. plantarum + + + -
11 | L. plantarum + + + -
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12 | L. plantarum + + + -
13 | L. plantarum + + + -
14 | L. plantarum + + + -
15 | L. plantarum + + + -
16 | L. plantarum + + + -
17 | L. plantarum + + + -
18 | L. lactis + + + -
19 | L. plantarum + + + -
20 | L. lactis + + + -
21 | L. plantarum + + + -
22 | L. plantarum + + + -
23 | L. plantarum + I + -
24 | L. plantarum + + + -
25 | L. plantarum + + + -
26 | L. plantarum + iF + -
27 | L. plantarum + + + -
28 | L. curvatus + + + -
29 | L. lactis + + + -
30 | L. paracasei + + + -
31 | L.plantarum + + + -
32 | L. plantarum + + + -
33 | L. plantarum + + + -
34 | L. plantarum + + + -
35 | L. plantarum + + + -
36 | L. plantarum + + + -
37 | L. plantarum + + + -
38 | L. plantarum + + + -
39 | L. plantarum + + + -
40 | L. plantarum + + + -

Sanchez ve ark. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada izole edilen L.plantarum suslarinin

% 4.0, 6.5 ve 8.0 NaCl konsantrasyonlarinda tamaminin gelistigi, Badis ve (2004) tarafindan
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ke¢i siitinden izole edilen L. plantarum izolatlarmin %2.0, 3.0, 4.0’lik NaCl
konsantrasyonunda  %90’indan  fazlasinin  pozitif = gelisme — gosterdigi,  %6.5
konsantrasyonlarinda gelisme gostermedigi tespit edilmistir. Papamanoli ve ark. (2003)
tarafindan yapilan c¢alisma sonucunda kuru fermente sucuktan izole edilen 7 adet L.
plantarum’un %6.5, 8.0 ve 10 NaCl konsantrasyonunda %100 gelisebildigini bildirmistir.
Karasu (2006) yapmis oldugu ¢alismada tursu ve zeytinden izole ettigi laktik asit bakterilerinin
%6-8 NaCl oraninda 16 izolattan 3’{i hari¢ digerlerinin rahatlikla gelisebilecegini bildirmistir.
Calisma sonuglari, Sanchez ve ark. (2000) ile tam uyumlu, Badis ve ark. (2004) ile uyumlu,
Papamanoli ve ark. (2003) ve Karasu (2006) ile %6.0-%8 tuz oranlar1 a¢isindan benzerdir.
Papamanoli ve ark. (2003) tarafindan yapilan ¢alismada kuru fermente sucuktan izole
edilen 24 adet L. curvatusun %6.5 NaCl’de %100, %8.0 NaCl’de %71loraninda ¢ogaldigi
bildirilmistir. Kask ve ark. (2003) Estonya yar1 sert peynirlerinden izole ettikleri 2 adet L.
curvatus’un %6.5 NaCl igeren ortamda spesifik gelisme oraninin %55-59 arasinda oldugunu
bildirmistir. Calisma sonuglar1 L. curvatus agisindan literatiir verileriyle olduk¢a benzerdir.
Kask ve ark. (2003) izole edilen 6 adet L. paracasei izolatinin %6.5 tuzlu ortamda %18-
42 arasinda gelisebildigini agiklamistir. Calisma sonuglar1 L. paracasei literatiir verileriyle

benzesmektedir.

3.6. Safra Tuzuna Dayamkhhk

Tablo 3.6. Safra tuzuna dayaniklilik testi sonuglari

Izolat Tiir %3.0 %5.0 %9.0
No Safra tuzu | Safratuzu | Safratuzu
1 L. plantarum + + +
2 L. plantarum + + +
3 E. faecalis + + +
4 L. plantarum + + +
5 E. faecalis + + +
6 P. pentosaceus + + +
7 P. pentosaceus + + +
8 P. pentosaceus + + +
9 P. pentosaceus + + +
10 | L. plantarum + + +
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Santos ve ark. (2003) L. plantarum suslarinin %0.3 safra tuzunda (ox-bile)
canliliklarin siirdiirebildigini belirtmistir, Papamanoli ve ark. (2003) yaptig1 calismasinda 7
adet L. plantarum izolatinin tiimiiniin %0.1, 0.3, 0.8, 1.0 ve 2.0 ox-bile igerikli besiyerinde
gelistigini belirtmistir. Calismada elde edilen sonuglar %3 ox-bile, %5 ox-bile  %9.0 ox-
bile katkili besiyerlerinde pozitif bulunmustur. Santos ve ark. (2003) ve Papamanoli ve ark.
(2003) tarafindan bildirilenlerle tam uyumludur. Bu durum izolatlarin probiyotik olarak
kullanilma potansiyeli a¢isindan 6nem saglamaktadir.

Papamanoli ve ark. (2003) yapmis olduklar1 ¢alismada izole ettikleri 24 adet L.
curvatus %0.1 ox-bile’da %100, %0.3’de %58, %0.8’de %21, %1 ve %2 ox-bile’da %0
gelisme tespit ettiklerini belirtmislerdir. Calisma sonucuna gore L. curvatus izolat1 %3ox-
bile, %5 ox-bile, %9.0 ox-bile i¢in gelisme gostermis oldugundan daha yiiksek oranlarda

safra tuzuna dayaniklilik gostermistir.

3.7. izolatlarin Antibiyotik Direnci

Pastirma orneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin 3’t L. plantarum, 2’si
E. faecalis olarak tanimlanmistir. Kloramfenikol’e izolatlarin 5’i duyarli, vankomisin’e 5’i
direngli, rifampisin’e 2’si direncli, 3’ duyarli, ampisilin’e 5’1 duyarli, gentamisin’e 1’1
orta duyarly; digerleri duyarli, eritromisin ve penisilin G’ye 5’1 duyarli olarak bulunmustur.

Sucuk 6rneklerinden izole edilen 10 izolat’in 4’#i P. pentosaceus, 6’s1 L. plantarum
olarak bulunmustur. Kloramfenikol’e izolatlarin 10’u duyarli; vankomisin’e 6’si direngli;
4’1t duyarh, rifampisin’e hepsi duyarli, ampisilin’e 1’1 direngli; digerleri duyarl,
gentamisine 1’1 direngli; digerleri duyarli, eritromisin ve penisilin G’ye hepsinin duyarlt
olarak bulunmustur.

Siit 6rneklerinden izole edilen 5 izolatin 2’si L. lactis, 3’ L. plantarum olarak
bulunmustur. Kloramfenikol’e izolatlarin hepsi duyarli, vankomisine 1’1 direngli; 4’1
duyarl, rifampisine hepsi duyarli, ampisiline 1’1 direngli; digerleri duyarli, gentamisine 1’1
direngli; digerleri duyarli, eritromisine 1’1 direngli; digerleri duyarli, penisilin G’ye
hepsinin duyarli oldugu saptanmuistir.

Peynir orneklerinden elde edilen 10 izolatin 7°si L. plantarum, 1’i L. lactis,1’i L.
curvatus, 1’i L. paracasei olarak bulunmustur. Kloramfenikol’e izolatlarin hepsi duyarli,

vankomisin’e 6’s1 direngli; 4’ii duyarl, rifampisin’e hepsi duyarli, ampisiline 2’si direngli;

25



digerleri duyarli, gentamisin’e 5’1 direngli; digerleri duyarli, eritromisin’e 3’i direngli;
digerleri duyarl, penisilin G’ye hepsi duyarli olarak bulunmustur.

Tursu Orneklerinden izole edilen 10 izolatin hepsinin L. plantarum oldugu
saptanmistir. Kloramfenikol’e izolatlarin hepsi duyarli, vankomisin’e 3’i direngli; 7’si
duyarli, rifampisin’e hepsi duyarli, ampisilin’e 1’1 direngli; digerleri duyarli, gentamisine
2’si direngli; digerleri duyarli, eritromisine hepsi duyarli, penisilin G’ye hepsi duyarl
olarak bulunmustur. Tablo 3.7’de laktik asit bakterilerinin antibiyotik diren¢ sonuglari

verilmistir.
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Tablo 3.7. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik diren¢ sonuglari

Ornek | izolat Tiir C | VA | RA | AMP | CN
No
1 L. plantarum S R R S I
2 L. plantarum S R R S S
g 3 E. faecalis S R S S S
5 4 L. plantarum S R S S S
5 E. faecalis S R S S S
6 P. pentosaceus | S S S S S
7 P. pentosaceus | S R S R R
8 P. pentosaceus | S R S S S
9 P. pentosaceus | S S S S S
o 10 | L. plantarum S R S S S
g 11 | L. plantarum S S S S S
12 | L. plantarum S R S S S
13 | L. plantarum S R S S S
14 | L. plantarum S S S S S
15 | L. plantarum S R S S S
16 | L. plantarum S S S S S
17 | L. plantarum S S S S S
= 18 | L. lactis S R S R R
N
19 | L. plantarum S S S S S
20 | L. lactis S S S S S
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21 | L. plantarum S S S S S S

22 | L. plantarum S R S S R S

23 | L. plantarum S R S S R S

24 | L. plantarum S S S S S S

o 25 | L. plantarum S S S S S S
;>_* 26 | L. plantarum S R S S S R
27 | L. plantarum S S S S S S
28 | L. curvatus S R S R R R
29 | L. lactis S R S R R R
30 | L. paracasei S R S S R S
31 | L.plantarum S S S S S S
32 | L. plantarum S S S S S S
33 | L. plantarum S R S S R S
34 | L. plantarum S S S S S S
- 35 | L. plantarum S R S R R S
E 36 | L. plantarum S S S S S S

37 | L. plantarum S S S S S S

38 | L. plantarum S S S S S S

39 | L.plantarum S S S S S S

40 | L. plantarum S S S S S S

*S: Duyarli, R: Direngli, I: Orta Duyarl
**C: Kloramfenikol, VA: Vankomisin, RA: Rifampisin, AMP: Ampisilin, CN: Gentamisin,
E: Eritromisin, P: Penisilin G
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Yapilan bir ¢alismada 55 probiyotik lirlinden 268 bakteri izole edilmis ve bunun 187
adedinin %23’iniin penisilin G, % 65’inin vankomisin, % 16’sinin eritromisin ve
kloramfenikole karsi direnclilik gosterdigi tespit edilmistir (Temmerman ve ark. 2003).
Calisma sonuglaria gore kloramfenikol ve penisilin G’ye tiim izolatlar duyarli oldugu i¢in
aragtirmacilarin ¢alismalarindan farkli, vankomisin, eritromisin igin izolatlar degisik
oranlarda direng gésterdigi igin arastirmacilarin ¢alismalariyla uyumludur.

Hummel ve ark. (2007) tarafindan 45 endiistriyel starter kiiltiirlerin antibiyotik
direngleri ile ilgili yapilan ¢alismada laktik asit bakterilerinin eritromisin, kloramfenikol,
tetrasiklin yada B-laktam direnglerinin %7 gibi diisiik oldugu bildirilmistir. Caligma
sonuclarina gore izolatlarin bazilarinda eritromisine diren¢ goriilmiisken, kloramfenikole
diren¢ gorlilmemistir. Eritromisin agisindan arastirmacilarin  verileriyle uyumlu,
kloramfenikol agisindan farklidir.

Ispanyol keci siitlerinden elde edilen armada peynirinden izole edilen laktik asit
bakterilerinin antibiyotik direnci arastirilmustir. 31 laktik asit bakterisi izole edilmistir. 18
izolatin vankomisin, teikoplanin, nitrofurantoin, sefotoksin. oksasilin, ve trimethorprime
kars1 direngli olduklar1 belirlenmistir (Herreros ve ark. 2005). Calismada salamura koy
peynirinden izole edilen izolatlarda da vankomisine direng yoniinden ¢alisma sonuglari
arastirma verileriyle uyumludur.

Rosaria ve ark. (2007), bazi probiyotik mikroorganizmalarin tiimiiniin dikloksasilin,
eritromisin, novabiosin, ampisilin, basitrasin, klindamisin penisilin G, rifampisine kars1
duyarli, kanamisin, nalidiksik asid, aztreonam, sikloserin polymksin B ve spektinomisine
direngli olduklarmni; linkomsin, metronidazole neomisin, paromomisin, streptomisin,
tetrasiklin, sepalothin, kloramfenikol, gentamisin, vankomisine duyarliliklarinin tiirlere
gore farklilik gosterdigini belirtmislerdir. Calisma sonuglar1 ampisilin, eritromisin,
penisilin G, rifampisin, kloramfenikol, gentamisin, vankomisin antibiyotikleri agisindan
bazi izolatlar i¢in benzerlik gostermektedir.

Tatli (2009) tarafindan yapilan ¢alismada 15 beyaz peynir 6rneginden, 23 laktik asit
bakterisi izole edilmis ve bu izolatlarin, 21’1 gentamisine, %311, siprofloksasine, %53’
vankomisine ,%]12’si eritromisine, %3’ rifampisine ve %3’ kloramfenikole direngli, %281
biitiin antibiyotiklere karsi duyarli bulunmustur. Calismada salamura koy peynirinden izole

edilen izolatlar kloramfenikole duyarli, diger antibiyotiklere farkli oranlarda direng
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gostermistir. Caligma sonuglar1 diger antibiyotikler agisindan arastirmacmin sonuglarina
benzerlik gostermektedir.

Karakas (2005) tarafindan yapilan ¢alismada 20 adet sucuk ve 30 adet peynir Ornegi
toplanarak izole edilen Enterococcus spp.’nin vankomisine direng 6zellikleri arastirilmistir. Bu
izolatlarin vankomisine karsi direng gostermedikleri tespit edilmistir. Calisma sonucuna gore
pastirma Orneklerinden elde edilen 2 adet E. faecalis izolati vankomisine direng gdstermistir.
Bu acidan arastirmacilarin sonuglarindan farklilik gostermektedir.

Lukasova ve Sustackova (2003), ¢alismalarinda ¢ig siit ve sucuk 6rneklerinden izole
ettikleri Enterococcus tiirlerinin, gentamisin, eritromisin, tetrasiklin, kloramfenikole kars1
direngli olduklarin1 belirlemislerdir. Calisma sonucuna gore pastirma Orneklerinden elde
edilen 2 adet E. faecalis izolat1 kloramfenikol, gentamisin, eritromisin agisindan farklilik
gostermektedir. Ciinkii bu izolatlar bu antibiyotiklere duyarli bulunmustur.

Yalanca (2009), tarafindan 50 adet sucuk ve pastirma orneginden izole edilen 25
Lactobacillus spp. izolatiin vankomisine oldukga direngli oldugu bildirilmistir. Calisma
sonuclart ¢ogu izolat agisindan uyum gdstermektedir. Ciinkii ¢ogu izolat vankomisine
direncli bulunmustur.

Pan ve ark. (2011), Cin fermente gidasi olan 11 tane {rliniin, tetrasiklin,
siprofloksasin, ampisilin, klindamisin, kloramfenikol, kanamisin ve eritromisin
antibiyotiklerine kars1 direnglerini aragtirmislardir. Direnglilik fermente sucuklarda
fermente sebzelere gore daha fazla bulunmustur. Calisma sonuglari kloramfenikol,
ampisilin, eritromisin antibiyotikleri i¢in diisiiniildiigiinde izolatlar kloramfenikole duyarli,

diger antibiyotiklere de degisen oranlarda direngli bulunmustur.
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4. SONUCLAR VE ONERILER

Pastirma 6rneklerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin 3°i L. plantarum, 2’si
E. faecalis olarak tanimlanmistir. Kloramfenikole izolatlarin 5’1 duyarli, vankomisine 5’1
direngli, rifampisine 2’si direngli, 3’t duyarli, ampisiline 5’1 duyarl, gentamisine 1’i orta
duyarli, eritromisin ve penisilin G’ye 5’1 duyarli olarak bulunmustur.

Geleneksel sucuk 6rneklerinden izole edilen 10 izolatin 4’4 P. pentosaceus, 6’s1 L.
plantarum oldugu saptanmistir. Kloramfenikol’e izolatlarin 10’u duyarli; vankomisine 6’si
direngli; 4’t4 duyarli, rifampisine hepsi duyarl, ampisiline 1’i direngli; digerleri duyarli,
gentamisine 1’1 direngli; digerleri duyarli, eritromisin ve penisilin G’ye hepsi duyarli
olarak bulunmustur.

Stit 6rneklerinden (kegi siitii) izole edilen 5 izolatin 2’si L. lactis, 3’i L. plantarum
olarak bulunmustur. Kloramfenikol’e izolatlarin hepsi duyarli, vankomisin’e 1°i direngli;
4’1 duyarli, rifampisine hepsi duyarli, ampisiline 1’1 direncli; digerleri duyarl, gentamisine
1’1 direngli; digerleri duyarli, eritromisine 1’1 direncli; digerleri duyarli, penisilin G’ye
hepsi duyarli olarak bulunmustur.

Peynir Orneklerinden (salamura kdy peyniri) elde edilen 10 izolatin 7’si L.
plantarum, 1°i L. lactis, 1’i L. curvatus, 1’i L. paracasei olarak bulunmustur.
Kloramfenikol’e izolatlarin hepsi duyarli, vankomisine 6’st direngli; 4’4 duyarl,
rifampisine hepsi duyarli, ampisiline 2’si direngli; digerleri duyarli, gentamisine 5’i
direngli; digerleri duyarli, eritromisine 3’1 direngli; digerleri duyarli, penisilin G’ye hepsi
duyarli olarak bulunmustur.

Tursu 6rneklerinden (karigik tursu) izole edilen 10 izolatin hepsi L. plantarum olarak
bulunmustur. Kloramfenikol’e izolatlarin hepsi duyarli, vankomisine 3’1 direngli; 7’si
duyarl, rifampisine hepsi duyarli, ampisiline 1’1 direngli; digerleri duyarli, gentamisine
2’si direngli; digerleri duyarli, eritromisine hepsi duyarli, penisilin G’ye hepsi duyarl
olarak bulunmustur.

Calisma sonuglarina gore antibiyotiklere direng gosteren izolatlarda en yliksek
diren¢ vankomisine, en fazla duyarlilik kloramfenikole ve penisilin G’ye kars1 olmustur.
Bazi izolatlarda ise hicbir antibiyotige direng tespit edilmemistir. Bu izolatlar sucukta 4
adet (2 adet P. pentosaceus, 2 adet L. plantarum), siitte 4 adet ( 3 adet L.plantarum, 1 adet

L.lactis), peynirde 4 adet (L. plantarum), tursuda 8 adet (L.plantarum) olarak tespit
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edilmistir. Direng tespit edilmeyen bu izolatlarin uygulanmig olan diger analiz sonuglarina
gore 15°C sicaklikta, 3.9 pH’da gelisebilmeleri, %4.0, 6.0, 7.5 oranlarinda NaCl’de
gelisebilmeleri asidik fermente gidalarda starter kiiltiir olarak kullanim agisindan bu
kiltiirlere oldukca 6nem kazandirmaktadir. Ayrica bu izolatlarin yiiksek safra tuzuna
dayanikli olusu ve 3.9 ile 9.6 pH’da gelismeleri probiyotik kiiltiir olarak da arzulanan
ozelliklere sahip bulunduklarii gostermektedir.

Ulkemizde pastirma, sucuk, siit, peynir ve tursu gibi 6énemli yeri olan gidalarda
dogal florada bulunan ya da fermente gida iiretiminde dogal katki olarak disaridan
katilacak starter ve probiyotik bakterilerin antibiyotik direng gosterme olasiliklari
dikkatlice kontrol edilmelidir. Ciinkii bu bakteriler giivenli kabul edilmesine ragmen
antibiyotik diren¢ 6zelligi tasima olasiliklarindan dolay1 bir risk tagiyabilmektedir. Caligsma
sonucuna gore higbir antibiyotige diren¢ gdstermeyen izolat sayisi calismada kullanilan
izolat sayisinin yarisi kadaridir. Bu bakteriler bazi 6zellikler agisindan starter ve probiyotik
potansiyeli gosterecek niteliklere sahip bulunmuslardir. Bu sonug da endiistriyel olarak

olumlu yonde 6nem teskil etmektedir.
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