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Danmisman: Dog. Dr. Gokhan AKARCA

Uretim esnasinda gidalar, farkli sebeplere bagl olarak patojen mikroorganizmalar
araciligiryla kontamine olmakta ve dolayisiyla gidalarda bozulma siireci hizlanmaktadir.
Bu gidalar tiiketildigi takdirde gida kaynakli bazi hastaliklara sebep olmaktadir.
Gidalarin bu kontaminasyondan korunmasi amaciyla, fiziksel ve kimyasal metotlar
kullanilmaktadir. Bunlar arasinda, genellikle kimyasal koruyucular kullanilmasina
ragmen, tliketici tarafindan olumsuz diisiinceler ve 6n yargilar oldugu icin, giivenilir

koruyucular daha fazla 6nem arz etmektedir.

Bu arastirmada, giivenilir koruyucu arayisinda, giinliik hayatimizda tiikettigimiz siit ve
siit iirlinlerinden (peynir, yogurt, tereyagi) izole edilen laktik asit bakterilerinin
tirettikleri organik asitler, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler gibi bilesiklerin, patojen

mikroorganizmalar ve antibiyotikler tizerindeki etkisi aragtirilmistir.

Arastirmamizda Afyonkarahisar ili ve ¢evresindeki kdylerde geleneksel olarak iiretilen
siit tirtinlerinden; 30 farkli yogurt, peynir ve tereyagi oOrnekleri alinmistir. Alinan
numunelerden yapilan izolasyon islemleri sonucunda, 20 farkli laktik asit bakterisi izole

edilmis olup, izolatlat API 50 CHL ve API 20 STREP test kitleri ile dogrulanmistir.

Tanimlanan 20 farkli laktik asit bakterisi %100 oraninda gram pozitif, %100 oraninda



katalaz negatif, %95 oraninda; %4 tuz iceren ortamda gelisebilme, %90 oraninda; %6
tuz iceren ortamda gelisebilme, %40 oraninda; %8 tuz iceren ortamda gelisebilme, %35
oraninda; %10 tuz iceren ortamda gelisebilme kabiliyetleri tespit edilmistir. Ayrica %65
oraninda; 4,8 pH iceren ortamda gelisebilme, %75 oraninda; 6,5 pH igeren ortamda
gelisebilme, %45 oraninda; 9,8 pH igeren ortamda gelisebilme kabiliyetleri de tespit
edilmistir. Bunlara ek olarak, %60 oraninda; 10°C’de gelisirken, %100 oraninda;

37°C’de, %55 oraninda ise 45°C’de gelistigi tespit edilmistir.

Calismamizda izole edilen laktik asit bakterilerinin, lipolitik aktivitesi, Blue Agar
ortaminda yapilan analizlerde %80 oraninda tespit edilmisken, 20/80 MRS Agar
ortaminda yapilan analizlerde %60 oraninda tespit edilmistir. Proteolitik aktivitesi, KK
Agar ortaminda %40 oraninda tespit edilirken, jelatin iceren MRS agar ortaminda %5

oraninda tespit edilmistir. Nitrat rediiktaz aktivitesi ise %55 oraninda tespit edilmistir.

Izole edilen 20 farkli laktik asit bakterisinin, 10 farkli patojen bakteri lizerindeki
antibakteriyel etkisi ve 11 farkli antibiyotik {izerindeki antibiyotik direnci tespit
edilmistir. En yiiksek antimikrobiyal etki; 16,12 mm zon c¢apt ile Salmonella

Typhimurium’a kars1, Pediococcus acidilactici 6rneginde tespit edilmistir.

2023, x + 71 sayfa

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterisi, Salmonella Typhimurium, Streptococcus

kefir, Penicillin, izolasyon.



ABSTRACT
M.Sc. Thesis

DETERMINATION OF THE BIOCHEMICAL PROPERTIES AND
ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF LACTIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM
DIFFERENT REGIONAL DAIRY PRODUCTS ON SOME FOODBORNE
PATHOGENS

[lknur GUNEY
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering
Supervisor: Dog. Dr. Gokhan AKARCA

During production, foods are contaminated by pathogenic microorganisms due to
different reasons, and thus the deterioration process in foods is accelerated. If these
foods are consumed, they cause some food-borne diseases. Physical and chemical
methods are used to protect foods from this contamination. Among these, although
chemical preservatives are generally used, reliable preservatives are more important

because there are negative thoughts and prejudices by the consumer.

In this study, the effect of compounds such as organic acids, hydrogen peroxide and
bacteriocins produced by lactic acid bacteria isolated from milk and dairy products
(cheese, yoghurt, butter) that we consume in our daily lives on pathogenic
microorganisms and antibiotics were investigated in the search for reliable

preservatives.

In our research, traditionally produced dairy products in Afyonkarahisar province and
its surrounding villages; 30 different yoghurt, cheese and butter samples were taken. As
a result of the isolation procedures made from the samples taken, 20 different lactic acid
bacteria were isolated and the isolate was confirmed with APl 50 CHL and API 20
STREP test kits.

The 20 different lactic acid bacteria identified were 100% gram positive, 100% catalase



negative, %95; Developing in an environment containing %4 salt, %90; Developing in
an environment containing %6 salt, %40; Developing in an environment containing %8
salt, at a rate of %35; Their ability to grow in an environment containing %10 salt has
been determined. In addition, at the rate of %65; Developing in an environment
containing 4,8 pH, %75; Developing in an environment containing 6,5 pH, at a rate of
45%; Their ability to grow in an environment containing 9,8 pH has also been
determined. In addition to these, at the rate of %60; While developing at 10°C, %100; It
was determined that it developed at 37°C and %55 at 45°C.

While the lipolytic activity of lactic acid bacteria isolated in our study was %80 in the
analyzes performed in Blue Agar medium, it was detected in %60 in the analyzes
performed in 20/80 MRS Agar medium. While its proteolytic activity was detected at a
rate of %40 in KK Agar medium, it was detected at a rate of %5 in MRS agar medium
containing gelatin. Nitrate reductase activity was found to be %55.

The antibacterial effect of isolated 20 different lactic acid bacteria on 10 different
pathogenic bacteria and antibiotic resistance on 11 different antibiotics were
determined. The highest antimicrobial effect; It was detected in Pediococcus acidilactici

specimen against Salmonella Typhimurium with a zone diameter of 16,12 mm.

2023, x + 71 pages

Keywords:  Lactic acid bacteria, Salmonella Typhimurium, Streptococcus kefir,

Penicillin, Isolation.
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB) siitte bulunan laktozu fermantasyon yoluyla laktik aside
metabolize eden ve bu metabolizma sonucunda bagta laktik asit olmak iizere, diger bazi
organik asitler, CO, etanol vb. metabolitleri iireten bakteri grubu olarak tanimlanmaktadir.
Bu bakteriler gram pozitif, katalaz negatif, stokromu olmayan, aerobik olmayan fakat
aerotolerant, genellikle hareketsiz, mikroskobik goriintiisii kok veya basil olan bakterilerdir
(Isleroglu vd. 2008, Tatli 2009). Gida biyokimyas1 LAB’in gida ile iliskilendirilmesi ve
giivenli gida olarak tanimlanmasindan sonra yogun bir sekilde LAB’a odaklanmistir (Garcia
vd. 2010). LAB’1n antimikrobiyal peptitler iireterek gida patojenlerini hedef almalarindan
kaynakli olarak uluslararasi alandaki 6nemi giderek artmakta olup gida giivenligi konusunda

dikkat ¢ekmeye baslamistir (Cleveland vd. 2001).

LAB’m iiretmis oldugu metabolitlerden olan bakteriosinler, ribozomal sekilde sentezlenen,
genis bir inhibisyon spektromu gdsteren, protein yapisinda bilesikler olup, 6zellikle iretici
tiirle yakindan iligski kuran mikroorganizmalar {izerinde bakteriyostatik veya bakteriyosidal
etki gostermektedir (Hammami vd. 2007, Garcia vd. 2010). Bakteriyosinler iirettikleri
metabolitleri ¢ogu zaman logaritmik fazdan duragan faza ge¢is esnasinda sentezlemektedirler
(Hammami vd. 2007).

Yillardir farkinda olmadan LAB ve iirettigi bakteriyosinler insanlar tarafinda tiiketilmis olup
bu bakteriyosinler ge¢gmisten giiniimiize giivenilir olarak kullanilmaktadir. Bakteriyosinlerin
inhibisyon ¢esitliligi, bakterisidal etki mekanizmasi, teknolojik kosullara (pH, NaCl, 1s1l islem
vb.) tolerans gosterebilmesi, Okaryotik hiicreler karsisinda toksisitesinin diisiik olmasi
besinlerdeki biyokoruyucu 6zelligini giiglendirmistir. Peynirde ge¢ sismeden sorumlu oldugu
1950’lerin basinda tespit edilen Clostridium #yrobutyricum 'u inhibe etmesi igin kullanilan
nisin 6nemli bir bakteriyosindir. Ayrica onciil gida maddelerinin iiretiminde bakteriyosin
uygulama ornekleri, tarim ve su triinleri yetistiriciligi ve veterinerlik alanlarinda da yaygimn

olarak kullanilmaktadir (Garcia vd. 2010).

LAB tarafindan iiretilen bazi metabolitler (organik asit, diasetil, asetoin, H2O, reuterin,
antifungal peptitler ve bakteriyosinler) antimikrobiyal etki gostermektedir (Visser vd. 1986,
Holzapfel vd. 1995).



2. LITERATUR BILGILERI

2.1 Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

2.1.1 Laktik Asit Bakteri Tanim

LAB, karbonhidrat fermantasyonu sonucunda, son iiriin olarak baslica laktik asit {ireten
mikroorganizmalar olup, dogada yaygin olarak bulunmaktadir (Saglam ve Karahan 2017).
Ayrica cgesitli fermente gidalarin tiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Buna ek olarak
LAB tanimu, siitte bulunan laktozu fermenantasyon sonucu laktik asit olarak olusturan ve
bunun sonucunda siitii eksiterek koagiile eden bakteri grubuna verilen isim olarakda karsimiza
¢ikmaktadir (Khalid 2011). Saf kiiltiirli yapilan ilk laktik asit bakterisi 1873 yilinda izole
edlilmis olup Bacterium lactis (muhtemelen Lactococcus lactis), J. Lister tarafindan

bulunmustur (Salminen vd. 2004).

LAB, gram pozitif, basil veya kok sekline sahip, nitrat rediiktaz aktiviteleri genellikle negatif
sonug¢ gosteren, hareketsiz ve spor olusturmayan ozellikler gostermektedir (Stiles ve
Holzapfel 1997). LAB'n farkli habitatlarda bulunabilmelerinin temel sebebi, yiiksek tuz
konsantrasyonlarina (%25 NaCl), farkli sicaklik derecelerine (0-50°C), diisiik ve yiiksek pH
degerlerine (2,8-9,6 pH) ve farkli safra tuzu konsantrasyonlarma dayanikliliklar: ile
iligkilendirilmektedir. LAB, kok, ¢omak veya ovoid seklinde bulunabilmekte olup gelism
sagladig1 sicaklik degerlerine gore termofil ve mezofil 6zellik gostermektedir (Darsanaki vd.
2013).

LAB, farkli biyosentez yollarindan yoksun olup yiiksek miktarda nitrojen kaynagi igeren ve
karbonhidratlar, aminoasitler, vitaminler, mineraller a¢isindan zengin besin maddelerine
ihtiyag duyarlar (Holzapfel ve Wood 2014, Cubas-Cano vd. 2018).  Laktik asit
fermantasyonu, fermantasyon sonucunda iiretilen son iiriinlere gore, zorunlu homofermentatif,
zorunlu heterofermantatif ve fakiiltatif heterofermentatif olmak iizere ii¢ grup altinda
toplanmaktadir (Holzapfel ve Wood 2014). Bu bakteriler giivenli bakteriler sinifinda kabul
edilirken koruyucu kiiltiir olarak gidalarda bulunan bozulma etmeni ve patojen bakterileri
inhibe etmekte ve/veya rafta kalma siiresini uzatmaktadir. Ayrica starter kiiltiir olarak

kullanilarak, gidanin duyusal 6zellikleri tizerinde olumlu etkiler saglamaktadir (Aslim 1994).



LAB’mn gida ve saglik iizerinde gosterdigi koruyucu etkisi géz oniine alinip bu suslarinin
arastirilarak, marketlerde fonksiyonel gida adi altinda satigsa sunulmasi son yillarda 6nem arz
etmektedir (Ertekin 2007). Yine son zamanlarda probiyotik 6zelliklerinden dolay1 ortaya
cikan tiirler arasinda Ozellikle Lactobacillus ve Bifidobacterium kiiltiirleri yer almaktadir.
Probiyotik 6zellik gosteren LAB uzun zamandir bilimsel aragtirmalarin konusu olmus ve
endiistiride kullanilan suslar arasinda Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus gasseri ve Lactobacillus reuteri,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum ve Bifidobacterium infantis bulunmaktadir
(Soomroo vd. 2002). Probiyotik bakterilerin, laktik asit ve bakteriyosin gibi antimikrobiyal
etki gosteren metabolitler ve patojen mikroorganizmalarin bagirsak mukozasinda tutunmasini

onleyen bariyerler olusturmasidan dolay1 gastrointestinal sistem iizerinde olumlu etkileri

bulunmaktadir (Ehrman vd. 2002).

2.1.2 Laktik Asit Bakterilerinin Stmiflandirilmasi

LAB’m bir grup olarak ilk tanimlanmasi, koliform bakterilerle birlikte LAB siitii fermente ve
koagiile etme  Ozellikleri  ilizerine  yapilmustir. 1901  yilinda  Lactobacillus
mikroorganizmalarinin gram pozitif olarak tanimlanmasi ile koliform bakteriler LAB
grubundan ayrilmistir. 1919 yilinda Orla Jensen, LAB’1 gram pozitif, hareketsiz, spor
olusturmayan, kok, kokobasil, karbonhidratlar1 ve yiiksek alkolleri baslica laktik asit
olusturarak fermente eden bir grup olarak tanimlamis ve 7 tane soy ileri stirmiistiir (Stiles ve

Holzapfel 1997).

Bakterilerin klasik taksonomisi; morfolojik, biyokimyasal ve fizyolojik (farkli sicaklik
degerlerinde gelisme, farkli pH degerinde gelisme ve farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisime
ve karbonhidrat katabolizmasi) 6zellikleri {lizerine dayanmistir (Stiles ve Holzapfel 1997).
Gilinlimiizde bakterilerin taksonomisindeki biiyiik degisiklikler, 6nemli diizeyde bakteri
DNA’sindaki niikleotit oranlart (G+C igerigi) ile belirlenmektedir. G+C igerigi kesin
olmamasina (%50’den daha az) ragmen, genis dizilimli cinslerin alt dallarina ayrilmasinda iyi
bir gostergedir (Stackebrand ve Teuber 1988). Ayrica izole edilen genlerinin elektroforetik
ozellikleri, DNA: DNA hibridizasyonu ve RNA’nin yapist ve siralanmasi gibi molekiiler

ozellikler taksonomide kullanilan baslica ¢ok ©Onemli tekniklerdir. Bunlar LAB’in



taksonomisinde ¢ok onemli degisikliklerin yapilmasina neden olmustur (Stiles ve Holzapfel

1997, Gobbetti vd. 2005).

Son yillarda genetik ¢alismalar sonucu ortaya ¢ikan siniflandirmada gidalarda 6nem arz eden
baslica LAB soylari: Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenecocus, Vagococcus ve
Weissella’dir. Yeni olusturulmus LAB soylar1 Carnobacterium, Weissella, Tetragenococcus,

Vagococcus, Atopobium ve Albiococcus’dur (Stiles ve Holzapfel 1997, Endo ve Okada 2005).

Cizelge 2.1 LAB’1n taksonomik &zellikleri ve siniflandirilmasi (Yoriik ve Giiner 2011).

Tiir Sekil Katalaz Nltrat . Fermantasyon Cinsler
Indirgemesi

Betabacterium Cubuk - Heterofermantatif Welssel_la
Lactobacillus

Thermobacterium  Cubuk - Homofermantatif Lactobacillus
Streptobacterium  Cubuk i Homofermantatif Carnobactt_anum
Lactobacillus

Enterococcus

- . Lactococcus

Streptococcus Kok Homofermantatif Streptococeus
Vagooccus

Leuconostoc

Betacoccus Kok Heterofermantatif Weissella
Oenococcus

Microbacterium  Cubuk + + Homofermantatif Brochotrix
Tetracoccus Kok +2 + Homofermantatif Tetragenococcus

Pediococcus

2 Genelde katalaz negatif reaksiyon gosteren pediokoklarin bazi tiirleri yanlis pozitif sonuglara yol acan
pseuodokatalaz iiretirler.



2.1.3 Siit Teknolojisi Acisindan Onemli Baz1 Laktik Asit Bakteri Tiirleri

2.1.3.1 Lactococcus

Lactococcus cinsi bakteriler gram pozitif, katalaz negatif, homofermentatif, mikroaerofilik,
hareketsiz, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, ¢iftler veya kisa zincirler halinde bulunan
kok sekline sahip bakterilerdir. 10°C’de gelisebilirlerken, 45°C nin {izerinde gelisim
gosterememektedirler (Samarzija vd. 2001, Casalta ve Montel 2008, Tokatl1 2013).

Lactococcus lactis spp. lactis ve Lactococcus lactis spp. cremoris daha ¢ok ¢ig siit ve 1sil
islem asamasindan gegmemis peynirlerden izole edilen tiirlerdir. Bunun disinda starter kiiltiir
olarak, siit tiriinlerinde kullanilan tiirler Lactococcus lactis, Lactococcus lactis spp. lactis ve
Lactococcus lactis spp. cremoris ‘dir (Smit vd. 2005). Vitamin ve aminoasit gibi metabolitler
tireten smirlt bir anabolizmaya sahip olan Lactococcus tiirlerinin, gelisebilmesi igin gerekli
olan faktorlerin biiyiikk ¢ogunlugunu g¢evreden saglanmalidir (Stiles ve Holzapfel 1997).
Siitiin fermentasyonu esnasinda Lactococcus tiirleri, laktozu homofermentatif olarak laktik
aside doniistiirmesi sonucu enerji saglamaktadir. Fakat seker molekiiliinden elde ettigi
enerjinin miktar1 yeterli olmadigi i¢in, enerji kazanimlarini arttirmak amactyla metabolik yolu
¢ok hizli bir bigimde kullanmaktadir. Bu asamadan sonra siit liriinlerinde, pH hizl1 bir sekilde
diismekte ve buna asidifikasyon ismi verilmektedir. Ayrica bu durum sonucunda proteoliz,
aminoasitlerin alkol, aldehit, keton gibi tat bilesenlerine doniismesine, sitrat kullanimina ve

yag metabolizmasina katkida bulunmaktadir (Smit vd. 2005).

Lactococcus lactis, Lactococcus cinsine ait gida endiistride dnemli bir yere sahip olan, ¢ig siit
ve siit tirlinlerinde bulunan ayrica bitkisel gidalardan da izole edilebilen LAB tiirlerinden biri
olarak bilinmektedir. Gidalarda starter kiiltiir olarak kullanilan Lactococcus lactis, fermente
stit tirlinlerinde baz1 patojenler karsisinda inhibe edici etkiye sahiptir (Demir 2014, Khemariya
vd. 2017). Lactococcus lactis’in varyeteleri lantibiyotik, nisin gibi 6nem arz eden

bakteriosinleri tiretmektedirler (Stiles ve Holzapfel 1997)

2.1.3.2 Leuconostoc



Leuconostoc cinsi bakteriler, gram pozitif, katalaz negatif, heterofermentatif, fakdltatif
anaerob, zincir ve grup seklinde pleomorfik (kok veya mercimek seklinde) ve
ekzopolisakkarit (dekstran, levan) liretme kabiliyeti ile dnem arz etmektedir (Dimic 2006,
Tokatli 2013).

Leuconostoc tiirleri siitiin dogal yapisinda ve bitkilerin florasinda yaygin olarak bulunmakta
ve gida endiistrisinde siit iirlinlerine reolojik ve hos kokulu o6zelliklerin kazandirilmasi
amaciyla starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Bu bakteriler karbonhidratlar1 fermente
ederek, laktik asite ek olarak, CO., etanol, laktat, asetaldehit gibi metabolitleri de
tiretmektedir. Buna ek olarak siit iiriinlerinde diasetil (aroma) iiretme yetenegi sayesinde gida
sanayisinde genis kullanim alani bulunmaktadir. Biiyiik gozenekli yapiya sahip 6zel tliretimli
peynirlerde gdzenek yapisinin olusmasinda Leuconostoc tiirleri dnem kazanmustir. Urettikleri
ekzopolisakkarit (EPS) sayesinde gidalarda koruyucu ozellik gosterirken, oligosakkarit,
mannitol, bakteriyosin ve bazi vitamin tiirlerini de sentezleyebilmektedir (Cardamone vd.
2011).

2.1.3.3 Streptococcus

Streptococus cinsi bakteriler, Streptococcaceae familyasina ait, gram pozitif, katalaz negatif,
fakiiltatif anaerobik, bazi tirleri mikroaerofilik mikroorganizmalardir (Ektik 2022).
Fermentatif metabolizmalar1 sonucu homofermentatif olarak glukozu (L+) laktik asite
dontistirmektedir. Bu gruba ait bazi tiirler, malik ve sitrik asit gibi organik asitleri serin ve
arginin gibi aminoasitleri fermente ederler. Bu cinsler 10°C’nin altinda gelisimez ancak 45°C
ve lizerinde gelisir, %6,5 NaCl ¢ozeltisinde, 9,6 pH ve %0,1 metilen mavili siitte gelisim
gostermezlerken, arjininden NHz olusturmazlar. Beta hemolitik negatiftirler. Ayrica bu cinsin

en onemli temsilcisi Streptococcus thermophilus’ dur (Kilig 2001).

Streptococus grubu bakteriler kanli agarda hemoliz yapma &zelligine ve koloni morfolojisine
(diizgiin (S), piirtizlii yiizeyli (R) ve mukoid (M)), biyokimyasal 6zelliklerine, immiinolojik

ozelliklerine ve ekolojik davranislarina gore siiflandirilabilmektedir (Ustacelebi 1999).

Lancefield (1933) Streptokoklari, C polisakkarit antijeni yapisim1 temel alarak siniflandirmig
ve serolojik olarak A, B, C,D,E, F, G, H, K, L, M, N, O, P, Q, R, S, T, U, V guruplarina



ayrrmustir. Insanda en sik rastlanan A, B, C ve G gruplar1 beta hemoliz, D grubu nonhemoliz

ya da gama hemoliz yapan streptokoklardir (Ustagelebi 1999).

Brown (2004) ise streptokoklar1 kanli agar besiyerinde yapmis oldugu hemoliz 6zelligine gore

alfa, beta veya gama streptokoklar seklinde siniflandirmistir (Ustagelebi 1999).

Beta Hemolitik Streptokoklar; Kanli agar besiyerinde 37°C’de 10-24 saat inkubasyon sonunda
olusan kiigiik koloniler etrafinda dar, seffaf ve tam olan bir hemoliz meydana gelir.
Mikroskop altinda incelendiginde bu alanda eritrositler goriilmez. Streptococcus pyogenes,

Streptococcus equi ve Streptococcus agalactiae bu grupta yer almaktadir.

Alfa hemoliz veya Viridans Streptokoklar; Kanli agarda 18-24 saatlik inkiibasyon sonucunda
kiiltiirde tlireyen koloniler etrafinda, yesilimsi renkli, kolayca goézlenebilen bir hemolizin
varlig1 gozlenir. Mikroskop altinda incelendiginde eritrositlerin bozulmadigi goriilmektedir. S.
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Streptococcus salivarius,

Streptococcus bovis ve Streptococcus equinum bu grupta yer almaktadir.

Gama ve Hemolitik Olmayan Streptokoklar; kanli agarda 18-24 saatlik inkiibasyon sonunda
kiiltiirti edilen mikroorganizmalarin koloni etrafinda herhangi bir hemolizlik goriilmez.
Streptococcus fecalis ve Streptococcus fecum bu gruptadir (Cahan 2019). Sherman tarafindan
streptokoklar, biyokimyasal yapilarina, lireme Ozelligine, hemoliz 6zelligine, bulunduklari
yerlere ve antijenik yapilarina gore streptokoklar1 Piyojenik, Viridans, Laktik ve Enterokoklar
olarak smiflandirmistir (Cizelge 2.2). Glinimiizde S. pyogenes; A grubu, beta hemolitik ve

piyojenik streptokok olarak adlandirilir.

Cizelge 2.2 Streptokoklarin klinik semptomlarma gore tarihsel siniflandirilmalari (Cahan 2019).

Bridge ve Sneath Schleifer ve
Sherman 1937 Jones 1978 J Bergey’s 1986 _
1983 KilpperBalz 1987
- - Piyojenik, N -
Piyojenik Piyojenik Piyojenik Piyojenik

Parapiyojenik




Cizelge 2.2 (Devam) Streptokoklarin klinik semptomlarina goére tarihsel siniflandirilmalar1 (Cahan

2019).
Streptococcus
. . oralis grup
Pneumococci Pneumococci
(Streptococcus
miilleri’de dahil)
. Viridans, Streptococcus.
Viridans Oral - Oral
Paraviridans mutans grup
Diger
Diger streptokoklar Diger tiirler ve
. . . streptokoklar,
Anaerobik Termofilik Anaerobik
Streptokok
Streptokok streptokok
olmayanlar
Enterokok (ayr1
Enterokoklar Fekal Enterokokal Enterokok )
bir grup)
) ) ) Lactococcus(ayri
Laktik Laktik Laktik Laktik asit koklar )
bir grup)

2.1.3.4 Lactobacillus

Lactobacillus cinsi bakteriler, basil seklinde, gram pozitif, spor olusturmayan ve katalaz
negatif, oksidaz negatif, genellikle hareketsiz olmasina karsin hareketli tiirleri peritrik flagella
ile hareket eden bakterilerdir. Bu cins bakteriler 2-53°C’de (en ideal 30-40°C) gelismekte,
hafif asidik ortamda hizli ¢ogalarak Streptococcus’lardan daha ¢ok asit olusturmakta ve %1-3
oraninda laktik asit olusturarak pH’y1 3,2-3,5’e kadar disiirmektedirler. Proteolitik aktiviteleri
de yiiksektir (Tekinsen ve Atasever 1994, Unliitiirk ve Turantas 1999, Kiran 2006). Oksijeni
kullanma yeteneklerine gore mikroaerofilik ya da anaerob olup %5 CO: igeren ortamda
gelisebilmektedirler. Genellikle katalaz ve oksidaz aktiviteleri negatif sonu¢ gdstermekte olan
bu tiirler, bitki, toprak, siit iirlinleri ve bagirsak florasinda yaygin olarak bulunmakta ve
fermente et, siit ve sebze iiriinlerinin iiretiminde énemli rol oynamaktadirlar (Unliitiirk ve

Turantas 1999).

Lactobacillus cinsi bakteriler fermantasyon karakterlerine goére ii¢ grup altinda
incelenmektedir. Bunlar, zorunlu homofermantatif, zorunlu heterofermantatif ve fakiiltatif

heterofermentatif’dir (Stiles ve Holzapfel 1997).



Birinci grupta zorunlu homofermantatif Lactobacillus tiirleri yer almakta olup, bu grup
bakteriler Orla-Jensen’in yapmis oldugu siniflandirmada Thermobacterium grubu olarak
adlandirilmistir. Termofil tiirleri iceren bu bakterilerin en uygun gelisme sicakligi 40°C’iken
10°C’nin altindaki sicakliklarda gelisemez ve %3 kadar laktik asit iiretebilmektedirler.
Homofermantatif Lactobacillus tiirleri heksoz sekerlerden baslica laktik asit tiretirken, pentoz
sekerler ve glukonatlar1 fermente edemezler (Tunail 2009, Sen vd. 2004). Orla-Jensen’in
tanmimladig ilk bakteri olan Lactobacillus helveticus peynir tiretiminde istenen birgok 6zellige
sahip olup, ¢ig siit ve ¢ig siitten tretilen iriinlerden siklikla izole edilmektedir. Bu tiir
bakteriler 55°C gibi yiiksek sicakliklarda da gelisebilmektedir. Ayrica siit iiriinlerinden izole
edilen laktik asit bakterileri arasinda proteolitik aktivitesi en yiiksek bakteri grubu olmalar
nedeniyle diger laktik asit bakterilerinden kolaylikla ayrilabilmektedirler (Kiernan vd. 2000,
Quigley vd. 2013, Callanan vd. 2008). Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus,
Lactobacillus helveticus ve Lactobacillus acidophilus gida sanayi agisindan 6nemli siit
tiriinlerinde bulunan laktobasil tiirleridir. Lb. delbrueckii spp. bulgaricus yogurt prosesinde,
Lactobacillus helveticus emmental, gorgonzola ve mozzarella tarzindaki peynir tiirlerinin
tiretimde kullanilmaktadir. Lactobacillus acidophilus kullanilarak elde edilen acidophilus siitii
gida sanayinin yaninda probiyotik kiiltiir olarakta kullanilmaktadir (Yaygin ve Kilig 1993,
Stiles ve Holzapfel 1997).

Ikinci grupta fakultatif heterofermantatif Lactobacillus tiirleri yer almakta olup, bu bakteriler
Orla-Jensen’in yapmis oldugu siniflandirmada Streptobacterium grubu olarak adlandirilmistir.
Heterofermantatif Lactobacillus tiirleri’nin en uygun gelisme sicakligi 30°C olup heksoz
sekerlerden %1,5 kadar laktik asit iiretebilmekte iken, glikoz bulunmadig1 zamanlarda laktik
asit, etanol, asetik asit ve formik asit iireten tiirlere de sahiptir (Sen vd. 2004, Tunail 2009).
Gida sanayisinde Onemli olan Lactobacillus casei, eksi hamur ve salamura peynirlerin

fermantasyonu esnasinda 6nem arz etmektedir (Stiles ve Holzapfel 1997).

Ucgiincii grupta ise zorunlu (obligant) heterofermantatif Lactobacillus tiirleri yer almakta olup,
Orla-Jensen’in yapmis oldugu smiflandirmada Betabacterium grubu olarak adlandirilmistir.
Bu grup bakteriler gida bozulmalarina sebep olan LAB tiirlerini igermektedir. Zorunlu
heterofermantatif Lactobacillus tiirleri laktik aside ek olarak asetik asit ve diger organik
asitler, etil alkol ve CO iiretmektedir (Sen vd. 2004, Tunail 2009).



Cizelge 2.3 Lactobacillus cinsi LAB’n fermantasyon karakterlerine gore siniflandirilmasinda dnemli
ornekleri

L. delbureckii subsp. delbureckii
L. delbureckii subsp. lactis
) L. delbureckii subsp. bulgaricus
Thermobacterium ) )
L. acidophilus
L.helveticus

L.salivarius

L. casei. subsp. casei
. casei. subsp. rhamnosus
Streptobacterium . casei. subsp. tolerans
. plantarum

. sake

. bifermentas

) . fermentum
Betabacterium )
. buchneri

L

L

L

L

L

L. viridans
L

L

L. brevis
L

. kefir

2.1.3.5 Pediococcus

Pediococcus grubu bakteriler, gram pozitif, hareketsiz, mikroaerofilik, fermantatif ve kok
sekline sahip tekli (monokok), ¢iftli (diplokok), kisa zincir veya dortli (tetrakok) olusturan
hiicrelere sahiptir. 0,6-1 pm boya sahip bu bakteri tiirlerinin, sitokromlar1 yoktur ve buna
bagl olarak katalaz negatiftir. Pediococcus tiirii bakteriler nitrojen kaynagi olarak amonyum
tuzlarimi kullanamazlar. Buna ek olarak nitrati nitrite indirgeyemezler. Pediococcus tiiriine
sahip bakteriler oksijene karsi toleransi, tlire gore degisiklik gostermekte olup bazi tiirler
ylzey kiltiirlerde gelisirken biitlin tiirler %10 CO2 igeren atmosferde iyi gelismektedirler.
Bitki tiirlerinin {izerinde, ¢esitli gida triinlerinde lactobasiller ve leuconostoclarla birlikte

bulunmaktadirlar.
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Gida endiistrisinde Pediococcus cinsinin ¢ogu tiirii, fermente tirtinler igin starter kiiltiir olarak
kullanilmaktadir. Antimikrobiyal aktivitenin yan1 sira fitaz aktivitesi, galaktoz fermantasyon
kabiliyeti, EPS iretimi ve aroma iretimi gibi gesitli teknolojik yonler, bu kiltiirleri
endiistriyel olarak faydali mikroorganizmalar haline getirmistir. Bu sebeple sebze, silaj, et
triinleri, siit ve siit tirtinleri gibi fermente tiriinlerde starter, non-starter ya da ilave probiyotik
kiilttirler olarakda siklikla kullanilmaktadir (Stiles ve Holzapfel 1997, Sahin 2003, Mavhungu
2006).

2.1.3.6 Bifidobacterium

Bifidobacterium tiirii bakteriler; gram pozitif, zorunlu anaerobik, hareketsiz, filomentoz
olmayan, Bifidobacterium indicum ve Bifidobacterium asteroites harig¢ diger tiirlerinin katalaz
aktivitesi negatif, spor olusturmayan ve polimorfik-cubuk sekline sahip bakterilerdir.
Bifidobacterium tiirii bakteriler; insan ve hayvanlarin mide ve bagirsak kanalinda, diski (gaita)
orneklerinde, arilarin bagirsak florasinda, kanalizasyonlarda, ayrica anne siitiiyle beslenen
bebeklerin bagirsak florasinda (%99 oraninda) bulunmaktadir. Bifidobacterium spp. tiiriine ait
bakteriler fermantasyon esnasinda monosakkarit ve disakkaritler igin fruktoz-6-fosfat
fosfoketalaz yolunu kullanmaktadirlar. Ayrica ¢ogu bitki kokenli irtinlerde bulunan
oligosakkaritler, ksiloz, riboz, arabinoz, siikroz, selilloz vs. gibi karbonhidrat tiirlerini de
kullanabilmektedirler. Bifidobacterium tiirii bakterilerin probiyotik etkisinin saglik tizerindeki
onemi hakkinda aragtirmalar yapilmis olup, bu tiir bakterileri i¢inde barindiran iiriinlerin,
tiketilmesinin insan saghig: lizerindeki olumlu etkilerinden dolay1 gilivenilir gida olarak

anilmakta ve ‘generally safe’(GRAS) statiisiinde kabul edilmektedir (Margolles vd. 2011).

Bifidobacterium tiirii bakteriler bagirsak sisteminin dogal mikroflorasinda bulunan patojen
mikroorganizmalar karsisinda koruyucu bir rol oynayarak insanlarin bagirsak florasinda
olmasi1 gereken dogal dengeyi saglamaktadir. Bu sebeple Bifidobacterium tiirii bakteriler
probiyotik gruba dahil edilmektedir. Bifidobacteriu bifidum ve Bifidobacteriim lonhum
‘bifidus siitii’ ve ‘bifidus yogurdu’ adi verilen fermente iiriinlerin iiretiminde starter kiiltiir
olarak kullanilmaktadir. Bifidobacterium’larin, giinlik diyet ve saglik lizerinde gosterdigi
yararli etkilerinden dolayr siit sanayide kullanimina Onem verilen probiyotik

mikroorganizmalardir (Fenderya ve Akalin 2003).
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2.1.4 Laktik Asit Bakterileri Kullanim Alanlari

LAB, gida sanayisinde uzun yillardan beri ‘gida sinifi organizmalar’ olarak genis bir kullanim
alanina sahiptir. Gidalardaki tat, aroma ve tekstiir olusumunda olumlu etki gostermektedir. Bu
etkilere ek olarak zararli mikroorganizmalar1 inhibe etme 6zelligine sahip oldugu i¢in
koruyucu kiiltiir olarak genis kullanim alanina sahiptir. Fermente et ve balik iirlinleri (6rn.
sucuk, salam), siit ve siit tirtinleri (6rn. peynir, kefir), tahil irlinleri (6rn. ekmek, boza), sarap
ve sebzeler (6rn, lahana ve salatalik tursusu) gibi ¢ogu gidanin dogal yapisinda
bulunmaktadir. Bu 6zelliklere ek olarak starter kiiltiir olarak eklendigi gidalarin olgunlagsma
esnasinda, lretim prosesinde iiriin dayanikliligimin arttirilmasi agisindan ve fermente gida
triinlerinde karmagsik yapi gosteren tat bilesenlerinin ve lezzetinin olusmasi amaciyla

kullanilmaktadir (Jeevaratnam vd. 2005).

LAB’m probiyotik olarak kullanilmasinin yani sira, enzim ve metabolitler gibi
makromolekiillerin liretimi amaciyla endiistriyel agidan énem arz etmektedir (Klaenhammer
vd. 2002).

2.2 Laktik Asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Antimikrobiyal Bilesikler

Homofermantatif karbonhidrat metabolizmasinin son {irlinii olan LAB’1n, gidalarda bozulma
etkeni olan patojen mikroorganizmalar karsisinda gosterdigi antagonistik etki, yaklagik on
yildir ayrintili bir sekilde arastirilmaktadir. Heterofermantatif LAB tarafindan heksoz
katabolizmas1 sonucunda olusan esit molarda laktik asit, asetik asit veya etanol ve CO-
benzeri metabolitler koruyucu ve antagonistik etki gostermektedir. Bu etki, diisik pH
degerinden kaynaklanmakta olup, sahip oldugu karbonhidrat metabolizmanin sonucunda
tretilen disik miktarda H2O2 ve diasetil agiga ¢ikmaktadir. Olusturdugu bu maddelerin
antimikrobiyal etki gostermesi gidalarin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Toksoy ve
Beyatl1 1999).

LAB’1n iiretigi organik asit, asetaldehit, etanol, diasetil, karbondioksit, H>O. ve bakteriyosin
gibi antimikrobiyal maddeler, gidalarin korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Gidalarda
bozulmaya sebebiyet veren patojen mikroorganizmalar karsisinda bakteriyosinler dogal

koruma saglamaktadir. Bunun yani sira bakteriyosinlerin sahip oldugu 1s1 stabiliteleri
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sayesinde yiiksek sicaklik degerlerinde isleme tabi olan bircok gida maddesinin

kullanilabilirligini saglamaktadir (Smit vd. 2002, Jeevaratnam vd. 2005).

2.2.1 Organik Asit, Asetaldehit, Etanol

LAB, laktik asidi homofermantasyon yoluyla sentezlerken, ¢ok az miktarda laktik asit, CO>
ve etanolii heterofermantasyon yoluyla sentezlemektedir. Hiicre zarindan gecen laktik asit ve
asetik asit, hiicre i¢ine niifuz ederek sitoplazmanin asitligini arttirmakta ve pH degerini
diistirmektedir. Buna bagli olarak, gidalarda bozulma etmeni olan patojen mikroorganizmanin
(Pseudomonas) ve istenmeyen bakterilerin (Salmonella spp. ve Listeria spp.) DNA’smin
bozulmasimna neden olarak, bakterilerin gelisimini sinirlamakta veya inaktive etmektedir

(Simsek vd. 2001).

Organik asitlerin patojen mikroorganizmalar tizerine gosterdigi inhibitor etkinin bagl oldugu

ii¢ potansiyel vardir. Bunlar;

1. Gigli asitler, diisiik eksternale sahip olan pH degerine ragmen hiicre membranindan
gecememektedir. Hiicre ylizeyinde bulunan enzimler, sahip olduklar1 diisik pH nedeniyle
enzimlerin yapisini bozarak inhibitor etki gostermektedir. Ayrica, hiicre i¢inde ve disindaki,
pH degeri farkinin fazla oldugu durumlarda, hiicre zarinin proton gegirgenligi sonucu

sitoplazmik pH degerinde diisiise de sebebiyet verebilmektedir.

2. Zayif asitler, hiicre membranindan kolaylikla gecebilmektedir. Bu asitlerin birincil etki
mekanizmasi, sitoplazmik pH degerini diisiirerek gerceklesmektedir. Fakat dogrudan disosiye

olmamig yapilar da metobolizma iizerinde inhibitor etki gostermektedir.

3. Siilfit, nitrat, karbonat gibi asit potansiyeline sahip iyonlar, diisiikk pH degerinde potansiyel
inhibitor etki gostermektedir (Con ve Gokalp 2000).

Hidrofobik 6zellik gosteren ve ¢oziinmemis laktik asit ve asetik asit formlari, bakteri igerisine

niifuz ederek hiicre i¢inde ¢oziinmektedir. Bunun sonucunda sitoplazma tizerinde pH diisiisii

gerceklesmekte olup, hiicre 6liimii yasanmaktadir (Ray ve Bhunia 2014).
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Konu hakkinda yapilan bir ¢alismada, Micrococcus luteus, Pseudomonas ssp. ve
Staphylococcus aureus bakterileri karsisinda laktik, asetik ve propiyonik asit gibi organik
asitlerin gosterdigi antimikrobiyal etki arastirilmigtir. Bu arastirma sonucu bu organik asitlerin
tek basina ayr1 ayr1 antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ve esit konsantrasyonlarda hazirlanmis
organik asitlerin disosiye olmayan formlar1 karsilastirildiginda, laktik asitin etkisine kiyasla
asetik asitin ve propiyonik asitin antimikrobiyal etkisinin daha fazla oldugu tespit edilmistir
(Taniguchi vd. 1998).

2.2.2 Hidrojen Peroksit

Laktik asit fermantasyonu sonucu olusan hidrojen peroksit (H20), istikrarli yapiya sahip
olmayan termodinamik 6zellik gostermekte olup, bakteriyel enzimatik aktiviteyi yok etmekte
ve bazi mikroorganizmalari inhibe edici o6zellik gostermektedir. H202’nin sahip oldugu
antimikrobiyal etki, enzim denatiirasyonu sonucu olusan siilfidril gruplarinin oksidasyonu ve
membran lipid peroksidasyonu ile membran gegirgenliginin artmasindan kaynaklanmaktadir.
H202, membran lipidleri ve hiicre proteini lizerinde gii¢lii oksitleyici etkiye sahip oldugu i¢in,
mikroorganizmalar {izerinde inhibisyon gerceklestirmektedir (Byczkowski ve Gessner 1988,
Cadirct ve Citak 2005).

H202’nin sahip oldugu giiglii oksitleyici etki, antimikrobiyal aktivite gosteren LAB tarafindan
sentezlenen oksijen, laktat, piirivat, NADH* varhiginda gergeklesmektedir (Holzapfel vd.
1995). Yiiksliz olan H202, kolayca hiicre igerisine niifuz etmekte ve bunun sonucunda
hidroksi radikallerin hiicre icerisinde gerceklestirdigi indirgenme reaksiyonlarindan kaynakli
olarak kaliim materyaline etki ederek, hiicrenin 6liimiine sebebiyet vermektedir (Lindgren ve
Dobrogosz 1990). H2Ox‘nin bakteriler, mayalar, kiifler, viriisler ve bakteri sporlarina karsi

antagonistik etki spektrumu oldukg¢a genistir (Russel vd. 1992).

Katalaz enzimine sahip olmayan LAB’m bulundugu ortamda biriken H2O>, S. aureus ve
Pseudomonas ssp. benzeri patojen mikroorganizmalar karsisinda antimikrobiyal etki
gostermektedir. Bakteri membranlarint bozmada etkili role sahip bu bilesige en duyarl

bakteri grubu gram negatif bakterilerdir (Adams ve Nicolaides 1997).

H20,nin Esherichia coli DNA’s1 {izerindeki ekti mekanizmasi, denatiirasyona sebep olarak,
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kromozomik replikasyonu engelleyen niikleotid bazlar1 agiga ¢ikarmasi ve DNA zinciri
tizerinde kirilmalara sebebiyet vermesinden kaynaklanmaktadir (Kilig 2001). H.O2’nin
hiicreler tlizerinde gosterdigi inhibitor etki, konsantrasyon miktari, muamele siiresi, mikrobiyel
yiik, sicaklik, pH, inorganik iyonlar, UV veya diger koruyucu maddelerin uygulanmasi gibi
cesitli faktorlerden etkilenmektedir (Con ve Gokalp 2000).

2.2.3 Karbondioksit

Cogu zaman heterofermentatif LAB aracilifiyla tretilen karbondioksit (CO2), enzimatik
dekarboksilasyonu onlemek amaciyla anaerobik ortam olusturarak, membran lipitinde
birikmesi sonucunda membran gecirgenliginde hasara sebebiyet vermektedir. Ayrica CO>
gram negatif psikrotrofik bakterilerin gelismesini inhibe etmektedir (Farber 1991, Ammor vd.
2006).

CO2’in mikroorganizmalar {izerindeki inhibisyon etki mekanizmasi, genel olarak ti¢ sekilde
aciklanabilir. Birinci yontem ortamdan Oz’nin uzaklastirilmas: olup en basit olamdir. Ikinci
yontem ortamin pH’inin diismesi veya CO2’in gidanin sulu fazinda ¢oziinerek karbonik asidin
olusumudur (Butler 1982). Karbonik asit ise parcalanarak bikarbonat ve karbonat iyonlarinin
olusumuna neden olmaktadir. Uciincii yontem ise COz’in  mikroorganizmalarin
metabolizmalarina olan direk etkisidir (Daniels vd. 1985). CO2 molekiilii sahip oldugu bu
antimikrobiyal etkiler sayesinde, gidalarin korunmasi amaciyla kullanilan modifiye atmosfer
paketleme (MAP) sistemlerinin baglica bilesenidir. Bu sistemde, gram negatif bakterilerin
gram pozitif bakteriler karsisinda daha hassas oldugu tespit edilmistir (Salminen ve Wright
2004).

Antimikrobiyal etkiye sahip olan CO2, bulundugu ortamda kiif gibi obligant aerobik
mikroorganizmalarin tiremesini inhibe etmektedir (Adams ve Nicolaides 1997). CO. 6zellikle
gram negatif, psikrotrofik bakterileri sayisin1 % 10’a kadar, toplam bakteri sayisint ise %
50’ye kadar azaltmakta olup, % 20-50’lik bir antifungal 6zellik gostermektedir (Yang 2000,
Sezer 2007).

2.2.4 Diasetil
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Diasetil, LAB tarafindan sitrat fermentasyonu sonucunda iiretilen aroma veren bir bilesiktir
(Jay 1982, Ammor vd. 2006). Siit ve siit iiriinlerinde, 6zellikle tereyaginda nadiren de meyve
sularinda olusan aroma bilesenlerinin basinda yer almaktadir. Diasetil’in iiretimi, ortam
bilesenleri, pH degeri ve inkiibasyon sicakligi gibi faktorlere bagli olarak farklilik
gostermektedir (Demirci 2013).

LAB tiirlerinin baslica dort cinsi olarak sayilan streptokoklar, leukonostoklar, laktobasiller ve
pediococlar tarafindan sentezlenme yetenegine sahip olan diasetil’in antibakteriyel etki
mekanizmasi, mayalar, gram negatif bakteriler, LAB ve gram pozitif bakteriler lizerindedir.
Gram negatif bakterilerin ortamda gelisimini arginin ile reaksiyona girmesi sonucunda
engellemektedir. (Jay 1982, Ammor vd. 2006).

GRAS statiisiinde sinirli kullanima sahip olan diasetilin atimikrobiyal etki gosterebilmesi i¢in
yliksek miktarlarda kullanilmast gerekmektedir. Gidalarda katki maddesi olarak yiiksek
miktarlarda kullanilan diasetil, triinin duyusal o6zelliklerinde olumsuz etkilere Sebep
olmaktadir. Ayrica diasetil, yiiksek ugucu oOzellige sahip olmasi nedeniyle g¢esitli

malzemelerin ve ylizeylerin temizliginde de kullanilmaktadir (Daeschel 1989).

2.2.5 Bakteriyosinler

Bakteriosin terimi ilk kez 1925 yilinda Gratia’nin arastirmasi iizerine E.coli tarafindan
tiretilen ‘kolisin’ ile literatiire girmistir (Gratia 1925). Ttanim olarak Bakteriyosin, cesitli
bakteriler tarafindan ribozomal sekilde sentezlenen, antimikrobiyal aktivite gosteren peptit
veya proteinlerdir (Jack vd. 1995, Cotter vd. 2005, Zendo vd. 2010).

Bakteriyosinlerin smiflandirilmas: {iretici organizma tiirii ve kimyasal yapisina gore
yapilmasina karsin, gilinimiizde baz1 degisikliklere ugramis olsa da, ¢ogunlukla
Klaenhammer’in  (1993) yaptigt smiflandirma daha ¢ok tercih edilmektedir. Bu
siniflandirmada bakteriyosinler, molekiiler biiyiikliiklerine, termostabilitelerine, enzimatik
duyarliliklarina, post translasyonel olarak modifiye olan aminoasit varligina ve gosterdigi etki

mekanizmalarina gore olacak sekilde 4 gruba ayrilmaktadir (Klaenhammer 1993).
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Cizelge 2.4 LAB tarafindan iiretilen bazi bakteriyosinler

Uretilen Bakteriyosin

Uretici laktik asit bakterisi

Sinif Ia

Nisin A Lactococcus lactis
Nisin Z Lactococcus lactis
Lactocin S Lactobacillus sake

Lactocin 481
Carnocin U149

Lactococcus lactis
Carnobacterium piscicola

Salivacirin A Streptococcus salivarus
Siif Ib

Mutacin A Streptococcus mutans
Sinif Ila

Peiocin PA-1 Pediococcus acidilactici
Pediocin AcH Pediococcus acidilactici
Mesentericin Y105 Leuconostoc mesenteroides
Sakacin A Lactobacillus sake
Enterocin A Enterococcus faecium
Carnobacteriocin BM1 Carnobacterium piscicola
Leucocin A Leuconostoc gelidum
Smif IIb

Laktoccoin M
Enterocin L50A ve L50B

Lactococcus cremoris
Enterococcus faecium

Lactacin F Lactobacillus johnsonii
Acidocin J1132 Lactobacillus acidophilus
Plantaricin S Lactobacillus plantarum
Simif Ilc

Acidocin B Lactobacillus acidophilus
Enterocin P Enterococcus faecium
Bacteriocin 31 Enterococcus faecalis
Simif I11

Helveticin J Lactobacillus helveticus
Enterolysin Enterococcus faecalis
Caseicin 80 Lactobacillus casei

Simif IV

Mesenterocin 52 Leuconostoc mesenteroides
Lactocin 27 Lactobacillus helveticus

Bakteriyosinlerin giivenli gida iiretiminde biyokoruyucu olarak kullanilmasi yeni bir yaklagim
olarak kabul goriilmistiir (Parada vd. 2007). LAB’larin iirettigi nisin, pediosin, laktokoksin A
vb. bakteriyosinler gram pozitif bakterilerin hiicre membrani lizerinde yiiksek antimikrobiyal
etkiye sahiptirler. LAB, gidalarda bozulmaya sebep olan patojen bakterilere karsi genis
spektrumda antimikrobiyal etki gdsteren metabolitler tiretmekte olup, gidalarda dogrudan

veya bu kiiltiirlerin saflastirilmasi sonucu elde edilen iriinler olarak iki farkli sekilde gida
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tretiminde kullanilmaktadir. Bu grup iginde bulunan ve gida iiretiminde yasal olarak
kullanilmasia onay verilen tek bakteriyosin tiirii nisin’dir (De Vuyst ve Vandamme 1994,
Cleveland vd. 2001, Heng vd. 2007). Nisin, Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan
givenli kabul edilen (GRAS) onay1 almis ve koruyucu olarak gida katki maddesi olmasi
sebebiyle 50°den fazla iilkede kullanilmaktadir. Ozellikle fermente siit iiriinleri, yumurta
irlinleri, konserve sebzeler, salata soslar1 ve fermente alkollii i¢kilerin iiretimi ve muhafazasi

esnasinda basarili sekilde kullanilmaktadir (Galvez vd. 2007, Heng vd. 2007).

2.3 LAB Tarafindan Uretilen Bakteriyosinlerin Gida Endiistrisinde Kullanim

Gidalarin korunmasi agisindan LAB ve bu bakteriler tarafindan sentezlenen bakteriyosin ve
benzeri metabolitler 6nem teskil etmektedir. Gidalarin korumas: amaciyla kullanilan
bakteriyosinlerde aranan bazi 6zellikler (Kurt ve Zorba 2005, Galvez vd. 2007);

e Giivenilir olarak kabul edilmis olmalart,

e Okaryotik hiicrelerde etkin olup, toksik etki gdstermemeleri,

e Bagirsak mikrobiyotasinda etkilisi az olup, proteazlar tarafindan inaktif hale gelmeleri,

e Farkli pH degerlerine ve farkli sicaklik degerlerine karsi tolerans gostermeleri,

e Cogu gida kaynakli patojen mikroorganizmaya karsisinda olduk¢a genis olan

antimikrobiyal etkiye sahip olmalari,
o Bakteriyosidal etkiyi, bakteriyal sitoplazmik zara etki ederek gostermeleri,
e Cogunlukla plazmid kodlu olan, genetik manipiilasyonu kolaylastirmalar1 olarak

sayilabilir.

Bunlarin yanisira gidalarin korunmasi amaciyla bakteriyosinlerin kullanilmasinin birgok
yarar1 bulunmaktadir. Bunlar;

1) Gida zehirlenmesi riskini diisiirmek,

2) Gida iiretiminde 6nemli etkiye sahip olan ¢apraz kontaminasyon riskini azaltmak,

3) Gidalarin mevcut olan raf dmrii siiresini arttirmak,

4) Gidalar1 maruz kaldig yiiksek sicakliklardan korumak,

5) Gidalarda meydana gelen bozulmalardan kaynakli ortaya c¢ikan ekonomik kayiplari
minimum diizeye indirmek,

6) Uretimde kullanilan kullanilan kimyasal koruyucularin miktarini azaltmak,

7) Gidalarin islenmesine bagli olarak artan maliyetleri diislirmek,
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8) Degisen ve bilinglenen tiiketici taleplerini karsilayabilmek amaciyla alternatif gida koruma

yontemleri saglamak seklinde siralanmaktadir (Messaoudi vd. 2013).

Bakteriyel bir iirliniin bakteriyosin olarak tanimlanabilmesi i¢in; biyolojik yonden aktif bir
proteine sahip olmasi, bakterisit etki gostermesi, dar bir inhibisyon spektrumuna sahip olmasi,
spesifik hiicre reseptorlerine tutunmasi, iiretimin ve konak¢i hiicre bagisikliliginin plazmid

kokenli genetik determinantlara bagli olmasi gerekmektedir (Tagg vd. 1976).

LAB tarafindan tiretilen bakteriyosinlerin arastirilmasi amaciyla yapilan calismalarda, et
fermantasyonunun 6n asamalarinda, Listeria monocytogenes sayisinda azalma sagladig: tespit
edilmistir (Foegeding vd. 1992). Ayrica LAB tarafindan irettilen bakteriyosinlerin bazi
antibiyotiklerin yerine kullanilabilecegi de diistiniilmektedir. Bakteriyosinler patojen
mikroorganizmalara kars1 dogal koruyucu olarak da kullanilabilmektedirler (Galvez vd. 2007,
Rauta vd. 2013). Tim diinyada onemli bir problem olan, patojen mikroorganizmalarin
antibiyotiklere kars1 gelistirdikleri direng, siirekli olarak yeni antibiyotiklerin kesfedilmesi
gereksinimini pesinde getirmektedir. Bu durum hem maliyet artisina hem de zaman kaybina

sebebiyet vermektedir.

LAB tarafindan {iretilen bakteriyosinlerin antibiyotik tiirlerinin yerine kullanilabilme
potansiyelinin olmasi, bu maddeleri hem saglik hem de gida sektorii agisindan oldukga 6nemli

bir duruma getirmektedir (Yang vd. 2014).

2.4 Gida Sanayisi Acisndan Onemli Baz1 Patojen Bakteriler

2.4.1 Salmonella

Salmonella cinsine ait ilk bakteri ondokuzuncu yiizyilda tanimlanmis olup Salmonella typhi
patojen olarak ilk defa 1880 yilinda insanlarin lenf nodulii ve dalaginda bulunmustur. Bununla
birlikte ilk izolasyonu ve morfolojik olarak ilk tanimlamay1 Gaftky 1884’de yapmistir olup,

1885 yilinda Salmon ve Smithy Salmonella Choleraesuis'i izole etmis bu cinse Salmonella
ad1 verilmistir (Halkman 2019).
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Enterobacteriaceae familyasmnin iiyelerinden olan Salmonella serotipleri, fakiiltatif anaerop,
fermantatif, gram pozitif, oksidaz negatif, katalaz pozitif, lircaz negatif, kapsiil ve spor
olusturmayan, basil formda, peritrik flagella ile hareketli  (Salmonella pullorum ile
Salmonella gallinarum hari¢) ve hafif yuvarlak uglu bakterilerdir. Laktozu fermente
edemezler, glikoz igeren ortamlarda kolay gelisirler ve glikoz fermantasyonu sonucunda gaz
olustururlar (Doyle ve Beuchat 2007, Giizel Seydim 2016, Halkman 2019, Capan 2020).

Salmonella spp’nin optimum gelisme sicakligi, 35-37°C araliginda olan bu bakteriler, 5- 46° C
gibi genis bir sicaklik araliginda gelisebilmektedirler. 4,5- 9,4 pH araliginda iiremesine
ragmen en ideal gelisme degeri 6,5- 7,5 pH’dir. Ayrica 4,5 ve altindaki pH degerlerine kars1
duyarl bakterilerdir. Soguk kosullara dayaniklidir. Su aktivitesinin 0,940 aw oldugu ortamda
gelisim gosterememekte ve pastorizasyon sicakliginda dlmektedirler. %7 gibi yiiksek tuz
konsantrasyonlarina dayaniklilik gosteren serotiplere sahip olsa bile genellikle tuza duyarhdir.
%3- 4 NaCl konsantrasyonu bu bakterilerin canliligini yitirmesi i¢in yeterlidir (Giizel Seydim
2016, Capan 2020).

Salmonella dogal olarak insan ve hayvan bagirsak sisteminde, kanalizasyon sularinda, ¢iftlik
hayvanlarinda, evcil hayvanlarda (kus, kedi, kopek, kaplumbaga), kurbagalarda, yilan ve
diger yabani hayvanlarda, boceklerde bagirsak mikroflorasinin bir iiyesi olarak da
bulunmaktadir. Ozellikle kirli sularda bulunan bu bakteri, kirli sular ile enfekte olmus
gidalarin tiiketilmesi ile tekrar insanlara bulasabilmektedir (Ray ve Bhunia 2016, Halkman
2019). Salmonellozis etkeni olarak; mandira iriinleri, yumurtalar, kiimes hayvanlarinin
oldugu yerler 6rnek gosterilebilmektedir. Ayrica Salmonella tiirlerinin ¢esitli gidalarda
kolaylikla hayatta kalabilmesi ve dogada yaygin olarak bulunabilmesi insan saglig1 agisindan
gliclii bir tehtit olarak gosterilebilmektedir. Salmonella'lar vektorlerle yayilabilmekte olup,
vektor diskilar ile haftalarca, hatta aylarca bu yayilimimi devam ettirebilmektedir. Cevresel
kosullarda uzun siire hayatta kalabilen Salmonella tiirleri bu sebeple 6nemli bir enfeksiyon
kaynagi haline gelmektedir (Aksoy 2015, Capan 2020).

Insanlarin kontamine olmus giday: tiiketmesi sonucu viicuda alinan Salmonella etkeni,

oncelikle ince bagirsakta kolonize olmakta daha sonra ise diger intestinal dokulara yayilim

gostermektedir. Etken bagirsaklara yerlestikten sonra dnce endotoksin tiretimi gergeklesmekte
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ve bunu takiben yangisal reaksiyonlar sonucu diyare meydana gelmektedir (Giizel Seydim
2016, Ray ve Bhunia 2016, Halkman 2019, Capan 2020).

Kontamine gidanin tiiketilmesini takiben 2-48 saat sonra gastroenterit, ates, septisemi gibi
semptomlar goriillmekte ve bu belirtiler 4-7 giin arasinda devam etmektedir (Giizel Seydim
2016, Halkman 2019).

Salmonella enfeksiyonlarinin 6niine gegmek i¢in oncelikle bakterinin bulasmasi1 6nlenmelidir.
Bunun i¢in gida iiretimi yapan yerlerde, c¢alisanlara ek olarak tiiketiciler de
bilinglendirilmelidir. Gidalara uygulanan pastorizasyon, minimum 71,7°C’de 15 sn olarak
uygulanmali ve uygulanan 1si1l islem sonrasinda gidanin tekrar kontamine olmasini
engellemek amaciyla kullanilan alet ve ekipmanlarin (kesme tahtasi, bigak vs.) temizligi ve
kisisel hijyen saglanmalidir. Hemen tiiketilmeyecek gidalar hizla 3- 4°C’ye sogutulmalidir.
Bu gidalar buzdolabinda tutulacaksa tiiketilmeden once yeterince 1s1l isleme tabi tutulmalidir
(Ray ve Bhunia 2016, Capan 2020).

2.4.2 Esherichia coli

Enterobacteriaceae familyasina ait koliform grubuna dahil olan bu bakteriler, gram negatif,
fakiiltatif anaerob, oksidaz negatif, hareketsiz veya hareketli (peritrik kamgili), basiller
seklinde, kivrimli, kapsiillii, fimbriali, endospor olusturmayan, aerobik ve anaerobik
ortamlarda gelisebilen bakterilerdir. 1lk kez 1885 yilinda Dr. Theodore Escherich tarafindan
yeni dogan diskisindan izole edilmistir (Capan 2020).

Esherichia coli’nin birincil kaynagi, insanlar ve sicakkanli hayvanlarin bagirsak mikroflorasi
olup, bu canlilarin bagirsaklarinda yiiksek oranda bulunmaktadir. Bu bakterinin gidalarda
varligr akla digki (fekal) bulasma riskini dogurmaktadir. Bagirsaklarin dogal mikroflorasinda
bulunan c¢ogu Esherichia coli susu zararsiz olup, saglikli bireylerde nadiren hastaliga
sebebiyet vermektedir. Fakat bazi patojenik Esherichia coli suslar1 saglikli ve bagisiklig1 zayif
olan kisilerde ve hayvanlarda, birtakim hastaliklara sebebiyet vermektedir. Bagirsak, safra ve
idrar yolu enfeksiyonlari, menenjit, dizanteri, hemolitik iiremik hastalik tablosu, pnémoni ve
septisemi baslica neden oldugu hastaliklardir (Croxen vd. 2013, Gomes vd. 2016, Ray ve
Bhunia 2016, Giizel Seydim 2016, Halkman 2019, Capan 2020).
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Esherichia coli halk sagligi agisindan 6nemli bir problem olan diyare, 6zellikle yeni
doganlarda ve kiiciik cocuklarda morbidite (hastalik) ve mortaliteye (6liim) sebebiyet
vermektedir. Diisiik ve orta gelirli tilkelerde, olumsuz yasam kosullarindan (yetersiz su,
egitim, temizlik gibi) kaynakli 6liimciil diyare hastaliklarina sik rastlanmaktadir. Viriilans
faktorlerine gore yapilan siniflandirmada, gastrointestinal hastaliklara neden olan Esherichia
coli’nin bilinen 6 adet virotipi bulunmaktadir. Bunlar, Enterohemorajik Esherichia coli
(EHEC), Enterotoksijenik Esherichia coli (ETEC), Enteroinvasiv Esherichia coli (EIEC),
Enteropatojenik Esherichia coli (EPEC), Enteroaggregavite Esherichia coli (EAEC) ve Difiiz
aderans Esherichia coli (DAEC)’dir. EPEC ve ETEC suslar gida kaynakli toksikoenfeksiyon
yaparken, diger tiirler enfeksiyon etmenidir (Giizel Seydim 2016, Ray ve Bhunia 2016).

EPEC, insanlardaki diyareye sebep olan sus olarak tamimlanan ilk tiirdiir. Sanitasyonun
yetersiz oldugu durumlarda 10 yas alt1 gocuklarda diyareye sebebiyet vermekte ve bu durum
cocuk diyaresi olarak anilmaktadir. Bu bakteriler cocuklar disinda tavsan, kopek, ineklerde de
etkili oldugu tespit edilmistir. EPEC baslica konag1 insan olun, toksin olusturmayan, invazif
ilerleme gosteren bir bakteridir. Belirtilerin ortaya ¢ikmast icin 10°-10%kob/mL bakterinin
sindirim sistemine alinmas1 yeterlidir. Hastalik semptomlari, sulu ve yogun diyare, kusma ve
diistik atesdir. Belirtiler kontamine gidanin, viicut igerisine alinmasindan minimun 12 saat

sonrasinda ortaya ¢ikabilmektedir (Glizel Seydim 2016, Ray ve Bhunia 2016, Capan 2020).

ETEC, genellikle sanitasyon kosullari yetersiz olan iilkelere seyahat eden kisilerde tespit
edilmektedir. Bu nedenle bu tiiriin neden oldugu hastalik ‘turist ishali’ olarak bilnmektedir.
Gelismekte olan {iilkelerde ise yeni doganlarda hastalik etkeni olmakta ve yilda yiiz binlerce
¢ocugun dliimiine sebebiyet vermektedir. Urettigi toksinler yiiksek sicakliklara dayanikli olup,
bu toksinlerin viicuda alinmasindan kaynakli enfeksiyonlar olusmaktadir. Gidalarla
bulasabilmekte ve insanlarla tasinmaktadirlar. Yaslilarda ve yeni doganlarda semptomlarin
ortaya ¢ikmasi igin daha diisiik enfektif doz gerekmekte olup minimal bulas sayis1 10 -10°
kob/g‘dir. Belirtiler, toksin iretimine bagli olarak 12-72 saat araliginda kendini
gosterebilmektedir. Urettigi toksinlerden biri olan LT toksini, kolera benzeri islev gérmekte,
hastalik belirtileri de hafif kolera seklinde seyretmektedir. Bas agrisi, mide bulantisi, karin
agris1, ates, sivi kaybu, keyifsiz hal ve nadiren kusma temel belirtileridir. Ozellikle ¢ocuklarda,

oliime sebebiyet verme nedeni dehidrasyondur (Capan 2020).
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EIEC, Shigella benzeri dizanteri ve diyareye sebebiyet veren suslar olup genellikle
hareketsizdir. Laktoz, lisin ve dekarboksilaz negatiftir, invaziftir ve toksin iiretmez. insanlar
tarafindan tasinmakta, diskiyla gidalara bulagsmakta ve bdylelikle salginlara sebebiyet
vermektedir. Minimal enfektif dozu 108 -10° kob/g“dir. Mide kramplari, bas agrisi, iisiime,
yogun sulu-kanli diyare bilinen en énemli belirtileridir ve 8-24 saat (ortalama 11 saat) i¢inde
ortaya ¢ikmakta olup semptomlar 7-12 giin siirebilmektedir. Enfeksiyonu gegiren kisiler

tastyici olarak hastaligi uzun siire yayabilirler (Giizel Seydim 2016).

EAEC, genellikle gelismekte olan lilkelerde goriilmekte ve g¢ocuklarda, yetigkin bireylerde
diyare etkenidir. Mukozlu diyare en etkili semptomlar1 arasinda olup belirtiler kontamine
gidanin tiiketiminden 7-22 saat igerisinde ortaya ¢ikmaktadir. Hastalik bazen 14 giine kadar
stirebilmektedir. Toksin iiretmesine ragmen invazif degildir (Glizel Seydim 2016, Ray ve

Bhunia 2016, Capan 2020).

DAEC, 1-5 yas araligindaki ¢ocuklarda diyareye neden olur, toksin iiretmez ve invazif
degildir (Giizel Seydim 2016).

EHEC, bu tiire ait en 6nemli tiye olan Esherichia coli O157:H7 olup, 6liimle sonuglanan ¢ogu
gida kaynakli enfeksiyonlardan sorumludur. Diger Esherichia coli tiirleri gibi optimum 30—
42°C arasinda tireme gosterirken, Esherichia coli O157:H7 diger Esherichia coli’lerin
gelistigi 44-45°C’da olduk¢a yavas gelismektedir. Bu tiiriin sebep oldugu hastaligin
tanimlamasinda en 6nemli semptom siddetli kanli diyaredir. Shiga benzeri toksinler tireten bu
tiirin insanlarda olusturdugu semptomlar; ani mide kramplari, ates, kusma ve sulu diyaredir.
Ishal zamanla kanli diyareye donebilmektedir. Semptomlarm belirtileri ortalama 3-9 giinde
ortaya ¢ikmaktadir. Genellikle koyun, kegi, kopek, marti, tavuk, kedi gibi hayvan diskilarinda
tespit edildigi icin hayvansal gidalar risk etmenidir. Cig siit, salata, mayonez, fermente sert
salam, baz1 meyveler, ¢ig sosis, filizler, sigir kiymasi, kuzu eti, kiimes hayvanlarinin etleri
riskli gidalar olarak bilinmektedir. Ayrica toprak ve sulama yapilan sular araciligiyla da
gidalara bulasabilmektedir (Giizel Seydim 2016, Ray ve Bhunia 2016, Capan 2020).

Onlem igin, hijyen ve sanitasyon kurallarina uyulmali, yeterli 1s1l islem ve yeterli sogutma

islemleri kullanilmali ve gidalar uygun kosullarda muhafaza edilmelidir. Capraz bulagmalar

23



miimkiin oldugunca 6nlenmelidir. Mutfaklarda kullanilan ekipmanlar ve ¢alisma tezgahlarinin

temizliginin yeterli olup olmadigina dikkat edilmelidir (Ray ve Bhunia 2016, Capan 2020).

2.4.3 Listeria

Listeria cinsi bakteriler, gram ve katalaz testleri pozitif, oksidaz negatif, gubuk seklinde, spor
olusturmayan, fakiiltatif anaerobik, 20-25°C’de kiiltire edildigi zaman hareketli(peritrik
flagella), mikroaerofilik kosullarda da iireyebilen bir bakteri grubudur (Denis ve Ramet 1989).

Hammaddeden, gida iiretim prosesi basamaklarmnin herhangi bir asamasma kadar birgok
sekilde ortami1 kontamine etmekte ve yetersiz hijyen kosullarinda ortamda gelisim

gostermektedir (Gilmour vd. 2010, Halkman 2019).

Listeria bacilli smifi, Bacillales takimi1 ve Listeriaceae ailesine aittir. Bu aile igerisinde;
Listeria monocytogenes, Listeria innocua, Listeria seeligeri, Listeria welshimeri, Listeria
ivanovii ve Listeria grayi, Listeria rocourtiae, Listeria weihenstephanensis ve Listeria marthii
cinsleri bulunmaktadir. Bu tiirler i¢inde Listeria ivanovii. insanlarda hastaliga neden
olabilmektedir. (Ray ve Bhunia 2016).

Listeria monocytogenes 1981 yilinda ilk kez Kanada’da lahana salatasi tiiketimiyle dikkat
cekmis ve giiniimiizde gida kaynakli enfeksiyonlar sonucunda, %30-40 mortalite oranina
sebebiyet vermesinden dolayr 6nem arz etmektedir. Listeria monocytogenes, ciiriiyen
sebzeler, su, toprak, kirsal, kentsel ortamlar, silaj, yemler, kanalizasyon sular1 ve hayvansal
digkilar gibi bir¢ok yerde bulunmasina ragmen insanlarda goriilen listeriozis genelde gida

kaynaklidir (Giizel Seydim 2016, Capan 2020).

Listeriozis salginlarmim biiyiik ¢ogunlugu; Listeria monocytogenes ile kontamine olmus
pastorize siit, ¢ig siit ve siit Uriinleri, lahana salatasi, yumusak peynirler, hindi sosis, sogis et,
yetersiz pisirilen tavuk, et, siit, deniz friinleri ve taze Uriinlerin tiiketiminden
kaynaklanmaktadir. Cig gida drlinlerinin tiiketiminden 6nce uygulanan yetersiz 1sil islem,
buzdolabinda uzun siire muhafaza ve 1sil islem goren gidanin tekrar kontamine olmas: bu

bakterinin insanlara bulasmasinda onemli kaynaklar1 olusturmaktadir. insanlarda goriilen
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listeriozisin %99’unun temel sebebi gidalardir (Gilmour vd. 2010, Halkman 2019, Capan
2020).

2.4.4 Bacillus cereus

Bacillaceae familyasina ait Bacillus cereus, gram pozitif, cubuk sekilli, cogu hareketli, spor
olusturan, fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Bu bakterinin sporlar1 elips seklinde olup, terminal
veya santral formda bakterilerdir. Bacillus cereus’un ilk tanimlanmasi 1887 yilinda
gerceklesmistir. Ayrica, gida kaynakli hastalik etmeni olan bir bakteri olarak tanimlanmasi
1949 yilinda gergeklesmistir (Erkmen 2017).

Cogunlukla 4-50°C gibi genis sicaklik araliginda gelisebilmekte olup en iyi gelisime sicakligi
28-35°C arasindadir. Psikrotolerant Bacillus cereus’lar siit ve siit iiriinlerinde yaygin olarak
bulunmaktadir. Baz1 termofilik suslar1 75°C sicaklikta bile gelisebilmektedir. Ortalama
gelisim pH’1 4,9-9,3 araliginda olup en uygun gelisme degeri 7,0 pH’dir. 0,950 aw ve lizeri su
aktivitesinde gelisebilen bu bakterinin bazi tiirleri, %10 NaCl i¢eren ortamlarda gelismektedir.
Bacillus anthracis disindaki diger tiirler gibi Bacillus cereus da hareket yetenegine sahiptir.
Bu bakteri toprak kokenli olup, yetiskin bireylerin %10’unun gastrointestinal sistemde dogal
olarak bulunmaktadir (Ray ve Bhunia 2016, Capan 2020).

Toprak kokenli olan bu bakteriler tarafindan olusan sporlar, riizgar araciligiyla gevreye
yayilabilmektedir (Halkman 2019). Ayrica soguk ve sicak ortamlara, dezenfektan kullanimina
bile dayanikli olan sporlar1 sayesinde ¢esitli ortamlarda, hayatta kalabilmektedir (Gu vd.
2019).

Bacillus cereusun diyare ve emetik olmak tizere iki tipi bulunmakta ve bu tiirler kontamine
gidanin tiiketiminden sonra 8-24 saat igerisinde belirti vermektedir. Toksin olusumu igin 10°-
10% Kkob/g-mL hiicrenin viicuda almmasi gerekmektedir. Gidamin tiiketimiyle, sindirim
sistemine alinan canli ve toksik hiicreler ince bagirsaga ulastiginda burada kolonize
olmaktadirlar. Toksin pH 2-11 aras1 degerlerde kararlidir ve 126°C’lerdeki 1sida aktivitesini
korumaktadir. Toksinin inaktive olmasi igin 56°C’de 5 dakika boyunca 1s1l islem uygulanmasi
gerekmektedir. Belirtiler hiicre veya toksini igeren gidanin tiiketilmesi sonucu ortaya

cikmaktadir. Bulanti, kusma ve halsizlik gézlemlenen en dnemli belirtileridir. Hastalik 8-24
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saat boyunca siirebilmektedir. Gida zehirlenmesine sebep; et firiinleri, kizartilmis veya
pisirilmis piring, misir ve misir nisastasi, hububatli gidalar, sehriye, hamur, makarna, pizza,
puding tiirleri ve patates piiresi gibi gidalardir (Ray ve Bhunia 2016, Erkmen 2017, Capan
2020). Ancak az sayida bulunan bakteri patojen 6zellik gostermemektedir (Erkmen 2017).

Dogada oldukg¢a yaygin bulunan bu bakteriye gidalarda siklikla rastlanmaktadir. Bakterinin
gida ile bulagsmasin1 6nlemek amaciyla; riskli gidalarin tiiketilmeden once kiigiik porsiyonlar
halinde hazirlanmasi, gidalara yeterli 1s1l islem uygulanmasi, gida hemen tiiketilmeyecekse
pisirme sonrasi hizli sogutma uygulanmasi, uygun sicakliklarda muhafaza edilmesi, tekrar
1sitma islemi uygulanirken 75°C’nin iizerinde 1s1l islem yapilmasi, ¢apraz bulasmay1 dnlemek
amaciyla kullanilan alet ve ekipmanin yeterli temizliginin saglanmasi gerekmektedir.
(Erkmen 2017).

2.4.5 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus gram pozitif, fakiiltatif anaerobik (Staphylococcus saccharolyticus
anaerobik tirii harig), hareketsiz, katalaz pozitif, sporsuz ve kapsiilsiiz, mikroskoptaki
goriintiisti yuvarlak tiziim salkimi seklinde olan bir bakteridir. Cins adin1 Yunancada tiziim
anlamina gelen ‘Staphylo’ kelimesinden almaktadir. Stafilokoklar peptidoglikan tabakasi ile
teikoik asitler igeren siradan bir gram pozitif hiicre duvari yapisina sahiptir (Doyle ve Beuchat
2007, Demirci 2014, Ray ve Bhunia 2016, Giizel Seydim 2016, Bhunia 2018, Bitrus vd. 2018,
Halkman 2019).

Staphylococcus aureus, aerobik ortamlarda c¢ogalma yetenegine sahip olup fermantatif
metabolizma yetenegi de gostermektedir. Karbonhidratlar1 fermente ederek hizli bir sekilde
metabolite edebilmektedir. Hiicre disinda proteaz iiretme yetenegine sahip olan ve proteinleri
parcalayan bu bakteri, uzun siire viicut disinda canliligini koruyabilen tek insan patojeni

bakteridir (Ray ve Bhunia 2016, Halkman 2019, Capan 2020).

Genis bir sicaklik araliginda iireme yetenegine sahip olan Staphylococcus aureus, ideal
gelisme sicakligi 35-37°C arasindadir (Bhunia 2018). Bu bakteri mezofilik karakterde
olmasina ragmen bazi suslart 5-10°C arasindaki sicakliklarda da gelisme ozelligine sahiptir.

pH 4,5-9,3 araliginda gelismekte ancak uygun gelisme pH’s1 7,0-7,5’dir. Bunun yanisira
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bakterinin gelisebilmesi i¢in su aktivite degeri aerobik ortamda 0,830-0,860 aw, aneorobik
ortamda ise 0,900 aw olmasi gerekmektedir (Demirci 2014, Bitrus vd. 2018, Halkman 2019).
Staphylococcus aureus birgok kimyasal bilesik, toksin ve enzim {iiretebilmekte olup, tirettigi
ekzotoksinlerine enterotoksin adi verilmektedir. Uygun kosullar altinda A, B, C1, C2, C3, D,
E, G, H toksinlerinden birini veya birkagini1 olusturabilmektedirler. Enterotoksin A, en toksik
olan tiirii iken B tiirii 1s1ya en dayanikli olanidir. Bakteri suslarinin bakteriyofajlara kars1 farkl
direngleri olmakla birlikte, biiyiik cogunlugu hemolisin, termoniikleaz, koagulaz tiirii enzimler
iiretebilmektedir. Urettigi bu enzimler Staphylococcus aureus’un taninmasinda biiyiik énem
teskil etmektedir (Giizel Seydim 2016, Ray ve Bhunia 2016).

Diinyada insanlar lizerinde yasanan bakteriyel etkili hastaliklarin en 6nemli etkenlerinden biri
olan Staphylococcus aureus deri enfeksiyonlari, kas ve kemik iltahaplanmalar1 (osteomiyelit,
endokardit), pnomoni ve gida zehirlenmelerine; kiimes hayvanlarinda septisemiye; artrite,
atlarda botryomikoz, kopeklerde dermatit gibi klinik hastaliklara sebebiyet vermektedir.
Gidanin tiiketilmesi sonucunda vuciida alinan enterotoksin mide mukozasi reseptorlerini irrite
ederek, vegal sinir ve sempatik sinirleri uyarmakta, kusma merkezlerini etkilenerek, siddetli
epigastik agr1, bulanti, kusma ve pirozise yol agmaktadir. insanin dogal florasmin bir bileseni
olan bu bakteri, her 100 kisiden biri tasimakta oldugundan, kiiresellesmis bir halk saglig
sorunudur (Qiu vd. 2010, David vd. 2012, Bhattacharya vd. 2015, Bitrus vd. 2018, Bhunia
2018, Capan 2020).

Staphylococcus aureus %90 oranla koagiilaz pozitif enterotoksin iiretmesinin yani sira
iretmeyen tiirlerde igermektedir. Koagiilaz aktivitesi onemli olan bu bakteri insanlarin
nazofaringeal boslugunda bulunanmakta ve bu bakterilerin sadece %20 ‘si enterotoksin
olugturmakta ve bu suslar gastroentrite neden olmaktadir. Bakterinin ¢ogalma hizi toksin
gelisimi ile dogru orantili olup, zehirlenmeye neden olacak toksinin iiretilebilmesi i¢in
minimum 10°-10° kob/g bakteri hiicresinin viicuda alinmasi gerekmektedir. Toksine bagh
etkiler gogu zaman 4 saat gibi kisa bir siirede ortaya ¢ikip, hassas tiiketici gruplarinda daha
diistik toksin ve daha diisiik bakteri seviyelerinde etkili olabilmektedir (Ray ve Bhunia 2016,
Giizel Seydim 2016, Halkman 2019).

Gida maddesinde bulunan Staphylococcus aureus‘un, saglik problemine sebep olusturabilecek

saytya ulasmamasi i¢in bazi dnlemler alinmalidir. Bunlar; gida maddesinin kontrollii ve hizli
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sogutulmas1 ve pismis gidalarin pargalar halinde 75°C’ye 1sitilarak tliketilmesi, gida
tiretiminde ¢alisan portor kisilerin gida ile temas etmemesi ve personellerin egitilmesi, yeterli
pisirme ve 1sil islem uygulamalari sayilabilmektedir (Ray ve Bhunia 2016, Giizel Seydim
2016, Halkman 2019, Capan 2020).

2.5 Antibiyotik Kullanim1 ve Antibiyotik Direnclilik Mekanizmasi

Antibiyotik tanim olarak, bakterileri diisiik yogunlukta bile Oldiirebilen ya da gelisimini
etkileyen, mantarlar, antinomisetler ve bakteriler gibi canli yapilar tarafindan olusturulan veya

sentezlenen maddelerdir (Yiice 2001).

Antibiyotik direnci, gereksiz ve uygunsuz kullanilan antibiyotigin, mikroorganizmanin bazi
suslarina etki gosterirken, antibiyotige duyar gosteren bir susun gesitli direng
mekanizmasindan birine direngli hale donmesinden kaynaklanmaktadir (Demirtiirk ve
Demirdal 2004). 1940’1 yillarda, bazi adalardan alinan toprak ve diski Grneklerinden,
tetrasiklin ve streptomisine karsi direngli bakterilerin tespit edilmesi; antibiyotik direncinin
sadece yaygin antibiyotik kullanimindan kaynakli olmadigi sonucunu edilmistir. Bu
bakterilerin maruz kaldigi olumsuz ¢evre kosullar1 karsisinda yasamini siirdiirmek amaciyla
kullandigr savunma mekanizmasi da bu direncin bir parcasi olarak kabul edilmistir (Yiice
2001).

Antibiyotiklerin diren¢ mekanizmasi 3 grupta incelenebilir. Bunlar;

1) Hedef mikroorganizmada gerceklesen degisimden kaynaklanan direng,

2) Hiicre duvarindaki gegirgenliginin azalmasindan kaynaklanan direng,

3) Enzimatik olarak yikima ugrayan antibiyotikten kaynaklanan diren¢ olarak ayrilmaktadir
(G6gebakan 2003).

Antibiyotikler etki mekanizmasina gore ise 5 sinifa ayrilmaktadir. Bunlar;

1) Hiicre duvari sentezini engelleyerek etki mekanizmasi olusturanlar,

2) Protein sentezini engelleyerek etki mekanizmasi olusturanlar,

3) Sitoplazmik membranin yap1 ve fonksiyonunu engelleyerek etki mekanizmasi olusturanlar,

4) Niikleik asit inhibitorleri ve
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5) Kimyasal yapilarinda bulunan benzerlikler sonucu bakteri metabolizmasini etkileyenler’dir
(Akkan 1997).

2.6 Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Diren¢ Mekanizmasi

GRAS statiisiine ait olan LAB’m probiyotik 6zelliginden faydalanarak kullanilabilmeleri
amaciyla antibiyotik diren¢ mekanizmalarinin belirlenmesi FAO /WHO (2002) tarafindan
onerilmektedir. Aktarilabilir antibiyotik diren¢ genleri tasimamalar1 probiyotik suslarin en
temel sartidir (Zhou vd. 2007). Giinlimiizde ¢esitli sebeplerden dolay:1 antibiyotik kullanimi
artmakta olup, bunun sonucunda c¢ogu patojen tiirii farkli antibiyotiklere karsi direng

gostermektedir (Meral ve Korukoglu 2014).

Antibiyotik direng geni, bakterilerde yapisal olarak bulunmakta ya da sonradan edinilen bir
Ozellik olmaktadir. Yapisal direng, dogal olarak olusurken, sonradan edinilen direng ise
genetik mutasyonlardan veya diger bakterilerden gelen yabanct DNA aktarimindan
kaynaklanmaktadir (Saarela vd. 2000). Edinilmis antibiyotik direnglilik geni canli tiirlerin
habitatlarinda (insan ve hayvanlarin bagirsaklarinda) bulunabilmektedir. Antibiyotik direng
geni, Uretim esnasinda diski ile kontamine olmus hayvansal (et ve siit) iiriinlere dogrudan
bulasabilmekte ve bunun sonucunda kontamine olmus fermente gidalardan tiiketiciye
aktarilmaktadir. Fermantasyonda baslica rol alan laktik asit bakterilerinin gidalardan edinmis
olduklart antibiyotik direnci ozelligi sec¢ilmis markerler sayesinde genetik modifikasyonlara
(6rnegin; metabolik Ozelliklerine gore gidaya uyumlu vektor) ugratilabilmektedir (Teuber vd.
1999). Probiyotik niteligi tasiyan LAB’in yeteri kadar tiiketimi saglandiginda, bagirsak
mikrobiyal dengesini saglamakta ve eski formuna donebilmesindede biyiik Onem arz
etmektedir. Olusturduklar1 bu yarardan dolay1 zarar veren popiilasyonun olusturdugu etkileri
ortadan  kaldirabilmektedir (Ouwehand vd. 2002). Bununla birlikte patojenik
mikroorganizmalara antibiyotik direng genlerini transfer etme potansiyelleri unutulmamalidir.
Bilhassa bazi antibiyotik direng genleri, ozellikle de plazmidler tarafindan kodlananlar
mikroorganizmalar arasinda transfer edilebilmektedir. Bu o6zellik diren¢ genlerinin
probiyotikler tarafindan endojen floraya mi1 yoksa patojenlere mi aktarabildigi sorusunu

gindeme getirmektedir (McConnell vd. 1991).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

Arastirmada kullanilan laktik asit bakterileri Afyonkarahisar ili ve yakin ¢evresindeki

kdylerde iiretilen siit iiriinlerinden (peynir, yogurt, tereyagi) izole edilmistir.

3.1.1 Laktik Asit izolasyon ve identifikasyonu

3.1.1.1 Laktik Asit Siipheli Bakterilerinin Eldesi

Bu caligmada; 30 farkli kdy peynir, yogurt ve tereyagi 6rneklerinden laboratuvar ortaminda ve
aseptik kosullar altinda ambalajlar acilarak steril posetlere numuneler alinmistir.
Mikrobiyolojik analizler ig¢in her bir numuneden 10’ar g alinarak iizerine 90 mL 1/4
kuvvetinde  Ringer (115525, Merck, Almanya) c¢ozeltisi  eklendikten  sonra
stomacherde(Stomacher® 400 UK ) 1,5 dakika orta hizda homojenize edilmistir. Elde edilen
homojenizattan, aym seyreltme ¢ozeltisi kullanilarak 10® orammna kadar seyreltmeler
yapilmistir. Seyreltmesi yapilan 6rnekler Cizelde 3.1°de bulunan agarlara inokiiliine edilmis

ve belirtilen inkiibasyon kosullarinda bekletilmistir.

Cizelge 3.1 LAB besiyeri ve inkiibasyon kosullari.

MRS Agar (Merck,1.10660 , Lactobacillus tiirlerinin izolasyonu 37°C ’de, 48 saat, anaerob
Almanya)

M17 Agar (Merck, 1.15108, Streptecoccus ve Lactococcus tiirii 37°C’de 48 saat aerob
Almanya) bakterilerin izolasyonu

MRS-D-Sorbitol Agar (Merck, Lactobacillus acidophilus ve 37°C’de, 48 saat, anaerob
1.10660, Almanya) Lactobacillus casei izolasyonu

ST Agar (Himedia, M948, Streptecoccus izolasyonu 37°C’de, 48 saat, aerob
Hindistan)

TOS-Propionate  Agar  (Merck, Bifidobacterium izolasyonu 37°C’de, 72 saat, anaerob
1.00043, Almanya)

MRS Broth (Merck, 1.10661 , Kiiltiirlerin aktivasyonu 37°C’de, 48 saat, anaerob
Almanya)

M17 Broth (Merck, 1.15029, Kiiltiirlerin aktivasyonu 37°C’de, 48 saat, anaerob
Almanya)

MRS:De Man, Rogosa and Sharpe ST:Streptococcus thermophilus Isolation Agar
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Inkiibasyon sonunda besiyerlerinde gelisen koloniler &ncelikle morfolojik dzellikleri dikkate
alimarak ayr1 ayr1 Cizelge 3.1 de belirtilen besiyerlerine tekrar inokiile edilmis ve ayni
kosullarda ikinci kez inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda saflik kontrolii yapilan

izolatlarin mikroskobik goriiniimii, gram boyama sonucu ve katalaz aktiviteleri incelenmistir.

3.1.1.2 Laktik Asit Bakterilerinin Gram Boyamasi

Inkiibasyon sonunda saflik kontrolleri yapilan ve gelismelerini tamamlamis olan bakterilerden
temiz lam tizerine, steril 6ze yardimiyla alinmistir. Bir damla saf su damlatildiktan sonra steril
0ze yardimiyla bakterinin lam tizerinde homojen bir sekilde yayilimi saglanmistir. Daha sonra
bakterilerin lama yapismasini saglamak amaciyla bek alevinde fikse edilmistir. Fiksasyon
islemi sayesinde lam yiizeyine tutunan bakteriler, ilk olarak 1-2 dakika siireyle kristal viyole
ile boyanmistir. Boya distile su yardimiyla yikanarak lam yiizeyinden uzaklastirilmistir.
Sonrasinda lugol ¢ozeltisi ile 1 dakika boyanmistir. Lam yiizeyinde kalan fazla boya tekrar
distile su yardimiyla yikanarak uzaklastirilmis ve sonra %95’lik etanol ile 15 saniye muamele
edilmistir. Tekrar yikanan lamn {izerine 30 saniye boyunca safranin ile boyama yapilmistir.
Boyama islemi sonrasinda lam tekrar saf su ile yikanip kurumaya birakilmistir. Kuruyan
lamlar mikroskop (SOPtop, Mode:OD400UHW-P) altinda immersiyon yagi varliginda
x100’lik objektif ile incelenmistir. Gram pozitif bakteriler mavi-mor renkli, gram negatif

bakteriler pembe renkli olarak goriilmiistiir (Hizarc1 2011).

3.1.1.3 Laktik Asit Bakterilerinin Mikroskobik Gériintiileri

Gram boyamasi yapilan kiiltiirler mikroskop altinda ayri ayri incelenerek morfolojik olarak
birbirinden ayrilmistir. Ardinda uygun besiyerlerine inokule edilerek Cizelge 3.1’deki

kosullarda inkiibasyona birakilmistir.

3.1.1.4 Katalaz Testi

Bu test sonucunda elde edilen izolatlarin katalaz enzimine sahip olup olmadiklari
belirlenmistir. Katalaz enzimi, elektron transfer zincirinin sonunda agiga ¢ikan H>O’yi

parcalayip, H2O ve O gazina doniistiirmektedir. Test sonunda kabarciklarin goériinmesi O2

gazinin agiga ¢iktiginin isaretidir (Arda 2000, Harley ve Prescott 2002).
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Katalaz testi igin hazirlanan bu bakterilerden steril 6ze yardimiyla bir 6ze dolusu alinarak lam
tizerine aktarilmustir. Ardindan bakteri tizerine bir damla %5°lik H202 damlatildiktan sonra
steril 6ze yardimiyla dairesel hareketler yapilarak bakterinin H2O> igerisine niifuz etmesi
saglanmistir. Ardindan kabarcik olusmasi veya olusmamasi durumu goézlenmistir. Kabarcik
olusan bakteriler katalaz pozitif olarak degerlendirilirken , kabarcik olusmayan bakteriler
katalaz enzimi iiretmedigi i¢in katalaz negatif olarak degerlendirilmistir (Arda 2000, Harley
ve Prescott 2002).

3.1.1.5 Farkh Sicakliklarda Ureme

Bakteri izolatlarmin farkli sicaklik degerlerinde iiremesinin belirlenmesi amaciyla, MRS ve
M17 agar ve broth besiyeri hazirlanmistir. 48 saat inkiibasyon sonrasinda suslarin 10°C-37°C
- 45°C’deki gelisimleri incelenmistir (Facklam vd. 2002).

3.1.1.6 Farkh pH Degerlerinde Ureme

Bakteri izolatlarin farkli pH araliginda iiremesinin belirlenmesi amaciyla hazirlanan MRS
Broth — MRS Agar besiyerleri farkli pH degerlerinde (pH:4,8 - pH: 6,5 - pH:9,8)
ayarlanmigtir. Daha sonra, test izolatlar1 pipet yardimiyla tiiplere, steril 6ze yardimiyla
agarlara inokiile edilip icerisine gaz olusumunu gézlemlemek amaciyla steril durhan tiipleri
atilmistir. 37°C’de 24-48 saat inkiibasyon siiresi sonunda bulaniklik olusan tiipler ve lireme
tespit edilen agarlar pozitif olarak degerlendirilmistir. Brothlarin igerisine pH metre (Hanna,
HI 2215, Almanya) elektrodu daldirilip oda sicakliginda iki farkli okuma yapilmistir (Tassou
vd. 2002, Simsek 2003, Karagdl 2017). ilk &lgiim 6ncesinde pH metre, pH 4,0 ve 7,0

tamponlar1 kullanilarak kalibre edilmistir.

3.1.1.7 Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Ureme

Bakteri izolatlarinin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisme 6zelliklerini belirlemek amaciyla
% 4 - %6 - %8 - %10 NaCl iceren MRS ve M17 agar ve broth besiyerleri kullanilmistir.
Saflagtirilarak stoklanan kiiltirler MRS ve M17 agar ve broth besiyerine, steril bir 6ze
yardimiyla inokiile edilmistir. 37°C’de 48 saat anaerobik kosullarda inkiibasyonun ardindan

besiyerinde gelisme dereceleri incelenmistir (Y1ldiz 2011).
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3.1.1.8 Farkh Seker Tiirlerinde Fermantasyonlari

Bu testin ilk asamasinda, 9’ar mL %1 laktoz, maltoz, sakkaroz, sorbitol, mannitol, glukoz,
galaktoz iceren MRS ve M17 Broth ve MRS ve M17 Agar besiyerleri hazirlanmistir.
Hazirlanan tiipler igerisine durham tiipleri ters ¢evrilerek yerlestirmistir. Ardindan hazirlanan
tiipler 121°C’de 1 Atm basingta 20 dk otoklavlanarak sterilize edilmistir. Ardinda steril 6ze
yardimiyla yine bir 6ze dolusu bakteri tiiplere inokiile edilmistir. Hazirlanan besiyerlerine ise
laktik asit bakterileri steril 6ze araciligiyla ile ¢izme yontemi kullanilarak inokiile edilmistir.
Tiipler ve besiyerleri 37°C’de 24-48 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda brothlar icerisindeki durham tiiplerindeki gaz olusumu, bulaniklik ve pH degerleri
kontrol edilmistir. Gaz ireten, bulaniklik olusturan ve pH degerini diisiiren bakteriler
heterofermantatif olarak degerlendirilirken, gaz iiretmeyen ancak bulaniklik olusturan ve pH
degerini diistiren bakteriler homofermantatif olarak degerlendirmistir. Herhangi bir degisim
gbzlenmeyen tiipler ise negatif olarak degerlendirilmistir. Besiyerlerinde ise gelisme olup

olmadig1 kontrol edilmistir (Arslan 2017).

3.1.1.9 izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinin Dogrulanmasi

Izole edilen laktik asit bakterilerin identifikasyonunda {iretici firmanmn talimatlari
dogrultusunda API 50 CHL ve API 20 STREP (Bio Merieux, France) test kitleri

kullanilmustir.

Izolasyonu yapilan ve tiir ozelliklerine bakilan laktik asit bakterilerinin dogrulanmasi
amactyla kullanilan API 50 CHL ve API 20 STREP kutusu (tepsi ve kapak )’nun kapak
kisminda bulunan kuyucuklar yaklasik 10 ml distile su ile 1slatilmistir. Burada amag¢ nemli bir
ortam saglamaktir. Uzerine test kitleri yerlestirildikten sonra kendi besiyerinde inkiibasyona
biraktigimiz siipheli laktik asit bakterisinden steril 6ze yardimiyla 5 mL sivi igeren API
slispansiyon ortamina alinarak homojen bir karisim elde edene kadar karistirilmistir. Daha
sonra 10 ml siispansiyon API 50 CHI Medium ve APl 20 STREP Medium brothuna alinarak
homojen bir bulaniklik elde edilmistir. Elde edilen bulanikligin derecesi McFarland bulaniklik
standardi ile kontrol edilmistir. Inokuliim siispansiyon yogunlugu 0,5 McFarland standardina
esitlenecek sekilde dansimetre (Biosan 1B, Tiirkiye) de ayarlanmigstir. Olgiim &ncesinde

tampon ¢ozeltileri kullanarak kalibrasyon islemi yapilmistir. Elde edilen siispansiyondan kit
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kuyucuklarina aktarilmistir. Kuyucuklar doldurulduktan sonra yiizeyleri mineralli yap ile
kaplanarak kit kapaklar1 kapatilmistir. 37°C’de 24 ve 48 saat sonucunda kuyucukta olusan
renk degisimleri géz Oniine alinarak sonuglar degerlendirilmistir. Kuyucuklarda bulunan
karbon kaynaginin kullanilmas1 sonucu mavi renkte olan kuyucuklar sar1 renge donmektedir.
Bu renk degisimi pozitif olarak degerlendirilirken renk degiimi olmayan kuyucuklar negatif

olarak degerlendirilmistir. Sonuclar apiweb™ tanimlamasiyla degerlendirilmistir.

3.2 Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Analizleri

3.2.1 Laktik Asit Iceren Disklerin Hazirlanmasi

Laktik asit bakterileri spesifik besiyerinde, Cizelge 3.1° deki kosullara gore inokiibasyona
birakilmistir. Daha sonra besiyeri yiizeyinde tek halde gelisen kolonilerden steril 6ze yardimi
ile almmustir. Alinan koloniler steril cam tiiplere hazirlanmig fizyolojik tuzlu su iginde
stispanse edilerek homojen bir bulaniklik elde edilene kadar karistirma islemi devam etmistir.
Elde edilen bulanikligin derecesi McFarland bulaniklik standardi ile kontrol edilmistir
edilmistir. Inokuliim siispansiyon yogunlugu 0,5 McFarland standardina esitlenecek sekilde
dansimetre (Biosan 1B, Tiirkiye) de ayarlanmistir (Akarca ve Baspinar 2019). Ol¢iim
oncesinde tampon ¢ozeltileri kullanarak kalibrasyon islemi yapilmistir. Hazirlanan laktik asit
bakterileri ayri ayr steril petri kutularinda bulunan bos antibiyogram diskler iizerine (Bio-
Disk 316010001) steril u¢lu otomatik pipet (Research Plus, Eppendorf, Almanya) yardimi ile
10puL ilave edilmistir. Laktik asit bakterilerinin bos antibiyogram diskler tarafindan emilmesi
icin petri kutularmin (90 mm, Firatmed, Tiirkiye) kapaklar1 kapali sekilde buzdolabinda

4°C’de 1 saat siire ile bekletilmistir.

3.2.2 Patojen Bakterilerin Hazirlanmasi

Aragtirmada kullanilan patojen bakteriler ve 6zellikleri Cizelge 3.2’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2 Patojen bakteriler, ATCC numaralari, kullanilan besiyeri ve inkiibasyon sartlari.

Bakteri Ad1 ATCC Kullanilan besiyeri Inkiinasyon sartlari

o ] TBX (Tryptone Bile X-glucuronide)
Esherichia coli (ATCC 25922) 37 °C’de 16-20 saat
Agar (Merck,1.16122,Almanya)
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Cizelge 3.2 Patojen bakteriler, ATCC numaralari, kullanilan besiyeri ve inkiibasyon sartlari.

. Sorbitol-MacConkey Agar
E. coli 0157 H7  (ATCC 43895) 37 °C’de 16-20 saat
(Merck,1.09207,Almanya)

XLD(Xylose Lysine Deoxycholate)
Salmonella spp - 37 °C’de 16-20 saat
Agar (Merck,1.05287,Almanya)

Salmonella XLD(Xylose Lysine Deoxycholate)
o (ATCC 14028) 37 °C’de 16-20 saat
Typhimurium Agar (Merck,1.05287,Almanya)
Salmonella XLD(Xylose Lysine Deoxycholate)
. (ATCC 19430) 37 °C’de 16-20 saat
Typhi Agar (Merck,1.05287,Almanya)
Salmonella XLD(Xylose Lysine Deoxycholate)
- (ATCC 49223) 37 °C’de 16-20 saat
Enderitis Agar (Merck,1.05287,Almanya)
Listeria (ATCC 51774) Oxford- Listeria-Selective Agar %5 COz anaerobik ortamda,
monocytogenes (Merck,1.07004,Almanya) 37 °C’de 16-20 saat
. B Oxford- Listeria-Selective Agar %5 CO; anaerobik ortamda,
Listeria ivanovii ~ (ATCC 19119)
(Merck,1.07004,Almanya) 37 °C’de 16-20 saat
Staphylococcus Baird- Parker Agar
(ATCC 6538) 37 °C’de 16-20 saat
aureus (Merck,1.05406,Almanya)
) VRBD(Violet Red Dextrose)Agar
Bacillus cereus (ATCC 14579) 30 °C 'de 16-24 saat

(Merck,1.10275,Almanya)

3.2.3 inokulumlarin Hazirlanmasi

Bu analizde kullanilan patojen bakteriler, spesifik besiyerlerinde iiretilmis ve bir gecelik
kiiltiirlerde gelisen kolonilerden steril bir 6ze yardimiyla alinmigtir. Alinan koloniler cam
tipler igerisindeki fizyolojik tuzlu su ¢ozeltisine siispanse edilerek homojen bir bulaniklik
elde edilene kadar karigtirma islemi devam etmistir. Inokuliim siispansiyon yogunlugu 0,5
McFarland standardina esitlenecek sekilde dansimetre (Biosan 1B, Tiirkiye) kullanilarak

ayarlanmigtir (Akarca ve Bagpinar 2019).

3.2.4 Disk Difiizyon Metodunun Uygulanmasi

Hazirlanan patojen bakterilerden steril pipet (Scorex, Acura 825) yardimiyla 0,1 ml (108-107
kob/mL) alinarak Muller Hilton Agar (MH) (Merck 1,05437 Almanya) yiizeyine inokule
edilmistir. Daha sonra steril bir cam drigalski kullanilarak besiyeri yiizeyine homojen olacak

bir sekilde yayilmistir. Inokulumun besiyeri tarafindan emilebilmesi amaciyla 10 dk
bekletilmistir. Ardindan laktik asit bakterileri inokiile edilmis diskler (Bio-Disk 316010001)
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agar ylizeyine, olusacak zonlarin birbirine degmeyecegi kadar uzaklikta petri {izerine
yerlestirilmistir (Akarca ve Baspinar 2019). Ardindan Cizelge 3.2’deki belirtilen kosullarda

inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonrasinda disklerin etrafinda olusan zonlarin caplar dijital kumpas
yardimiyla (Mitutoyo, 500-181-30 Japan), yeterli 1sik alan bir ortamda, mm cinsinden
Ol¢iilmiistiir (Akarca ve Bagpinar 2019).

3.2.5 Antibiyotik iceren Disklerin Hazirlanmasi

Arastirmada izole edilen LAB’nin antibiyotik direnglerinin belirlenmesi amaciyla Disk
Diffiizyon metotu kullanilmistir. Bu metotda kullanilan disklerin 6zellikleri ve kodlar1 Cizelge

3.4’de belirtilmistir.

Cizelge 3.3 Kullanilan antibiyotik disklerin kodlar1 ve tiirleri.

KODU Antibiyotik tiirii
CL 30 Cephalexin

Am 10 Ampicillin

FD 10 Fusidic acid

E 15 Erythromycin
C30 Chloramphenicol
TE 30 Tetracycline
S10 Streptomycin
L2 Lincomycin

P10 Penicillin

DA 2 Clindamycin
AMC 30 Amoxicillin

3.2.6 inokulumlarin Hazirlanmasi
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Calisma esnasinda izole edilen laktik asit bakterileri tiirlerine ozgii sekilde gelisim
gosterecekleri spesifik besiyerinde Cizelge 3.1° deki kosullara gore inkiibasyona birakilmistir.
Besiyeri yiizeyinde tek halde gelisen kolonilerden, steril 6ze yardimi ile alinmistir. Alinan
koloniler steril cam tiiplere hazirlanmis fizyolojik tuzlu su iginde siispanse edilerek homojen
bir bulaniklik elde edilene kadar karistirma islemine devam edilmistir. Elde edilen
bulanikligin derecesi McFarland bulamiklik standardi ile kontrol edilmistir. Inokuliim
slispansiyon yogunlugu 0,5 McFarland standardina esitlenecek sekilde dansimetre (Biosan

1B, Tiirkiye) yardimiyla ayarlanmistir (Akarca ve Bagpinar 2019).

3.2.7 Disk Difiizyon Metodunun Uygulanmasi

Hazirlanan laktik asit bakterilerinden steril pipet (Scorex, Acura 825) yardimiyla 0,1 mL (108-
10" kob/mL) alinarak MH Agar yiizeyine inokule edilmistir. Steril bir cam drigalski
yardimiyla besiyeri yiizeye homojen bir sekilde yayilan laktik asit bakterilerinin besiyeri
tarafindan tam emilebilmesi amaciyla 10 dk bekletilmistir. Ardindan antibiyotik igeren diskler
(Cizelge 3.4) petri yiizeyine, olusacak zonlarin birbirine degmeyecegi kadar uzaklikta
yerlestirilmistir (Akarca ve Bagpmar 2019). Petri kutular1 antimikrobiyal duyarlilik testleri
EUCAST da belirtilen kosullar altinda %5 CO; anaerobik ortamda, 30°C’de 16-20 saat siire

ile inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon siiresinin sonrasinda disklerin etrafinda olusan zonlarin ¢aplar1 dijital bir kumpas
yardimiyla (Mitutoyo, 500-181-30 Japan), yeterli 1sik alan bir ortamda mm cinsinden
Olciilmiistiir (Akarca ve Bagpinar 2019).

3.3 Laktik Asit Bakterilerinin Proteolitik Aktivitesi

Laktik asit bakterilerinin sahip oldugu proteolitik aktivite yetenegi, 30g/L jeletinaz ilavesi ile
modifiye edilmis MRS agar ve Kalsiyum Kazeinat (KK) agar ortamlarinda olusturduklart

zonlarin incelenmesi sonucunda belirlenmistir (Landeta vd. 2013).
Jelatin igeren MRS agara ve KK agara ayr1 ayri aktif kiiltiirden 10 pL inokiile edilmis ve steril

cam drigalski yardimiyla besiyeri yiizeye homojen bir sekilde yayilmistir. Hazirlanan

besiyerler 30°C’de 24 s siireyle inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda gelisim
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ozellikleri, besiyerindeki renk degisimi Ozelliklerine gore pozitif veya negatif olarak

belirlenmistir.

3.4 Laktik Asit Bakterilerinin Lipolitik Aktivitesi

Izole edilen laktik asit baktrilerinin lipolitik aktivite yetenekleri Spirit Blue agar(Himedia,
M445, Hindistan) ve %1 Tween 80/Tween 20 igeren MRS agar ortamlarinda belirlenmistir
(Landeta vd. 2013).

Hazirlanan agarlara ayri ayr aktif kiiltiirlerden 10 pl inokiile edilmis ve steril cam drigalski
yardimiyla besiyeri ylizeye homojen bir sekilde yayilmistir. Hazirlanan besiyerleri 30°C’de 24
saat inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda suslarin gelisme 6zellikleri, besiyerindeki renk

degisimine gore pozitif veya negatif olarak belirlenmistir.

3.5 Laktik Asit Bakterilerinin Nitrat-Rediiktaz Aktivitesi

Izole edilen laktik asit bakterilerinin nitrat-rediiktaz aktivitesi % 0.1 g KNOg3 iceren YT agar
(Himedia M1369, Hindistan) ortamlarinda belirlenmistir. Hazirlanan  besiyerinin
katilagmasindan sonra ortasina, steril bir 6ze yardimiyla 6 mm ¢apinda kuyucuklar agilmistir.
Kulanilacak NIT 1 ve NIT2 soliisyonlar ¢izelge 3.9°da verilmistir. Yapilan islem basamaklari
Sekil 3.1°de verilmistir (Miralles vd. 1996).

Cizelge 3.4 NIT 1 —NIT 2 soliisyanlarinin hazirlanmasi.

1:1 Soliisyon NIT1 1:1 Soliisyon NIT2
0.8 gr siilfanik asit 0.6 gr N-N-dimetil-1-Naphthylamine
100 mL 5 N asetik asit 100 mL 5 N asetik asit

Izole edilen laktik asit bakterilerinin MRS Broth ortaminda bir gecelik inkiibasyonu
sonrasinda steril pipet yardimiyla 0,1 mL (10%-10" kob/mL) alinarak santrifiij tiiplerine
aktarilmigtir. 10000 r.p.m.’de 5 dk siire ile santrifiij islemi uygulanan tiipler iizerinde olusan
iist faz dokiilmiistiir. Tiipler lizerine fosfat buffer eklenerek tekrar 10000 r.p.m.’de 5 dk siire

ile santrifiij islemi uygulanmistir. Santrifiij islemi uygulanan tiipler iizerinde olusan {ist faz
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tekrar dokiilmiistiir ve tiipler iizerine fosfat buffer eklenerek tekrar 10000 r.p.m.’de 5 dk siire
ile santrifiij islemi uygulanmistir. Tiipler izerine tekrardan fosfat buffer eklenerek YT agarda
hazirlanan 6mm c¢apli kuyucuklar igerisine, hazirlanan sividan 100 pl ilave edilmistir.
Hazirlanan numune sirasiyla 30°C’de 7 saat, 20°C’de 24 saat, 15°C’de 72 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda hazirlanan NIT1 ve NIT2 c¢ozeltileri damlalik
yardimiyla kuyucuk iizerine dokiilmiistiir. Islem sonrasinda kuyucuk iizerinde kirmiz1 halka

olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir (Miralles vd. 1996).
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4. BULGULAR

4.1 Laktik Asit Bakterilerinin Gram Boyamasi, Farkh Sicakhik, Tuz, pH ve Seker

Degerlerinde Uremesi

Afyonkarahisar ili ve yakin ¢evresinde koylerde iiretilen siit trlinlerinden (Peynir, yogurt,
Tereyag) izole edilen laktik asit bakterilerinin gram boyama, farkli sicakliklarda iireme, farkli
tuz konsantrasyonlarinda {ireme, farkli pH degerlerinde treme ve farkli seker

konsantrasyonlarinda iireme degerleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 LAB’1n gram boyamasi, farkli sicaklik, tuz, pH degerlerinde iireme degerleri ile seker fermantasyon sonuglari.

=
§ N N ° N
g8 5 85 8 2 1 1 =z x y § 8 £ § g
ESss F F F o & 53 3 u v v £ £ £ 5 g &£ <
T28 ¥ 8§ ¥ 2 @ w @ & & 5 © 8 § 5 £ 2 F ivoki
0S¥ ¥ £ =2 £ 5 & o =2 5 2 8 s & 8 = ©® & Biyokimyasa Tanisi
1 + - 4+ 4+ - 4+ 4+ ++ 4+ - 4+ ++ ++ - ++ - Lactobacillus bulgaricus
2 + - 4+ 4+ - - ++ ++ -  ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ Lactobacillus acidophilus
3 + - 4+ 4+ - - 4+ - = 4+ ++ - 4+ ++  ++  ++ ++ ++ ++ Lactobacillus casei
4 + - 4+ 4+ - = 4+~ 4+ 4+ - - - - - - - |actobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii
5 + - 4+ 4+ o = 4+ ++ =  ++ ++ =  ++ 4+ = - = - - Lactobacillus kefir
6 + - 4+t A+t A+ - - 4+ 4+ ++ ++  ++  ++  ++ ++ ++ Lactobacillus lactis
7 + B R = -+t 4+ +H+ .+ ++ ++ ++ 4+ ++ ++ ++ ++ Lactobacillus paracasei
8 + - 4+ 4+ - = 4+ - 4+ ++ ++ - - - ++ ++ ++ Streptococcus thermophilus
o + - 4+ 4+ - 4+ 4+ - 4+ 4+ 4+ - - - ++ ++ ++ Streptococcus kefir
10 + - 4+ A+ -+ 4+ -+ 4+ ++ ++ ++ ++ ++ Lactococcus lactis
11 + = = 4+ A+ A+ - = 4+ o+ 4+ - ++ = ++  ++  ++  ++  ++ [ actococcus Cremoris
12+ -+ A+ - =+ = 4+ = 4+ ++ A+ = = - - - ++ Bifidobacterium bifidum
13+ - 4+ 4+ -+ - ++ 4+ ++ ++ ++ ++ ++ ++  ++ ++ Pediococcus acidilactici
14 + -+t 4+t 4+t ++ 4+ ++ 4+ - ++  ++  ++  ++ ++ ++ ++ Lactobacillus paracasei subsp. paracasei
15  + - 4+ - - - 4+ ++ - ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ -- ++ ++ Lactococcus lactis spp lactis
16 + -+t 4+ 4+ 4+t 4+t - ++  ++ - ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ Lactobacillus plantaum
17 + -+ 4+ = = ++  ++  ++ = ++  ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ Lactobacillus helvaticus
18 + - 4+ - - - 4+ - ++ 4+ = 4+ 4+ ++ - - ++ ++ Lactobacillus fementum
19 + -+ttt -+ -+t ++ ++ ++ ++ ++  ++  Lactobacillus rhamnosus
20+ - 4+ 4+ A+ - - 4+ 4+ ++ - ++  ++  ++  ++  ++ ++ ++ Leuconostoc lactis

Izole edilen laktik asit bakterilerin identifikasyonu iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda API 50 CHL ve API 20 STREP test kitleri
kullanilarak yapilmistir.
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4.2 Lipolitik, Proteolitik ve Nitrat- Rediiktaz Aktivite Degerleri

Izole edilen laktik asit bakterilerinin Lipolitik, Proteolitik, Nitraz-Rediiktaz aktivite gibi teknolojik 6zellikleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 LAB’m lipolitik, proteolitik ve nitrat-rediiktaz aktivitelerinin belirlenmesi.

Lipolitik Aktivitesi Proteolitik Aktivitesi Nitrat-Rediiktaz Aktivitesi
20/80 MRS Jelatin Iceren
Laktik Asit Bakterileri Blue Agar Agar | KKAGE e Xar SONUC
Lactobacillus bulgaricus ++ ++ ++ - -
Lactobacillus acidophilus ++ ++ - - -
Lactobacillus casei ++ - ++ - -
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii ++ -- ++ - ++
Lactobacillus kefir ++ ++ ++ - -
Lactobacillus lactis ++ - ++ - ++
Lactobacillus paracasei ++ - - - ++
Streptococcus thermophilus ++ - - - -
Streptococcus kefir ++ ++ -- - ++
Lactococcus lactis ++ - - - ++
Lactococcus cremoris -- - - - ++
Bifidobacterium bifidum - - - ++ ++
Pediococcus acidilactici ++ ++ ++ - -
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei ++ ++ ++ -- ++
Lactococcus lactis spp lactis - ++ - - ++
Lactobacillus plantaum ++ ++ - - ++
Lactobacillus helvaticus ++ ++ - - ++
Lactobacillus fementum ++ ++ -- - -
Lactobacillus rhamnosus - ++ - - -

Leuconostoc lactis ++ ++ ++ - -
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4.3 Laktik Asit Bakterilerinin Baz1 Gida Patojenleri Uzerindeki Antibakteriyel Etkileri
Izole edilen laktik asit bakterilerinin gida sanayisi acisindan 6nemli bazi patojen bakteriler iizerindeki antibakteriyel etkileri Cizelge 4.3’de,
Laktik asit bakterilerinin, baz1 gida kaynakli patojen bakteriler iizerindeki antimikrobiyal etkisi analizlerine ait varyasyon ve korelasyon analizleri

Cizelge 4.4’de verilmistir

Cizelge 4.3 Izole edilen LAB’1n baz1 gida kaynakl1 patojen bakteriler iizerindeki antibakteriyel etkisi (mm zon ¢apr).

Patojen Bakteri 2 S 2 3 = 3 =
= =5 = = 'z = =

/Laktik Asit Bakterisi 88 8Z 2 8% 8 8 2

o © O O Q = o T QT S S .»

e 83 LR §3E3 85 Kk

18 a1 & a1 o 15 5o 1 a8
Staphylococcus aureus 7.30+0.11% 9.97+0.08°PE®  9.53+0.03PE°  9.83+0.12CPEP  12.99+1.374%  10.35+0.32PF2
Listeria ivanovii 6.00+0.00'f 6.00+0.00" 6.00+0.00" 7.1340.097CHd  9.08+0.35P«  7.77+0.075¢
Listeria monostogenes 6.70£0.12°P¢  6.00£0.00°¢  7.37+0.24% 9.07+0.08B¢ 11.39£1.217%  9,63+0.03B°
Salmonella Typhimurium  10.50+0.11°%  6.00£0.00"¢  10.53+0.03PE%  7.10+0.10% 8.63£0.2970  6.00+0.00H
Salmonella spp. 7.30+0.12% 8.53+0.03%HNd  9.00+£0.0657CHC  10.27+0.15BCPE8 8 83+0.377CHIcd 7 63+0.38°
Salmonella Typhi 10.90+£0.11°%  10.73+£0.12°%  10.40£0.21°P2  9.43+0.12P5F¢  9.53+0.35PEFbCd  10.3740.18CP2
Salmonella Enderitis 10.06+0.15°BC¢  9.234+(.14CPEC 9 .23+(.15PE¢  6.57+0.07H¢ 10.28+0.60°°°  10.00+0.407BC
Escherichia coli 6.00+0.00° 6.00£0.00°®  6.00+0.00°® 6.00+0.00¢ 6.00£0.00¢¢ 6.00+0.00%¢
Escherichia coli 0:157H:7  6.00+0.00C" 6.00+£0.00C®  6.00+0.00C® 6.00+0.00C" 6.00+0.00°® 6.00+0.00%
Bacillus cereus 6.00+0.00" 6.00+0.00"  7.63+0.0657¢  6.00+0.00"" 7.85+0.30F4% 6.00+0.00

a-1(]): Ayn siitunda farkl kiigiik harflere sahip degerler istatistiksel olarak 6énemli 6l¢tide farklilik gosterir (P< 0.05). A - E (—): Aymi satirda farkli bityiik harflere sahip
degerler istatistiksel olarak farklilik gosterir (P<0.05)
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Cizelge 4.3 (Devam) Izole edilen LAB’1n baz1 gida kaynakli patojen bakteriler iizerindeki antibakteriyel etkisi (mm zon ¢apr).

3 2] n %) % 4
Patojen Bakteri = 3 2 3 3 & 35
/Laktik Asit Bakterisi § % g % 5 § § 2 =g § E
[SRs 8 E 8 S e S 3 k=
S = 5 D = 85 85 = s g
a3 B S 5L a8 a5 m 5 ©
Staphylococcus aureus 10.89+0.358°P%  10.63+0.13BPE>  10.93+0.298¢%  6.37+0.07™ 10.79+0.258°P2  9.40+0.10%° 13.68+0.447
Listeria ivanovii 8.23+0.17PFd 6.00+0.00' 6.57+0.18°"  6.00+0.00" 6.33+0.09M" 7.10£0.12FCHe  12.97+0.708°
Listeria monostogenes 7.55+0.02¢¢ 6.00+0.005¢ 6.00+0.005f 6.00+0.008¢ 9.93+0.288° 6.00+0.008¢ 8.95+0.15B°¢
Salmonella Typhimurium 7.72+0.03%¢ 10.05+0.04°5¢ 8.63+0.07% 8.90+0.15" 7.70+0.11¢ 6.00+0.00+d 16.12+0.7242
Salmonella spp. 8.34+0.03CHNd  11.27+0.14582 8.85+0.32CHI°  8.63+0.06"CH"  9.17+0.355FCHe  10,73+0.158CP2  13.53+1.134°
Salmonella Typhi 12.56+0.1982 6.57+0.07" 9.93+0.12€PE  8.70+0.127¢P 8.53+0.12F¢d 7.27+0.14H1 9.05+0.205F¢
Salmonella Enderitis 9.73+0.26°8CPc  6.00+0.00"¢ 8.03+0.08¢¢ 10.23+0.19782  9,63+0.097BCP 9 37+(.13BC0EL 9 00+0.36PF¢
Escherichia coli 6.00+0.00<¢ 6.00+0.00¢® 6.00+0.00°" 6.87+0.09¢¢ 6.000.00°" 6.00+0.00¢ 8.47+0.445¢
Escherichia coli O:157H:7  6.00+0.00%9 6.00+0.00°¢ 6.00+0.00¢f 6.00+0.00<® 6.00+0.00¢f 6.00+0.00¢ 8.26+0.204°
Bacillus cereus 6.77+0.147CH"  6.00+0.00"* 6.00+0.00" 6.90+0.007¢H°  6.50+0.12¢Ha 7.27+0.15576¢  9.48+0.59¢P¢

a-j (|): Ayni siitunda farkl kiigiik harflere sahip degerler istatistiksel olarak 6nemli 6l¢tide farklilik gosterir (P< 0.05). A - E (—): Ayni1 satirda farkl biiyiik harflere sahip

degerler istatistiksel olarak farklilik gosterir (P<0.05)
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Cizelge 4.3 (Devam) Izole edilen LAB’1n baz1 gida kaynakli patojen bakteriler iizerindeki antibakteriyel etkisi (mm zon ¢apr).

[ g [%2) (%] [%2) %)
28 @ 3 = =) = = o
Patojen Bakteri S Sa S S w = S 3 2
/Laktik Asit Bakterisi S S & 3 33 S 2 S8 =
S 38 ._ S 7 S ISl Sl S E 3.2
852 E 8 S 8% 8 S g S K
88 a8 =t a2 49 € as=
Staphylococcus aureus 10.74+0.328CPd 9 68+0.06°PE¢  11.44+0.1752 10.58+0.63BCPE> 7 57+(.18™ 7.44+0.33"¢ 10.55+0.43BCDED
Listeria ivanovii 12.75+0.845%® 7.52+0.055F¢¢  12.07+0.59%  6.00+0.00'" 8.13+0.15P5F¢  9.40+0.53°@  15.87+0.30%
Listeria monostogenes 9.34+0.338¢% 6.00+0.00P¢ 9.25+0.208%° 9.04+0.285¢ 9.35+0.195¢ 11.30+0.18%°  7.56+0.15%
Salmonella Typhimurium ~ 11.6140.32¢¢ 11.17+0.34°P  9.90+0.365° 13.97+0.2382 11.91+0.38%% 9 .98+0.475¢ 11.10+0.15¢PP
Salmonella spp. 14.15+1.027 7.83+0.12H¢  9.60+0.12P5FC¢  10.92+0.18B0  8.58+0.156HNd  9.96+£0.20°PEFC  7.42+0.41%
Salmonella Typhi 10.68+0.21¢¢ 13.95+0.88%%  9.32+0.275F¢  10.55+0.24° 10.92+0.70%°  8.56+0.49F¢4  7.87+0.06°H
Salmonella Enderitis 9.49+(.52ABCDEd 10 31+£0.13A¢  8.67+0.18FFC 9.51+0.407BCPEC 9 234(,37CPEc  7.40+0.10°¢ 6.00+0.00M¢
Escherichia coli 8.84+0.335¢ 6.00+0.00¢® 6.66+0.41° 6.00+0.00¢® 10.87+0.38"°  6.00+0.00°" 6.00+0.00¢®
Escherichia coliO:157H:7  7.98+0.295¢ 7.35+0.128¢ 6.00+0.00% 7.13+0.038¢ 6.00+0.00¢® 7.08+0.118¢ 6.00+0.00¢®
Bacillus cereus 8.87+0.32P¢ 10.09+0.558¢¢  9,62+0.51°P*  11.48+0.19° 12.23+0.3282  14.84+0.38”%  8.87+0.64°°

a-e (]): Ayn siitunda farkl kiigiik harflere sahip degerler istatistiksel olarak 6nemli 6l¢iide farklilik gosterir (P< 0.05). A - E (—): Ayni satirda farkli bityiik harflere sahip
degerler istatistiksel olarak farklilik gosterir (P<0.05)

Cizelge 4.4 izole edilen LAB’1n, baz1 gida kaynakli patojen bakteriler iizerindeki antimikrobiyal etkisi analizlerine ait varyasyon ve korelasyon analizleri.

Interaksiyon P Value r

Laktik Asit Bakteri Tiirii (L) <0.0001 0.259**
Patojen Bakteri Tiirti (P) <0.0001 -0.305**
LxP <0.0001 --

r: korelasyon katsayisi, p < 0.0001: Istatistiksel olarak cok fazla anlaml, p < .01: Istatistiksel olarak fazla anlamli, p < .05: Istatistiksel olarak anlaml1, p >0.05: Istatistiksel
olarak anlamli degil, ns: Istatistiksel olarak anlamli degil, *: p < 0.05 ; **: p <0.01



4.4 Laktik Asit bakterilerinin Antibibiyotik Disklere Kars1 Duyarhliklar

Izole edilen laktik asit bakterilerinin insan saglig1 agisindan énemli bazi antibiyotikler {izerindeki duyarliliklar1 Cizelge 4.5°de, Laktik asit

bakterilerinin, bazi antibiyotiklere karsi duyarliliklar1 analizlerine ait varyasyon ve korelasyon analizleri Cizelge 4.6’da verilmistir

Cizelge 4.5 izole edilen LAB’1n baz1 antibiyotiklere kars1 duyarhiklilarinin belirlenmesi (mm zon ¢apr).

14

3 ERR 3 E E E
Antibiyotik Tiirii 5 3 S = S TE X S S
/Laktik Asit Bakterisi gL gL g £8 9 s s

o @ O O O i O - O o (@] o 8 w

ER ERs ER Bk ERS g5

e 1 & a5 15 oo e 1 8
Cephalexin 6.00+0.00% 13.45+0.08'C  10.46+0.17°9"  17.09+0.36%2 16.44+0.44°Pc9 8 91+0.28KP
Ampicillin 10.02+0.32%¢  13.66+0.07%¢ 7.28+0.12°"  12.78+0.43BCP  8.45+0.127%¢  7.20+0.40M°
Fusidic acid 13.7240.55CPE®  19.77+0.38%° 23.62+2.12°  18.12+0.84B2 6.00+0.00" 9.49+0.32CP
Erythromycin 13.19+0.815°  832+0.44'  13.20+0.55%"  14.58+0.37°®  17.75+0.23"8 11.3620.12"¢P
Chloramphenicol 11.4140.625F¢  11.95+0.34%¢ 8.30+0.12G"™ 11.45+3.835Fd  15.38+0.17°P4  8.75+0.09FCH!P
Tetracycline 6.00+0.00"° 8.97+0.23F  12.54+0.20°1  6.00:+0.00H 6.00+0.00" 6.00£0.00M"
Streptomycin 6.00+0.00" 20.26+908°  10.42+0.037%9"  6.00+0.001¢ 21.2241.9782  27.9440.247
Lincomycin 6.00+0.00+¢ 29.854+0.35%%  31.68+0.324°  10.71+0.52FFC¢ 8 95+0.88FCHe 26 14431582
Penicillin 6.00+0.00%¢ 19.97+1.87%%  17.35+1.12B%  11.11+0.605*¢  6.00+0.00¢ 6.00+0.00%"
Clindamycin 6.00+0.00 12.73+1.017°  15.41+0.57PF%  6.00+0.32" 19.25+0.818%  6.00+0.00"
Amoxicillin 14.44-+0.44F2 29.97+0.42°2 32 124+0.18"2  14.27+0.42F®  16.5440.36°  28.11+0.1452

a - e (|): Ayni stitunda farkli kiigiik harflere sahip degerler istatistiksel olarak 6nemli 6lgiide farklilik gosterir (P< 0.05). A - I (—): Ayni satirda farkli bityiik harflere sahip
degerler istatistiksel olarak farklilik gosterir (P<0.05)
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Cizelge 4.5 (Devam) Izole edilen LAB’1n baz1 antibiyotiklere karsi duyarliklilarinmn belirlenmesi (mm zon gapi).

e
%) =) %)
et = =g 3 3 3 & D =

Antibiyotik Tri/ = 3= 3 8 8 S S =
Laktik Asit Bakterisi S8 S& S S S .2 S e S &

S = 8 S o S 3 ==

o O D = = Q= o E = 0 D5

SBE &< 82 S s S5 ol A s
Cephalexin 15.41+£0.2P5F%  10.24+0.63%  6.00+0.00 13.30+0.23"8  21.73+£0.35%%  14.774+0.5257CH¢  14.29+(0.19FCHIP
Ampicillin 15.2740.372%  15.59+0.38"°  7.70+0.107CH?  12.08+0.57*  6.00:£0.00'f 15.36+0.297°¢  15.12+0.26"°
Fusidic acid 15.0140.32%®  18.63+0.69%°  6.00+0.00"*¢ 12.50+0.12P%  15.70+0.26°°  9.38+0.10¢ 10.06+0.18FCd
Erythromycin 6.00+0.00K¢ 6.50+0.29°9  6.00:+0.00%¢ 12.134+0.355F  6.00+0.00Kf 9.34+0.33 12.5440.29PF¢
Chloramphenicol 16.37+0.478°P2 22 16+£1.017%  6.00+0.00" 6.00:£0.00' 17.74+0.498CP2  15.794+0.49CP°  6.00+£0.00'
Tetracycline 6.00+0.00 16.37+0.618¢  14.91+0.55%%  10.58+0.32%¢  6.00+0.00"f 13.02+0.40P4 9.12+0.32
Streptomycin 8.45+0.43CH°  13.2840.47°% 12.40+0.6757®  8.544+0.07°1¢  7.09+0.15H"e 18.59+0.21¢2 18.4340.75%2
Lincomycin 8.33+0.077CHc  7.75+0.226H%  11.46+0.4957¢" 9.27+0.03FCH 14.59+0.21PF¢  12.04+0.0357C¢  6.00+0.00M
Penicillin 8.75+0.13F¢ 11.08+0.425¢  9.61+0.2857  10.18+0.23FF¢  6.00+0.00%f 14.76+0.24"° 6.00+0.00°%¢
Clindamycin 9.05+0.23H 8.33+0.38'f 6.00+0.00% 10.15+0.03%7¢  6.00+0.00°" 16.33+0.18°P>  12.54+0.72F¢
Amoxicillin 15.32+0.14%°  18.44+0.44°®  7.65+0.13d 12.46+0.16°°  16.73+0.36°°  16.37+0.22P%°  12.66+0.55%°

a - e (|): Ayni stitunda farkli kiigiik harflere sahip degerler istatistiksel olarak 6nemli 6lgiide farklilik gosterir (P< 0.05). A - E (—): Ayni satirda farkli biiyiik harflere sahip
degerler istatistiksel olarak farklilik gdsterir (P<0.05)
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Cizelge 4.5 (Devam) Izole edilen LAB’1n bazi antibiyotiklere kars1 duyarlikhilarinin belirlenmesi (mm zon gapi).

v .
8 y s
Antibiyotik Tiirii 0 5 y § ] 2] 2] 2] =
/Laktik Asit =2 3= = = = =4 8
- ‘= o o o £ S 9 SR = O > 1723
Bakterisi L3 S 2 S &3 S 2 88 =
[ S s g S B [SR S E 3
S S s S8 &3 8 E G g 3
a8 % a5 a2 a9 < 3
Cephalexin 11.0040.05% 15.50+0.61P5¢4  15.42+0.95PEF¢  16.60+0.78°P®  14.05+0.05GHI® 15.03+0.2657%8  12.434+0.29"P
Ampicillin 18.60+£0.15"2  15.68+0.38¢  14.88+0.66"°  9.70+0.15PF¢  16.43+0.18A¢  8.66+0.125F¢  8.33+(.33FCHc
Fusidic acid 8.7840.06¢¢ 14.52+1.91°P  15.02+0.43°¢  14.50+0.23°P¢  19.5240.64B2 12.33+0.23PE¢  11.80+0.32EF0
Erythromycin 10.9140.03%¢  13.48+0.29%%  17.15+£0.078°  7.04+0.03"f 18.35+0.07A%  12.90+0.10°5¢  6.37+0.09°Kd
Chloramphenicol 11.09+0.235FC¢  19.04+0.098%  18.30+0.678¢® 7.17+0.06" 18.47+0.09BC®  15.10+0.89P2  9.53+(.49EFCHc
Tetracycline 14.83+0.42°°  17.15+0.238%  7.50+0.21%  7.73+0.12¢ 18.26+0.18A%®  6.00+0.04"¢ 6.00+0.00H
Streptomycin 15.27+1.16°°  19.03+0.845°% 19.41+0.958%  11.34+0.24574  18.62+0.13C®  8.56+0.20%"  12.63+0.07%°
Lincomycin 12.06+£0.49576¢  19.57+1.27°%®  6.00+0.00M 9.09+0.067°H¢  16.95+0.18CDP™ 14.06+0.13P%  12.16+1.53EF
Penicillin 18.01+£0.208  20.56+0.57%%  6.00+0.00%¢ 15.714£0.49°PP  14.53+£0.08D°%  15.83+0.17°P2  17.30+0.065¢2
Clhindamycin 15.02+0.035°  20.47+0.33%2  8.09+0.06' 17.15+£0.52°%  10.31+1.72G® 8.86+0.12' 6.00+0.00"
Amoxicillin 12.01+£0.26%¢  18.50+0.07°*  17.17+0.10°®  15.53+0.555°  18.52+0.11C%* 14.09+0.21°  12.34+0.35¢P

a - e (|): Ayni stitunda farkli kiigiik harflere sahip degerler istatistiksel olarak 6nemli 6l¢tide farklilik gosterir (P< 0.05). A - E (—): Ayni satirda farkli biiyiik harflere sahip
degerler istatistiksel olarak farklilik gosterir (P<0.05)
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Cizelge 4.6 izole edilen LAB’1n baz1 antibiyotiklere kars1 duyarliklilarinin degerlendirilmesi.

Antibiyotik Tiirt
/ Laktik Asit Bakterisi

delbrueckii

Cephalexin
Ampicillin
Fusidic acid
Erythromycin
Chloramphenicol
Tetracycline
Streptomycin
Lincomycin
Penicillin
Clindamycin
Amoxicillin

A —=—2A0—=2DDO0DDX — D, paracasei spp. casei

U0 UUUUou — o — |- delbrueckii spp.
— Vv OO-—02DD = —|Cc lactis.spp.lactis

WD DDOIDT D D pulgaricus
WILKKDDDO N DD acidophilus
W ——»wXIODIO® DI I casei

— WXV IVWID——T I —| kefir
— 00DV —XT— — Dc paracasei

WU DDWWYWIUIIIO D D |actis

— X0 DVVDV— NI — — DSt thermophilus
V0V U VOO IOXI I DSt kefir

— X0 XV WO —V— DT | c. cremoris
O 0VWAHWAO—D0DODOAIO— VP gcidilactici
— XV VIO®WI———23T —| plantarum
— — — X0 X0V XVOVXIVIODO -] helveticus
— 00— ————w— . fermentum
A0 ——20U—20OO —| rhamnosus
TV WV — 00 OIOXII D ey lactis

T XDV DOVOVIUVXIUIOIIAI D c lactis
— — XXV —DV—D XD — TR, bifidum

*<14 mm zon ¢api Direngli (R) / 14-19 mm zon ¢api1 Orta (I) / >20 mm zon ¢ap1 Duyarli (S)

Cizelge 4.7 izole edilen LAB’1m, baz1 antibiyotiklere kars1 duyarliliklar1 analizlerine ait varyasyon ve korelasyon analizleri

Interaksiyon P Value r
Laktik Asit Bakteri Tiiri (L) <0.0001 0.004
Antibiyotik Cesidi (A) <0.0001 10.053
LxA <0.0001 --

r: korelasyon katsayisi, p < 0.0001: Istatistiksel olarak ¢ok fazla anlamli, p < .01: Istatistiksel olarak fazla anlamli, p < .05: Istatistiksel olarak anlamli, p >0.05: Istatistiksel
olarak anlamli degil, ns: Istatistiksel olarak anlaml1 degil, *: p < 0.05 ; **: p <0.01



5. TARTISMA ve SONUC

Aragtirmamizda Afyonkarahisar ili ve ¢evresindeki koylerde geleneksel olarak iiretilen
siit lrtinlerinden 30 farkli yogurt, peynir ve tereyagi oOrnekleri almmmistir. Alinan
numunelerden yapilan izolasyon islemleri sonucunda 20 farkl laktik asit bakterisi izole

edilmis olup, izolatlar API 50 CHL ve APl 20 STREP test kitleri ile dogrulanmaistir.

Tanimlanan 20 laktik asit bakterisi; %100 oraninda gram pozitif, %100 oraninda katalaz
negatif, %95 oraninda %4 tuz igceren ortamda gelisebilme, %90 oraninda %6 tuz i¢eren
ortamda gelisebilme, %40 oraninda %8 tuz igeren ortamda gelisebilme, %35 oraninda
%10 tuz iceren ortamda gelisebilme kabiliyetleri tespit edilmistir. Ayrica %65 oraninda
4,8 pH iceren ortamda gelisebilme, %75 oraninda 6,5 pH iceren ortamda gelisebilme,
%45 oraninda 9,8 pH igeren ortamda gelisebilme kabiliyetleri tespit edilmistir. Bunlara
ek olarak, %60 oraninda 10°C’de gelisirken %100 oraninda 37°C’de, %55 oraninda
45°C’de gelistigi tespit edilmistir.

Yapilan ¢alismamizda izole edilen laktik asit bakterilerinin, lipolitik aktivitesi, Blue
Agar ortaminda yapilan analizlerde %80 oraninda tespit edilmisken, 20/80 MRS Agar
ortaminda yapilan analizlerde %60 oraninda tespit edilmistir. Proteolitik aktivitesi, KK
Agar ortaminda %40 oraninda tespit edilirken, jelatin iceren MRS agar ortaminda %5

oraninda tespit edilmistir. Nitrat rediiktaz aktivitesi ise %55 oraninda tespit edilmistir.

Yapilan varyasyon analiz sonuglarina gore ; laktik asit bakterilerinin, baz1 gida kaynakl
patojen bakteriler iizerindeki antibakteriyel etkisi ilizerinde laktik asit bakteri tiirt,
patojen bakteri tiirli ve laktik asit bakteri tiirli patojen bakteri tiirii etkilesimlerinin ¢ok
fazla anlamli oldugu (p<0.0001) tespit edilmistir. Ayn1 sekilde yapilan korelasyon
analizleri sonucuna gore ise; laktik asit bakterilerinin, bazi1 gida kaynakli patojen
bakteriler iizerindeki antimikrobiyal etkisi lizerinde laktik asit bakteri tiirlinlin pozitif
yonde cok fazla (r: 0.566), Patojen Bakteri Tiirliniin ise negatif yonde (r:-0.305) cok

fazla korelatif etkisinin oldugu belirlenmistir.

Arastirmada kullanilan farkli laktik asit bakteri tiirlerinin, ayni patojen tiirii iizerindeki
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ve ayni laktik asit bakteri tlirlinlin, farkli patojen bakteri tiirleri iizerindeki antibakteriyel
etkileri istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli oldugu ortaya konulmustur.

(P<0.05).

Izole edilen 20 farkli laktik asit bakterisinin; Staphylococcus aureus iizerindeki en
yiiksek antibakteriyel etki degeri 13,68 mm zon ¢ap1 ile P.acidilactici érneginde, en
diisiik antibakteriyel etki degeri 6,37 mm zon c¢ap1 ile Lc.lactis orneginde tespit
edilmistir. Listeria ivanovii i¢in en yiiksek antibakteriyel etki degeri 15,87 mm zon ¢ap1
ile Leu.lactis 6rneginde, en diisiik antibakteriyel etki degeri 6,00 mm zon c¢api ile
L.bulgaricus, L.acidophilus, L.casei, St.thermophilus ve Lc.lactis 6rneklerinde tespit
edilmistir. Listeria monostogenes i¢in en yiiksek antibakteriyel etki degeri 11,39 mm
zon ¢api ile L.kefir 6rneginde, en diisiik antibakteriyel etki degeri 6,00 mm zon ¢api ile
L.acidophilus, St.thermophilus, St.kefir, Lc.lactis, B.bifidum ve Lc.lactis spp. lactis
orneklerinde tespit edilmistir. Salmonella typhimurium igin en yiiksek antibakteriyel
etki degeri 16,12 mm zon ¢ap1 ile P.acidilactici 6rneginde, en diisiik antibakteriyel etki
degeri 6,00 mm zon ¢ap1 ile L.acidophilus, L.lactis ve B.bifidum orneklerinde tespit
edilmistir. Salmonella gallinarum igin en yiiksek antibakteriyel etki degeri 14,15 mm
zon gapt ile L.paracasei spp.casei oérneginde, en diisiikk antibakteriyel etki degeri 7,30
mm zon ¢ap1 ile L.bulgaricus 6rnekleginde tespit edilmistir. Salmonella typhi i¢in en
yiiksek antibakteriyel etki degeri 13,95 mm zon ¢ap1 ile Lc.lactis spp.lactis 6rneginde,
en diisiik antibakteriyel etki degeri 6,57 mm zon ¢api ile St.thermophilus 6rneginde
tespit edilmistir. Salmonella enderitis i¢in en yiiksek antibakteriyel etki degeri 10,31
mm zon ¢api ile Lc.lactis spp.lactis 6rneginde, en diisiik antibakteriyel etki degeri 6,00
mm zon ¢api ile St.thermophilus, Leu.lactis drneklerinde tespit edilmistir. Escherichia
coli i¢in en yiiksek antibakteriyel etki degeri 10,87 mm zon cap1 ile L.fermentum
orneginde, en disiik antibakteriyel etki degeri 6,00 mm zon c¢ap1 ile L.bulgaricus,
L.acidophilus, L.casei, L.delbrueckii spp.delbrueckii, L.kefir, L.lactis, Lc.paracaseli,
St.thermophilus, St.kefir, Lc.cremoris, B.bifidum, Lc.lactis spp.lactis, L.helveticus,
L.rhamnosus ve Leu.lactis 6rneklerinde tespit edilmistir. Escherichia coli O:157H:7
icin en yiiksek antibakteriyel etki degeri 8,26 mm zon ¢api ile P.acidilactici 6rneginde,
en diisiik antibakteriyel etki degeri 6,00 mm zon ¢api ile L.bulgaricus, L.acidophilus,

L.casei, L.delbrueckii spp.delbrueckii, L.kefir, L.lactis, Lc.paracasei, St.thermophilus,
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St.kefir, Lc.lactis, Lc.cremoris, B.bifidum, L.plantarum, L.fermentum ve Leu.lactis
orneklerinde tespit edilmistir. Bacillus cereus i¢in en yiiksek antibakteriyel etki degeri
11,48 mm zon ¢ap1 ile L.helveticus 6rneginde, en diisiik antibakteriyel etki degeri 6,00
mm zon c¢ap1 ile L.bulgaricus, L.acidophilus, L.delbrueckii spp.delbrueckii, L.lactis,

Str.thermophilus ve St.kefir 6rneklerinde tespit edilmistir.

Aragtirmamizdan farkli sekilde Kilig (2017)’1n yaptig1 calismada, Tulum peynirinden
izole edilen Lb. plantarum L. monocytogenes ATCC 7644’ kars1 15 mm zon ¢api tespit
ettigini bildirmistir. Ayrica tulum peynirinden izole edilen Lb. plantarum 9 mm ve kdy
peynirinden izole edilen Lc. lactis; E. coli O157:H7’ya kars1 11 mm zon olusturmustur.
Bu degerler sragtirmamiza kiyasla farklilik gostermekte olup aradaki farkin sebebinin

farkli sus kullanilmasinda kaynaklandig: diistintilmektedir.

Arastirmamiza benzer sekilde, Hajikhani ve ark (2007), beyaz peynirlerden izole edilen
laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivitelerini arastirmiglardir. Degerlendirilen
tim enterokok izolatlarinin gida kaynakli patojenlere karsi antimikrobiyal etki
gosterdiklerini belirtmislerdir. Yine bir baska c¢aligmada Bilgin (2008), geleneksel
olarak iiretilen beyaz peynirden izole edilen E. faceium’un L. monocytogenes Ve B.
cereus’a karsi inhibitér aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Abanoz (2014) ise,
yaptig1 ¢aligmada fermente siit tiriinlerinden izole ettigi E. faecalis’in, E. coli’ye karsi

antimikrobiyal etki gdsterdigini belirtmistir.

Laktik asit bakterilerinin gida kaynakli patojen bakteriler lizerindeki antibakteriyel
etkileri rettikleri organik asitler, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler gibi
antimikrobiyal aktiviteye sahip farkli metabolitlerden kaynaklanmaktadir (Espeche vd.
2012, Fraga Cotelo vd. 2013)

Yapilan varyasyon analiz sonuglarina gore ; laktik asit bakterilerinin, bazi antibiyotik
diksler iizerindeki antimikrobiyal etkisi tizerinde laktik asit bakteri tiirii, antibiyotik disk
tiiri ve laktik asit bakteri tiirli antibiyotik tiirii etkilesimlerinin ¢cok fazla anlamli oldugu

(p<0.0001) tespit edilmistir.
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Arastirmada kullanilan farkli laktik asit bakteri tiirlerinin, ayni antibiyotik tiirii
tizerindeki ve ayni laktik asit bakteri tiiriiniin farkli antibiyotik tiirleri tizerindeki
antibakteriyel etkileri istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli oldugu ortaya

konulmustur. (P<0.05).

Incelenen 20 farkli laktik asit bakterisinde en yiiksek antibiyotik direnci ise 6,00 mm
zon cap1 ile; cephalexin’e karsi, L. bulgaricus ve St. kefir orneklerinde tespit
edilmistir. Ampicillin’e karsi, Lc. cremoris 6rneginde tespit edilmistir. Fusidic acid’e
karsi, L. kefir ve St. kefir orneklerinde tespit edilmistir. Erythromycin’e karsi L.
paracasei, St. kefir ve Lc. cremoris o6rneklerinde tespit edilmistir. Chloramphenicol’a
kars1, St. kefir, Lc. lactis ve P. acidilactici 6rneklerinde tespit edilmistir. Tetracycline’e
karsi L. bulgaricus, L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. kefir, L. lactis, L. paracasei,
Lc. cremoris, L. casei ve Leu. lactis 6rneklerinde tespit edilmistir. Streptomycin’e karsi
L. bulgaricus ve L. delbrueckii subsp. delbrueckii orneklerinde tespit edilmistir.
Lincomycin’e karsi, L. bulgaricus, P. acidilactici ve L. plantaum orneklerinde tespit
edilmistir. Penicillin’e kars1 L. bulgaricus, L. kefir, L. lactis, Lc. cremoris, P.
acidilactici ve L. plantaum orneklerinde tespit edilmistir. Clindamycin’e karst L.
bulgaricus, L. delbrueckii subsp. delbrueckii, L. lactis, St. kefir, Lc. cremoris ve Leu.

lactis 6rneklerinde tespit edilmistir.

Antibiyotiklere karsi en duyarli olan laktik asit bakterisi ise 32,12 mm zon ¢ap1 ile

Amoxicillin’e karsi L. casei olarak tespit edilmistir.

Calismamizda izole edien 20 farkli laktik asit bakterisinin; cephaleimn’e karsi, %65
oraninda direngli (R) , %30 oraninda orta (I) ve %5 oraninda duyarh (S) oldugu tespit
edilmistir. Ampicillin’e karsi, %65 oraninda direngli, %35 oraninda orta oldugu tespit
edilmistir. Fusidic acid’e karsi, %60 oraninda direngli, %25 oraninda orta ve %15
oraninda duyarli oldugu tespit edilmistir. Erythromycin’e karsi, %85 oraninda direngli,
%15 oraninda orta oldugu tespit edilmistir. Chloramphenicol’a karsi, %55 oraninda
direncli, %35 oraninda orta ve %10 oraninda duyarli oldugu tespit edilmistir.
Tetracycline’e karsi, %85 oraninda direngli, %15 oraninda orta oldugu tespit edilmistir.

Streptomycin’e karsi, %55 oraninda direngli, %20 oraninda orta ve %25 oraninda
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duyarli oldugu tespit edilmistir. Lincomycin’e karsi, %70 oraninda direngli, %10
oraninda orta ve %20 oraninda duyarli oldugu tespit edilmistir. Penicillin’e kars1, %65
oraninda direngli, %25 oraninda orta ve %10 oraninda duyarli oldugu tespit edilmistir.
Clindamycin’e karsi, %70 oraninda direngli, %20 oraninda orta ve %10 oraninda
duyarli oldugu tespit edilmistir. Amoxicillin’e karsi, %40 oraninda direngli, %45

oraninda orta ve %15 oraninda duyarli oldugu tespit edilmistir.

Arastirmamiza benzer sekilde Onal vd. (2006) ‘nin yaptigi calismada geleneksel
yontemlerle tirettigi yogurttan 25 adet S. thermophilus ve 23 adet Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus suslari izole edilmistir. 16 farkli antibiyotik tiiriine duyarliliklar1 belirlenmis
ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus suslarmin antibiyotik duyarlilik testlerinde hiicre
duvar sentezini inhibe eden aztreonam’a karsi %72 ve protein sentezini inhibe eden
netilmisin’e kars1 %72, niikleik asit sentezini inhibe eden siprofloksasin’e kars1 %96 ve
ofloksasin’e kars1 %98 antibiyotiklerine direngli olduklar1 bildirmistir. Ayrica protein
sentezini inhibe eden gentamisin’e karsi %76 ve tetrasiklin’e karst %75
antibiyotiklerine ise duyarli olduklarini tespit etmistir. Yaptig1 ¢alisma bu yonleriyle
calismamizla benzerlik gostermektedir. Yine benzer sekilde Seyirt (2022)’de yaptigi
calismada 52 adet Lactobacillus spp. ve 28 adet Bifidobacterium spp. susunu 16S RNA
dizi analizi ile molekiiler diizeyde tanimlanmis olup Lactobacillus spp. suslarinin
%1000 metisiline, %96,15°1 vankomisine, %92,30‘u sefoksitine, %40,38‘1 kanamisine,
%38,46°s1 sefazoline, %38,46s1 siprofloksasine, %36,531 trimetoprime, %36,53 0
norfloksasine, %251 eritromisine, %251 enfrofloksasine, %23,07‘si ampisiling,
%17,30‘u rifampine, %17,30‘u tetrasikline, %15,38‘1 penisilin G‘ye, %15,381
klindamisine, %15,38‘1 gentamisine, %9,61°1 streptomisine ve %7,69u kloramfenikole
kars1 direnglilik gosterdigini tespit etmistir. Bifidobacterium spp. suslarinin %1000
vankomisine, %96,42°si sefoksitine, %96,42°si metisiline, %67,85‘1 sefazoline,
%57,144 kanamisine, %350°‘si trimetoprime, %42,85‘1 penisilin G‘ye, %39,281
ampisiline, %39,281 tetrasikline, %32,14‘li streptomisine, %28,57°si klindamisine,
%251 enrofloksasine, %251 norfloksasine, %25 eritromisine, %14,28°1 siprofloksasine,
%3,57°s1 gentamisine, %7,141 kloramfenikole ve %7,14 rifampine kars1 direnclilik
gosterdigini  tespit etmistir. Laktik asit bakterilerinin antibiyotik tiirlerine karsi

gosterdigi direng bakiminda arastirmamizla benzerlik gostermektedir.

54



Laktik asit bakterilerinin antibiyotik igeren diskler lizerinde direngli olmasinin sebebi
tiretmis oldugu laktik asidin yan1 sira agirlikli olarak iirettigi asetik asit, pirtivik asit ve
malik asitin ayrica diasetil ve hidrojen peroksit gibi maddelerin tek basina veya birlikte
antibiyotiklere karsi dogal ve kazanilmis diren¢ olusturmasindan kaynaklanmaktadir

(Harris 1989, Alp 2013, Sharma vd. 2014).

5.1 Sonug

Calismamizda, Afyonkarahisar ilgelerinde iiretilen 30 farkli ky peyniri, yogurt ve
tereyagindan numunelerinden 20 farkli laktik asit bakterisi izole edilmis olup, bu
bakterilerin gidalarda bozulma etkeni ve insanlarda zehirlenme etkeni olan patojen
bakterilere karsi antibakteriyel etkisi ve antibiyotik igeren disklere karsi olusturdugu

diren¢ mekanizmalar1 analiz edilmistir.

Ginliik hayatta tiikettigimiz siit ve slit Urlinlerinin irettigi metabolitlerin saglik
acisindan ve gida giivenligi acisindan faydalarindan yola ¢ikarak laktik asit
bakterilerinin dogal gida koruyucusu, fonksiyonel gida iiretimi, dogal yiizey

temizleyici gibi farkli fonksiyonlarda kullanilabilip kullanilamayacagi amaglanmustir.

Gida sanayisinde kullanilan kimyasal koruyucularin olumsuz etkilere sebep olmasi
sonucu giiniimiizde tiiketicilerin dogal katki maddeleri ilave edilerek {iiretilmis gida
maddelerini tercih etmeleri, gidalarin daha giivenilir yollar ile muhafazasini miimkiin
kilmaktadir. Besleyici ve saglik yaralarinin yani sira gidalarda bozulma ve hastalik
yapan cesitli patojen mikroorganizmalara karsi aktiviteleriyle, laktik asit bakterileri

giivenli muhafazanin ilk akla gelen dogal koruyuculardir.

Arastirmamizda laktik asit bakterilerinin gida kaynakli patojen bakteriler lizerindeki
antibakteriyel etkileri iirettikleri organik asitler, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler gibi
antimikrobiyal aktiviteye sahip farkli metabolitlerden kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.
Ayrica antibiyotik disklerle yapilan c¢alisma sonucunda bu disklerin laktik asit
bakterileri lizerindeki etkisinin diisiik olmasinin sebebi liretmis oldugu laktik asidin yani

sira agirlikli olarak TUrettigi asetik asit, piirivik asit ve malik asit sayesinde
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antibiyotiklere karsi dogal ve kazanilmig diren¢ olusturmasindan kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Calismamiz sayesinde starter kiiltiir olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin ve
tirettigi metabolitlerinin kullanildig1 fermente iirlinler, siit ve siit lirlinlerinin yan1 sira
yiiksek probiyotik igerikli saglikli, dogal koruyucular igeren fonksiyonel gidalar
iireterek besleyici olmasinin yani sira sindirim sistemine yarar saglacak besinler,
kapstiller {iiretilebilecegi gibi ¢apraz kontaminasyon sonucu ortaya ¢ikan bulasilar
elemine edebilecek laktik asit bakteri tiirlerinin izolasyonu yapilmistir. Buna ek olarak
insan metabolizmasmin direng kazandigi antibiyotik tiirlerine kars:t direng gosteren
laktik asit bakteri tiirlerinin fonksiyonel tedavi amaclhi kullanilip kullanilamiyacagi
yoniinde olumlu etkisi tespit edilmistir. Ayrica yiizeysel yaralanmalar sonucu olusan
yaralarim dis mekan kaynakli enfeksiyon riskini Onleyebilecegi diisiincesi sonucu

arastirmanin gelistirilebilecegi diisiiniilmiistiir.

Sonug olarak gidanin uzun siire bozulmadan muhafaza edilebilmesi, sindirimi kolay,
saglikli, probiyotik igerikli  fonksiyonel gidalarin iretilebilmesi amaciyla
kullanilabilecegi i¢in laktik asit bakterilerine olan ilginin dahada artacagi
diistiniilmektedir. Bu kapsam dogrultusunda laktiik asit bakterilerinin ve iirettigi

metabolitlerin daha tedayl1 arastirilabilecegi kanisina varilmistir.
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