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OZET

Laktik asit bakterileri, hizhi asit olusumu ve dogal antimikrobiyal maddeler
salgilayarak iiriiniin raf omriinii uzatan, tiiketici sagh@im patojenlere karsi
koruyan starter kiiltiirler olarak kullanilmaktadirlar. Siitlerde Lactococcus lactis
starterlerinin kullanimiyla fermente siit iiriinlerine doniistiiriilmesi bu tiirlerin
endiistriyel onemini artirmaktadir. Bu bakteriler fermantasyonla gidanin icerigini,
tadimm ve aromasini olusturmakla birlikte dogal antimikrobiyal maddeler
(bakteriyosin) sentezlemektedir.

Bu ¢alismada; Amasya’da tiiketime sunulan ¢ig siitlerden izole edilen Lactococcus
lactis tiirlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi, fenotipik ve PZR
yontemleriyle identifikasyonu amac¢lanmistir. MRS Agar’a seri diliisyonlarla
ekilen ve koloni morfolojisi Lactococcus lactis oldugu diisiiniilen gram pozitif,
katalaz negatif koloniler M17 Agar’a inokule edilerek, 77 ¢ig siit 6rneginden 154
adet izolat elde edilmistir. Kuyucuk difiizyon testi uygulanan bu izolatlarin %40"
(ATCC 13076) Salmonella enteritidis’e, %33'ii (ATCC 25923) Staphylococcus
aureus'a, %29'u (DSM 4312) Bacillus cereus'a, %29'u (ATCC 6633), Bacillus
subtilis’e ve %13'ii (ATCC 35218) Escherichia coli'ye kars1 antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Izolatlarin %59'u en az bir patojene, %38'i iki, %22'si ii¢, %11'i dort
ve %5'i ise biitiin patojenlere karsi inhibitor etki gostermistir. APl 20 Strep test
sonuclarina gore; antimikrobiyal aktiviteye gosteren 34 izolatin %23"ii
Leuconostoc spp., %17.6's1 Enterococcus faecalis, %17.6 Lactococcus lactis
ssp.cremoris, %14.7'si Lactococcus lactis ssp. lactis, %8.8'i Enterococcus faecium,
208.8"i Aerococcus viridans, %05.8'i Enterococcus durans %2.9'u Enterococcus
avium olarak belirlenmistir. PZR yontemiyle 34 izolatin % 73’iiniin Lactococcus
lactis ssp. cremoris, % 82’nin Lactococcus lactis ssp. lactis oldugu belirlenmistir.

Anahtar sozciikler: Lactococcus lactis, Cig siit, Antimikrobiyal aktivite
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Abstract

Lactic acid bacteria have been used as a starter culture to protect consumer health
from pathogens with the help of rapid acid formation and by secreting natural
antimicrobial agents for extending the product’s shelf life. Use of Lactococcus lactis
starters to produce fermented milk products increase the industrial importance of
these species. These bacteria can form taste, aroma and contents of the food by
fermentation and synthesized natural antimicrobial compounds (bacteriocin).

The aim of this study was to determine antimicrobial activities, identification with
phenotypic and PCR methods of Lactoccoccus lactis species from raw milk samples
available for consumption in Amasya. Colonies inoculated into MRS Agar with
serial dilutions and colony morphology seen as a Lactococcus lactis, gram positive,
catalase negative colonies then inoculeted into M17 agar and 154 strain isolated
from 77 raw milk samples. %40 of these isolates has demonstrated antimicrobial
activity on (ATCC 13076) Salmonella enteritidis, %33 on (ATCC 25923)
Staphylococcus aureus, %629 on (DSM 4312) Bacillus cereus, %629 on (DSM 4312)
Bacillus cereus, %629 on (ATCC 6633) Bacillus subtilis and %13 on (ATCC 35218)
Escherichia coli using agar well diffusion technique. %59 of isolates showed
inhibitory effect on at least one pathogen, %38 on two, %22 on three, %11 on four
and %5 on all pathogens. 34 isolates have antimicrobial activity and %23 of these
isolates were determined as Leuconostoc spp., %17,6 as Enterococcus faecalis,
%17.6 as Lactococcus lactis ssp.cremoris, %14.7 as Lactococcus lactis ssp. lactis,
%38.8 as Enterococcus faecium, %8.8 as Aerococcus viridans, %65.8 as Enterococcus
durans and %2.9 as Enterococcus avium according to API 20 Strep test results.
Determination were using PCR method %73 of 34 isolates typed as Lactococcus
lactis ssp. cremoris, %82 of these typed as Lactococcus lactis ssp. lactis.

Keyword: Lactococcus lactis, Raw milk, Antimicrobial activity
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GIRIS

Diinyada endiistrilesme ve globallesmeyle orantili olarak gelismis ve gelismekte olan
tilkelerde ¢ogunlukla ¢ocuklarda, gida kokenli kronik ve akut enfeksiyonlarda artis
oldugu belirtilmektedir [Tatli, 2009].

Laktik asit bakterileri (LAB) Gram-pozitif, sporsuz iireyen, katalaz (-), fakiiltatif
anaerobik ve karbonhidratlar1 fermente ederek laktik asit sentezleyen bakterilerdir
[Axelsson, 1998]. Yiizlerce yildir fermentasyon, bozulabilir gida iiriinlerini uzun siire

korumak, farkli besinlerin tiretimi i¢in kullanilmaktadir ve fermente besinlerin g¢esitli

tipleri iiretilmektedir [Akkaya, 2009].

Laktik asit bakterilerinin bir¢ok tiiri, gida maddeleri ve geleneksel fermente
gidalarinda starter kiiltiir olarak kullanilabilirken, dogal fermentasyonlarda ise
indirgen (dogal) flora olarak bulunabilmektedir. Bu bakteriler, ’Generally regarded
as safe (GRAS)" listesinde olmakla beraber, antibiyotik direng O6zelligi tasima
olasiliklarindan dolay1, potansiyel bir saghk riski tasiyabilmektedirler [Mathur ve
Singh, 2005; Ammor ve ark., 2007]. Son zamanlarda LAB ve starter kiiltiirlerin
biyogiivenligi konusu 6nem kazanmis ve calismalar bu yonde siirdiiriilmektedir

[Tatlt, 2009].

19. yiizyilin sonlarinda fermente siit iirlinlerinin mikrobiyolojik kompozisyonu
izerinde ¢alismalar yapilmis ve daha sonra da bu tiirlerden, fermente siit iiriinlerinde
ticari olarak kullanilmak iizere saf kiiltlir iiretimleri gerceklestirilmigtir. Siit
triinlerinde yaygin olarak kullanilan ticari starter Kkiiltiirlerin baslicalari;
Bifidobacterium, Streptococcus, Pediococus, Leoconostoc, Lactococcus ve
Lactobacillus gruplaridir. Probiyotik amaghi en sik kullanilan tiirleri ise; L.
acidophilus, L. casei, L. paracasei subsp. paracasei, L. delbrueckii ve L.
jonhsonii’dir [Tatl, 2009].



LAB'nin bagirsaktaki epitel yiizeylere yapismasi; kolonizasyon, immiin sistemin
aktive edilmesi ve patojenlere karsi antogonistik aktivitenin 6n sart1 olarak dikkate

almmustir [AHI, 2011].

Intestinal sistemde bulunan faydali mikroorganizmalarin sistemin fizyolojik
dengesine olumlu yonde katkida bulunmasina ‘probiosis’, bu mikroorganizmalara da
‘probiyotik mikroorganizmalar’ denilmektedir. Bu mikroorganizmalar {irettikleri
maddeler yardimiyla gidalarin  sindirimine, vitamin {iretimine ve zararh
mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin 6nlenmesine yardimci olarak dogal
floranin dengesini korumaktadir. Bu 0Ozelliklerinden dolay1 son yillarda faydali
bakteriler, yogurt, peynir ve kefir gibi fermente siit iiriinlerine ilave edilerek,

probiyotik iiriin olarak satisa sunulmaktadir [AHI, 2011].

Bununla beraber, laktik asit bakterileri tarafindan sentezlenen peptit yapidaki
“bakteriyosin” molekiilil iiriiniin raf dmriiniin uzatilmasini saglayan, tiiketici sagligini
patojenlere karsi biyokoruyucu olarak kullanilmaktadirlar. Bakteriyosin tiretebilme
ozelligi genellikle plazmit DNA tarafindan kodlanabilen bir &zelliktir. Uretim
asamasinda bu 6zelligin starter kiiltiir olacak izolata transfer edilmesi iiriin kalitesini
artiracagl i¢in Onemlidir. Dolayisiyla 6zellikle buzdolabi sicakliginda ¢ogalabilen
bazi laktik asit bakterileri de iiriinler de bozulmaya sebep olmaktadirlar. Bu 6zellikler
bilimsel ve endiistriyel alanda laktik asit bakterilerinde ¢alismalarin yogunlagsmasina
neden olmustur. Endiistriyel uygulamalar1t bakimindan LAB’leri g6z Oniine
alindiginda, en 6nemli unsur kullanilabilir LAB tiirlerinin se¢imidir. Bundan dolayi,
herhangi bir tirin  ayrimint spesifik ve belirgin olarak saglayan yontemlerin
uygulanmasi ile giivenilirligi 6nemlidir [Dics ve ark., 1990; Dykes ve ark., 1994].
LAB’nin tanimlanma asamasinda biyokimyasal ve molekiiler yontemler
kullanilmaktadir [Akkaya, 2012].

Bu ¢alismada; Amasya’da tiiketime sunulan ¢ig siit 6rneklerinden Lactococcus lactis
bakterilerinin izolasyonu, Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Bacillus subtilis
(ATCC 6633), Bacillus cereus (DSM 4312), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
ve Escherichia coli (ATCC 35218) patojen mikroorganizmalar iizerindeki



antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi, bakteriyosin ve benzeri etkili izolatlarin
Gram boyama, katalaz, APl gibi biyokimyasal ve PZR yontemleriyle tanimlanmasi

amaclanmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Laktik asit Bakterileri (LAB)

1857’ de Louis Pasteur, LAB’nin laktik asit fermentasyonunu gerceklestirdigini
ortaya koymustur [Karagiil, 2010].

Laktik asit bakterileri Orla-Jensen’a (1919) gore ¢ubuk ya da kok seklinde, spor
olusturmayan, genellikle katalaz (-), hareketsiz, Gram-pozitif ve karbonhidrat

fermente ederek son iiriin laktik asiti olusturan bir bakteri grubudur [Demir, 2014].

Porfirinleri ve sitokromlar icermedikleri i¢in fermantasyon sonucu temel iiriin olarak
laktik asit sentezleyen bu bakteriler, elektron tasmmasma bagl fosforilasyon
yapamazlar, sadece substrat diizeyinde fosforilasyon ile enerji elde ederler. LAB
karbohidrat fermentasyonuna gore homofermentatif ve heterofermentatif olmak
tizere ikiye ayilirlar. Homofermentatif grup fermentasyonla sadece laktik asit
tiretirken, heterofermentatif grubun iiyeleri ise laktik asit, etanol ve CO; liretebilir

[Demir, 2014].
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Sekil 2.1. LAB’nin glikoz fermentasyonu [Demir, 2014]

LAB grubu; Lactococcus, Carnobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, Tetragenococus, Lactosphaera, Dolosigranulum, Oenoccoccus,
Streptococcus, Alloiococcus, Weissella, Bifidobacterium, Globicatella, Vagococcus,
Enterococcus ve Aerococcus cinslerini i¢inde barindirmaktadir. Gida endiistrisi
acisindan Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus tiirleri 6nem
kazanmaktadir [Karagiil, 2010].

2.2. Siniflandirilmasi

Siit iirtinlerinde bulunan baslica LAB, laktokoklar, leukonostoklar, enterokoklar ve
homofermentatif ya da heterofermentatif laktobasillerdir. Gram pozitif, katalaz
negatif, arjinini hidrolize edemeyen heterofermantatif koklar Leuconostoc, Gram
pozitif, katalaz negatif koklar ise Lactobacillus olarak kabul edilmektedir [Perez ve
ark., 2000].



2.2.1. Lactococcus

Lactococcus cinsi, L. piscium, L. lactis, L. garvieae, L. raffinolactis ve L. plantarum
olmak tizere 5 tiir igermektedir. L. lactis suslar1 arasindan da sadece L. lactis subsp.
cremoris, L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis ve L. lactis subsp. lactis
tereyagi, yogurt, peynir gibi fermente siit lirlinleri yapiminda starter kiiltiir olarak

kullanilmaktadir [Basaran, 2001].

Mevcut taksonomik verilere gore L. lactis tiiriniin altinda lactis, cremoris ve
hordniae alttiirleri olmak iizere ii¢ adet alttiir bulunmaktadir. Bunlardan Lactococcus
lactis subsp.lactis ve L.lactis subsp. cremoris 6zellikle siit endiistrisi agisindan énem
arz etmektedir. L. lactis subsp. lactis; riboz, laktoz, maltoz, trehaloz ve eskulin
fermantasyonlarini ve arjininden amonyak olusumunu gergeklestirebilirken, L. lactis
subsp. cremoris; sadece laktoz fermantasyonunu saglayabilmektedir. L. lactis subsp.
lactis ile L. lactis subsp. cremoris suslarinin birbirlerinden ayirt edilmelerinde
kullanilan fenotipik 6zellikler, pH 9.2°de, 40 °C’de ve % 4 tuz varhginda gelisme

durumlari olarak siralanmaktadir [Corroler, 1998].

Bunun yani1 sira L. lactis subsp. lactis ¢ok cesitli ¢evrelerden izole edilebilirken, L.
lactis 13 subsp. cremoris sadece fermente siit iiriinlerinden izole edilebilmektedir. L.
lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis i¢in dogal
ortamlarinin yesil bitkiler oldugu bildirilmektedir [Salama, 1995].

L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis ise cottage peynirinin, kremanin ve
tereyaginin aromasina katkida bulunmaktadir. L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis, sitrat1 kullanan bir LAB’sidir. Sitratin kullanilmasi ile birlikte CO, ve
diasetil olusmaktadir. Olusan CO; ile bazi tiriinlerin tekstiiriine, diasetil ise aromaya
katkida bulunmaktadir. L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, L. lactis subsp.
lactis ve L. lactis subsp. cremoris’ten sitrattan karbondioksit olusturmasi ile ayirt
edilebilmektedir. L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. lactis biovar.
diacetylactis’in her ikisi de arjinini kullanir. L. lactis subsp. lactis biovar.

diacetylactis, arjinini hidrolize ettiginde daha yogun bir sekilde amonyak



olusturabilmektedir. Siit, ortalama 1750 mg/L miktarinda sitrat igermektedir. Bunun
cok biiyikk bir kismi ¢6ziinmiis oldugu icin peynir alti suyu ile bir miktar
kaybolmaktadir. Peynir pihtisindaki sitrat miktari, peynir alti suyundakine oranla
yaklagik 3 kat daha fazladir. Cheddar peyniri ortalama % 0.2—0.5 diizeyinde sitrat
icermektedir. Sitrat, mezofil starter kiiltiirlerince yapilan birtakim iirlinlerde aroma
bilesiklerinin Onciistidiir. Sitrat, bir sitrat transport plazmidi iceren L. lactis subsp.
lactis biovar. diacetylactis tarafindan metabolize edilebilmektedir. Ln. mesenteroides
subsp. cremoris ve Ln. lactis de sitratt metabolize edebilmektedir. Sitrat, diger LAB
tarafindan metabolize edilememektedir. Sitrat metabolizmasi sonucu olusan CO,,
kiiclik gbzeneklerin ve diasetil de aromanin olusmasindan sorumludur [Biiytikyoriik,

2007].

Lactococcus garvieae ve L. piscium, baliklarda yer alan 6nemli zoonozlardir. L.
garviea ayrica sigir mastitisleri ile insan enfeksiyonlarindan sorumlu tutulmustur.
Calismalar, L. garviea ile Enterococcus seriolicida’nin benzer oldugunu gostermistir.
L. plantarum izolatlari, erimis ve dondurulmus bezelyelerin bozulmasiyla
iliskilendirilmistir. L. raffinolactis, pastérize edilmemis siitlerden, havuglardan, kaz
ve sigir gastro intestinal bolgelerinden ve siit ¢iftliklerinden izole edilmistir [Pu ve

ark., 2002].

L. lactis subsp. Lactis biovar. diacetylactis Voges—Proskauer reaksiyonu ile sitrattan
asetoin olusturabilmektedir. L. raffinolactis ise rafinoz ve sorbitolden asit
olusturabilirken, arjinini hidrolize edememektedir. L. raffinolactis, laktokoklar i¢inde
% 40-43 ile en yiiksek G + C niikleik asitlerine sahiptir [Perez ve ark.,2000].

L. garviae, L. raffinolactis, L. plantarum ve L. hordinae fermente siit teknolojisinde
kullanilmamaktadir. L. garviae, L. lactis subsp. hordniae ve L. raffinolactis’ten
sadece L. raffinolactis, raffinozu fermente ederken diger ikisi arjinini hidrolize eder.
L. hordiae’de galaktoz, laktoz, maltoz, riboz negatiftir. L. raffinolactis diger
laktokoklardan melibiyoz ve raffinozu fermente etmesiyle ayirt edilmektedir. L.
plantarium salisin, siikroz, sorbitol, trehaloz, mannitol, ve melezitoz gibi

karbonhidratlar1 fermente etmektedir. L. plantarium ve L. piscium’un her ikisi de



melezitozu fermente eder fakat L. piscium, L. plantarium’dan melibiozu fermente
etmesiyle, L. plantarium diger laktokoklardan melezitoz ve sorbitolu fermente

etmesiyle ayirt edilebilmektedir [Carr ve ark., 2002].

1878 — 1977 1974 — 1982 1985 — 1994 _
Streptococcus Streptococcus lactis Lactococcus lactis CREMORIS
cremoris (1919) - subs. cremoris (1982) |~ | subs. cremoris (1985)

Bacterium lactis (1878) Str 3{')-’ ococcus
Streptococcus » | lactis subs. lactis —» | Lactococcus
lactis (1909) (1982) lactis
subsp. lactis LACTIS
_ (1985)

Lactobacillus xylosus
(1938) >
S Streptococcus lactis biovar.

treptococcus subsp. diacetylactis | —%| diacetviacti - .

. . —» P Y diacetylactis
diacetylactis (1936) (1974) (1985) DIACETYLACTIS
Lactobacillus — | Streptococcus  lactis Lactococcus lactis subsp.
hordniae (1977) hordniae (1982) —»| hordniae (1985) HORDNiAE

Sekil 2.2. Lactococcus lactis’in siniflandirilmasi

2.2.2. Streptococcus

Streptokoklar; kok sekilli bu bakteriler yara enfeksiyonlariyla dogrudan iligkilidir ve
cins ismi Streptococcus ilk olarak Rosenbach (1884) tarafindan zincir formunun

aciklanmasinda kullanilmgtir.

Streptokok genusunun zamanla biiyiik degisiklik gosterdigi goriilmiistiir. Kilpper-
Balz ve arkadaslar1 (1982) serolojik grup olan D ve N streptokokkilerin 23S
rRNA’ya, 16S rRNA sekans benzerliklerine dayanarak gram pozitif bakterilerden
Clostridium’un evrimsel siireci ile Streptococci S. sensu stricto, Enterococcus ve
Lactococcus olmak iizere ii¢ farkli genetik gruba ayrilmistir [Schleifer ve Klipper-
Balz, 1984]. Streptococcus genusu igindeki diger tiirler patojenik ve oral
streptokoklardir [Stiles ve Holzapfel, 1997].



S. thermophilus, yogurt ve peynir iiretimi i¢in baslatici organizma olmasindan dolay1
bu genus igerisinde istisnadir. S. thermophilus 45-50°C’de gelisir fakat 15°C’de
gelismez ve sicakliga oldukga direnclidir [Stiles ve Holzapfel, 1997].

2.2.3. Enterococcus

Enterokoklar; tekli, ikili ya da kisa zincirler halinde bulunurlar ve 37°C’de optimum
gelisme gosterirler. Mikroskobik olarak streptokok tiirlerinden ayirt edilemezler.
Gram pozitif, kokobasil seklinde goriilebilirler, baz1 tlirlerde pseudo-katalaz goriilse
de genellikle katalaz negatiftirler. Alfa, beta veya gama hemoliz yetenegindedirler.
Diisiik su aktivitesi, yiiksek 1s1 gibi ¢cevresel kosullara, bazi antiseptiklere kars1 direng

gosterirler ve cansiz yiizeylerde uzun siire yasayabilirler [Demir, 2014].

Bu mikroorganizmalar ¢ogunlukla insan ve hayvan intestinal florasinin bilesenleri
olarak kabul edilirler ve viicudun farkli ekstra intestinal boliimlerinde firsatgi patojen
olarak bulunurlar [Devlieghereve ark., 2004]. Enterococcus cinsi taksonomide
Firmicutes subesi, Bacilli smifi, Lactobacillales takimi, Enterococcaceae ailesi
igerisinde yer almaktadir [Kilpper-Bélz, 1984]. Bakteriyosin iiretme yeteneginde
olan bir¢ok enterokok tiiriiniin, 6zellikle Gram pozitif gida patojenlerine kars1 genis

spektrumlu etki gosterdikleri bilinmektedir [Giraffa, 1995].

2.2.4. Pediococcus

Pediokoklar; gram pozitif, hareketsiz ve kok seklinde hiicrelere sahiptir. Bu hiicreler
monokok, diplokok ve tetrakok seklinde bulunmaktadir. Bu bakterilerin sitokromlari
yoktur ve katalaz negatiftir. Pediokoklar amonyum tuzlarini nitrojen kaynagi olarak
kullanmazlar ya da nitratlar1 nitrite indirgeyemezler. Empden Meyerhof yolunu
kullanarak glikozu fermente ederler ve DL- ya da L- formunda laktat olusturlar, bu
sirada karbondioksit iiretmezler. Pediokoklar bitkilerin iizerinde, cesitli gidalarda
laktobasillerle ve leukonostoklarla beraber bulunurlar. Ayrica alkolli igkilerde

bozulmalara sebep olmaktadirlar [Arslankoz, 2011].
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2.2.5. Leuconostoc

Leukonostoklarin siiflandirilmast ¢ogunlukla morfolojilerine dayanmaktadir. Oval
ya da kok seklinde hiicrelere sahiptirler. Hiicreler tek, ¢ift, kisa veya uzun zincirler
seklinde bulunmaktadir [Arslankoz, 2011].

Siit tirinlerinin, tursunun ve gesitli et Griinlerinin fermantasyonunda yer almaktadir.
Katalaz negatifdir ve sitokromlar1 yoktur. Arjinini hidrolize edemezler ve proteolitik
degildirler. Gelisimleri fermente edilebilir karbohidratlarin varligina baghdir ve
glikozun fermantasyonu sirasinda heksoz-monofosfat ve fosfoketolaz yollarini
birlikte kullanmaktadir. Diasetil ve c¢esitli aroma maddeleri iiretme kabiliyetine
sahiptirler. Sebze iriinleri fermantasyonunun baslatilmasinda diger laktik asit

bakterilerden daha hizlidirlar [Arslankoz, 2011].

Bazi tiirleri oksidatif mekanizmaya sahiptirler ve etanol yerine asetik asit
olustururlar. Ramnoz, melezitoz, inulin, nisasta, gliserol, sorbitol ve inozitol’ii

fermente etmezler [Kilig, 2008].

Leuconostoclarin Leu.mesenteroides, Leu.lactis, Leu.oenos ve
Leu.paramesenteroides olmak tizere dort tiirii bulunmaktadir. Leu.dextranicum ve

Leu.cremoris ise Leu.mesenteroides ‘in alt tiirleri olarak bidirilmistir. [Kilig, 2008].

2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Urettigi Antimikrobiyal Maddeler

1900’lerin baslarindan bugiine peynirlerin ve fermente siitlerin endiistriyel
iretiminde artis s6z konusudur. Laktik asit bakterileri antimikrobiyal maddeler
tiretmeleri nedeniyle gidalarin korunmasinda eskiden beri kullanilmaktadirlar. Stimer
yazitlarina gore siitiin fermentasyon yoluyla korunmasi 1.0. 6000 yillarina
dayanmaktadir. Fermentasyon kullanilabilir karbonhidrat miktarim1 azaltir ve
antimikrobiyal etkiye sahip kiiciik molekiil agirliginda organik molekiillerin
olugsmasini saglar. Bu molekiillerin en bilinenleri laktik, asetik ve propiyonik asittir

[Salminen ve Wright, 1998].
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Laktik asit bakterilerinin tirettigi antimikrobiyal maddeler;

. diistik molekiil agirligina sahip bilesenler (H20,, CO- gibi)

. karakterize edilemeyen bilesenler

o yiiksek molekiil agirligina sahip bilesenler (bakteriyosin ve bakteriyosin
benzeri maddeler) olarak siniflandirilmaktadir [Ammor ve ark.,2006; Yang, 2000].

2.3.1. Organik Asitler

Fermantasyon sirasinda liretilen organik asidin tiirii LAB c¢esit ve tiiriine, ortamin
bilesimine ve gelisme kosullarina bagh olarak degisiklik gostermektedir [Yang,
2000; Ammor ve dig., 2006].

Asitlerin antimikrobiyal etkisi sadece pH’y1 diisiirmeleri ile ilgili degildir, asidin tiirii
de onemlidir. Asit inhibisyonu; pH, asidin iyonlagma derecesi ve asidin tek basina

toksik etkisi ile iligkilendirilmektedir [Adams ve Nicolaides, 1997].

Asidik ortamin olusturdugu stres 6zellikle, laktik asit bakterileri olmak tizere bir¢ok
bakteri tilirlinde c¢alisilmistir. Diisiik pH iyonize olmayan asitlerin olusumunu
artirmaktadir. Dig ortamda pH’nin diisiik olmasi, hiicre sitoplazmasinin
asidifikasyonuna sebep olur ve iyonlasmamis asit hiicre zarindan igeriye difiize olur.
Iyonlagsmamus asit elektrokimyasal proton gradiyentini etkileyerek ya da substrat
transport sistemini etkileyen hiicre zar1 gecirgenligini degistirerek etkisini
gostermektedir [Adams ve Nicolaides, 1997; Yang, 2000]. Organik asitler ile
genellikle hiicre i¢indeki pH diismekte ve bu diisiis membran yapisini1 degistirmekte
ve pH’ya duyarli bazi enzimlerin aktivitesini azaltmaktadir. Hiicre, enerjisinin
cogunu sitoplazmik zarda proton gradiyenti olusturarak sitoplazmay1 nétralize (de-
asidifiye) etmek icin harcar ve bakteri gelisimi bu durumdan oldukga etkilenir

[Cotter ve dig., 2005; Charlier ve dig., 2009].
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Laktik asit pH 5°de spor olusturan bakterilere kars1 miitkemmel bir inhibitér olmakla
birlikte, ayn1 pH’da maya ve kiiflere kars1 etkisiz kalmaktadir. Laktik asitin direk etki
mekanizmasi ilizerine yapilmis ¢aligmalar yetersizdir. Ancak, laktik asitin de asetik
ve propiyonik asit gibi kisa zincirli yag asitlerinin etki tarzina benzer sekilde
membran potansiyeline etki ettigi ileri siirtilmektedir [Con ve Gokalp, 2002].

Laktik asit, salamura ve fermente gidalarda mikroorganizma gelisiminin onlenmesi
amaciyla kullanilmaktadir. Gida sanayiinde en genis kullanim alani ise fermente
gidalar ve siit endiistrisidir. Laktik asit molekiilleri hiicre i¢ine girdiginde diisik pH
degerlerini arttirmaktadir. Hiicre igerisine giren asit molekiilii, disosiye olarak proton
motive giicli notralize etmektedir. Bundan dolay1 da elektrokimyasal gradiente

dayandirilan membrana bagli transport islemine miidahale etmektedir.

2.3.2. Hidrojen Peroksit (H,05)

Laktik asit bakterilerinin tiremeleri sonucu olusturduklar1 hidrojen peroksit miktari,
laktik asit bakterilerinin cins, tiir ve hatta suslarina gore farklilik gostermektedir.
Hidrojen peroksit, termodinamik bakimdan kararsiz bir bilesiktir, su ve oksijene

ayrigmaktadir [Cadirct, 2003].

Oksijen varliginda laktik asit bakterileri; flavoprotein i¢eren oksidaz, NADH oksidaz
ve siiperoksit dismutaz enzim aktiviteleri sonucunda hidrojen peroksit olustururlar.
Laktik asit bakterilerinin “hem” gruplar (sitokrom ve katalaz) yoktur. Bu nedenle
hidrojen peroksidi indirgeyemezler. Hidrojen peroksitin gram pozitif bakterilere
(laktik asit bakterileri dahil) kars1 bakteriyostatik, birgcok gram negatif bakteriye kars1
ise oldiiriicii etkisi bulunmaktadir [Yang, 2000].

H20, bakteriyal hiicreler iizerinde gii¢lii oksitleyici 6zelliginden dolay1 etkili bir
antimikrobiyal bilesiktir. Siilfidril gruplar hiicre proteinleri ve membran lipitlerini
okside edebilirler. Bazi laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkileri Hy0O;
tiretimlerine dayandirilir. Ancak inhibitoér aktivitenin gercekte organik asitler ve
diger metabolitlerin kombinasyonu ile saglandigi ifade edilmektedir [Con ve Gdkalp,

2002].
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Hidrojen peroksidin antimikrobiyal etkisi; siilfidril gruplarint okside ederek bircok
enzimin denature olmasina sebep olmast ve hiicre zar lipitlerini peroksitleyerek
membran gecirgenligini artirmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica bakterisidal etkiye
sahip siiperoksit (O;) ve hidroksil (OH) serbest radikallerinin olusmasina sebep
olarak da DNA’ya zarar vermektedir [Ammor ve dig., 2006]. Cig siitte H,O,
laktoperoksidaz sistemini aktive ederek hipotiyosiyanat (OSCN), yiiksek oksi-asitler
(O2 SCN ve O3 SCN) ve orta oksidasyon ftriinleri olusturmaktadir. Bu {iriinlerin
genis bir spektrumda gram pozitif ve gram negatif bakteriler iizerine inhibe edici

etkisi bulunmaktadir [Yang, 2000].

2.3.3. Hidrojen Siilfiir (H,S) ve Karbondioksit (CO,)

Hidrojen siilfiir ¢cok toksik bir maddedir. Hidrojen siilfiire kiikiirtlii hidrojen de denir.
Kiikiirdiin hidrojenle olusturdugu renksiz, ¢ok zehirli gaz halindeki bir bilesiktir.
Hidrojen siilfiir, karakteristik ¢iiriik yumurta kokusunda bir gazdir. Termodinamik
bakimdan kararli olmasina ragmen cok yiiksek sicakliklarda ayrigsmasit miimkiindiir

[Yiiksekdag ve Beyatli, 2003; Cadirci, 2003].

Siilfatlarin bakteriler tarafindan rediiksiyonu ve proteinlerin par¢alanmasi sonucunda
hidrojen siilfiir olusur. Lactobacillus plantarum, L. viridescens ve L. coryneformis
tiirlerinin, peptonlu demir agarda hidrojen siilfiir olusturdugu bildirilmistir. Besi
yerinde karbon kaynagi az oldugunda da hidrojen siilfiiriin meydana geldigini

belirtmislerdir [Cadirc1,2003; Yiiksekdag ve Beyatli, 2003].

2.3.4 Proteolitik Aktivite ve Reuterin

Proteolitik aktivite, mikroorganizmalarin salgiladigi proteolitik enzimler ile
proteinlerin hidrolize olmas1 olayidir. Proteolitik aktivite, hem starter kiiltiirlerin asit
olusturma Ozelligi hem de iriiniin duyusal nitelikleri agisindan O6nemlidir. Bu
Ozelligin tayininde, Hull yonteminden yararlanilir ve kazeinin par¢alanmasi sonucu

serbest kalan tirosin ve triptofan belirlenir [Tabakoglu, 2010].
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Siitteki fermantasyon prosesinde, laktik asit bakterilerinin proteolitik sistemi anahtar
rol oynar c¢iinkii bu bakterilerin siitte gelisimini ve bu nedenle basarili bir

fermantasyon saglar [Savijoki ve ark., 2006].

Yapilan arastirmalarda, laktik asit bakterilerinde, laktik asit {liretimi ve proteolitik
aktivitenin cins, tiir ve suslar arasinda farklilik gosterdigi belirlenmistir [de Giori ve

ark., 1985].

Reuterin, heterofermentatif Lactobacillus reuterii tiiri tarafindan olusturulan, diisiik
molekill agirliginda, yiiksek ¢oziiniirliikte bir maddedir. Reuterinin inhibitdr etkisi
DNA sentezi lizerindeki etkisi ile riboniikleotid rediiktazin alt birimini baglayict bir

inhibitor gibi etki gosterdigi bulunmustur [Evren ve ark.,2006].

2.3.5. Bakteriyosin ve Bakteriyosin Benzeri Maddeler

Siit, et, tahil ve sebzelerin fermentasyonunda rol alan laktik asit bakterilerinin tirettigi
antimikrobiyal maddeler, fermente gidalarda olabilecek patojen bakterileri inhibe
edebilmektedir.  Protein  karakterindeki bu maddelerin  adlandirilmasinda
'Bakteriyosin' teriminin ilk olarak kullanimi 1953 yilinda Pasteur Enstitiisii
tarafindan yapilan bir yayinda Frangois Jacob ve Alexander Siminovitch adli bilim

adamlar1 tarafindan yapilmustir [Jack ve ark., 1995].

Bakteriyosinlerle ilgili olarak yapilan ¢aligmalarin yogunlagmasinin ardindan
mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen farkli yapilarda bakteriyosin ve benzeri
inhibitor etkiye sahip pek ¢ok madde kesfedilmistir. Bu molekiillerin bir kisminin
kimyasal yapis1 birbirine benzerlikler gosterirken bazilar ise digerlerinden oldukcga

farklidir [Kuleasan, 2002].

Bakteriyosinler Klaenhammer (1993) yaptig1 siniflandirmaya gore;
o Sinif I: lantibiyotikler yani kii¢iik peptidler (nisin, lacticin 3147A, lacticin
31478, plantarisin C),
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o Sinif 11I: kiigiik, 1s1ya kars1 stabil peptidler,

o Sinif I1I: 1s1ya duyarli biiyiik proteinler,

o Sinif IV: kompleks bakteriosinler olarak siniflandirilmaktadirlar [Kurt ve
Zorba, 2005].

Tagg ve arkadaslart (1976)’un yaptiklar1 tanima gore bakteriyosinler, protein
tabiatinda antagonistik maddeler olup smirli sayida bakteriye, oOzellikle de
bakteriyosin iireten bakteriye ve yakin tiirlere karsi bakterisidal veya bakteriyostatik
aktiviteye sahip bilesiklerdir. Bu tanimdan hareketle bakteriyosinlerle antibiyotikler
kanistirllmaktadir. Ancak bakteriyosinler ile antibiyotikler arasinda temel farkliliklar

bulunmaktadir. Bu farkliliklar;

1. Bakteriyosinler, antibiyotiklere gore ¢ok daha dar etki spektrumlarina
sahiptir.
2. Bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenen iiriinlerdir, antibiyotikler ise

enzimatik islenme sonucu aktif formlarini kazanirlar.

3. Bakteriyosinler genellikle gelisme fazinda iiretilirler ve iki bilesenli bir sistem
tarafindan regiile edilir. Antibiyotikler ise, gelisimin durma fazinda {tiretilen ikincil
metabolitler olarak bilinirler.

4. Her bakteriyosinin kendi bagisiklik proteini vardir. Bu bagisiklik proteinlerini
kodlayan genler, bakteriyosinlerin yapisal genleri ile baglantilidir. Antibiyotik
bagisikligin1 yoneten genetik determinantlar ise yapisal antibiyotik genleri ile
baglantili degildir [Tuncer, 2005].

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakterivosinlerin genel o6zellikleri

. 34 ile 57 aras1 aminoasitten olusan katyonik peptide sahiptirler,

. Membran fonksiyonlar1 stabilizasyonunu bozarak hiicre Oliimiine neden
olurlar,

. Gram (+) bakterilere kars1 bakterisidal etki gosterirler,

. Proteolitik enzimler bakterisidal etkiyi engelleyebilir,
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. Bakterisidal etki genel olarak genis pH araligina ve yiiksek sicakliga karsi
direnglidir,
. Bakteriyosine duyarli gram pozitif bakteriler, kendi {retmis oldugu

bakteriyosine direnglidir,
. Bakterisidal spektrum azdan ¢oga dogrudur,
. Gram (+) susa ait hiicreler bir bakteriyosine duyarli iken bir baskasina

direngli olabilirler,

. Duyarli bir sus bakteriyosin varliginda gelisirken gecici direnglilik
gosterebilir,
. Uretici hiicreler genetik olarak, kendi iiretmis olduklar1 bakteriyosinlere kars1

bagisiklik kazanmustir,
. Bakteriyosin molekiilii, iiretici hiicreleri igeren gram pozitif bakterilerin hiicre

ylizeyinden absorbe edilmektedir [Jack ve ark.,1995].

Bakteriyosin testleri

Bir bakterinin bakteriyosin {iretip tretmedigi cesitli yontemlerle belirlenebilir
[Bayram, 2005]

Spot-On Lawn Testi:  Sivi besiyerinde gelistirilen tiiplerin santrifiijlenmesi,
ndtralize ve filtrasyonu ile elde edilen siipernatantin indikator organizmay1 barindiran
petri agarin iizerine nokta seklinde (5-50 mikrolitre) ve inkiibasyonun ardindan
inhibisyon zonunu inceleyerek yapilir.

Agar-Kuyucuk Difiizton Testi: Spot-on lawn teknigindeki asamalar izlenir. Elde
edilen siipernatant indikator organizma barindiran petri agara kuyucuk agilarak igine
enjekte edilir ve inkiibasyonun ardindan inhibisyon zonu incelenir.

Sandvi¢ (Overlay) Yontemi: Bakteriyosin iireten bakteriler kati besiyerinde
kolonileri gozle goriilecek kadar gelistirilir bunun {izerine indikator bakteriyi igeren
yumusak agar ikinci tabaka seklinde ilave edilir ve inkiibasyondan sonra inhibisyon

zonu Ol¢iiliir.
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2.4 Lactococcus lactis’de Biyokimyasal Testler

Heksozlar1 fermente ederek laktat olusturan bakteriler laktik asit bakterileridir
[Tunail, 2009]. Laktik asit bakterilerini tanimlamada kullanilan biyokimyasal
karakterler; minimum, optimum ve maksimum ¢ogalma 1sis1, siit veya diger besi
ortamlariyla fermente edildiginde laktik asit miktari, oksijene toleransi, gaz ve ugucu
aroma bilesikleri iiretme yetenekleri, farkli NaCl yogunluklarima gosterdikleri
tolerans ile pH’ya olan toleransidir. Ayrica laktik asit bakterilerinin siitli asitlestirme
yetenegi de ayirici bir kriterdir. Ciinkii sentezledigi laktik asit miktar1 potansiyel
olarak stabil olmayan plazmitlerde kodlanabilir. Buna karsin laktik asit bakterileri
tiirlerini ayirmada olusturduklart laktik asit izomerlerinin saptanmasi daha gecerli bir

kriter kabul edilmektedir [Kilig, 2008].

Bakteriler  gelisecekleri  ortamin  pH'st  agisindan  daha  segicidirler.
Mikroorganizmalarin geligebildigi pH araligi ayni cinsin tiirlerine, hatta ayni tiiriin
farkl suslarina, lireme ortamina, ortamin bilesimine ve diger cevre faktorlerine bagl
olarak degismektedir. Lactobacillus tiirleri gelisme ortamindaki sitrik, hidroklorik,
fosforik ve tartarik asitlerin varliginda, asetik asit ve laktik asit varligina kiyasla daha
disiik pH degerlerinde gelisebilmektedir. Uygun olmayan pH degerlerinde
mikroorganizmalarin enzim aktiviteleri ve membran gegirgenligi olumsuz yonde
etkilenir. Bakteri hiicreleri normalde negatif yik fazlaligina sahip olma
egilimindedirler [Temiz, 1999].

Streptokoklar homofermentatif olarak glukozu L(+) laktik asite doniistiiriirler. Baz1
tirleri malik ve sitrik asit gibi organik asitleri, serin ve arginin gibi aminoasitleri
fermente ederler. Beslenme gereksinimleri genelde komplekstir, fakat degiskenlik
gosterir [Stiles ve Holzapfel,1997]. Aminoasit, purin, pirimidin, peptid, vitaminler ve
ara sira yag asitlerine gereksinimleri vardir. Optimum gelisme sicakligi 37 °C’dir.
Maksimum ve minimum gelisme sicakliklar ise tiirlere gore degisir [Kilig, 2008].
S.thermophilus bu genusda ayri bir 6neme sahiptir ¢linkii yogurt ve peynir liretimi
icin Onemli starter bir organizmadir. Sherman tarafindan viridans grubuna

yerlestirilmistir. Spesifik antijen grubu yoktur. S.thermophilus 45 °C ve 50 °C’ye
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kadar olan sicakliklarda gelisirler fakat 15 °C’ de gelismezler ve nispeten sicakliga

direnglidirler [Tabakoglu, 2010].

Laktokoklar, homofermentatif 6zellikte olup, ana enerji kazanim mekanizmalar
sekerlerin fermentasyonu ile ger¢eklesmekte ve baslica son {iriin olarak L (+) laktik
asit ve aroma maddeleri iiretmektedirler. Cogalabilmeleri i¢in azot kaynaklar1 basta
olmak iizere ¢ok sayida besin maddesine ihtiya¢ duyarlar. Laktokoklar optimum
30°C’de gelisirler. 10°C’ nin altinda, 45°C ve istiinde, %6,5 NaCl i¢eren ortamlarda
ve pH 9,6’ da iireme gosterememektedirler. Izolasyon kaynaklar siit, siit iiriinleri ve

bitkisel materyallerdir [Tabakoglu, 2010].

Entererokoklar kemoorganotrofik organizmalardir ve heksozlardan homofermentatif
laktik asit fermantasyonu ile L-laktik asit olustururlar. Ayrica aminoasitlerin
parcalanmasindan enerji elde ederler [Stiles ve Holzapfel, 1997]. Enterokoklar
Sherman tarafindan 10 °C ve 45 °C’ de, %6,5 NaCl ve pH 9,6’da gelisebilen
organizmalar olarak tanimlanmustir. 60 °C’ye kadar yasamlarini devam ettirebilirler.
Bu 6zelliklerinden dolayi streptokok ve laktokok gibi diger Gram (+) ve katalaz (-)
homofermentatif koklardan kolaylikla ayrilabilirler [Stiles ve Holzapfel, 1997,
Moreno ve ark., 2006]. Grup D anti serumu ile baz1 tiirler (E.avium, E.faecalis,
E.gallinarum) reaksiyon verirler ancak reaksiyon vermeyen bazi tiirler (E.cecorum,
E.columbae, E.dispar) de vardir [Klein, 2003].

Leuconostoc suslart mezofilik lactococlar gibi 30 °C” de gelisebilirler fakat diisiik
sicakliklarda 4°C ve 10 °C’ de gelisen suslart da vardir. Leuconostoclar fonksiyonel
sitokromlara sahip degillerdir ve krebs ¢emberinin bazi enzimleri eksiktir. Sadece
fermentasyonla enerji elde ederler. Diger biitiin laktik asit bakterileri laktik asit, CO»,
etanol veya asetat liretirler. Sitrat ve malat Leuconostoc tarafindan metabolize edilen

iki temel organik asittir [Hemme ve Foucaud-Scheunemann, 2004].

Pediokoklar homofermentatif’dirler. Biitiin tiirler glukozdan D- laktat tiretirler [Kilig,
2008]. Bazi tiirler pH ve NaCl’ye ekstrem tolerans gosterirler. Ornegin, P.

acidilactici 50 °C’ de gelisir ve sicakliga toleranshidir. P. damnosus ve P. parvulus
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asiti tolere ederler ve diisiik sicakliklarda gelisirler fakat genellikle diger suslardan
daha anaerob gelisme ortamina ihtiya¢ duyarlar. Diasetil tiretimi P. damnosus i¢in
tanimlayicidir, fakat smirli biliylime kosullar1 altinda asetoin ve /veya diasetil

tiretilebilir [Stiles ve Holzapfel, 1997].

LAB gidanin igerisinde yiiksek tuz gibi ¢esitli ozmotik streslere maruz kalmaktadir.
Bu durumlarda, 6zellikle turgor basinci (sisme) ve hidrasyon (su kaybetme) bu

bakteriler i¢in ¢ok dnemlidir [Dikici, 2009].

Tuzun mikroorganizmalar {izerindeki en dnemli etkisi osmotik basinci artirmasi ve
bdylece hiicre gecirgenligini artirarak mikroorganizma etkinligini azaltmasi veya
onlemesidir. Ancak bunun icin gerekli olan tuz konsantrasyonu; pH, sicaklik,
protein orani ve protein niteligi, karbohidrat miktari, metal iyonlar1 varlig1 gibi ¢esitli
faktorlerden etkilenmektedir. Diisiik tuz konsantrasyonlarinda (% 5-8) fermantasyon
hizli, yiiksek tuz konsantrasyonlarinda (% 10 ve iizeri) yavas olarak gerceklesir veya
hic  ger¢eklesmez. = Tuz  konsantrasyonun  fermantasyonda rol alan
mikroorganizmalarin faaliyetleri iizerine etkisi secgici 6zellik gostermektedir. Bu

bakimdan {irline ve prosese gore ayarlanmasi 6nem tagimaktadir [Aktan 1998].

2.5. API Testi

Biyokimyasal tanimlamayi pratik hale getirmek i¢in yar1 otomatik ve otomatik
tanimlama sistemleri kullanilmaktadir. Otomatik sistemler hazir test kitleri seklinde
bulunmaktadir. Ticari olarak temin edilen tanimlama kitleri organizmalarin bir dizi
substrati fermente etmesine veya asimile etmesine dayanmaktadir. Ornek olarak API
(bioMerieux) (API-50CHL veya API-20 strep) ve BBL CRYSTAL verilebilir.
Mikroorganizmalarin tanimlamasinin ¢abuk ve dogru bir sekilde yapilmasi i¢in hazir
kitler kullanilmaktadir. Bu kitlerin avantajlart; birgok biyokimyasal testin bir arada
calisilmasi, az miktarda malzeme ve 6rnek kullanimiyla kisa slirede sonug vermesi,
tekrarlanabilir olmas1 ve yiiksek dogrulukta sonu¢ vermesidir. Dezavantajlari ise;

yogun hiicre kiiltiirii kullanilmasi, hiicre morfolojisinin 6nceden belirlenmesinin
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geregi ve pahali olmasidir. Bu yontemler ¢ok yaygin bir tanimlama yontemi olarak

uzun yillardan beri kullanilmaktadir [Elgioglu, 2011].

API 20 strep genis bir kapasiteye sahip 20 biyokimyasal testi kombine eden standart
bir yontemdir. Bircok Streptococcaceae veya benzer organizmalarin grup veya tiir
diizeyinde tanimlanmasini saglamaktadir. API 20 stribi sekerlerin enzimatik
aktivitesi ya da fermantasyonu belirlenmesi icin dehidrate substratlari igeren 20
mikrotiipten olusur. Enzimatik testler, enzimatik substratlar1 yeniden hidrate etmesi
i¢in saf kiiltiirden yapilmis yogun bir organizma siispansiyonu inkiibe edilir. Ortaya
¢ikan son lriinler spontan ya da reaktif eklenerek renk degisikligi olusur ve sonuglar

bu renk degisimine gore degerlendirilir.

2.6 Molekiiler Tiplendirme Yontemleri

Molekiiler taksonomi; canli varliklarda bulunan molekiil yapilar ile ilgili bilgileri
toplayarak, siniflandirmaya ve uygulanabilir bir sistemde bu bilgileri organize etmeyi
saglamaktadir. Dogal bir smiflandirma yapmak icin filogeniye dayanan bir
siniflandirmadan s6z edildiginde molekiillerin siralaniginda bir karsilastirma islemi
yapilmasi1 gerekir. Molekiiler terminolojide bu siralanislar benzer bireysel gruplarin
ve gruplar arasinda filogenik akrabalarin taninmasina yardim eden yonlendirici bir

zincir meydana getirmektedir.

Farkli bireysellikten ileri gelen iki DNA arasindaki olas1 bir benzerligin ilk kosulu
onlarin igerdigi % (G+C) oranlarinin esitligidir. Bu uygun kosul iki DNA arasindaki
homolojinin daha Onceden ayrilmis basit heterolog kisimlarinin tekrar yeniden

biraraya gelme oranlari ile degerlendirilir [Kilig, 2008].

Niikleotit sekanslarinin kullanimini igeren genotipik teknikler kromozomal DNA
molekiiliiniin delesyon ve insersiyonu, restriksiyon endoniikleaz kesim bolgelerinin
yaratilmasina veya ekstrakromozomal DNA’nin kazanilmasi/kaybedilmesi veya
kesim bolgelerini elimine eden rastgele mutasyonlardan etkilenebilmektedir.

Bununla birlikte, bu yontemler olduk¢a pratik yontemler olup besiyerindeki
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degisikliklerden etkilenmemeleri agisindan fenotipik tanimlama tekniklerine gore
oldukga oOnemli dustiinliikler saglamaktadir. Dogal varyasyona daha az maruz

kalmaktadirlar [Moschetti, 1998; Bush ve Nitschko, 1999].

Gliniimiizde, laktik asit bakterilerinin identifikasyon asamalarinda ilgi odagi
fenotipik tekniklere gore c¢ok daha hassas ve kesin sonuglar veren genotipik
yontemlere dogru yonelmistir. DNA  bazli genotipik teknikler filogeni
arastirmalarinda mikroorganizmalarin birbirleri ile akrabaliklarinin belirlenmesinde
yogunlukla basvurulan yaklasimlardandir. Kullanilan teknige gore genus
seviyesinden sus seviyesine kadar mikroorganizmalarin farkli diizeylerde

tiplendirmesinde kullanilmaktadir.

Ideal bir tanimlama sistemi su &zellikleri kapsamalidir;

. Ayrim giicli yiiksek olmali,
. Gentis ¢esitlilikteki izolatlar1 tiplendirebilmeli,
o Laboratuar  koleksiyonlarma  ilaveten  dogal izolatlara  kolayca

uygulanabilmeli,

o Farkli merkezlerde uzun zaman sonra bile sonuglar tekrarlanabilir olmali,
o Elektronik veri tabani ve bilgisayara endeksli analiz ile uyumlu olmali,
° Hizli olmals,

o Pahal1 veya ¢ok karmasik olmamalidir [Babalola, 2003].

2.6.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonu; viriis, bakteri, fungus, protozoon ve parazit gibi hastalik
etkenlerinin  igerdigi gen  bolgelerinin, primerler (6zgil tamamlayici
oligoniikleotitler) ile yiiksek 1siya dayanikli polimeraz enzimleri kullanilarak in vitro
ortamda amplifiye edilmesini saglayan giivenilir ve 6zgiin bir yontemdir. Calismada
kullanilan genetik materyal, bir¢ok ilgisiz DNA molekiillerinin arasinda ve hatta ¢ok
az sayida olsa bile kopyalanabilir, homojen bir genetik materyal haline
doniistiiriilebilir ve boylelikle kolayca identifiye edilebilir. Secilen DNA dizisi
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cogaltilirken istenmeyen diziler baskilanabilir ve bdylece DNA dizisinin

tanimlanmasi kolaylasir [Cetinkaya ve Ayhan 2012].

PZR; kalip DNA, primer, polimeraz enzimleri, deoksiniikleotit-trifosfat (dNTP)

bilesenlerinden olusmaktadir.

Kalip DNA: Cogaltilacak baz dizisine sahip gen birimidir. Bunun yerine RNA'da
kullanilabilir. Bu durumda 6nceden RNA dizisi revers transkriptaz enzimi vasitasiyla

komplementer DNA'ya (cDNA) dondistiiriilerek kullanilir.

Primerler: Hedef DNA' ya 6zgii genelde 4-20 niikleotitden olusan tek zincirli DNA
molekiilleridir. Hedefe 6zgii olmas1 baska DNA' lar ile ¢apraz reaksiyon vermesini

engelleyerek dogruluk oranini artirir.

Polimeraz Enzimleri: Thermus aquaticus' tan izole edilen 1siya dayanikli DNA
polimeraz enzimleridir. Sicakliga karsi gosterdigi bu direng agisindan diger

enzimlere gore daha kullaniglidir.

Deoksiniikleotit-Trifosfat: Icerisinde 4 farkli nétralize niikleotidi (dATP, dCTP,

dGTP, dTTP) barindiran kalip zincirin uzamasini saglayan karigimlardir.

Bunun disinda DNA sentezini saglamak i¢in ortam sicakligi dongiisel olarak
degismektedir. Bu asamalarda sirastyla ¢ift iplikli DNA birbirinden ayrilir
(denatiirasyon), primerler DNA'ya baglanir (baglanma) ve son olarak baz dizilerinin

her birinin 3' OH ucuna uygun niikleotidler baglanir [Tiirky1lmaz ve Esendal, 2002].

2.6.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonuna (PZR) Dayah Tiplendirme Yoéntemleri

Rastgele Artirllmis Polimorfik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RAPD PCR): Bu
teknikte, rasgele dizilimdeki kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak genomik
DNA iizerinde belirlenen pargaciklar ¢ogaltilmakta olup, reaksiyonun gerceklesmesi

i¢in aragtirilan genomun baz dizilimi hakkinda herhangi bir 6n bilgiye ihtiya¢ yoktur.
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Rastgele primerlerin genomdaki sayisiz bolgeyi ¢cogaltabilme potansiyeli ve ¢ogalan
DNA pargaciklarinin genetik siniflara 6zgli durumu RAPD teknigini genetik uzaklik
ve filogenetik aragtirmalar igin tercih edilir hale getirmistir. Bu yontem son
zamanlarda LAB igeren probiyotik suslarin identifikasyonu i¢in kullanilan bir

yontemdir [Tabakoglu, 2010].

Cogaltilmis Fragment Uzunluk Polimorfizmi (AFLP): Genelde akraba tiirlerin
analizlerinde kullanilan AFLP teknigi bakteriyel siniflandirmay: agiklamakta DNA-
DNA melezlesme teknigiyle birlikte kullanilir. AFLP teknigi temelde RAPD-PZR ve
RFLP yontemlerinin beraber kullanildigi ve tanilamada PAPD-PZR ve ARFLP
kadar tiir ve alttiir seviyesinde yiiksek dogruluk orani saglayan ve giiniimiizde diger
molekiiler tekniklerin alternatifi olarak goriilen giincel bir teknikdir. Uygun
kosullarda ¢ogaltilacak olan DNA’y1 elde etmek amaciyla DNA pargalarinin uglarina
baglanan ikili zincir kromozomal DNA adaptorlerini taniyabilen primerler ile
spesifik ¢ogalmay1 gerekli kildigindan alinan sonuglar tekrar edilebilir 6zelliktedir
[Kiran ve Osmanagaoglu, 2011].

Tekrarlanan Palindrom Dayah Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Rep-PZR):
Okaryotik canlilarda Rep olarak adlandirilan ve DNA iginde farkli sayida tekrarlayan
bu gen bolgeleri bakterilerde merkezi korunmus palindromik yapida olan
boliimlerdir. Giiniimiizde tekrarlanan DNA sekanslarmin 3 tiirti belirlenmistir.
Bunlardan ilki tekrarlanan ekstrajenik palindromik (REP) diye isimlendirilen 35-40
baz c¢ifti uzunlugunda ve cesitli halkalar1 igeren birimlerdir. Enterobakteriyal
tekrarlanan interjenik palindromik konsensus (ERIC) ise merkezi korunmus ve 124-
127 baz ¢ifti biiyiikligiinde palindromik yapiya sahip sekanslardir. BOX dizisi ise;
154 baz ciftlik box A, box B, ve box C seklinde isimlendirilmis korunmus alt
tinitelere sahip elementlerdir. Toplu halde bu yontemler Rep-PZR genomik parmak
izi teknigi olarak tanimlanmaktadir. Bu teknikle tekrarlanan elementler PZR ile
degisik boyutlarda DNA fragmentleri iretmek icin ¢ogaltilmaktadir. PZR {iriinleri
daha sonra boyutlarina gore agaroz jel elektroforezinde ayrilmakta ve spesifik DNA
parmak izi bantlar1 olusturulmaktadir. Daha sonra bu bantlar tanimlayici bilgisayar

programi kullanilarak analiz edilmektedir. Rep veya ERIC dizilerinden kaynaklanan
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primerlerle yapilan PZR kolay uygulanabilmesi, ¢ok sayida izolat ile ¢alisilabilmesi,
ayirt ediciliginin yiiksek olmasi nedeni ile en yaygin kullanilan molekiiler

tiplendirme yontemleri arasindadir [Kiran ve Osmanagaoglu, 2011].

2.6.3.Polimeraz  Zincir Reaksiyonundan (PZR) Bagmmsiz Tiplendirme

Yontemleri

Dalgalh Alan Jel Elektroforezi (PFGE: Pulsed Field Gel Electrophoresis):
Molekiiler tiplendirme yontemlerinin en basarilis1 olarak kabul edilen bu yontemde
stv1 veya kati besiyerinde liretilen bakteriler, diisiik erime 1sil1 agarozla karistirilip
kiigiik kaliplar igine dokiilmektedir. Agaroz igine karistirilan bakteri hiicreleri,
deterjan ve enzim yardimiyla parcalanarak DNA izolasyonuna tabi tutulmaktadir.
PFGE’de bozulmamis DNA gerekli oldugundan, DNA’da kirilmalara yol agabilen
geleneksel DNA izolasyonu uygun degildir. Liziz islemini takiben agaroz kaliplar
lyice yikanarak veya diyalize edilerek protein ve karbonhidrat gibi kontaminantlarin
uzaklastirilmas1 saglanmaktadir. Kromozomal DNA agaroz jel i¢inde kalmaktadir.
Agaroz i¢indeki bakteriyel DNA nispeten az sayida ve biiylik parcalar olusturan bir
restriksiyon enzimi ile kesime ugratilmaktadir. Daha sonra i¢inde kesime ugratilmis
DNA pargalar1 bulunan kaliplar, elektroforez uygulanacak jel icindeki uygun
cukurlara yerlestirilmekte ve belli araliklarla yonii degistirilen elektrik akimina tabi
tutulmaktadir. Bu tip bir elektrik akimi 10-800 kb’lik DNA fragmanlarinin net olarak
ayirt edilmesini saglamaktadir. Elektroforez sonucunda jel etidyum bromiirle
boyanarak her bir izolata ait bant profili goriiniir hale getirilmektedir. Bu bant
profilleri bilgisayar programlart yardimiyla degerlendirilerek suslarin birbiriyle

iliskileri ortaya konulmaktadir [Moschetti ve ark., 2001].

Ribotiplendirme: Ribotiplendirmede total genomik DNA bir restriksiyon enzimiyle
daha kiigiik fragmentlere pargalanmakta ve bu parcalar jel -elektroforeziyle
birbirinden ayrilmaktadir. Fragmentler jelden bir membrana transfer edilmekte ve
ribozomal 16S ve 23S rRNA’y1 kodlayan genlerin korunmus bolgelerine spesifik
isaretlenmis evrensel bir probla hibridizasyona tabi tutulmaktadir. Hibridizasyondan

sonra fragmentleri gostermek i¢in problarin hibridize oldugu yerde probdaki igaret
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gozlenmektedir. Ribotip denilen bu bantlar, referans bir tiir veri bankasiyla
karsilastirilarak izolatlarin tanimlanmasi i¢in kullanilabilmektedir. Yontemin ayirim
giicii kullanilan oligoniikleotit problarin ve restriksiyon enzimlerinin sayisina ve
tipine baghdir. PFGE ile karsilastinnldiginda ribotiplendirme, alttir ve sus
identifikasyonu i¢in yetersiz kalmaktadir buna ragmen tiirlerin ayriminda

uygulanabilir bir yontemdir [Kiran ve Osmanagaoglu, 2011].

Plazmid Profil Analizleri: Plazmidler ekstrakromozomal, replike olabilen, kiigiik,
halkasal c¢ift iplikli DNA molekiilleridir. Alkali lizis prosediirlerini kullanan
geleneksel plazmid izolasyonu ve cok sayida tiiretilmis yontemlerin kullanima,
plazmid izolasyonu ve analizlerini mikrobiyoloji ve molekiiler biyoloji
labotatuvarlarinda diizenli olarak kullanilan teknikler haline getirmistir. Bu yiizden,
plazmid profilleri bakteriyel tiplendirme i¢in yardimci analizler olarak
kullanilmaktadir. Ayni tiire ait olan suslarin sahip olduklar1 plazmidlerin say1 ve
biiytlikliiklerindeki varyasyonlar1 olarak bilinen plazmid profili analizi, LAB’larin
tiplendirilmesinde kullanilan bir yontemdir. Ciinkii bu gruba ait suslarin ¢gogu bir¢ok
plazmid igermektedir. Plazmid profilleri onceleri tlir i¢i ayrimin tiplendirilmesinde

uygun olarak goriilmistiir [Kiran ve Osmanagaoglu, 2011].

Restriksiyon fragmenti uzunluk polimorfizmi (RFLP); Restriksiyon enzimleri
(RE), cift iplik¢ikli DNA’da spesifik bolgelerden kesim yaparak, DNA’dan bir genin
veya gen tastyan bir DNA segmentinin ¢ikarilmasinda etkin fonksiyonlar1 olan
enzimlerdir. DNA’nin bu enzimlerden bir veya birkaci ile kesime ugratildiktan sonra,
agaroz jel elektroforezine tabi tutulmasi ve sonra etidyum bromid ile boyanan jelde
olusan DNA bantlarinin yeri ve sayist kiyaslanarak elde edilen gesitlilige RFLP adi
verilmektedir [Eroglu, 2006]. RFLP y6ntemi uygulanmasi nispeten kolay olan, ucuz
ve hizli bir yontemdir. Fakat birden fazla fragment olusmasi ve bunlarin jel tizerinde
birbirine yakin goriinmesi nedeniyle bu fragmentin ayrimi giiclenmektedir. Bundan
dolay1 tutarli sonuglarin olusmasi i¢in birkag tane restriksiyon enziminin kullanimina

ihtiyag duyulabilmektedir [Kiran ve Osmanagaoglu, 2011].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Gerec
3.1.1. Cig Siit Ornekleri

Bu calismada, Amasya’da bulunan mandiralardaki ¢ig siitlerden 6rnekler alindi.
Izolasyon igin 77 farkli ¢ig siitten farkli zamanlarda bu &rnekler saglandi. Ornekler
aseptik kosullar altinda laboratuvara getirildi ve izolasyan asamasina gegildi.

Ornekler analiz islemine kadar +4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.

3.1.2. Bakteri Kiiltiirleri

Cig siitlerden elde edilen izolatlarin bazi patojen mikroorganizmalar iizerindeki
antimikrobiyal aktiviteleri ile morfolojik, biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle
tirlerini belirlemek igin Lactococcos lactis ssp lactis (ATCC 19435), lactococcus
lactis ssp cremoris (ATCC 1925) numaral standart suslar kullanildi. Test
mikroorganizmalar1 olarak Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Bacillus subtilis
(ATCC 6633), Bacillus cereus (DSM 4312), Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
ve Escherichia coli (ATCC 35218) patojen suslart kullanildi. Bu ¢alismada
kullanilan mikroorganizmalar ve standart suslar Amasya Universitesi Fen Edebiyat

Fakiiltesi Biyoloji Boliimii molekiiler mikrobiyoloji labaratuvarindan temin edildi.

3.1.3. Kullanilan Cozeltiler

3.1.3.1.Peptonlu Su

Total Nitrojen 12% +0.5
Amino Nitrojen 5% £0.5

Izolatlarin eldesi icin diliisyon sivis1 olarak peptonlu su kullanildi. Peptonun (LabM
Mco24) 1 gramu 1 litre distile (Millipore Direct-Q) suda ¢6ziildi. 10 ml'lik deney
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tiplerine 9 ml konularak, otoklavda (Niive OT 90 L) 121 derecede 1 atmosfer
basingta 15 dakika steril edildi.

3.1.3.2. Serum Fizyolojik

Bu ¢ozelti test mikroorganizmalarinin Mc Farland (Den-1B) degerini sabitlemek i¢in
kullanildi. 1000 ml distile suya 0.85 gram NaCl eklenerek ¢o6ziildii. 10 ml siselere 7
ml dispanse edildi. Otoklavda 121 derecede 1 atmosfer basingta 15 dakika steril
edildi.

3.1.3.3. Gram Pozitif Bakteri Lizis Cozeltisi

Bu ¢6zelti DNA izolasyonu asamasinda kullanildi. 20 mM Tris-HCL (Sigma T5941)
2mM etilendiamintetraasetik asit (EDTA) (Sigma E5134) ve %1.2' lik Triton-X 100
(Sigma E5134) ile karistirildi, pH'1 8'e ayarlandi ve +4°C' de stoklandi. Kullanilacagi

zaman 20 mg/ml lizozim eklendi.

3.1.3.4. 10X TBE Tamponu

0.89M Trizma Base
0.89M Borik Asit
0.02M EDTA

Bu ¢ozelti elektroforez agamasinda jel yiirlitmede kullanildi. Trizma base (Sigma
T1503), borik asit (Sigma B6768) ve (Sigma E5134) EDTA kimyasal maddeleri
belirtilen molaritelerde alinarak 1 litre saf suda ¢o6ziildii. 10X olarak hazirlanan stok
+4 derecede saklandi. Kullanim asamasinda 1X'e diliie edildi. pH metre (Hanna
HI2211) ile pH" 8.4’e ayarlandi.
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3.1.3.5. % 1' lik Agaroz Jel

Agaroz (Prona Biomax) 10 g
1IX TBE 100 mL

PZR iiriinlerinin elektroforez islemiyle goriintiilenmesi i¢in kullanildi. Agaroz
tizerine 1X TBE tamponu eklendi ve mikrodalga (Bosch) firinda 1sitilarak homojen
hale getirildi. Sogutulduktan sonra elektroforez tankina dokildii.

3.1.3.6. Etidyum Bromiir Cozeltisi

Etidyum bromiir 20 pl
Distile su 200 ml

Etidyum bromiir (Sigma E1510) ¢ozeltisi DNA dizilerini jelde goriintiilemek i¢in
kullanildi. Etidyum bromiir interkalar bir ajan oldugu ve kanserojen etkisi dikkate
almarak ¢alisildi. Cozelti karanlik ortamda muhafaza edildi.

3.1.4. Kullanilan Besiyerleri

3.1.4.1. De Man, Rogossa ve Sharp (MRS) Agar

Pepton kazeyin 10 g/lt
Et ekstrakti 10 g/lt
Maya ekstrakti 4 g/lt
D (+) glukoz 20 g/lt
diPotasyum hidrojen siilfat 0,2 g/lt
Tween 80 1 g/lt
di Amonyum hidrojen sitrat 2 g/lt
Sodyum asetat 59/lt
Magnezyum siilfat 0,2 g/lt

Manganez siilfat 0,04 g/lt
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Agar agar 14 g/lt

Bu besiyerinin (Merck 1.10660.0500) 68,2 grami 1 litre distile suda ¢6ziildii, pH' 5.7
've ayarlanarak su banyosunda (Isolab 1.602.02.001) bekletildi. Daha sonra 121°C'de
15 dk. otoklavlanarak steril edildi. 45°C’ye sogutularak petri kaplarina dokiildi. Bu

besiyeri laktik asit bakterilerinin izolasyonu i¢in kullanilda.

3.1.4.2. De Man, Rogossa ve Sharp (MRS) Broth

Pepton kazeyin 10 g/lt
Et ekstrakti 8 g/lt
Maya ekstrakti 4 g/lt

D (+) glukoz 20 g/lt
Dipotasyum hidrojen hosfat 2 g/lt
Tween 80 1 g/lt
di-Amonyum hidrojen sitrat 2 g/lt
Sodyum asetat 59/lt
Magnezyum siilfat 0,2 g/lt
Manganez siilfat 0,04 g/lt

Ticari olarak elde edilen bu besiyerinin (Merck 1.10661.0500) 52,2 grami 1 litre
distile suda ¢ozildi, pH'1 5.5’¢ ayarlanarak su banyosunda bekletildi. Daha sonra
121°C'de 15 dk. otoklavlanarak steril edildi. Bu besiyeri laktik asit bakterilerini

aktiflestirmek i¢in kullanildi.

3.1.4.3. M-17 Agar

Tripton 5.0 g/lt
Soya peptonu 5.0 g/lt
Maya ekstrakti 2.5 g/lt
Sindirilmis et 5.0 g/lt

Disodyum b-gliserofosfat pentahidrat 19.0 g/lt
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Magnezyum siilfat 0.25 g/lt
Askorbik asid 0.5g/lt
Agar 11 g/lt
%10 Laktoz monohidrat 50 ml

Bu besiyerinin (Oxoid CM0785) 48,25 grami 950 ml distile suda ¢o6ziildii, pH'1 6.9'a
ayarlanarak su banyosunda bekletildi. Supplement olarak 50 ml %10'luk laktoz
monohidrat ¢6zeltisi hazirlandi. Daha sonra 121°C'de 15 dk. otoklavlanarak steril
edildi. 45°C’ye kadar sogutulan sivi haldeki besiyerine steril edilen laktoz
monohidrat ¢ozeltisi eklendi ve petri kaplarma dokiildi. Bu besiyeri Lactococcus

lactis tiirlerinin izolasyonu i¢in kullanildi.

3.1.4.4. TSA (Tryptic Soy Agar)

Pepton kazeyin 17 g/lt
Soya pepton 39/l
D (+) glukoz 2,5 g/lt
Sodyum klorit 5g/lt
di-Potasyum hidrojen fosfat 2,59/t
Agar agar 14 g/lt

Bu besiyerinin (Merck 1.05459.0500) 30 gramu 1 litre distile suda su banyosunda
¢oziildii, pH:7.1'e ayarlanarak 121°C'de 15 dk. otoklavlanarak steril edildi. Indikator

mikroorganizmalarin tiremesi ve aktiflestirilmesi i¢in kullanildu.
3.1.4.5. Saklama Stogu
52.2 gram MRS Broth

200 ml Gliserol (Acros Organics A0322433)
800 ml distile su
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MRS Broth'a saf su ve gliserol eklenerek ¢oziindiiriildi. Daha sonra 121°C’de 15 dk.
otoklavlanarak steril edildi. Suslarin aktiflestirme islemine kadar saklama stogu -
20°C'de sakland.

3.2. Yontem
3.2.1. Cig Siit Orneklerinin Hazirlanmasi

Cig siit ornekleri steril kaplarda laboratuvara getirildi. Bek alevi kullanilarak steril
pipetler ile 10 ml alind1 90 ml %0.1'lik peptonlu su bulunan steril posetlere aktarildi.
Karistiricida (Stuart orbital shaker SSL1) 30 dakika homojenize edildi. Son olarak 9

ml steril peptonlu su bulunan tiiplere aktarilarak 10™*e kadar seri diliisyon yapildi.
3.2.2. Bakterilerin izolasyonu

Izolasyon isleminde Tabakoglu (2010) ydntemi modifiye edilerek kullanildi. Cig siit
orneklerinden bakteri izolasyonu i¢in De Man Rogossa Sharpe (MRS) Agar ve
laktokok secici besiyeri olarak M17 Agar kullanildi. Hazirlanan diliisyonlardan 100
ul almarak MRS agara aktarildi ve drigalski ¢ubugu ile yayma ekim yapild:.
Omekler 37°C'de anaerobik jarda, 48-72 saat etiivde (Thermo Heratherm)
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra ¢iplak gozle morfolojik olarak laktik
asit bakterilerine (LAB) benzeyen tek kolonilere katalaz testi uyguland: ve katalaz
negatif olanlar M17 agara ekildi ve 48-72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan
sonra katalaz testi tekrar edildi. Katalaz negatif olanlar muhtemel LAB sayilip %20

gliserollii MRS broth saklama stoguna ¢ekilerek -20°C'de (Bosch) saklamaya alindi.

Izolasyon basamaginda 3 aylik siire icerisinde toplanan 77 ¢ig siit numunesinden 48'i

tireme gosterdi ve toplam 154 izolat elde edildi.
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J.LE 1eES 8

Katalaz Testi

Resim 3.1: Bakteri izolasyonu

3.2.3. Suslarin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Literatiir arastirmalarina gore laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivitelerinin
genelde yakin tiirlerin inhibisyonunda etkili oldugu bildirilmektedir. Elde edilen
izolatlarin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi igin Salmonella enteritidis
(ATCC 13076), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Bacillus cereus (DSM 4312),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve Escherichia coli (ATCC 35218) standart

suslar kullanildi.

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi i¢in kuyu difiizyon yontemi uygulandi.
Izolatlar MRS broth besiyerine inokiile edildi, 24 saat anaerobik jarda 37°C'de
etiivde inkiibasyona birakilarak aktiflestirildi. Aktiflestirilen kiiltiirler steril santrifiij
tiiplerine aktarilarak, 2420 rpmde 20 dakika +4°C'de santrifiij islemiyle (Sigma 3-
30K) siipernatantlar elde edildi ve 0.45 pum enjektor filtreden (Minisart16555k)
gecirildi. Birglin 6nceden triptik soy agarda aktiflestirilen standart suslar steril
fizyolojik su ile sulandirilarak 0.5 Mc Farland'a ayarlandi. Steril ekiivyonla triptik
soy agar bulunan petrilere yayma ekim yapild1 ve steril delici yardimiyla 6 mm

capinda kuyucuklar acildi. Bu kuyucuklara izolatlardan elde edilen filtralardan 100
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ul yiiklendi. Petriler 37° C'de 24 saat inkiibe edildikten sonra olusan inhibisyon
zonlar1 bir kumpas yardimi ile 6l¢iildii. En az 3 farkli patojen susta zon olustururan

izolatlarin slipernatantlarinin pH’lar1 nétrlenerek deney tekrari yapildi [Tabakoglu,

2010].

f 100 ul %

1. aktif 2. aktif

100 ul

Resim 3.2: Bakteriyosin testi

3.2.4. Antimikrobiyal Aktivite Gosterenlerin Identifikasyonu

Kuyucuk difiizyon testi ile en az ii¢ patojen Susta zon olusturan izolatlarin
identifikasyonu yapildi. identifikasyonda morfolojik, biyokimyasal ve API testleri
kullanildi. Morfolojik olarak Gram boyama, optimum gelisme sicakligi ve pH’si,
gelisebildigi NaCl konsantrasyonu testleri ve API 20 Strep (Bimerieux 20600) testi
uygulanda.

3.2.4.1. Gram Boyama

Identifikasyon amaciyla Gram boyama (Kimsan Kimya) kiti kullanildi. izolatlarin

24 saatlik geng kiiltiirlerine Gram boyama islemi uygulandi ve mavi-mor renkli
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koloniler Gram pozitif, kirmizi-pembe renkli koloniler ise Gram negatif olarak

degerlendirildi.

3.2.4.2. Farkh Sicakhklarda Gelisme Testi

Izolatlar MRS s1v1 besiyerine 70 ul ilave edilerek 4°C'de, 15°C'de ve 45°C'de inkiibe
edildi. Inkiibasyonun sonunda 24. ve 48. saatler de ¢iplak gozle incelendi. Gelisme
gosterenler pozitif, gelisme gostermeyenler negatif olarak isaretlendi. Negatif kontrol

olarak bakteri icermeyen MRS siv1 besiyeri kullanildi.

3.2.4.3. Farkh pH’ larda Gelisme Testi

Izole edilen mikroorganizmalar 5 M ve 0,01 M HCI asit ve NaOH ile pH:3.9 ve
pH:9,6’ya ayarlanan MRS siv1 besiyerlerine 70 pl inokule edilerek 37 °C’ de 24 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonucunda ciplak gozle degerlendirme yapilip
gelisme gosterenler pozitif, gostermeyenler ise negatif olarak degerlendirildi. Negatif

kontrol olarak bakteri igermeyen MRS siv1 besiyeri kullanildi.

3.2.4.4. Farkh NaCl Konsantrasyonlarinda Gelisme Testi

Izolatlar % 4, %7.5 ve %10 tuz konsantrasyonu iceren MRS siv1 besiyerine 70 ul
oraninda inokiile edilip 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi. Gelisme gosterenler
pozitif, gostermeyenler ise negatif olarak kabul edildi. Negatif kontrol olarak bakteri

icermeyen MRS s1vi1 besiyeri kullanildu.

3.2.4.5. Hemoliz Testi

Hemoliz testi, streptokoklari ve stafilokoklar1 ayirmak i¢in kullanilmaktadir.
Streptokoklar ¢esitli hemoliz enzimlerine sahiptirler ve kanli agar besiyerinde farkli
ozellikte hemolizlere neden olurlar. Streptokoklar, kanli agar besiyerinde meydana
getirdikleri bu farkli hemolizlere gore; B-hemolitik, a- hemolitik ve y- hemolilik
streptokoklar olarak iige ayrilmaktadir. 3-hemolitik streptokoklar hemoglobini tam
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olarak hemoliz ederler. Tam hemolizde, kanli agar besiyerinde gelisen bakteri
kolonilerinin etrafinda diizgiin bir hatla ¢evrilmis temiz ve berrak bir hemoliz zonu
meydana gelir. a- hemolitik streptokoklarin kanli agar besiyerindeki kolonilerinin
etrafinda, kenarlar1 keskin hatli olmayan, bulanik ve yesilimsi bir hemoliz zonu
olusur. y- hemolitik streptokoklar hemolizin enzimlerine sahip degildir, dolayisiyla

da kanli agar besiyerinde hemoliz olusturmazlar (KORUCU, D., 2012).

Hemoliz testi, bir sonraki identifikasyon asamasi olan API 20 Strep testi i¢in 21. test
olarak gerekmektedir. Bu asamada izolatlarin kanli agara ¢izgi ekimleri yapildi.
Anaerobik jarda 37 °C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi. Kolonilerin etrafinda beyaz

halka olusturanlar pozitif, olusturmayanlar ise negatif olarak kabul edildi.

3.2.4.5. API 20 Strep Testi

API 20 Strep testi genis bir mikroorganizma tanimlama kapasitesine sahip 20
kimyasal test i¢eren bir yontemdir. Nemli bir ortam olusturmak i¢in strip ile beraber
gelen petege 5 ml steril deiyonize su eklendi ve stripler inkiibasyon kutusuna
konuldu. Kanli agara ekilen 24 saatlik taze kiiltiirlerden, API Suspension Medium'a 4
Mc Farland degerinden daha yogun olacak sekilde steril ekiivyon vasitasiyla
stispanse edildi. API Suspension Mediumdan, VP'den ADH kiipiilene kadar her
kiipiile 100 pl, ADH Kkiipiiliiniin ise tamamina hava kabarcig1r kalmayacak sekilde
yiiklendi. API Suspension Mediumdan kalan1i API GP Medium'a aktarildi. Stribin
ikinci yarisindaki RIB 'den GLYG testine kadar bu silispansiyon yiiklendi. RIB 'den
GLYG testine kadar olan kiipiillerin agz1 mineral yag ile kapatildi. Stripde belirtilen

yonergelere gore sonuglar degerlendirildi.
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Resim 3.3: API 20 Strep negatif test kiti
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Resim 3.4: API 20 Strep pozitif test kiti

3.2.4.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Yontemi

3.2.4.5.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu kitte (Thermo GeneJet DNA Purification) onerilen basamaklara
gore yapildi.

1. Bir giin 6nce aktiflestirilen kiiltiirden 2 ml santrifijj tiiptine alinarak 5000 g' de
10 dakika santrifiij (Hettich Mikro120) edildi. Siipernatant kism1 uzaklastirildi.

2. Pellete 180 pul Gram-pozitif lizis ¢ozeltisi eklendi ve 30 dakika 37 °C’ de
inkiibe edildi.

3. Inkiibasyondan sonra iizerine 200 ul lizis soliisyonu ve 20 pl proteinaz K
ilave edilerek pipetlendi.

4. Daha sonra 56 °C'de kuru blok 1siticida (Fineper termobath ALB128) 5
dakika araliklarla vortekslenerek (Ika Vortex 4) yaklasik 30 dk inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonucunda iizerine 20 pl RNase A soliisyonu inokiile edilip
vortekslenerek 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

6. Daha sonra lizat GeneJet Genomic DNA Purification kolonuna yiiklendi ve
kolon koleksiyon tiipiine takildi.

7. 1 dakika 6000 g' de santrifiij edildi. Koleksiyon tiipii atild1 ve kolona yeni bir
steril koleksiyon tiipii takildu.

8. Kolonun iizerine 500 pul Wash Buffer 1 eklendi. 8000 g' de 1 dakika santrifiij
edildi.

9. Kolona 500 ul Wash Buffer 2 ilave edildi. 14000 g' de 3 dakika santrifiij
edildi.

10. Kolona 200 pl Elution Buffer yiiklendi. 5 dakika oda sicakliginda
inkiibasyonun ardindan 8000 g' de 1 dakika santrifiij edildi.
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11.  Koleksiyon tiiplinden DNA elde edildi ve PZR asamasina kadar -20°C'de

saklandi.

3.2.4.5.2. Primer dizileri

Primerler IDT firmasi tarafindan saglandi. Liyofilize haldeki primerler embriyolojik

saf su ile 100 uM stok olacak sekilde sulandirildi.

Primer 5'-Primer dizisi-3' Tiir Baz
uzunlugu/
Referans
LACToF GCGGCGTGCCTAATACATGC Lactococcus 700 bp
lactis spp. MAMSIN, A.,
LACTOR | ATCTACGCATTTCACCGCTAC lactis (2015)
LACTolF ACGCGAAGAACCTTACCAGG Lactococcus 600 bp
lactis spp. T. ODAMAKI
LACTol1R CACCTTCCGATACGGCTACC cremoris (2011)
Tablo 3.1: PZR asamasinda kullanilan primerler
Master Mix Miktar pl Konsantrasyon
Saf Su(Lactis/Cremoris) 18.05/17.55
Buffer 3.0 10X (Thermo)
MgCl, 2.5 25 mM (Thermo)
dNTP mix 0.5 10 mM (Thermo)
[leri Primer 0.25 10 pMol (Thermo)
Geri Primer 0.25 10 pMol (Thermo)
Taq DNA Polimeraz 0.2 5U (Thermo)
DNA (Lactis/Cremoris) 0.25/0.75
Toplam 25

~Tablo 3.2; Master mix karigimi




38

PZR karisimi 25 ul olarak hazirlandi. Master mix biyo giivenlik (Esco Class 2)
kabininde DNase-RNase free mikro santrifiij tiiplinde Cizelge 3.2'de verilen
miktarlarda hazirlandi ve son olarak iizerlerine DNA Ornekleri ilave edildi.
Hazirlanan tiipler cizelge 3.3 belirtilen sicakliklarda ve periyotlarda termal cycler

(Thermo Arktik) cihazina yerlestirildi.

Amplifikasyon programi

Lactococcus lactis ssp lactis
3 dakika 30 saniye 30 saniye 40 saniye 10 dakika
95 °C 95 °C 59 °C 72°C 72°C
1 dongii 30 dongii 1 dongii
“Tablo 3.3: Lactococcus lactis ssp lactis PZR 1s1 protokolii
Lactococcus lactis ssp. cremoris
3 dakika 30 saniye 30 saniye 40 saniye 10 dakika
95°C 95 °C 55°C 72°C 72°C
1 dongii 30 dongii 1 dongii
" Tablo 3.4 Lactococcus lactis ssp. cremoris PZR 1s1 protokolii
3.2.4.5.3. DNA' nin Jelde Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

Hazirlanan jel tanka (Thermo Easycast B2) yerlestirildi ve iizerine 1X TBE ilave
edildi. PZR iirtinlerinden 10 pl alarak {izerine 2 pl 6X yilikleme tamponu (Thermo
Gene Ruler) ilave edildi ve %1' lik agaroz jele yiiklendi. Baz biiyiikliigii tespiti i¢in
100 baz ciftlik belirte¢c (Thermo Scientific Generuler 100 bp) kullanildi. Gii¢ kaynag:
(Biorad Powerpack) 80 volt 400 miliampere ayarlanarak jel 90 dakika yiiriitiildi. Bu
isleminin ardindan 5 mg/ml etidyum bromiir c¢ozeltisi ilave edilerek orbital
karistiricida 50 RPM'de 20 dakika jel boyandi. UV gériintiileme cihazinda (Vilber
Lourmat TCP-20.MC) jelin goriintiisii fotografland1 ve bant biiyiikliikleri belirtegle
karsilastirilarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Amasya il ve ilg¢elerindeki mandiralardan elde edilen 77 ¢ig siit 6rneginden 154
izolat secildi. Bu izolatlar patojen mikroorganizmalar iizerindeki antimikrobiyal
aktivitelerini tespit etmek igin incelendi. Laktik asit bakterisi oldugu diisiiniilen
izolatlara katalaz testi uygulandi ve katalaz negatif olanlar selektif besiyeri olan M17
besiyerine ekilip tekrar katalaz testine tabi tutuldu. Katalaz negatif bulunanlar stoga
cekilip daha sonra kullanilmak {izere -20°C' de saklandi. Tablo 4.1'de o6rnek

numaralar1 ve izolat sayilar1 verilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15
Al A|A A A Al A
B B B B B B B B B B
c C C C C Cc C C C Cc
D D
16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 | 24 | 25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30
A | A A A
B B B B B B B B B
C C C
D D
31 | 32 | 33 | 34 | 35 | 36 | 37 | 38 | 39 | 40 | 41 | 42 | 43 | 44 | 45
A A A | A | A
B B B B B B B B B B B B
C C c| C
D D D D D D D D| D
46 | 47 | 48 | 49 | 50 | 51 | 52 | 583 | 54 | 55 | 56
AlA|IA]A|A Al A A A
B B B B B B B B B
Cc C C C C C C
D D D D D D

~Tablo 4.1: izolatlarin 6rnek numaralar ve izolat sayilar1
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4.2. Antimikrobiyal Aktiviteye Sahip Izolatlarin Belirlenmesi

Laktik asit bakterisi oldugu diistiniilen 154 izolatin antimikrobiyal aktivite
potansiyeli Ol¢lilmiistiir. Bu asamada kuyucuk diflizyon teknigi kullanilmistir
[Tabakoglu, 2010]. izolatlarin antimikrobiyal etkisini 6lgmek icin 3.2.3' deki yontem

uygulanmustir. Test mikroorganizmalari olarak Salmonella enteritidis (ATCC
13076), Bacillus subtilis (ATCC 6633), Bacillus cereus (DSM 4312),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve Escherichia coli (ATCC 35218) patojen

mikroorganizmalar1 kullanilmistir.

Resim 4.1: Antimikrobiyal aktivite deneyi
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Izolat Staphylococcus ~ Salmonella  Escherichia Bacillus Bacillus
Numaras1  aureus (ATCC enteritidis coli (ATCC subtilis cereus
25923) (ATCC 35218) (ATCC (DSM
13076) 6633) 4312)
1-A 0 0 0 0 0
1-B 0 0 0 0 1.7
2-A 0 0 0 0 0
2-B 11.3 0 9.2 0 0
3-A 11.7 0 0 0 0
3-B 11.4 0 0 0 0
3-C 114 0 9 0 0
3-D 0 0 0 0 0
4-A 0 9.6 0 8.5 7.6
4-B 9.2 0 0 8.2 0
4-C 9.9 9.6 0 9 0
5-A 0 0 0 0 0
5-B 0 0 0 0 0
5-C 9.2 0 0 0 0
6-A 12.1 17.1 10.3 14.1 12.2
6-B 9.7 10.3 0 8.9 0
6-D 0 0 0 0 0
7-A 10.1 0 0 0 0
7-B 0 0 0 0 0
7-C 10.2 0 0 0 0
8-C 9.6 0 0 0 0
9-A 0 0 0 0 0
9-C 10.2 9.5 0 0 0
10-A 9.5 0 0 0 0
10.B 9.8 0 0 0 0
10-C 0 0 0 0 0
11-C 0 0 0 0 0
12-A 0 0 0 0 0
12-B 131 12.6 12.6 10.8 11.8
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12-C 9.2 0 0 0 0
13-A 0 0 0 0 0
13-B 0 0 0 0 0
13-C 0 0 0 0 0
14-A 0 0 0 0 0
14-C 0 8 0 0 0
15-A 0 8 0 0 0
16-B 0 8.4 0 0 0
17-C 0 0 0 0 0
18-A 0 0 0 0 0
19-A 0 8.7 0 0 0
19-C 0 8.5 0 9.5 0
20-A 13.4 114 125 122 10.4
20-B 0 6.9 0 8.8 0
20-C 0 7.5 0 7.8 0
20-D 9.7 9.1 0 9.1 0
21-B 0 8.9 0 7.9 0
21-C 0 7.6 0 0 0
22-A 0 8.2 0 8 0
22-C 111 8.7 0 0 7.8
23-A 111 10.7 0 8.1 9.9
23-B 0 0 0 0 0
23-C 12 11.2 9.6 11 11.5
24-A 10.8 8.7 0 8.8 8.6
24-C 0 6.8 0 0 0
25-A 0 7.3 0 0 7.3
25-B 0 0 0 0 0
25-C 9.8 0 0 0 8.4
26-B 10.6 9.7 10.2 8.6 11.1
26-C 0 0 0 8.5 8.3
26-D 0 8 0 9.3 8
27-A 0 8.1 0 9.8 8
27-B 0 0 0 8.4 8.4
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27-C 10.6 9 0 8.4 10.2
28-A 0 0 0 0 0
28-B 0 0 0 0 0
28-C 0 125 0 0 0
29-A 0 9.2 0 0 0
29-B 0 9.2 0 10 0
29-C 0 10.2 0 0 0
30-A 0 0 0 9 0
30-D 0 0 0 0 0
31-A 0 0 10.8 9 0
31-B 0 0 0 0 0
32-A 0 0 0 111 9.2
32-B 0 0 0 11.7 0
32-C 0 0 0 10.5 0
32-D 0 0 0 0 0
33-C 0 10.7 0 0 8.5
33-D 0 12.8 0 9 0
34-B 0 0 0 8 0
35-A 11 18.9 14 13 17
35-D 0 0 0 0 0
36-A 0 15 9 0 10
36-B 0 14 0 0 10
37-A 11.3 16 13 12 15
37-B 11.5 18 13 12 14
37-C 0 10 10 0 9
38-A 0 15 12 12 15
38-B 10.6 17 14 13 15
38-C 12 0 0 11 95
38-D 0 9 0 0 12
39-A 11.5 0 9 11 10
39-B 0 0 0 0 0
39-C 0 0 0 0 0
40-A 9 0 10 12 10
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50-C 0 0 0 0 0
51-A 0 0 0 0 0
51-B 0 0 0 0 0
51-C 0 0 0 0 0
52-A 0 0 0 0 0
52-C 0 0 0 0 0
53-A 0 0 0 0 0
53-B 0 0 0 0 0
53-C 0 0 0 0 0
53-D 0 0 0 0 0
54-A 0 0 0 0 0
54-B 0 0 0 0 0
54-C 0 0 0 0 0
55-A 0 0 0 0 0
55-B 0 0 0 0 0
55-C 0 0 0 0 0
55-D 0 0 0 0 0
56-A 0 0 0 0 0
56-B 0 0 0 0 0
56-C 0 0 0 0 0
56-D 0 0 0 0 0
57-A 0 0 0 0 0
57-B 0 0 0 0 0
57-C 0 0 0 0 0

Tablo 4.2: Antimikrobiyal aktivite testi sonuglari

Bu izolatlar yilizde olarak hesaplandiginda %401 Salmonella enteritidis’ e, %33"
Staphylococcus aureus' a, %29'u Bacillus cereus'a, %29'u Bacillus subtilis'e ve
%13"i Escherichia coli' ye kars1 antimikrobiyal etki gdstermistir. Izolatlarm birden
cok patojen lizerindeki etkisi incelendiginde; %59'u en az bir patojene karsi inhibitor
etki gosterirken, %38'l iki patojene, %22'si ii¢ patojene, %11'1 dort patojene, %5'i ise

biitiin patojenlere kars1 inhibitor etki gostermistir.
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Calismanin devaminda antimikrobiyal aktivitenin organik asitlerden olusup
olusmadigin1 tespit etmek amaciyla, en az ii¢ patojene karsi inhibisyon zonu
olusturan izolatlarmn, pH nétrlenip kuyucuk difiizyon teknigi tekrar uygulanmustir.

Izolatlardan hicbirinin zon olusturmadig1 gézlenmistir.
4.3. Laktik Asit Bakterilerinin Gram Boyama ile Kimyasal Tanimlanmasi
Laktik asit bakterisi oldugu disiiniilen izolatlarin morfolojik ve biyokimyasal

yontemlerle identifikasyonu yapilmistir. Bu izolatlara Gram boyama teknigi

uygulandiktan sonra morfolojik olarak mikroskopta (100x biiyiitmeyle)

incelenmistir.
Izolat Gram Morfolojisi Izolat Gram Morfolojisi
Numarasi Boyama Numarasi Boyama
4-A Pozitif Kok 36-A Pozitif Basil
4-C Pozitif Kok 37-A Pozitif Basil
6-A Pozitif Kok 37-B Pozitif Kok
6-B Pozitif Kok 37-C Pozitif Kok
12-B Pozitif Kok 38-A Pozitif Kok
20-A Pozitif Kok 38-B Pozitif Kok
20-D Pozitif Kok 38-C Pozitif Kok
22-C Pozitif Kok 39-A Pozitif Kok
23-A Pozitif Basil 40-A Pozitif Kok
23-C Pozitif Kok 44-D Pozitif Kok
24-A Pozitif Kok 45-A Pozitif Basil
24-B Pozitif Kok 45-C Pozitif Basil
26-B Pozitif Kok 46-A Pozitif Kok
26-D Pozitif Kok 47-D Pozitif Kok
27-A Pozitif Kok 48-A Pozitif Kok
27-C Pozitif Kok 50-A Pozitif Kok
35-A Pozitif Basil 50-B Pozitif Kok

Tablo 4.3: Gram boyama sonuglari
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Bu sonuglara gore antimikrobiyal 6zellik gosteren izolatlarin %17.6's1 basil, digerleri

ise kok bakteriler olmakla birlikte biitiin suslar gram pozitifdir.
4.4. Biyokimyasal Testler
Bu asamada ise hemoliz testi, 10°C, 15°C ve 45°C, pH: 3.9 ve pH: 9.6 ile %4, %7 ve

%10 NaCl konsantrasyonunda gelismelerine gore kok ve basil seklindeki suslarin

fenotipik 6zellikleri karsilastirilmistir.

izolat %4 %75 %10 pH pH +4°C +15°C +45°C Hemoliz

Numarast NaCl NaCl NacCl 3.9 9.6 Testi
4-A +++ - - - +++ - +++ - -
4-C +++ ++ - - +++ - +++ - -
6-A +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ -
6-B +++ +++ + - +++ +++ +++ - -

12-B +++ ++ + - +++ +++ +++ - -
20-A +++ +++ +++ - +++ +++ +++ +++ -
20-D +++ +++ +++ +++ +++ - +++ +++ -
22-C +++ ++ + ++ +++ +++ +++ +++ -
23-A +++ +++ +++ - +++ +++ +++ +++ -
23-C +++ +++ + +++ +++ +++ +++ +++ -
24-A +++ +++ + +++ +++ - +++ +++ -
24-B +++ +++ +++ ++ +++ - +++ +++ -
26-B +++ ++ + - +++ +++ +++ +++ -
26-D +++ + - +++ +++ +++ +++ +++ -
27-A +++ + - ++ +++ - +++ +++ -
27-C +++ + +++ - +++ - +++ +++ -
35-A +++ +++ +++ - +++ +++ +++ +++ -
36-A +++ - +++ +++ +++ - - - -
37-A +++ +++ ++ - +++ +++ +++ +++ -
37-B +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ - -
37-C +++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++ -
38-A +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ -
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38-B +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ -
38-C +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ -
39-A +++ +++ - +++ | +++ +++ +++ - -
40-A +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ -
44-D +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ - -
45-A +++ +++ ++ +++ +++ +++ +++ +++ -
45-C +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ -
46-A +++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++ -
47-D +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ -
48-A +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ -
50-A +++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++ -
50-B +++ +++ - +++ +++ +++ +++ +++ -

Tablo 4.4: Biyokimyasal test sonuglari

(+++: ireme var, ++: az lireme, +: ¢cok az lireme, -: ireme yok)

Izole edilen laktik asit bakterilerinin  biyokimyasal test sonuglari
degerlendirildiginde, biitliin izolatlarin %4' liik NaCl' de tredigi, fakat %7.5" lik
NaCl'de 4-A ve 36-A numarali izolatin iiremedigi gézlenmistir. %10'luk NaCl'de
4-A, 4-C, 26-D, 27-A, 37-C, 39-A, 46-A, 50-A ve 50-B numarali izolatlarin

tiremedigi tespit edilmistir.

Asitlik bazlik degisiminin incelenmesinde ise pH 3.9'da 4-A, 4-C, 6-B, 12-B, 20-A,
23-A, 26-B, 27-C, 35-A ve 37-A numarali izolatlarinda iireme goriilmemis,

pH:9.6'da tiim izolatlarin iiredigi saptanmustir.

Ortam 1sisinin suslarin liremesine etkileri incelenmistir. +4°C'de 4-A, 4-C, 20-D,
24-A, 24-B, 27-A, 27-C ve 36-A numarali izolatlarda iireme goriilmemistir. 15°C'de
izolatlarin liremelerinde herhangi bir olumsuz etki gézlenmemistir. 45°C'de 4-A, 4-C,
6-B, 12-B, 36-A, 37-B, 39-A ve 44-D numarali izolatlar irememistir.

Biyokimyasal testler tiir tanimlamada kullanilirken, bu testlerin bir asamasi da tiir
tanmimlama Kitlerindeki yardimci test veya dogrulama ylizdesini artirmak igin

kullanilmaktadir.
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4.5. LAB'nin API 20 Strep Sistemi ile Identifikasyon Sonuclar
Antimikrobiyal ve biyokimyasal testler tamamlandiktan sonra izolatlarin

identifikasyonu igin API 20 Strep kitleri kullanildi. Olusan renk degisimlerine goére
API test +/- seklinde degerlendirildi ve API Strep V8.0 uygulamasi kullanilarak tiir

tespiti yapildi.

Resim 4.2: API 20 Strep stribi

Resim 4.3: API Strep tanimlama kiti sonuglari



°
. ] AMASYA UNIVERSITY - AMASYA Q npl we b
ITOoOMERIE U X
- API 20 STREP VB.0 Printout  Export  New test Modify
-
- " \ REFERENCE DATE
- ' 27-A
COMMENT
API 105 e
API 20 A
API 20 C AUX GOOD IDENTIFICATION TO THE GENUS
ii SE: i1= Strip API 20 STREP V8.0
AP 20 STREP Profile 5147711
Note POSSIBILITY OF Ent.gallinarum OR Ent.casseliflavus IF VancoR
Significant taxa %ID | T Tests against
Enterococcus faecalis 74.3 0.67 |ARA  1%] [ [
Enterococcus faecium 24.4 0.74 | RGAL 82% | SOR 18% | [
i [ Next taxon [ %D [ T | Testsagainst
AP| STAPH | Lactococcus lactis ssp lactis [ 02 | o0.49 [ARA 15%] SOR 1% [
RAPID 20 E
- Complementary test(s) GLYCEROL YELLOW IRHAMNOSE | dMLZ
N Enterococcus faecalis + - v +-)
Enterococcus casseliflavus + + + -
Enterococcus faecium v
Enterococcus gallinarum

Resim 4.4: APIWEB tanimlama uygulamasi

izolat Numarasi

Cins Tiir/Tiir altit Tanimlama

4-A Lactococcus lactis ssp. lactis
4-C Lactococcus lactis ssp. lactis
6-A Leuconostoc spp.

6-B Leuconostoc spp.

12-B Leuconostoc spp.

20-A Enterococcus avium
20-D Enterococcus durans
22-C Enterococcus durans
23-A Lactococcus lactis ssp. lactis
23-C Lactococcus lactis ssp. lactis
24-A Enterococcus faecalis
24-B Enterococcus faecalis
26-B Aerococcus viridans
26-D Leuconostoc spp.

27-A Enterococcus faecalis
27-C Enterococcus faecalis
35-A Lactococcus lactis ssp. lactis
36-A Enterococcus faecium
37-A Lactococcus lactis ssp. cremoris
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37-B Enterococcus faecalis
37-C Enterococcus faecalis
38-A Lactococcus lactis ssp. cremoris
38-B Leuconostoc spp.

38-C Leuconostoc spp.

39-A Lactococcus lactis ssp. cremoris
40-A Lactococcus lactis ssp. lactis
44-D Leuconostoc spp.

45-A Lactococcus lactis ssp. cremoris
45-C Lactococcus lactis ssp. cremoris
46-A Aerococcus viridans

47-D Enterococcus faecium
48-A Leuconostoc spp.

50-A Aerococcus viridans

50-B Enterococcus faecium

Tablo 4.5: LAB'nin API 20 Strep ile identifikasyonu

Tiir ada izolat numaralar Tiir sayis1 Dagilim yiizdesi
Leuconostoc spp. 6-A, 5-B, 12-B, 26-D, 8 %23
38-B, 38-C, 44-D, 48-A

Enterococcus faecalis 24-A, 24-B, 27-A, 6 %17.6
27-C, 37-B, 37-C

Lactococcus lactis 37-A, 38-A, 3 5 %14.7
ssp.cremoris 9-A, 45-A, 45-C

Lactococcus lactis ssp. 4-A, 4-C, 23-A, 6 %17.6
lactis 23-C, 35-A, 40-A

Enterococcus faecium 36-A, 47-D, 50-B 3 %8.8

Aerococcus viridans 26-B, 46A, 50-A 3 %8.8

Enterococcus durans 20-D, 22-C 2 %5.8

Enterococcus avium 20-A 1 %2.9

Tablo 4.6: API 20 Strep sistemiyle LAB'nin tiirlere gore dagilimi ve yiizde oranlari
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API 20 Strep testi sonuglarina gore %23't Leuconostoc spp., %17.6's1 Enterococcus
faecalis, %17.6 Lactococcus lactis ssp.cremoris, %14.7'si Lactococcus lactis ssp.
lactis, %8.8'1i Enterococcus faecium, %8.8'1 Aerococcus viridans, %05.8'

Enterococcus durans ve %2.9'u Enterococcus avium olarak belirlenmistir.

4.6. Lactococcus lactis'in PZR ile Identifikasyonu

4.6.1. Optimizasyon Calismalari

Antimikrobiyal aktivitesi belirlenen 34 adet izolatin PZR optimizasyon kosullarinin

sonuclar1 verilmistir.

Resim 4.5: Protokol optimizasyon ¢alismast jel goriintiisii

MASTER MiX
Saf su 17,3
MgCl, 2
10XTaq Buffer 2,5
dNTPmix 0,5
Tag DNA Polimeraz 0,2
Primer F 1
Primer R 1
DNA 0,5

Tablo 4.7: PZR karisimi [Ozteber, 2013]
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1 30 dongii 1
95 derece 95 derece 55 derece 72 derece 72 derece
3 dakika 30 saniye 30 saniye 40 saniye 10 dakika

Tablo 4.8: PZR 1s1 programi

Elektroforez

Elde edilen PZR iiriinlerinden 10 pl alinarak, 2 pl yiikleme tamponu ile karistirilip %
1.5’lik agaroz jele yiiklenmistir. 80 V 400 mA elektrik akiminda 90 dakika
yiriitiilerek elektroforez islemi uygulanmistir. Jel (% 0.1) ethidium bromide ile 10

dakika boyandiktan sonra UV transiliiminatérde incelenmistir.

Lactococcus lactis ssp. lactis ve Lactococcus lactis ssp. cremoris izolatlarmin
Primer Baglanma Isis1 Optimizasyonu

Lactococcus lactis ssp. lactis primer baglanma isisinin belirlenmesi igin yapilan
optimizasyon ¢alismasinda 51°C-61°C 1s1 arahigi kullanildi. Primerlerin baglanma

sicakligr 55°C olarak belirlendi ve elde edilen bant profili Resim 4.6’da verilmistir.

Resim 4.6: Lactococcus lactis ssp. lactis primer baglanma 1s1 optimizasyonu

Lactococcus lactis ssp. cremoris i¢in primer baglanma isisinin belirlenmesi igin
yapilan optimizasyon cahismasinda 53°C-63°C 1s1 araligi kullamldi. Primerlerin
baglanma sicakligi 58°C olarak belirlendi ve elde edilen bant profili Resim 4.7°de

verilmistir.
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Resim 4.7: Lactococcus lactis ssp. cremoris primer baglanma 1s1 optimizasyonu

Lactococcus lactis ssp lactis ve Lactococcus lactis cremoris Magnezyum Kloriir
Optimizasyonu

PZR kosullarin1 optimal seviyeye getirmek i¢in magnezyum kloriir (0.5-3 pL)
araliginda farkli konsantrasyonlarda uygulanmigtir. Bu optimizasyon sartlar1 her iki
alttlir i¢in tekrar edilmistir. Lactococcus lactis 'in iki alttiirii i¢gin de MgCl, miktari

olarak 3 pL karar verilmistir.

MASTER MiX
Saf su 18,8 18,3 17,8 17,3 16,8 16,3 15,8
MgCl, 0,5 1 15 2 25 3 35
10XTaq Buffer 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
dNTPmix 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Tag DNA Polimeraz 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Primer F 1 1 1 1 1 1 1
Primer R 1 1 1 1 1 1 1
DNA 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Tablo 4.9: Magnezyum kloriir optimizasyonu ig¢in kullanilan farkli konsantrasyonlar
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100 bp(M)

0,5

#
700 bp

Resim 4.8: Lactococcus lactis ssp. lactis i¢in magnezyum kloriir optimizasyon sonuglari

100 bp(M)
No DNA

—_
600 bp

Resim 4.9: Lactococcus lactis ssp. cremoris i¢in magnezyum kloriir optimizasyon sonuglari

Lactococcus lactis ssp lactis ve Lactococcus lactis ssp. cremoris Primer
Optimizasyonu

Bu asamada primer optimizasyon deneme g¢alismalart yapilmis ve her iki alttiir i¢in
de bu optimizasyon tekrar edilmistir. PZR karisim orani Tablo 4.10' da verilmistir.

Her iki alttiir i¢in de 0.25 pL primer oranina karar verilmistir.
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100 bp(M)

0.25 & ) 2 No DNA

- N S *
500 bp

Resim 4.10: Lactococcus lactis ssp lactis ve Lactococcus lactis ssp. cremoris primer optimizasyonu

bant profili
MASTER MIX
Saf su 17,8 17,3 16,3 15,3 14,3
MgCl, 3 3 3 3 3
10XTaq Buffer 25 25 25 2,5 2,5
dNTPmix 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Taq DNA Polimeraz 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Primer F 0,25 0,5 1 15 2
Primer R 0,25 0,5 1 15 2
DNA 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5

Tablo 4.10: Lactococcus lactis ssp lactis ve Lactococcus lactis ssp. cremoris primer optimizasyonu

icin PZR karigimi

Lactococcus lactis ssp lactis ve Lactococcus lactis ssp. cremoris DNA
Optimizasyonu

Iki alttiir icin de DNA optimizasyonu ¢alismalar1 yapilmistir. Tablo 4.11°de DNA
konsantrasyon araligi verilmistir. Sonu¢ olarak Lactococcus lactis ssp lactis igin

0.25uL, Lactococcus lactis ssp. cremoris igin ise 0,75 uL olarak belirlenmistir.
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100 b
100 bp(M) opi)

e Mmoo

—
600 bp

—
700 bp

Resim 4.11: Lactococcus lactis ssp lactis ve Lactococcus lactis ssp. cremoris DNA optimizasyonu

MASTER MIX

Saf su 17,8 17,3 16,3 15,3 14,3

MgCl, 3 3 3 3 3
10XTaq Buffer 25 25 25 2,5 2,5
dNTPmix 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Taq DNA Polimeraz 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Primer F 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
Primer R 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

DNA 0,125 0,25 0,5 0,75 1

Tablo 4.11: Lactococcus lactis ssp lactis ve Lactococcus lactis ssp. cremoris DNA optimizasyonu

icin PZR karigimi konsantrasyonu

4.6.2. Lactococcus lactis Alt tiirlerinin Identifikasyonu

[zolatlarm 16S rRNA’y1 kodlayan gen bolgeleri PZR ydntemiyle gogaltilmistir. Bu
hedef bolgeler Lactococcus lactis ssp. cremoris ve Lactococcus lactis ssp lactis
tiirlerine 0zgili tasarlanan primerler kullanilarak belirlenmistir. Bu bolgelerin bant

profilleri Resim 4.12, 4.13, 4.14 ve 4.15' de verilmistir.
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100 bp(M)

Referans No
Sus . 37_A 39-A 45-A 45-C pNA

600 bp

Resim 4.12: Lactococcus lactis ssp. cremoris izolatlarinin bant profili (M: marker)

100 bp(M)

4-A 4-C 6-A 6-B 20-A 20-D

o
600 bp

Resim 4.13: Lactococcus lactis ssp. cremoris izolatlarinin bant profili (M: marker)
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100 bp(M)

Referans

4-A 4-C 23-A 23-C 35-A 40-A Sus No DNA

Resim 4.14: Lactococcus lactis ssp. lactis izolatlarinin bant profili (M: marker)

100 bp(M)

100 bp(M)

46-A

100 bp(M)
No

48-A DNA

50-B
-——

= = 700 bp
50-A Referans

Sus

Resim 4.15: Lactococcus lactis ssp. lactis izolatlarinin bant profili (M: marker)

PZR yontemi uygulamasi sonrasinda antimikrobiyal aktiviteye sahip 34 izolatin

%73'inlin Lactococcus lactis ssp. cremoris, %82'sinin ise Lactococcus lactis ssp.

lactis oldugu belirlenmistir.
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B Lactococcus lactis ssp. lactis

H Diger Tirler

Sekil 4.12: Lactococcus lactis ssp. lactis sus dagilim orani

M Lactococcus lactis ssp. cremoris

W Diger Turler

Sekil 4.13: Lactococcus lactis ssp. cremoris sus dagilim oran




61

5.TARTISMA

Bu ¢alismada; Amasya ilinde mandiralardan saglanan 77 ¢ig siit 6rneginden izole
edilen 154 laktik asit bakterisinin, baz1 gida patojenleri {izerindeki antimikrobiyal
aktivitesi test edilmistir. Antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilen izolatlarin
identifikasyonu yapilmistir. Fenotipik identifikasyon i¢in gram boyama,
biyokimyasal yontemler ve API testi, genotiplendirme i¢in PZR yontemi kullanilmas,

tiir ve tiir alt1 diizeyde tanimlama yapilmistir.

Yapilan calismalarda farkli orneklerden laktokoklarn izolasyonu bildirilmistir.
Topraktan L. lactis subsp. lactis izolasyonu [Chen ve ark., 2005], bitkilerden ve
stitten L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis izole
edilirken, siitten L. lactis subsp. cremoris izolasyonu [Nomura ve ark., 2006], ¢ig
stitten L. garviae suslar1 [Poznanski ve ark., 2004], peynirden L. garviae izolasyonu
(Fortina ve ark.), kargi tulum peynirinden 96 laktik asit bakterisi izolati elde
edilmistir [El¢ioglu, 2010].

Hizarci’nin yapmis oldugu ¢alismada; 30 tulum peynirinden 75 izolat elde edilmistir.
Bunlarin % 39,7’si Lb. brevis , % 27,44 Lb. brevis , % 20,6’s1 Lb. plantarum , %
5,5°1 Lb. paracasei spp. paracasei , % 4,1’i Lb. pentosus, % 1,4t Lb. brevis , %

1,41 Lactococcus lactis spp. lactis olarak tanimlamustir.

Karagiil’lin ¢aligmasinda; 8 tulum peyniri, 3 kefir, 1 pastorize ve 1 ¢ig siit
orneginden 125 LAB izole edilmis ve bu izolatlarin antimikrobiyal aktivitesi

incelemistir [Karagiil, 2010].

Tabakoglu calismasinda; peynirden izole ettigi LAB'nin antimikrobiyal aktiviteleri
incelenmistir. 124 izolatin sadece 4’niin segilen test mikroorganizmalari iizerinde
inhibisyon etkisi olusturdugunu bildirmistir. izolatlarin 2’sinin Enterococcus durans
ve 2’sinin de Enterococcus faecium oldugu Vitek 2 sistemi ve bazi biyokimyasal
testlerle belirlenmistir [Tabakoglu, 2010].
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Karagiil yaptig1 calismada; siit, peynir ve kefirden elde ettigi izolatlarin 34'iniin

belirledigi mikroorganizmalarin en az birine inhibitdr etkisi oldugunu bildirmistir.

Izolatlarin {irettikleri antimikrobiyal maddenin, 1210C’de 15 dakika uygulandigr 1s1l
islemi sonrasinda antimikrobiyal etkisini genellikle yitirmedigi, hatta bazi izolatlarda
etkisini arttirdig1 goriilmiistiir. Bunun sebebinin antimikrobiyal maddelerin 1s1l islem
sonrasi rejenerasyon yeteneginin olmasiyla iliskilendirmistir. Antimikrobiyal
maddeleri tripsin ve pepsin enzimleriyle muamele ettiklerinde, bu maddelerin
inhibitor ozelliklerini kaybettiklerini ve protein yapida oldugunu gostermektedir
[Karagiil, 2010].

Kisla'nin ¢alismasinda; 83 adet ¢ig siit, peynir ve lahana 6rneginden 273 laktik asit
bakterisini izole etmis ve kuyu difiizyon yontemi ile bakteriyosin 6zelligini
aragtirmis fakat hicbir izolatin bakteriyosin iiretmedigini belirlemistir. Daha sonra
L.lactis 497 susunun irettigi nisinin serbest hale ge¢mesi igin kuvvetli asitle
muamele etmis ve kaynar su banyosunda bekletmistir. Nisin iiretimini artirmak i¢in
glukoz, sakkaroz, fruktoz ve laktozlu karbon kaynaklarindan en ¢ok verimi %2'lik
sakkarozlu MRS brothda elde ettigini bildirmistir [Kisla, 2001].

Demir'in calismasinda; daha Onceden izole edilen laktik asit bakterilerine
antimikrobiyal aktivite testi uygulamistir. 138 izolata pH’nin nétrlendigi agar spot
testi ve agar kuyu difiizyon testi uygulamistir. Agar spot testinde tiim izolatlar
antimikrobiyal aktivite gdstermistir. Agar kuyu difiizyon testinde ise higbir izolatta
inhibisyon zonu olugmamistir. Testlerdeki bu farkliligin sebebinin ise asit liretimi ile

ilgili oldugunu belirtmistir [Demir, 2014].

Banwart’in yaptig1 ¢alismada; hiicre icerisine giren ve hiicre igerisinde disosiye olan
asitler veya asidik ortamdaki protonlarin pasif olarak hiicre i¢ine girisi vasitasiyla
diisen sitoplazmik pH’nin DNA’da zarara neden olabilecegi belirtilmistir (Banwart,
1989). Laktik asit, asetik asit ve p-aminobenzoat ile pH: 3,5’a getirilmis, ortamda

E.coli’nin 4 susu gelistirilmis ve DNA’nin tek iplik¢igindeki kirilmay1 onaramayan
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(DNA polimeraz I enzimi igermeyen) pol Al susunda her ii¢ asitin de yliksek toksik
etkide bulundugu goriilmiistiir [Con ve Gokalp, 2002].

Gonzalez-Fandos ve Dominguez'in yaptiklar1 ¢alismada; ¢ig tavuk butlarma 5 dk
0.55 mol/L laktik asit uygulamasinin, mezofil bakteri sayisinda 0,68-3-13 log’luk
azalma yaptig1 ortaya konulmustur. 0,55 mol/L laktik asit uygulanan ¢ig tavuk
butlar1, 7 giin boyunca 4 °C’de depolanmis ve depolama sonunda L. monocytogenes
sayisinda 1,74 log azalma kaydedilmistir. 0,22 mol/L laktik asit si8ir etine
uygulandiginda, L. monocytogenes sayisinda 0. giinde 1,56 log azalmaya neden
oldugu ortaya konmustur. Et yilizeyine laktik asit uygulamasinin florada 1-3 log

azalmaya neden oldugu belirlenmistir [Gonzalez-Fandos ve Dominguez, 2006].

Dahiya ve Speck (1968); L. bulgaris ve L. lactis’ in HyO, iiretimi yardimiyla
S.aureus 'un ve bazi1 Pseudomonas tiirlerinin gelisimini inhibe ettigini bildirmislerdir.
Juffs ve Babel (1975); c¢ok suslu bir laktik asit starterini cesitli psikrotrof
mikroorganizmalar1 igeren siite, %0,5 oraninda inokiile etmisler, daha sonrada
sicaklik ve zamana bagli olmak iizere Oncelikle starter tiirline O6nemli inhibitor
aktivite elde ettiklerini bildirmislerdir. Ayn1 denemede, ortama katalaz katilmasi
sonucu antimikrobiyal etkide azalma meydana gelmesi dolayisi ile bu aktivitenin

H20; tiretiminden kaynaklandigini ileri stirmislerdir [Con ve Gokalp,2002].

Yaptigimiz ¢alismada Amasya ilinde tiiketime sunulan 77 adet ¢ig siit Ornegi
kullanilmigtir. Seri diliisyonlar halinde MRS (De Man Rogasa Sharpe) Agar’a ekilen
ve koloni morfolojisi Lactococcus lactis subsp. lactis ve Lactococcus lactis subsp.
cremoris oldugu disiiniilen gram pozitif, katalaz negatif koloniler M17 Agar’a
inokule edilmistir. Kullanilan 77 ¢ig siit numunesinden 154 adet izolat elde
edilmistir. Belirlenen Salmonella enteritidis (ATCC 13076), Bacillus subtilis (ATCC
6633), Bacillus cereus (DSM 4312), Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ve
Escherichia coli (ATCC 35218) patojenlerden tiirlerinden en az ii¢ patojene
antimikrobiyal aktivivite gosterdigi tespit edildi.
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Calismamizda clde edilen 154 adet laktik asit bakterisinden %401 Salmonella
enteritidis'e, %33'0 Staphylococcus aureus'a, %29'u Bacillus cereusa, %29'u
Bacillus subtilis'e ve %]13'a Escherichia coli'ye kars1 antimikrobiyal etki
gostermistir. Izolatlarn birden ¢ok patojen iizerindeki etkisine bakilacak olursa
%359'u en az bir patojene karsi inhibitor etki gosterirken %38'1 iki, %22'si ti¢, %11'1

dort, %5'1 ise biitlin patojenlere kars1 inhibitor etki gostermistir.

Adnan ve Tan (2007), iki geleneksel Malezya iiriiniinden ve kirmizi biber piiresinden
izole edilen laktik asit bakterileri arasinda, pH 4.5, pH 7.0 ve pH 9.0'da L. brevis ve
L. plantarum tiirlerinin gelistigini belirtmislerdir. Laktik asit bakterilerinin
aymrmminda gelisme sicakliklari onemli oldugundan, sivi besiyerinde 50 °C’de
gelismesi, Enterococcus faecium’u diger enterokoklardan ayirmada yararhdir.
Lactococcus lactis ssp. cremoris ise diger laktokoklardan 40 °C’de gelismeme
ozelligiyle ayrilmaktadir [Tabakoglu, 2010].

Tangiiler tarafindan salgam suyundan izole edilen Lactobacillus, Pediococus,
Leuconostoc cinslerinin pH 4.0'da gelisme gosterdigi, fakat pH 9.6'da higbir
bakterinin gelisme gostermedigi belirtilmistir. Yine ayni calismada kontrol olarak
kullanilan L. buchneri, L. brevis, L. plantarum, L. fermentum, L. delbrueckii
tiirlerinden L. buchneri hari¢ diger dort bakterinin pH 4.4'de gelisebildigi, fakat bes
bakteriden higbirinin pH 9.6'da gelisemedigi saptanmistir [Tangiiler, 2010].

Kiran tarafindan yapilan bir ¢alismada, hazir gidalardan izole edilen ve gesitli kiiltiir
koleksiyonlarindan temin edilen laktik asit bakterilerinin hepsinin, %4 tuzda
gelistigi, %6.5 tuzda bes tanesi hari¢ digerlerinin gelistigi, %12 tuzda dort tanesinin
zayif gelisme gosterdigi ve digerlerinin gelisemedigi, %18 tuz konsantarasyonunda

ise higbirinin gelismedigi belirtilmistir [Kiran, 2006].

Yaptigimiz ¢alismada izole edilen laktik asit bakterilerinin biyokimyasal test
sonuglar1 degerlendirildiginde, biitiin izolatlarin %4'lik NaCl'de iredigi, fakat
%7.5'lik NaCl'de 4-A ve 36-A numarali izolatin tremedigi gozlenmistir. %10'luk
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NaCl'de 4-A, 4-C, 26-D, 27-A, 37-C, 39-A, 46-A, 50-A ve 50-B numaral: izolatlarin

tiremedigi tespit edilmistir.

Asitlik bazlik degisiminin incelenmesinde ise pH 3.9'da 4-A, 4-C, 6-B, 12-B, 20-A,
23-A, 26-B, 27-C, 35-A ve 37-A numarali izolatlarinda iireme goriilmemis,

pH:9.6'da tiim izolatlarin tiredigi saptanmustir.

Calismamizda ayrica ortam 1sisinin suslarin tiremesine etkileri de incelenmistir.
+4°C'de 4-A, 4-C, 20-D, 24-A, 24-B, 27-A, 27-C ve 36-A numaral1 izolatlarda ireme
goriilmemistir. 15°C'de izolatlarm iiremelerinde herhangi bir olumsuz etki
gbzlenmemistir. 45°C'de 4-A, 4-C, 6-B, 12-B, 36-A, 37-B, 39-A ve 44-D numarali

izolatlar tirememistir.

Biyokimyasal testler tiir tanimlamada kullanilirken bu testlerin bir asamasi1 da tiir
tanimlama Kitlerindeki yardimci test veya dogrulama yiizdesini artirmak icin

kullanilmaktadir.

Kara ve Akkaya, Afyonkarahisar'da topladiklari tulum peyniri drneklerinden izole
ettigi laktik asit bakterilerini API 50 CHL ve API 20 Strep testleriyle identifiye
etmistir. %1,2 Pediococcus spp. ve %25,3 Enterococcus spp. tespit edilmistir. izole
edilen laktik asit bakterilerinden en yiiksek oranlarda %15,66’s1 Lactobacillus
paracasei ssp paracasei, %13,25’i Lactobacillus brevis, %7,22’i Lactobacillus
plantarum; %12,04’1 Lactococcus lactis ssp lactis, %?7,22’si Leuconostoc
mesenteroides ssp mesenteroides/dextranicum; %1,20’si Pediococcus acidilactici
olarak identifiye edilmistir [Kara ve Akkaya, 2014].

Calismamizda 34 izolatin APl 20 Strep testi sonuglarina gore; %23'i Leuconostoc
spp., %17.6's1 Enterococcus faecalis, %17.6 Lactococcus lactis ssp.cremoris,
%14.7'si Lactococcus lactis ssp. lactis, %8.8'i Enterococcus faecium, 9%8.8'i
Aerococcus viridans, %5.8'i Enterococcus durans ve %2.9'u Enterococcus avium

olarak belirlenmistir.
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Yaptigimiz literatiir arastirmalar1 sonucunda molekiiler tiplendirme yontemlerinin
kullanildig1 bulgulara rastlamilmistir. Rodtong ve Tannock, Lactobacilluslarin
genotiplendirmesiyle ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada; izole ettikleri 34 Lactobacillus
tiirtine 16S rDNA primerleri ile PZR yontemi uygulamis ve genetik agidan farkli dort
grubun oldugunu bildirmistir [Rodtong ve Tannock, 1993].

Kirmact ¢alismasinda, Sanlurfa’da koyun ¢ig siitlerinden kontrollii kosullarda
tretilen Urfa peynirini {i¢ ay olgunlastirdiktan sonra izole ettigi 143 laktik asit
bakterisini fenotipik ve genotipik olarak tiir diizeyinde karakterizasyonunu
saglamistir. En yaygin susun Enterococcus spp. ve ikinci sirada ise Lactococcus spp.
oldugunu bildirmistir. Peynirin kalitesi i¢in proteolitik aktivitenin yiiksek olmasi
gerektigini bildiren Kirmaci proteolitik aktivitesi yiiksek Lactococcus spp.'lerin tiir
diizeyinde tanmimlanmasi ve ger¢cek zamanli PZR denemelerinin tekrarlanmasinin

gerekliligine vurgu yapmustir [Kirmaci, 2010].

Ozteber’in ¢alismasinda ise, 168 izolatta direng geni bolgelerini MIK ve klasik PZR
yontemiyle ve sekans analiziyle tespit etmistir. Fenotipik olarak ¢oklu antibiyotik
direncinin Lactococcus lactis tiirlerinin higbirinde gozlenmedigini bildirmistir.
Incelenen iiriin kaynaklarindan en yiiksek direng yiizdelerinin mandiralarda oldugunu
ve bunu market iirlinleri ve pazar liriinlerinin takip ettigini bildirmistir. Lactococcus
lactis tiirlerinin giivenilir bir sekilde starter olarak kullanilabilecegini isaret

etmektedir [Ozteber, 2013].

Biiyiikyoriik calismasinda; izmir tulum peynirinden laktokok izolasyonu yapmustir.
[zolasyon asamasinda fenotipik yanilma paymin yiiksek oldugunu bildirerek gram
boyama, yiiksek tuz konasantrasyonunda ve farkli sicakliklarda tireme testi
uygulamis ve molekiiler identifikasyonla belirlemistir. Yaptig1 c¢alismada;
peynirlerden Lactococcus lactis subsp. cremois tiiriniin diger tiirlere oranla daha
nadir olarak %12 oraninda izole edebildigini bildirmektedir. Ayrica bu ¢alismada
fenotipik asamada cremoris ve lactis tiirlerinin sadece arjininden amonyak {iretim
testi ile belirlenebildigini ve bunun bazen yanlis sonuglar verdigini bildirerek PZR

yonteminin gerekliligini vurgulamistir. Calismasinda tulum peynirlerinde %32
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oraninda L. lactis subsp. lactis ve L. lactis subsp. cremoris’in bulunmasi; olgunlasma
isleminin peynirdeki laktokok oranini diisiirmesinin bu mikroorganizmalarin tulum
peynirinde aroma ve lezzet olusumundaki roliinii belirledigini bildirmektedir.
Yapilan gesitli calismalara atifta bulunarak Izmir tulum peynirinde de L. lactis subsp.
lactis’in bulunma oranini1 (%20), L. lactis subsp. cremoris’e gore (%12) daha fazla
oldugunu bildirmektedir [Biiyiikyoriik, 2007].

Alan'in tez ¢alismasinda; tursulardan elde ettigi 40 LAB' ni morfolojik, biyokimyasal
ve PZR yontemi ile tanimlamstir. Izolatlardan 22 tanesinin Lactabacillus plantarum
oldugunu bildirmistir. Lactabacillus plantarum tiiriiniin baskin olma sebebinin diger
tirleri inhibe etmesiyle agiklamistir. Bu tiirlin plazmit yapisinin incelenmesinin

tursunun Kkalitesi agisindan olumlu yénde olacagini bildirmistir [Alan, 2010].

Caligmamizda ise PZR tabanli molekiiler tiplendirme yontemi uygulamasi sonrasinda
antimikrobiyal aktiviteye sahip 34 izolattan %73'iniin Lactococcus lactis ssp.

cremoris, %82'sinin ise Lactococcus lactis ssp. lactis oldugu belirlenmistir.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda ¢ig siitten izole edilen Lactococcus lactis
tirlerinin en ¢ok Bacillus subtilis iizerinde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
belirlenirken bunu Bacillus cereus, Salmonella enteritidis, Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli takip etmektedir. Laktik asit bakterileri, hizli asit olusumu ve dogal
antimikrobiyal maddeler salgilayarak iirlinlin raf Oomriinlin uzatilmasini saglayan,
tiketici  saghigmi  patojenlere  karst  koruyan starter  kiiltiirler  olarak
kullanilmaktadirlar. Bu nedenle bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri metabolitlerin
bu patojenleri inaktive ettigi disiiniilmektedir. Fenotipik tiplendirme olan API testi
morfolojik bir test oldugundan yanilma pay1 bulunmaktadir. Bu nedenle bu testlerin
¢ogu zaman alternatif bir testle yani molekiiler teknikler veya VITEK gibi
uygulamalarla desteklenmesi gerekmektedir. Yaptigimiz ¢alismada PZR yontemi

kullanilmuis ve elde edilen sonuglar ile karsilastirilarak veriler degerlendirilmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada; Amasya’da tiiketime sunulan 77 ¢ig siit 6rneginden izole edilen 154
laktik asit bakterisinin, bazi gida patojenleri lizerinde antimikrobiyal aktivite
gosterdigi tespit edildikten sonra bu izolatlarin fenotipik olarak gram boyama,
biyokimyasal yontemler ve API testi ile PZR yontemi kullanilarak identifikasyonu

yapilmigtir.

1. MRS (De Man Rogasa Sharpe) Agar’a Seri diliisyonlar halinde ekilen ve
koloni morfolojisi Lactococcus lactis subsp. lactis ve Lactococcus lactis subsp.
cremoris oldugu diisiiniilen gram pozitif, katalaz negatif koloniler M17 Agar’a

inokule edilmistir.

2. Elde edilen 154 adet laktik asit bakterisinden %401 Salmonella enteritidis'e,
%33"i Staphylococcus aureus'a, %29'u Bacillus cereus'a, %29'u Bacillus subtilis'e ve
%13"i Escherichia coli'ye karsi antimikrobiyal aktivite gostermistir. izolatlarin
birden ¢ok patojen lizerindeki etkisine bakilacak olursa %59'u en az bir patojene
kars1 inhibitor etki gosterirken %38'1 iki, %22'si ¢, %111 dort, %5'1 ise biitiin

patojenlere kars1 inhibitor etki gdstermistir.

3. Izole edilen laktik asit bakterilerinin biyokimyasal test sonuclari
degerlendirildiginde, biitiin izolatlarin %4'lik NaCl'de {iredigi, fakat %7.5'lik
NaCl'de 4-A ve 36-A numarali izolatlarin iremedigi gozlenmistir. %10'luk NaCl'de
4-A, 4-C, 26-D, 27-A, 37-C, 39-A, 46-A, 50-A ve 50-B numarali izolatlarin

tiremedigi tespit edilmistir.

4, Asitlik bazlik degisiminin incelenmesinde; pH 3.9'da 4-A, 4-C, 6-B, 12-B,
20-A, 23-A, 26-B, 27-C, 35-A ve 37-A numarali izolatlarinda {ireme goriilmemis,

pH:9.6'da tiim izolatlarin {iredigi saptanmistir.

5. Ortam 1s1s1nin suslarin liremesine etkileri incelendiginde ise; +4°C'de 4-A, 4-

C, 20-D, 24-A, 24-B, 27-A, 27-C ve 36-A numarali izolatlarda {ireme goriilmemistir.
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15°C'de izolatlarin iiremelerinde herhangi bir olumsuz etki gézlenmemistir. 45°C'de

4-A, 4-C, 6-B, 12-B, 36-A, 37-B, 39-A ve 44-D numaral1 izolatlar lirememistir.

6. 34 izolatin API 20 Strep testi sonuglarma gore; %23l Leuconostoc spp.,
%17.6's1 Enterococcus faecalis, %17.6 Lactococcus lactis ssp.cremoris, %14.7'si
Lactococcus lactis ssp. lactis, %8.8'i Enterococcus faecium, %8.8'i Aerococcus
viridans, %5.8'1 Enterococcus durans ve %?2.9'u Enterococcus avium olarak

belirlenmistir.

7. PZR yontemiyle 34 izolatin %73'tiniin Lactococcus lactis ssp. cremoris,

%82'sinin ise Lactococcus lactis ssp. lactis oldugu belirlenmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda, siitte bulunan Lactococcus lactis bakterilerinin laktik asit
tretim kapasiteleri dikkate alindiginda biyokoruyucu starter kiiltiir olarak
kullanabilme olasiligi bulunmaktadir. Bu bakterilerin antimikrobiyal aktiviteleri
nedeniyle patojenlerin gelismesini engelleyerek insan sagligina yararli olmasi

beklenmektedir.

Calismamizin gidalarda bakteriyosin metabolitlerinin kullanimina bagl olarak daha
ileri caligmalara katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu tiiriinlerin saflagtirilmast ve
yapisinin aydinlatilmasi amaciyla protein analiz yontemleri gelistirilebilir. Gen
bolgeleri belirlenen Lactococcus lactis tiirlerinin DNA dizileme (sekanslama)

yontemiyle dogrulama ¢aligmalar1 yapilabilir.
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