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OZET

Anahtar kelimeler: Laktik asit bakterileri, MALDI-TOF MS, yoresel peynirler,
antimikrobiyal aktivite, bakteriyosin

Gida giivenligi ¢ok Onemlidir ve gida iriinleri hazirlanirken insan sagligimi
etkileyebilecek her olasi tehlike ve risk goz oniinde bulundurulmalidir. Tiketiciler,
higbir kimyasal katkis1 olmayan, dogal ve giivenli gida ile beslenmeyi tercih eder. Bu
anlamda, laktik asit bakterilerinin kullanimi, dogal ve tercih edilen bir koruma
yontemidir.

Bu calismada geleneksel yontemle iiretilmis 21 adet peynir 6rnegi ile galisilmais;
toplam 525 izolat elde edilmistir. Geleneksel peynir drneklerinden izole edilen bu
izolatlardan 142 adet laktik asit bakterisi, biyokimyasal testler ile tanimlanmustir.
Biyokimyasal test sonuglarina gore 10 adet leukonostok, 47 adet laktobasil, 44 adet
enterokok olmak {izere toplam 102 adet laktik asit bakteri izolati cins diizeyinde tespit
edilmigtir. MALDI-TOF MS analizi ile de 71 sus tiir diizeyinde E. durans (6), E.
faecalis (18), E. faecium (24), E. italicus (2), Lb. brevis (1), Lb. paracasei (2), Lb.
plantarum (1), Lc. lactis (3), Leu. lactis (1), Leu. mesenteroides (11) ve St. parauberis
(2) olarak tanimlanmustir.

Arastima bulgularina gére 21 adet peynir 6rneginden 10 adet antimikrobiyal aktiviteye
sahip laktik asit bakterisi izole edilmistir. Laktik asit bakteri suslarinindan elde edilen
siipernatalarin antimikrobiyal aktivitesi iki farkli yontemle incelenmistir. Oncelikle,
islenmemis siipernatant kullanilarak toplam antibakteriyel etki tespit edilmistir. Daha
sonra, laktik asit bakteri suglarindan elde edilen ve kismi saflagtirma islemi uygulanan
ham bakteriyosin preparatlart (L. monocytogenes ATCC 7644, Staph. aureus ATCC
25923, E. coli O157:H7, C. sakazakii ATCC 29544, B. cereus, S. Typhimurium ATCC
140828) patojenlerine kars1 disk difiizyon yontemi ile antimikrobiyal aktiviteleri
belirlenmistir. E. faecium ve E. faecalis olarak tanimlanan izolatlarin {rettigi
bakteriyosinler, E. coli O157: H7 ve S. Typhimurium ATCC 14028'e karsi
antibakteriyel etki sergilemistir. Antimikrobiyal etkinin biyiik ¢ogunlugunun bu
organizmalar tarafindan tiretilen organik asitlerden kaynaklandig belirlenmistir.

viii



IDENTIFICATION AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF LACTIC
ACID BACTERIA ISOLATED FROM TRADITIONALLY
PRODUCED LOCAL CHEESE

SUMMARY

Keywords: Lactic acid bacteria, MALDI-TOF MS, local cheese, antimicrobial
activity, bacteriocin

Food safety is very important and food products are supposed to be prepared regarding
every possible hazard and risk which may affect human health. Consumers prefer
natural and safe food with no chemical additive and loss in nutrition. In this means,
use of lactic acid happens to be a natual and preferable preservation method.

In this study, traditionally made 15 cheese were used; total 525 isolates was obtained
from cheeses.142 lactic acid bacteria isolated from local cheese samples were
identified by using biochemical tests. The lactic acid bacteria strains were identified at
genus levels as leunoconostoc (10), lactobacillus (47) and enterococcus (44) by
biochemical tests. The 71 strains were identified at species levels as E. durans (6), E.
faecalis (18), E. faecium (24), E. italicus (2), Lb. brevis (1), Lb. paracasei (2), Lb.
plantarum (1), Lc. lactis (3), Leu. lactis (1), Leu. mesenteroides (11), and St.
parauberis (2) by MALDI-TOF MS analysis.

10 isolates had antimicrobial activity were obtained from 21 samples of local cheese.
Supernatants obtained from lactic acid bacteria strains by centrifuging the 24-48 hour
incubated lactic acid bacteria strains. Supernatants were studied for two effect
mechanisms. Firstly the total antibacterial effect was observed by using the
unprocessed supernatant. Then, bacteriocins were obtained from lactic acid bacteria
strains isolated from cheeses sources by partial purification and antimicrobial activity
of these bacteriocins against some pathogenic microorganisms (L. monocytogenes
ATCC 7644, Staph. aureus ATCC 25923, E. coli 0157:H7, C. sakazakii ATCC 29544,
B. cereus, S. Typhimurium ATCC 140828) were compared. Disc diffusion method
were tested. Bacteriosins produced by isolates identified as E. faecium and E. faecalis
demonstrated antibacterial activity against E. coli O157:H7 and S. Typhimurium
ATCC 14028. It was found that major antimicrobial effect was due to organic acids
produced by these organisms.



BOLUM 1. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB), patojenik ve bozulma yapan mikroorganizmalari inhibe
edebilmeleri ve ayn1 zamanda lezzet ve dokuda arzu edilen degisiklikleri yapabilmeleri
nedeniyle fermente gidalarin {iretimi i¢in binlerce yildir kullanilmigtir. Bu grubun
temsilcilerinin ¢ogu insan i¢in herhangi bir saglik riski olusturmadigi ve bir¢cok
fermente gidada yaygin oldugu i¢in, GRAS (Genel Olarak Giivenilir Kabul Edilen)
organizmalar olarak kabul edilmektedir (Holzapfel ve ark., 1995). Bu tiir probiyotik
kiiltiirlerin giivenli oldugu ve insanlara énemli 6lgiide saglik agisindan yararl oldugu
bilinmektedir (Adams, 1999). LAB'nin antimikrobiyal aktivitesine katkida bulunan
cesitli faktorler tanimlanmustir. Bu bakteriler, organik asitler (laktik asit, asetik asit,
formik asit, fenilaktik asit, kaproik asit), hidrojen peroksit, karbon dioksit, diasetil,
etanol, bakteriyosin, reuterin ve reuterisiklin gibi patojenik ve bozulma etmeni
mikroorganizmalar1 engelleyebilen, raf mriinii uzatan ve gida iiriinlerinin glivenligini
arttiran farkli dogal antimikrobiyal maddeler iiretmektedirler (Aymerich ve ark., 2000,
Holzapfel ve ark., 1995, Messens ve De Vuyst, 2002). Buna gore hem hijyen hem de
giivenlik noktalarina bakis agisindan starter kiiltiir olarak LAB’in veya
bakteriyosinlerin kullanimi 6nerilmektedir (O’Keeffe ve Hill, 1999) Ayrica LAB’nin
etanol, aroma bilesikleri, ekzopolisakarit ve ¢esitli enzimleri tiretimi de 6nemlidir. Bu
sekilde tiriinlerin raf dmriiniin ve mikrobiyolojik acidan giivenirliliginin artirilmasina,
yapisinin gelistirilmesine ve nihai tiriiniin duyusal profiline katkida bulunmaktadirlar.
Seker polimerleri, tatlandiricilar ve vitaminler lireten, probiyotik 6zelliklere sahip bu
bakterilerin insan saglhigina olumlu etkileri de bulunmaktadir (Leroy ve De Vuyst,
2004).

Fermantasyon stirecini kisaltmak ve fermantasyon basarisizligi riskini azaltmak igin,
bilingli bir sekilde secilmis bir baslangic kiiltiiri kullanmak gerekmektedir.

Gilinlimiizde, fermente yiyecek ve igeceklerin spontan fermantasyon yoluyla iiretimi,



az gelismis iilkelerde ucuz ve giivenilir bir koruma ydntemi olarak goriiliirken,
gelismis iilkelerde fermente gidalarin biiyiik 6l¢ekli tiretimi, gida endiistrisinin 6nemli
bir kolu haline gelmistir (Leroy ve ark., 2004). Segilen starter kiiltiirlerin direkt olarak
eklenmesi, son lriiniin standardizasyonu lizerinde yiiksek bir etkiye sahiptir. Uygun
fizyolojik ve metabolik 6zelliklere sahip olan suglar dogal yasam alanlarindan veya
fermente edilmis tiriinlerden izole edilmektedir (Oberman ve Libudzisz, 1998). Fakat
bu starter kiiltiirler son {iriiniin istenen 6zelliklerine ve islevlerine gore yeterince
degisiklik gosterme yetenegine sahip degildir. Bu yiizden LAB’leri bazi 6nemli
metabolik 6zelliklerini ¢cogalma sirasinda kaybedebilirler. Bu nedenle starter kiiltiirler
i¢in biyocesitlilik sinirli kalir. Boylece orijinal iirlin benzersizligini kaybeder ve iiriinii
popiiler hale getiren 6zelliklerinin kaybolmasina neden olur (Caplice ve Fitzgerald,
1999). Geleneksel fermente gidalarin karmagik ekosistemlerinden izole edilen saf
kiiltiirler, endiistriyel starter kiiltiir olarak kullanilan suslardan giiglii bir sekilde
farklilasan gesitli metabolik aktiviteler sergilemektedir (Klijn, Weerkamp ve de Vos,
1995). Buna ek olarak, bu suslar kendi biyosentetik kapasitelerine bagimlidirlar ve
lezzet olusumunda kilit rol oynayan daha fazla amino asit doniistiiriicii enzim
barindirirlar. Bu bulgular, devam eden kiiresellesmenin diinyasinda kii¢iik 6lcekli
fermantasyon tesislerinin hayatta kalmasia katkida bulunduklart i¢in ekonomik
acidan onem tasimaktadir. Gida fermantasyonunda starter kiiltiirler olarak kullanilmak
tizere bu tiirlerin geleneksel iiriinlerden izole edilmesi yoniinde bir egilim mevcuttur
(Beukes ve ark., 2001, De Vuyst ve ve ark.,, 2002 ve Hebert ve ve ark.,, 2000).
Endiistriyel baslatict kiiltiirler, tirtin  ¢esitlendirmesi i¢in gerekli 6zellikleri
barindirmamaktadir. Fakat yeni ilging starter kiiltiirlerin ticari olarak bulunabilirligi
sinirli olmasina ragmen, LAB’leri farkli starter kiiltiir olarak kimyasal katki
maddelerinin dogal bilesiklerle degistirilmesini saglayabilmekte ve ayni zamanda
tiketiciye yeni, begenilen, daha farkli gida iriinleri saglamaya yardimci
olabilmektedir (Chandan, 1999, Erkkila ve ark., 2001, Jahreis ve ark., 2002, Pidcock
ve ark., 2002 ve Ross ve ark., 2000).

Peynir; siitlin, peynir mayast (rennin enzimi) veya zararsiz organik asitlerle
pihtilagtirilarak, peynir suyunun ayrilmasindan sonra pihtinin kesilmesi ve tuzlanmasi

ile elde edilen bir fermente sut tirtinidur. Fermente sut tirtinleri Giretiminde hammadde



olan siit pastdrize edilirken, zararli mikroflora yaninda {iriin olusumu sirasinda yararl
olabilecek mikroflora da yok edilir. Bunlarin yerine genellikle 2-3 farkl: starter kiiltiir

katilir.

Bazi peynirler ve bunlarla iligkili bulunan laktik asit bakterileri

-Sert peynirler; Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. cremoris

-Kiiciik gozenekli peynirler; Lc. lactis subsp. lactis, Lc. lactis subsp. lactis var.
diacetylactis, Lc. lactis subsp. cremoris, Leuc. mesenteroides subsp. cremoris
-Isvigre ve Italyan tipi peynirler; Lb. delbrueckii subsp. lactis, Lb. helveticus, Lb.
casei, Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus, St. thermophilus (Leroy ve De Vuyst, 2004).

Ulkemizde ise, yoresel peynirlerin gesitliligi ve 6zellikle lezzetleri genis halk kitleleri
tarafindan taninmasina yol agmustir. Yapilan ¢aligmalarda elde edilen starter kiiltiirler
saklanamamig ve sanayi-iiniversite is birligi cok fazla saglanamamistir. Son yillarda
dogal iirlinlere talepteki artis nedeniyle bu konuya egilim de artmistir (Halkman ve

Taskin, 2010).

Bu calismada cesitli yoresel peynirlerin iiretiminde {iriine tat, koku, yap1 ve goriiniim
bakimindan istenilen nitelikleri kazandirmak amaciyla katilan potansiyel starter
kiiltiirlerin elde edilmesi amaglanmistir. Bu amagla geleneksel peynir iiretiminde
tesadiifen kullanilmis, yani kendiliginden gelismis olan laktik asit bakterileri dogal
iiriinlerden izole edilip tanimlanmis ve antimikrobiyal 6zellikleri arastirilmistir. izole
edilen ve tanimlanan LAB’leri starter ve probiyotik 6zellikleri daha sonra aragtirilmak

lizere stoga alinarak, -80°C derecede muhafaza edilmistir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Laktik Asit Bakterileri ve Fermentasyonu

LAB, Gram pozitif, bakterilerdir, genellikle spor yapmayan, morfolojik olarak kok
veya gubuk, katalaz negatif; aerobik olmamakla birlikte aero-tolerant, asit toleransl
ve karbonhidratlarin fermantasyonu sirasinda baslica son tiriin olarak laktik asit tircten

bakterilerdir. LAB, dogada yaygin olarak bulunur (Lindgren ve Dobrogosz, 1990).

LAB; ilk olarak optimum biiyiime sicakliklarina, morfolojilerine, ekolojilerine ve
fizyolojik  Ozelliklerine  dayanarak  siniflandirilmistir.  Thermobacterium,
Streptobacterium ve Betabacterium olarak ti¢ alt gruba ayrilmistir (Ehrmann ve Vogel,
2005). Laktik asit bakterileri, Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella gibi cinslerin tiirlerini kapsamaktadir
(Stiles ve Holzapfel 1997; Carr ve ark., 2002). Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology (2009)’de yaptig1 son taksonomi siniflandirmasina gore Lactobacillales
takim1 Lactobacillaceae, Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae,
Leuconostocaceae, Streptococcaceae olmak iizere bu cinsleri morfolojik, fizyolojik ve

biyokimyasal 6zellikleri agisindan 6 aileye ayirmistir (Whitman ve ark., 2009).

Gida fermantasyonu yiizlerce yildir gidalart korumak i¢in bir ydntem olarak
kullanilmaktadir. Geleneksel olarak fermantasyonda kullanilan hammaddeler;
meyveler, tahillar, bal, sebze, siit, et ve balik gibi pek ¢ok iiriinii ihtiva etmektedir.
Farkli hammaddeler, baslangi¢ kiiltiirleri ve fermantasyon kosullarin1 segerek, ¢ok
farkli gida iirtinleri elde etmek miimkiindiir. Mikroorganizmalarin kesfedilmesi ile
izole edilmis ve iyi karakterize edilmis kiiltiirleri kullanarak {irlinleri kontrolli

kosullarda iiretmek ve fermantasyon siireglerini iyilestirmek miimkiin olmustur.



Laktik asit bakterileri fermente gidalarin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir

(Hansen, 2002).

Fermantasyon siireclerinde dikkatle secilmis suslarin starter kiiltiir olarak
uygulanmasi, dogal ve saglikli bir iiriin elde edilmesine katkida bulunur. LAB’leri
kullanim1 katki maddelerinin dogal bilesiklerle degistirilmesinin bir yoludur ve ayni
zamanda yeni, farkli iiriin tiretilmesine katki saglayabilir. Farkli starter kiiltiirler ile
daha genis ve esnek bir uygulama alanina olanak taninmaktadir (Leroy ve De Vuyst,
2004). LAB’leri hem koruyucu ozellikleri hem de dogal mikrobiyotaya verdikleri
katk1 nedeniyle, son zamanlarda karisik starter kiiltiirler olarak da 6nem kazanmustir.
Tim bunlara bagli olarak gida sistemlerinde bulunan laktik asit bakteri tiirlerinin
tanimlanmasi 6nemli hale gelmistir. Endiistriyel uygulamalar i¢in en 6nemli nokta
uygun LAB suslarinin se¢imidir. Kullanilabilecek starter kiiltiirlerin giivenli bir

tanimlama ile spesifik ve kesin olarak tanimlanmasi bu noktada oldukg¢a énemlidir.

LAB siit ve peynir gibi farkli kaynaklardan izole edilebilmektedir ve LAB’lerin
lipolitik, proteolitik ve glikolitik enzimleri peynir muhafazasinda ve lezzet iiretiminde
onem tagimaktadir. Gidalarda LAB’lerini biyolojik koruma i¢in 6nemli hale getiren
husus antimikrobiyal bilesikler iiretmeleridir. Bu 6zellikler, teknolojik potansiyeli olan

yeni suslarin arastirilmasini gerektirmektedir (Tulini ve ark., 2016).

2.2. Baz1 Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

2.2.1. Enterococcus

Enterokoklar uzun yillar zararli mikroorganizmalar olarak diisiiniilmesine karsin anne
siitline ait dogal mikrobiyota’ya iliskin yapilan ¢alismalarda baskin gruplar arasinda
olduklar1 belirlenmistir. Bu nedenle biiyiik olasilikla anne siitiindeki faydalarin bir
kismiminin bu bakterilerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Jiménez ve ark., 2008).
Enterokoklar 6nemli saglik riski olusturmazlar ancak bazi tiirlerinde zararli olabilecek
suslarin bulunmasi bilimsel ve endiistriyel agidan bu bakterileri tartismali hale

getirmektedir. Gida {irlinlerinde enterokoklarin varligina iligkin endiseler nedeniyle



kars1 ¢ikan ve destekleyen ¢esitli goriisler bulunmaktadir (Foulquié-Morenoet ve ark.,
2006). Uzun zaman siiresince enterokoklar gidalardan izole edilmislerdir ve deneysel
kanitlar bu iirlinlerin raf Omriinlin uzamasina katkida bulunduklarinin altim
cizmislerdir. Enterokoklar ¢cevreye ¢ok iyi adaptasyon saglayarak, bagirsak sagliginin
iyilesmesine katkida bulunmaktadirlar. Bu nedenlerle potansiyel probiyotik
mikroorganizma olarak kabul edilmektedirler. Enterokoklarla ilgili endisenin kaynag,
birgok susunun zararli oldugunun kanitlanmasindan kaynaklanmaktadir (Tenreiro ve
ark., 2012). Enterokoklarin bazi suslar1 firsat¢r patojen olup hastane kaynakli
enfeksiyonlarda yaygin olarak goriilmektedir (Ozden ve ark, 2013). Buna ragmen
probiyotik olarak potansiyel adaylar olduklari da rapor edilmistir (Pimentel ve ark.,
2007). Bu suslarin probiyotik 6zellikleri daha iyi arastirilmali ve ticari starter kiiltiir
olarak kullanilabilirligi i¢in giivenilirligi daha kapsamli aragtiritlmalidir (Tenreiro ve
ark., 2012). Enterokoklar, insanlarda ve hayvanlarda bagirsak mikrobiyotasinda
mikrobiyal dengeyi saglamak i¢in probiyotik olarak kullanilmaktadirlar (Franz ve ark.,
1999). E. faecium ve E. faecalis probiyotik 6zellik gosteren iki tiirdiir (Birollo ve ark,
2001; Erginkaya ve ark, 2007).

2.2.2. Leuconostoc

Leuconostoc spp. mezofil, Gram pozitif, fakiiltatif anaerobik ve katalaz negatif spor
olusturmayan kok seklinde bakterilerdir. Hayatta kalabilmek icin 4.8 veya daha
yiiksek bir pH'ya ihtiya¢c duymaktadirlar. Bazi suglar, siit iiriinlerinde starter kiiltiir
olarak kullanilabilirler. Bununla birlikte, Leu. carnosum cok etkili bir bakteriyosin
tiretmektedir. Bu bakteriyosin; Listeria monocytogenes gibi patojenlerin gelismesini
engelmektedir (Feiner, 2006).

2.2.3. Streptococcus
Streptococcus spp. Gram pozitif, fakiiltatif anaerobik, katalaz negatif kiiresel veya

ovoid seklinde bakterilerdir. Gelismeleri i¢in gerekli optimum sicaklik yaklasik 36
°C'dir (Feiner, 2006).



2.2.4. Lactobacillus

Lactobacillus spp. Lactobacillaceae ailesinin tyeleridir. Bu grup psikrofilikten
termofilige kadar genis bir yelpazede yer alan, spor olusturmayan, ¢ubuk seklinde,
hareketsiz, Gram pozitif, katalaz negatif ve fakiiltatif anaerob tiirlerden olusmaktadir.
Homofermentatif suslar1 daha fazladir ve bu suslar, sekerleri gaz olusturmadan laktik
aside (% 90'dan fazla) doniistiirmektedir. Diger yandan heterofermentatif tiirler,
glikozun laktik aside fermente edilmesinin yani sira asetik asit ve CO; gibi diger
maddeleri de iiretmektedir. Bu suslar L. monocytogenes gibi bazi patojenlerin asiri

gelismesini engelemektedir (Feiner, 2006).

Lactocillus tiirleri DNA’sinda genellikle %50’den az guanintsitozin niikleotidine
sahip olan ve laktik asit bakterileri arasinda en fazla bulunan cinstir. Fermentatif, aside
dayanikli ya da asidofiliktir ve karbonhidratlar, amino asitler, peptidler, yag asidi
esterleri, tuzlar, vitaminler vb. gibi kompleks besinlere ihtiya¢ duymaktadirlar (Wood
ve Holzapfel, 1992).

2.2.5. Lactococcus

Bu tiirler Gram pozitiftir ve endospor olusturmazlar. Katalaz ve oksidaz negatiftirler.
Lactococcus tiirleri 0,5-1,2x 0,5-1,5 pm biiyiikligiinde kiire ya da oval seklindedir.
Hareketsizlerdir ve Kkapsiilleri yoktur. Fakiiltatif anaeropturlar. Fermantatif
metabolizmalari ile bazi karbonhidratlar1 fermente ederek ve laktik asit olusturken gaz

olusturmazlar (Biiyiikyoriik ve Soyutemiz, 2010).

2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Ozellikleri

LAB, patojenik mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal 6zellik gostermektedirler.
Antimikrobiyal bilesikler tirettikleri i¢in fermente gidalarda koruyucu kiiltiir olarak da
kullanilabilmektedirler (Altuntas ve ark., 2009). Artan diinya niifusu ile birlikte
beslenme gereksiniminin karsilanmasi, mikrobiyal kaynakli ekonomik kayiplardan

kaginma ihtiyaci ve gida kaynakli hastaliklardan korunmak i¢in bir¢ok gida muhafaza



yontemi gelistirilmigtir. Fakat gida endistrisinde dogal biyolojik yontemlerle
muhafaza isleminin gida ile ilgili birgok sorunun ¢oziimiinii saglayabilecegi

distintilmektedir (Galvez ve ark., 2008).

LAB’leri ve ftrettikleri antimikrobiyal bilesikler kullanilarak gidalarin raf omriinii
uzatilabilmektedir. LAB’leri organik asitler (laktik, asetik veya propiyonik asit gibi),
alkoller, karbondioksit, diasetil, hidrojen peroksit, reuterin ve reutersiklin gibi
bakteriyosinler iireterck patojen mikroorganizmalarin gelisimini engellemektedirler
(Kesenkas ve ark., 2006). LAB’lerinin olusturduklari organik asitler; sitoplazma
zarnin gegirgenligini degistirererek, karbondioksit; anaerobik ortam olusturarak hiicre
ici ve dis1 pH degerini diisiirerek antimikrobiyal etki saglamaktadir (Ozcan ve Aran,
2003).

Ayrica LAB’leri arasinda siitte bulunan Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus ve

Leuconostoc cinsi bakteriler probiyotik mikroorganizmalardir (Giirel ve ark., 2004).

Pek ¢ok peynir ¢esidinde; L. monocytogenes, Staph. aureus ve E. coli patojen
bakterilerinin, nemli sorunlara neden oldugu belirlenmistir. LAB’leri istenmeyen bu
mikroorganizmalar1 inhibe edebilmektedir (Rodriguez ve ark., 2005). Taleggio,
Mozerella ve Gorgonzola peynirlerinde E. faecium, Mozeralla peynirinde ise, Lc.
lactis biyokoruyucu kiiltiir olarak, L. monocytogenes’e karst kullanilan laktik asit
bakterileridir (Ozcan ve Aran, 2003). LAB; L. monocytogenes, B. cereus, Staph.
aureus ve Salmonella spp gibi patojen bakterileri inhibe edebilmektedir (Ananou ve
ark., 2007).

Siit tirtinlerinde kiif ve mayalar bircok bozulmaya neden olmaktadir. LAB’leri kaproik
asit, 3- hidroksi yag asitleri, fungusitler, halkali dipeptitler, fenillaktik asit, reuterin,
hidrojen peroksit, diasetil, laktik ve asetik asit, karbondioksit ve kaproik asit gibi
antifungal bilesenler iireterek kiif ve mayaya karsi da koruma saglamaktadir (Schniirer

ve Magnusson, 2005).



2.3.1. Laktik asit bakterilerinin iirettigi bakteriyosinler

Bakteriyosinler, bakterilerin ribozomol yolla iirettikleri peptidlerdir (Cotter ve ark.,
2005). LAB’leri tarafindan bir¢ok bakteriyosin iiretilebilmektedir. Bakteriyosinler,
antibakteriyel proteinlerdir ve isiya karsi dayanikli olmalari, organoleptik ve besinsel
olarak zengin olmalar1 gida korumasinda potansiyel koruma saglamaktadir. Ayrica
kimyasal katki maddelerinin kullanimini diisiirmektedir. Bunlar arasinda en ¢ok
kullanilan nisindir (Cleveland 2001; Galvez ve ark., 2007). LAB tarafindan iiretilen
bakteriosinler ve iiretilen diger metabolitler genellikle giivenli bilesikler olarak kabul
edilir. Ayrica diger avantajlari da stabildirler, antimikrobiyal etkiye sahiptirler, toksik
etkileri yoktur ve tadi degistirmezler (Carr ve ark., 2002; Cotter ve ark., 2005).
Simdiye kadar sadece nisin ve pediocin PA-1, gida katki maddeleri olarak
ticarilestirilmistir. Ancak diger LAB bakteriosinleri de umut vaat etmektedir. Bunlara
ornek olarak 6rnegin Enterosin AS-48 (Sanchez-Hidalgo ve ark., 2011) veya laktisin
3147 (Suda ve ark.,2012) verilebilir.

Nisin, Ricotta peynirinde L. monocytogenes patojenine karsi kullanilmaktadir.
Pediyosin AcH, Cheddar ve Munster peynirlerinde L. monocytogenes, Staph. aureus
ve E. coli’ ye karsi, laktisin 3147 Cheddar, Cottage peynirlerinde L. monocytogenes
ve B. cereus’ a kars1 ve enterosin AS-48 Manchego peynirinde L. monocytogenes
patojenlerine kars1 kullanilabilecegi belirtilmistir (Cleveland ve ark., 2001; Ananou ve
ark., 2007). Enterosin AS-48, Staph. aureus gelisimini taze peynirde yiiksek oranda
azaltmistir (Munoz, 2007).

Enterokoklarin iirettigi bakteriyosinlere enterosin denilmektedir. E. faecium ve E.
faecalis suslarinin irettikleri enterosinlerin fizikokimyasal 6zellikleri ve biyolojik
aktiviteleri diger bakteriyosinlerden daha iyidir (Park ve ark, 2003; Moreno ve ark,
2003).

Jabbari ve arkadaslar1 (2017) yaptiklar1 ¢alismada Lb. plantarum izolatlarini
geleneksel peynir Kouzeh’den tanimlayarak gida patojenleri lizerine antimikrobiyal

ozelliklerini degerlendirmistir. Toplam 56 laktik asit bakterisi izole edilerek bunlardan
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12 tanesi biyokimyasal yontemler ile 11 tanesi de molekiiler yontemle tespit edilmistir.
Difiizyon yontemi ile yapilan antimikrobiyal etkinlik testlerinde Staph. aureus ve
Staph. epidermidis (sirastyla 15 £ 0.3 ve 14.8 + 0.7 mm) iizerinde etkinlik géstermistir.

Escherichia coli tizerine ise daha etki ettigi goriilmiistiir.

Tuzla’daki evlerde herhangi bir baglangig kiiltiirii eklenmeksizin geleneksel
yontemlerle iiretilen peynirlerden LAB’nin izolasyonu gergeklestirilmistir. Izolatlarin
Lactobacillus ve Lactococcus tiirlerinden olustugu belirlenmistir. Elde edilen
izolatlarin patojen bakterlerden; Escherichia coli, Staph. aureus, L. monocytogenes ve
S. enteritidis tizerinde antimikrobiyal aktiviteleri test edilmistir. Patojenik bakterilerin
gelisimi tizerindeki en yiiksek inhibisyon aktivitesini, Lb. plantarum 1 ve Lb. brevis
1'den izole edilen hiicresiz slipernatant (kiiltiir {ist sivis1) gostermistir. Siipernatantin
proteolitik enzime duyarlilif1 proteinaz K kullanilarak test edilmistir (Husejnagi¢ ve
ark., 2016).

Geleneksel Sicilya peynirlerinden ve ¢ig siitten izole edilen 699 LAB elde edilmistir.
L. monocytogenes, Staph. aureus, Escherichia coli, S. enteritidis bakterileri
antimikrobiyal test ig¢in indikator olarak kullanilmistir. Toplam 223 susun L.
monocytogenes’in biiyiimesini inhibe ettigi bulunmustur. Siit {irtinlerinde bakteriyosin
tireten kiiltiirlerin eklenmesinin {irlinlin kalitesini ve emniyetini artiracagi ve daha

pratik ve ekonomik bir yontem olacagi bildirilmistir (Macaluso ve ark., 2016).

Misir’da geleneksel siit iiriinlerinden izole edilen bazi laktik asit bakterilerinin bazi
patojenler {izerine etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda; Lc. lactis subsp. Lactis
Al5 ve E. faecium Al5, L. monocytogenes EGDEe 107776'ya kars1 antimikrobiyal
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Izole edilen suslardan iiretilen
bakteriyosinlerin pH 5 ile 8 arasinda kararli ve 100°C'ye kadar stabil oldugu
belirlenmistir. Giiniimiizde, gida iriinlerine (yani, peynir ve yogurt) dogal gida
koruyuculart olarak bakteriyosinler ve/veya bakteriyosin tireten laktik asit
bakterilerinin eklenmesi, bu iriinlerin gida giivenligini arttirmak amaciyla
kullanilmasi gerektigi sonucuna varilmistir. Bakteriyosinler L. monocytogenes'i

kontrol etmek i¢in basariyla kullanilmistir. Lc. lactis subsp. Lactis Al5, L.
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monocytogenes'in biiyiimesini onlemek ve siit iiriinlerinin emniyetini ve raf dmriinii
uzatmak icin besin sistemi icerisinde baslangi¢ kiiltlirii veya birlikte kiiltiir olarak
kullanilabilecegi ifade edilmistir. Ote yandan, E. faecium Al5'den iiretilen
bakteriyosinin, siit tirlinlerinde raf dmriinii uzatmak i¢in biyolojik koruyucu maddeler

olarak kullanilabilecegi belirtilmistir (EI-Ghaish ve ark., 2017).

Pastorize edilmemis siitten yapilan Camembert peynirinden izole edilen bir tiir olan
Carnobacterium maltaromaticum CPN tarafindan iiretilen bir bakteriyosinin yapisi ve
antibakteriyel aktivitesi belirlenmistir. Maltarisin CPN olarak adlandirilan bu
bakteriyosinin; ozellikle gida kaynakli patojen L. monocytogenes'in pek ¢ok tiiriine

kars1 giiclii aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir (Hammi ve ark., 2016).

Zorunlu bir heterofermentatif LAB olan Lb. helveticus, Genel Olarak Guvenilir
(GRAS) olarak taninir. LAB, gida iirlinlerinin duyusal 6zelliklerini bozmadan patojen
bakterilerin biiyiimesini inhibe etmede dikkate deger bir rol oynamaktadir. Cin’de
geleneksel yontemle iiretilen peynirlerden izole edilen Lb. helveticus KLDS 1.8701'in
L. monocytogenes ATCC 19115, S. Typhimurium ATCC 14028, Staph. aureus ATCC
25923 ve E. coli O157:H7 ATCC 43889 dahil olmak tizere dort gida kaynakli patojene
kars1 antimikrobiyal potansiyelinin in vitro olarak taranmasi, Oxford fincan yontemi
ve karisik kiiltiir engelleme deneyleri ile yapilmistir. Hiicresiz siipernatantlarin organik
asit iiretimi ve antimikrobiyal potansiyeli, yliksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC) kullanilarak farkli muamele ve analizler yoluyla degerlendirilmistir (Bian ve
ark., 2016).

Geleneksel olarak fermente edilmis Xinjiang peynirinden alti LAB susu izole edilmis
ve fonksiyonel, probiyotik Ozellikleri agisindan baslangic kiiltiirleri olarak
degerlendirilmistir. Izole edilen alt1 LAB tiirii, Lb. rhamnosus (bir sus), Lb. helveticus
(bir sus) ve E. hirae'yi (dort sus) kapsamaktadir. Xinjiang fermente siit iiriinlerinden
izole edilen suslarin peynir endiistrisinde baslangi¢c kiiltiirleri olarak ytiksek

potansiyele sahip oldugu sonucuna varilmistir (Azat ve ark., 2016).
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2.4. Laktik Asit Bakterilerinin Biyokimyasal ve Molekiiler Yontemlerle

Tanimlanmasi

2.4.1. Laktik asit bakterilerinin biyokimyasal yontemlerle tanimlanmasi

Biyokimyasal tanimlama, izolatlarin sayisinin azaltilmasini saglayarak molekiiler
tamimlamaya on hazirlik agisindan 6nemlidir (Huys ve ark., 2003). Biyokimyasal
tanimlama yapilmadan, ¢ok sayida koloni ile yapilan molekiiler tanimlamalar yanlis
tanimlamalara neden olabilmektedir. Bu nedenle molekiiler tanimlama ile
biyokimyasal tanimlamanin beraber yapilmasi daha dogru bir tanimlama yapmaya
olanak saglar. Sonug¢ olarak biyokimyasal olarak belirlenen bir tiiriin molekiiler
tanimlama ile net bir sekilde belirlenmesi gerekmektedir (Tabasco ve ark., 2007).
Biyokimyasal tanimlamalar her ne kadar yararli olsa da benzer 6zelliklere sahip
suslarin ayriminda yeterli olmamaktadir. Bunun yaninda metotlarin ayirt ediciligi ve

tekrarlanabilirligi azdir (Miller ve ark., 1996).

Deve siitiinden izole edilen LAB tanimlanmasi i¢in biyokimyasal ve molekiiler
yontemleri karsilagtirmayr amacglamistir. Buna gore 62 LAB izolat1 arasindan 10 sus,
API50CHL ve 16S rDNA dizilimi kullanilarak tanimlama i¢in se¢ilmistir. Sadece
Gram pozitif ve Katalaz negatif izolatlar distrilmistir. Sitrat kullanimu,
karbonhidratlarin varliginda incelenmistir. (%4, %6,5), farkli sicakliktaki (10°C-
45°C) biiytime ve farkli pH degerlerinde biiytime (9.2, 9.6)’leri test edilmistir. 10 sus
biyokimyasal yontemlerle; Lc. lactis, Lb. pentosus, Lb. plantarum, Lb. brevis ve
Pediococcus pentosaceus olarak tanimlanirken; molekiiler yontemlerle tiim suslar E.
faecium olarak tanimlanmistir. Bu nedenle, her teknigin sinirlamalar1 oldugu ancak
molekiiler analizin en giivenilir yontem oldugu sonucuna varilmistir (Fguiri ve ark.,

2015).

Yapilan bagka bir ¢aligmada ¢ig siitten iiretilmis 7 adet beyaz peynir orneginden
toplam 145 koloni izole edilmis bunlardan 77 adedi biyokimyasal identifikasyon
yontemleri ve Gram-pozitif ID test kiti ile belirlenmistir. Bu izolatlardan 25’1

Lactococcus spp., 22’si Enterococcus spp. ve 30 tanesi Lb. spp. olarak tespit edilmistir.
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Lactococcus spp. olarak tanimlanmis izolatlarin, 19°u Lc. lactis spp. lactis, 4’1 ise Lc.
lactis spp. cremoris olarak tanimlanmistir. Enterococcus spp. izolatindan 5 tanesi E.
faecalis, 2’si E. durans, 2’si E. avium, 4’1 Pediococcus pentosaceus, 2’si E. faecium
ve 1’1 E. solitorius olarak tespit edilmistir. Lb. spp. izolatlarina uygulanan seker testleri
sonucunda izolatlarin ise 7’si Lb. plantarum olarak, 7°si Lb. curvatus, 10’u da Lb.
jensenii olarak tanimlanmistir. Boylece beyaz peynirde baskin olan bakterilerin Lb.
spp. ve Lactococcus spp. grubu laktik asit bakterilerinin oldugu belirlenmistir
(Ertiirkmen ve ark., 2015).

Bir bagka calismada koyun siitiinden yapilan geleneksel Urfa peynirinde baskin LAB
suslarinin biyokimyasal, fenotipik ve genotipik metotlar kullanilarak karakterizasyonu
amaglanmistir. Calismanin asil amaci yeni starter kiiltiir olabilecek umut verici tiirlerin
belirlenebilmesidir. Elde edilen sonuglara gore % 48.95 Enterococcus spp., % 40.55
Lactococcus spp., % 9.10 Lb. spp., % 0.69 Streptococcus spp. ve % 0.69'luk
Leuconostoc spp. laktik asit bakterilerinin dagilim yiizdeleri verilmistir. Dort sus da
bakteriyosin aktivitesi gostermistir. Urfa peynirinde tuz oranmin fazla olmasi, tuza
direngli bakterilerin baskin tiir olarak bulunmasia yorumlanmistir. Tuza direngli
suslarin endiistriyel {iretimde kullaniminin 6nemli oldugu sonucuna varilmistir

(Kirmaci ve ark., 2015).

LAB’lerinin tanimlanmalarinda klasik identifikasyon testlerinin ¢ok fazla olmasi ve
standart bir ayrim yapan semanin olmamasindan dolay1 zorluklar yasanmaktadir.
Ayrica semalarda yeni tilirlerin olmamast da sikintilara neden olmaktadir. Klasik
tanimlamada Oncelikle Gram pozitif, katalaz negatif olan izolatlar degerlendirmeye
alinmaktadir. Bu izolatlar morfolojilerine, glikozdan gaz olusturma &zelliklerine gore

ve farkl sicakliklarda gelisebilmelerine gore siniflandirilabilmektedir
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Kok Lactobacillus
| Homofermentatif
] ]
Tetrad (+ 15°C (+
. ™) Tetrad (-) — ( ).
Pediococcus Streptobacterium
I
] ]
15°C (-)
45°C (- 45°C (+ —
©) ™) Thermobacterium
10°C (+
— ) — %6,5 NaCl (-)
Lactococcus
10°C (-) %6,5 NaCl (+)
Streptococcus Enterococcus

Sekil 2.1. Laktik asit bakterileri identifikasyon semasi (Schillinger ve ark., 1987).

2.4.2. Laktik asit bakterilerinin molekiiler yontemlerle tanimlanmasi

Fenolik testler LAB tanimlanmasinda uzun zamandir kullanilmaktadir. Fakat bu
tanimlama yontemleri alt tiir ve suslarin net bir sekilde ayrimini tam olarak
saglayamamaktadir. Bu nedenle LAB’nin kesin tanimlanmasinda molekiiler
tamimlama yoOntemleri Onerilmektedir (Osmanagaoglu 2011). Bu yontemlerden
bazilari, plazmit profili analizleri, kromozomal DNA’nin restriksiyon endoniikleaz
analizi, Restriction Fragment Length Polymorphism PCR (RFLP-PCR), Random
Amplification of Polymorphic DNA (RAPD-PCR) ve Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE) yontemleridir. Her bir molekiiler yontemin avantaj ve
dezavantajlar1 vardir (Aslantas, 2006; Sancak, 2001). LAB’lerinin hizli ve dogru bir
sekilde tanimlanmasinda, PCR’a dayali1 yontemler 16S rRNA’y1 kodlayan sekanslarin
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karsilagtirilmast yontemi ile 6nemli bir yere sahip olmustur (Stiles ve Holzaphel,

1997).

LAB grubu, geleneksel siit kaynaklarindan izole edilebilir ve karakterize edilebilir.
Yapilan bir ¢alismada, Iran geleneksel siit iiriinlerinden faydali saglik etkileri gosteren
probiyotik LAB suslarinin izole edilmesi, tanimlanmasi1 ve biyolojik olarak karakterize
edilmesi amaglanmistir. Toplam 19 LAB tiirii, 16S rRNA genlerinin dizilimi ile

tamimlanmustir (Haghshenas ve ark., 2016).

2.4.3. Laktik asit bakterilerinde proteomik calismalar

Belli bir organizmada bulunan proteinlerin toplamini incelemek i¢in kullanilan
yontemlerin tiimiine proteomik c¢aligmalar denilmektedir. Proteomik ¢aligsmalarin iki
temel amact vardir. Bunlardan birincisi hiicrelerden izole edilen proteinlerin
tanimlanmasi ikincisi ise tanimlanmis bu proteinlerin ifade edilmesidir (Bantscheff ve
ark., 2007). Proteomik ¢alismalarda kullanilan yontemler ELISA, 2D PAGE (ki
Yonli Jel Elektroforezi), Mikroarray (Doku ve Protein Cig Teknolojisi) ve Kiitle
Spektrometresi olarak ayrilmaktadir. Kiitle spektrometresi de MALDI-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight) ve SELDI-TOF (Surface
Enhanced Selective Capture With-Time of Flight) olarak ayrilmaktadir. Bu tip
caligmalarda ilk olarak toplam protein izole edilmekte ve toplam protein miktar
belirlendikten sonra proteinler izoelektrik noktalarina ve molekiil agirliklarina gore

kiitle spektro ayrilmaktadir (Hillenkamp ve ark., 2007).

Proteomik ¢alismalarda hedeflere ulagsmada kiitle spektrometresi (Mass Spectrometry,
MS) olduk¢a 6nemli bir aragtir. Mikrobiyoloji alaninda kiitle spektrometresinin
kullanim1 1970’lere dayanmaktadir. Bakterilerin tiir ve cins bazinda kendilerine has
bir kiitle spektralarinin oldugu 1975’lerde tespit edilmistir. Dezopsiyon ve iyonizasyon
teknolojisinin  gelismesiyle beraber 1980’lerde mikroorganizmalarin biyolojik
izlerinin tanimi1 olusturulabilmistir. Daha sonra, 1990’11 yillara gelindiginde ise soft
iyonizasyon teknolojilerinin de sistem ile birlestirilmesi ile protein gibi biiyilik

molekiiller incelenebilmistir. Bu sayede her mikroorganizma igin spesifik olan bir ¢esit
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parmak izi olusturulmakta ve mikroorganizmalarin tanimlanmasi yapilabilmektedir
(Anhalt ve ark., 1975; Heller ve ark., 1987; Claydon ve ark., 1996; Holland ve ark.,
1996).

MALDI-TOF yonteminin bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Bunlardan bir tanesi hizl bir
yontem olmasidir. Geleneksel yontemlerde bir mikroorganizmanin tanimlanmasi 1-2
giin stirerken MALDI-TOF MS yonteminde tanimlama islemi kat1 besiyerinde gelisen
saf kiiltiirlerde ¢ok kisa siirelere inebilmektedir. Ayrica bu yontem yeni bir yontem
olmasindan dolay1 daha 6nceden 16S rRNA gen sekanst ile ayrilan yakin tiirlerin bile
ayrimini yapabilmektedir (Wieser ve ark., 2012). Geleneksel yontemlerle ayrilmasi
zor olan anaerob ve bazi non-fermentatif bakterilerin, Gram pozitif basillerin
tamimlanmasinda da basarili olabilmektedir (Barbuddhe ve ark., 2008; Mellmann ve
ark., 2008). Bu sistem gii¢ tireyen bakterilerde de hizli ve giivenilir bir isimlendirme
yapabilmektedir. Diger bir avantaj1 ise maliyet agisindan ¢ok uygun olmasidir. Cihazin
ilk aliminin disinda 6rnek basina maliyet diger yontemlere gore oldukca uygundur.
Biyokimyasal testler ile kiyaslandiginda MALDI-TOF MS analizinin dort kat daha
ucuz oldugu belirlenmistir (Seng ve ark., 2009). Avantajlarinin yaninda bu yontemin
bazi olumsuz 6zellikleri de bulunmaktadir. Bu yontemde S. pneumoniae, S. mitis gibi
benzer tiirler tam olarak tanimlanamamaktadir (Prod’hom ve ark., 2010; Stevenson ve
ark., 2010). Bu durum veri tabaninda bu iki tiire ait yeterli bilgi olmamasi ve bu iki
bakterinin  ribozomal protein sekanslarinda yeterli fark olmamasindan
kaynaklanmaktadir. Tanimlamay1 etkileyen baska bir neden de bakterilerin hiicre
duvarlarinda bulunan kapsiildir (Prod’hom ve ark., 2010). MALDI-TOF tiir
saptamasinda gayet basariliyken alttiirlerin saptanmasinda simdilik ¢ok giivenilir
bulunmaktadir. Anaerop bakterilerde de yeterli veri olmadigi i¢in tanimlama basarisi

%50’nin altina diismektedir (Cherkaoui ve ark., 2010).

MALDI-TOF yonteminde mikroorganizmalarin protein, peptit ve seker gibi
biyomolekiilleri ve polimer, dendrimer ve makromolekiil gibi biiylik organik
molekiilleri lazer atiglari ile elektromanyetik ucus tiipiinden gecirilmektedir. Lazer
atiglar1 yardimiyla matriks 15181 emer ve ornekteki molekiiller iyonize hale gelerek

cihazin i¢cinde molekiil agirligina gére ugmaya baslar. Kiitleleri ile orantili hiz kazanan
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iyonlar dedektore farkli zamanda carparak farkli sinyaller elde edilir. Boylece elde
edilen sinyaller proteinlerin kiitle spektrumlarini olusturmaktadir. Olusan bu
spektrumlar  sistemin  veri  tabanindaki  spektrumlarla  karsilastirilarak
mikroorganizmalar hem cins hem de tiir bazinda tanimlanmalar1 saglanmaktadir
(Anhalt ve ark., 1975).Tanimlama i¢in temel alinan mikroorganizma proteinleri ise
hiicre icinde bol miktarda bulunan ve orta hidrofobik 6zellikteki ribozomal
proteinlerdir. Genellikle 4-15 kDa araliginda bulunan ribozomal proteinler gevresel
kosullardan ve mikrobiyolojik gelisme kosullarindan c¢ok az etkilenirler. Matriks
soliisyonu segilirken de 6zelikle bu proteinleri iyonize edecek olan soliisyonlarin tercih
edilmesi  gerekmektedir (Sulh ve ark, 2004). Matriks soliisyonu da
mikroorganizmalarin kristalize hale gelmesini saglamaktadir. Analiz i¢in 10*-10°
kob/mL diizeyinde az miktarlardaki mikroorganizma sayisi bile yeterli olmaktadir.
Dikkat edilmesi gereken nokta ise kolonilerin 48 saatten daha yasli olmamasidir.
Ciinkli yaslanan kiiltiirlerde ayirt edici pik sayist ve bu piklerin yogunlugu
azalmaktadir. Bu durum ribozomal proteinlerin par¢calanmasindan kaynaklanmaktadir

(Wieser, 2012).

Yapilan bir ¢alismada MALDI-TOF MS kullanilarak ¢ig veya pastorize siitten
tiretilmis Fransiz peyniri Maroilles’ten izole edilen LAB’leri tanimlanmistir. LAB
MRS Agarda 30°C’de gelistirilmis, Gram pozitif ve katalaz negatif olarak belirlenen
192 adet sus MALDI-TOF MS yontemine tabi tutulmustur. Bu suslardan 105 adet sus
¢ig siitten tiretilen, 92 adet sus ise pastorize siitten tiretilen Maroilles peynirinden izole
edilmigtir. Bu yontem ile LAB’ne ait olan Lactobacillus, Enterococcus ve
Leuconostoc ii¢ cins olarak tanimlanabilmistir. Buna gore Lactobacillus cinsi her iki
stitte de en fazla tiirii bulunan cins olarak belirlenmis ve Lb. plantarum, Lb. paracasei,
Lb. curvatus, Lb. rhamnosus, Lb. fructivorans, Lb. parabuchneri, Lb. brevis olarak
yedi farkli tiir tespit edilmistir. Secilen suslar iizerinde 16S rRNA’ya dayali
tanimlamada gerceklestirilmistir ve  MALDI-TOF MS yontemi ile arasindaki
korelasyon iligkisi incelenmistir. Hizli, analiz maliyeti acisindan ekonomik agidan
uygun, saglam ve giivenilir olan bu yontemin yaygin olarak kullanilan 16S rRNA
yontemine gore cazip bir alternatif oldugu ve gida endiistrisinde uygulanabilir oldugu

rapor edilmistir (Nacef ve ark., 2017).



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Arastirmada Tablo 3.1.’de goriildiigii iizere toplam 21 adet geleneksel yontemlerle

iiretilen koy peynirleri izolasyon kaynag olarak kullanilmistir. Ornekler laboratuvara

getirilinceye kadar steril 6rnek kaplarinda 4°C’de saklanmais ve soguk zincirle Sakarya

Universitesi Gida Miihendisligi Boéliimii Gida Mikrobiyoloji Laboratuvarina
ulastirilmistir.
Tablo 3.1. Arastirmada kullanilan peynirler ve kodlar
Uretildigi ) Uretildigi '
i Peynir ad1 Kodu i Peynir adi Kodu
) Yaylada iiretilmis yagli Tulum
Cerkez peyniri A . B
peyniri
Yaylada tiretilmis yagsiz Tulum
Urfa peyniri E Y o yag C
peyniri

Sakarya _ _
Otlu peyniri F Giresun Tecen peyniri G
Tulum peyniri P Deride ambalajlanmig Tulum peyniri  H
Lavas peyniri R

Bezde ambalajlanmig Tulum peyniri |

Koy peyniri M

Artivin Cegil peyniri N Cokelek peyniri D
Gerede o

Bolu o Karaman Obruk peyniri S

peyniri

Civil peyniri K Yumusak inek peyniri

Erzurum - —
K&y peyniri L Tekirdag Sert inek peyniri

Trabzon Koy peyniri @) Dokuz hdyiik peyniri Y

Denemlerde 24 saat siireyle MRS Broth (de Man Rogosa Sharpe Medium, Merck,

Almanya) besiyerinde ve M17 Broth (Merck, Almanya) besiyerinde aktiflestirilmis

izolatlar ile ¢ahsilmistir. Izolatlarm biyokimyasal yontemlerle tanimlanmasi
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yapildiktan sonra saf kiiltiirler, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Boliimiinde = MALDI-TOF MS (Matriks ile  Desteklenmis Lazer
Desorpsiyon/lyonizasyon Ugus Zamani Kiitle Spektrometresi, Bruker, Almanya)
yontemi ile de molekiiler tanimlama yapilmistir. Daha sonra izole edilen ve tanimlanan
LAB’nin antimikrobiyel aktivite testleri i¢in; L. monocytogenes ATCC 7644, Staph.
aureus ATCC 25923, E. coli O157:H7, C. sakazakii ATCC 29544, B. cereus, S.
Typhimurium ATCC 140828 suslar1 kullanilmistir. Bu suslar Sakarya Universitesi
Gida Miihendisligi Boliimii, Gida Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edilmistir.
Arastirmada kullanilan saf bakteri izolatlar1 %20 gliserol i¢eren ilgili besiyerlerinde -
80°C’de saklanmis ve her analiz Oncesinde izolatlar aktiflestirildikten sonra

kullanilmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Peynir orneklerinden laktik asit bakterisi izolasyonu

Steril 6rnek kaplarinda 4°C’de Sakarya Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Gida
Miihendisligi Boliimii Mikrobiyoloji Laboratuvarina getirilen farkli kaynaklardan
alian 21 adet peynir 6rnegi analizleri tamamlanincaya kadar soguk depoda +4°C’de

muhafaza edilmistir.

Kati besiyerinden izolat se¢ciminde kolonilerin farkli morfolojik 6zelliklere sahip
olmasina dikkat edilmistir. izolatlarin seciminde morfolojik olarak enterokoklar i¢in
kiigiik, beyaz ya da soluk rekli ve diizgiin kenarli koloniler, laktobasiller i¢in krem
renkli, mat diizglin kenarli koloniler ve laktokoklar i¢in beyaz, diizgiin kenarli ve

parlak kolonilerin alinmasina dikkat edilmistir (Turhan, 2012).

Bakteri izolasyonu i¢in peynirlerden aseptik kosullar altinda 10’ar gram tartilarak 90
mL steril fizyolojik tuzlu su (%0,85 NaCl) ¢ozeltisi ilave edilerek steril stomacher
posetlerinde homojenizatér (Wiggen-Hauser) ile 2 dakika homojenize edilmistir.
Fizyolojik tuzlu su (FTS) kullanilarak 10®’ya kadar bir seri seyrelti hazirlanmistir
(Halkman, 1990).
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Hazirlanan bu 10 ve 10®lik seyreltilerden laktokoklar i¢in yayma kiiltiir yontemi ile
ekim yapilmistir. Buna gore 0.1’ er mL alinarak M17 Agar besiyerine aktarilmigtir
(Harrigan ve Mc Cance, 1966). Aseptik kosullar altinda drigalski spatiilii ile 6rnekler
homojen bir sekilde yiizeye yayilmis, 30°C’de 24-48 saat siireyle inkiibasyona
birakilmigtir.  Inkiibasyon sonunda beyaz, diizgiin kenarli ve parlak &zelligindeki

koloniler muhtemel laktokok kolonileri olarak izole edilerek saflagtirilmistir.

Hazirlanan bu 10 ve 10’ Iik diliisyonlardan, laktobasiller igin yayma kiiltiir yontemi
ile ekim yapilmistir. Buna gore 0.1’er mL seyrelti alinarak MRS Agar besiyerine
aktarilmistir (Harrigan ve Mc Cance, 1966). Aseptik kosullar altinda drigalski spatiilii
ile 6rnekler homojen bir sekilde yayilmis, 30°C’de 24-48 saat siireyle anaerobik
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda krem renkli, mat diizgiin kenarl
koloniler o6zelligindeki koloniler muhtemel laktobasiller kolonileri olarak izole

edilerek saflastirilmistir.

Lb. acidophilus ve Lb. casei izolasyonu i¢in MRS-D-Sorbitol agar kullanilmistir ve 30
°C’ de 24-48 saat siireyle anaerobik inkiibasyona birakilmistir (Zamfir, 2005; Rosaria,
2006; Klein, 2003). MRS-D-Sorbitol agar hazirlanirken %10’luk (w/v) D-sorbitol
cozeltisinden 10 mL steril filtreden gegirilerek 90 mL MRS Agara eklenerek
karistirilmistir (Yilmaztekin, 2001).

Hazirlanan 10 ve 101k diliisyonlardan enterokoklar igin 0.1°er mL almarak
Kanamycin Aesculin Azide (KAA; Merck) Agar besiyerine aktarilmistir. Aseptik
kosullar altinda drigalski spatiilii ile 6rnekler homojen bir sekilde yayilmis, 37 °C’ de
24-48 saat siireyle inkiibasyona birakilmistir (Zamfir, 2005; Rosaria, 2006; Klein,
2003). inkiibasyon sonunda koloniler muhtemel Lb. acidophilus ve Lb. casei kolonileri
olarak izole edilip, saflastiriimistir.

Anaerob ortamlar i¢cin Anaerocult A (Merck) kullanilmigtir. Anaerocult A poseti,
olabildigince yatay tutulurken 15-20 saniye siire i¢inde posetin her yanim 1slatacak

sekilde 35 mL su ilave edilip, sliziilmeden kavanoza yerlestirilmistir. Posetin yazili
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kismu Petri kutularina dogru olarak yerlestirildikten sonra kavanoz, hizla ve tam olarak

kapatilip istenilen sicaklikta inkiibasyona birakilmistir.

Petri kutularinda gelisen mikroorganizmalardan tek koloniler alinmis 6ze yardimiyla
uygun besiyerlerine ¢izilmis ve uygun gelisme sicakliklarinda 24-48 saat inkiibasyona
birakilmistir. izolatlar tanimlama testleri yapilmasi i¢in saklanmak amaciyla %20’lik
steril gliserol igeren ependorf tiiplerine (800 pL aktif izolat + 200 uL gliserol)
aktarilmis ve -80°C’de muhafaza edilmistir (Harrigan ve McCance 1990). Toplam 142
adet izolata biyokimyasal testler uygulanmis, bu izolatlardan 71 adedi MALDI-TOF

MS yontemi ile de sus diizeyinde tanimlanmuistr.

3.2.2. Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi

Izolatlarin tanimlanmasi icin oncelikle katalaz testi ve Gram boyama yapilmustir.
Katalaz (-) olan suslar belirlendikten sonra gram boyama yapilmistir ve Gram (+)

izolatlar se¢ilmistir.

3.2.2.1. Gram boyama

Gram boyama testi; 18-24 saaatlik bakteriler kullanilarak, Temiz (2000)’e gore
yapilmistir. Bu yontemle boyama yapildiktan sonra mikroskop altinda mor renkli
goriilen mikroorganizmalar Gram (+) ve pembe goriilenler de Gram (-) olarak

degerlendirilmistir.

3.2.2.2. Katalaz testi

Uygun besiyerlerinde gelisen Petri kutusundaki kolonilerin tizerine Pastor pipeti ile
%3’liik H202 damlatilarak hava kabarcigi olusumuna bakilmigtir. Hava kabarcigi

goriilmesi katalaz (+), goriilmemesi ise katalaz (-) olarak degerlendirilmistir (Temiz

2000, Kim ve ark., 2001, Carr ve ark., 2002).
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Gram (+) ve katalaz (-) suslar belirlendikten sonra diger tanimlama islemleri bu suslar

tizerinden devam edilmistir.

3.2.2.3. Farkl sicakhiklarda gelisme testleri

izolatlarin farkli sicakliklarda gelisme testleri icin; steril 5 mL M17 ve MRS Broth
besiyerlerine %1 oraninda inokiilasyon yapilarak, 10°C’de ve 45°C’de 48 saat
inkiibasyona birakilip, bu siirenin sonunda olusan bulaniklik dikkate alinarak
degerlendirme yapilmistir (Sandine ve ark., 1962; Harrigan ve Mc Cance, 1966;
Tunail, 1978; Siirmeli, 1979; Salminen ve Wright, 1993; Holt ve ark., 1994; Tunail ve
ark., 2001).

3.2.2.4. Farkh pH’larda gelisme testleri

Izolatlar i¢in 9.2 ve 9.6 pH’ya sahip 3.0 mL M17 ve MRS Broth besiyerine 18 saatlik
izolatlardan 6ze ile agilama yapilmis ve 30°C’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir.
Bulaniklik olusan tiipler pozitif olarak degerlendirilmistir (Papamanoli ve ark., 2003;
G-allegria ve ark., 2004; Sandine ve ark., 1962; Harrigan ve Mc Cance, 1966; Tunail,
1978; Siirmeli, 1979; Salminen ve Wright, 1993; Holt ve ark., 1994; Tunail ve ark.,
2001).

3.2.2.5. Farkh tuz konsantrasyonlarinda gelisme testleri

Bakteri izolatlarinin tuz toleranslarini belirlemek amaciyla %4 ve %6,5 NaCl igeren
M17, MRS ve KAA besiyerleri kullanilmistir. Saflastirilarak stoga alinan izolatlar,
uygun agar besiyerine ekilmis ve 37 °C’de 48 saat inkiibasyondan sonra gelisimleri
incelenmistir (Facklam ve ark., 2002; Sandine ve ark., 1962; Harrigan ve Mc Cance,
1966; Tunail, 1978; Siirmeli, 1979; Salminen ve Wright, 1993; Holt ve ark., 1994;
Tunail ve ark., 2001).
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3.2.2.6. Sitrat1 kullanma testi

Muayeneleri yapilacak saf bakteri izolatlari; steril fizyolojik su ile biraz
sulandirildiktan sonra tiip i¢inde yatik Simmons Citrate Agar besi yerine (4-5 mL, pH
6.9 ve yesil renkte) ekimler yapilmig ve tiipler 2-7 giin 37 °C inkiibasyonda
birakilmistir (Anonim 2017).

3.2.2.7. Metil Red Voges Proskauer testi

MRS Broth besiyerinde gelistirilen aktif izolatlardan 5’er mL steril Metil Red Voges
Proskauer (MR-VP Broth- Merck) besiyerine %1 oraninda aktarilmis ve tiipler 48 saat
siireyle 30°C sicaklikta inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra her bir tiipten VP
testinin yapilmasi amaci ile ayr tiiplere 1’er mL alinmistir. Bu tiiplerin iizerine dnce
0,6 mL o-naftol, sonra da 0,2 mL %40’lik KOH c¢ozeltisi ilave edilmis ve kiraz

kirmizisi renk olusumu gozlenen tiiplerdeki suslar pozitif olarak degerlendirilmistir.

VP testi amaciyla SmL’lik aktif izolatdan 1’er mL alinmasinin ardindan, tiipte kalan 4
mL kiiltiire MR testi i¢in Pastor pipeti ile 4 damla kadar metil kirmizist indikatorii
damlatilmistir. Saridan  kirmiziya donen tiiplerdeki izolatlar pozitif olarak

degerlendirilmistir (Temiz 2000; Harrigan ve Mc Cance, 1966; Tunail ve ark., 2001).

3.2.1.7. Hareket testi

Denemede kullanilan izolatlarin hareketlilik 6zelliklerini saptamak amaciyla
laktobasiller icin MRS ve M17 Broth besiyerleri kullanilmigtir. %0,3 agar igeren
(yumusak agar) besiyerine MRS ve M17°de gelistirilen suslar, igne 6zeyle batirma
seklinde inokiile edilmis ve tiipler 30°C’de 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresinin bitiminde, inokiilasyon hattinin yanlarma dogru yayilmis
bulaniklik seklinde bir liremenin goriilmesi bakterinin hareketli, yalnizca inokiilasyon
hattt boyunca iireme goOzlenmesi bakterinin hareketsiz bir bakteri oldugunu

gostermistir (Halkman, 2005).
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3.2.2.9. Glikozdan gaz olusturma testi

MRS ve M17 Broth besiyerleri igeren tiiplere ters konumda Durham tiipleri
yerlestirilmis ve 10’ar mL besiyeri aktarilarak otoklavda sterilize edilmistir.
Izolatlardan 0,1 mL &rnek alinarak tiiplere ekim yapilmis ve drnekler 30°C’de 7 giin
siireyle inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda Durham tiiplerinin
tabaninda gaz olusumunun varlig1 kontrol edilmistir. Glikozun fermente edilmesiyle
ortamda gaz olusup olusmadigina bakilmistir. Gaz olusumu tespit edilmisse
heterofermantatif, gaz olusumu  goriilmemisse  homofermantatif  olarak

degerlendirilmistir (Randazzo ve ark., 2004).

3.2.2.10. % 0.1 metilen mauvisi indirgeme testi

Steril 5’er mL % 0.1 metilen mavisi i¢ceren Skim Milk (%10°’luk skim milk besiyeri
hazirlanarak, 110 "C’de 15 dakika sterilize edilmistir. %3’lik steril metilen mavisi
hazirlanarak, sterilize edilmis ve son konsantrasyon %0.1 olacak sekilde steril skim
milk besiyerine ilave edilmistir) besiyerine aktif kiiltiirden % 1 oraninda asilama
yapilarak, 28 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyon sonucu mavi rengin
beyaza donilisiimii ve piht1 olusumu esas alinarak sonuglar degerlendirilmistir (Sandine
et al., 1962; Harrigan ve Mc Cance, 1966; Tunail, 1978; Siirmeli, 1979; Salminen ve
Wright, 1993; Holt et al., 1994; Tunail vd., 2001).

3.2.3. MALDI-TOF yontemi ile bakterilerin tanimlanmasi

Arastirma kapsaminda izole edilen 71 bakteri izolat1 Trypticase Soy Agar (TSA)’da
24 saat 30°C’de inkiibasyona birakilmistir. Bu yonteme gore izolatlarin kullanilmadan
once 24 saatlik geng kiiltiir olmas1 6nemlidir. Besiyerinde gelisen her bir susa ait tek
koloniden kiirdan ucuyla alinan &rnekler MALDI-TOF MS cihazinin plakasinda
bulunan ayr1 ayr1 bolmelere aktarilarak yayilmistir. Uzerine %70’lik formik asitten
I’er uL eklenerek oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Kuruduktan sonra matriks
(HCCA: Siyano-4-hidroksisinamik asit) ¢ozeltisinden 1’er pL eklenerek tekrar oda

sicakliginda kurumaya birakilmistir. Plak daha sonra cihaza yerlestirilerek okuma
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yapilmustir. Olgiim sonuglar1 0-3 arasinda bir skala ile degerlendirilmekte, iiretici firma
Onerisi ile 2 veya daha yiiksek olan skor degerleri cins ve tiir diizeyinde dogru
tanimlama olarak kabul edilmektedir. ikiden kiiciik cikan izolatlar ise tekrar denenerek

bakterilerin tanimlanmasi1 yapilmistir (Ozcan ve ark., 2016).

3.2.4. Kirby-Bauer Disk difiizyon yontemi ile laktik asit bakterilerinin

antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesi

Calisma kapasminda izole edilerek stoga alinmis olan 98 adet LAB’den ayr1 ayr1 bir
0ze dolusu alinarak MRS Agara ekim yapilmistir. Alinan bakterilerin gelismesi igin
30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra gelisen koloniler, McFarland
standardina gore FTS’de 0,5-0,6 McFarland diizeyinde (107 kob/ml) hiicre
konsantrasyonu olacak sekilde McFarland Biosan 1B cihazi ile ayarlanmistir. FTS
icinde bu sekilde konsantrasyonlari belirlenen bakteriler, tekrar gelismeleri i¢in uygun
sicakliklarda (30 °C) inkiibasyona birakilmislardir. Istenen konsantrasyonda gelisen
izolatlarin, ikinci kez aktive edildikten sonra son aktivasyonun yapildig: tiipten MRS
broth (20 ml) igeren santrifijj tiiplerine %1 (v/v) diizeyinde ekimi yapilmistir. Daha
sonra LAB izolatlar1 ayn1 kosullarda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun
ardindan kiiltiirleri igeren santrifiij tiipleri 4°C’de 10.000 rpm’de 45 dakika Universal
320r santrifiij cihazi ile santrifiij islemine tabi tutulmustur. Cokme isleminden sonra
slipernatant kism1 ayrilmistir. Elde ettigimiz siipernatantlar (kiiltiir iist s1vis1) igerisinde
coken bilesiklerin veya 06lii canlilarin bulunmasi ihtimaline kars1 0.22 pm goézenek
capli steril membran filtreler kullanilarak sterilize edilmistir. Elde edilen
slipernatantlar; laktik asit ve diger organik asitler, hidrojen peroksit, bakteriyosin ve
bakteriyosin benzeri maddeler igermektedir (Yamato ve ark., 2003; Campos ve ark.,
2008, Uludag, 2015).

Ayn1 sekilde L. monocytogenes ATCC 7644, Staph. aureus ATCC 25923, E. coli
0157:H7, C. sakazakii ATCC 29544, B. cereus, S. Typhimurium ATCC 140828
suslar1 stok kiiltiirlerinden bir 6ze dolusu alinarak TSA’a ekim yapilmstir, 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. FTS’de 0,5-0,6 McFarland diizeyinde (10’ kob/mL) hiicre

konsantrasyonu olacak sekilde ayarlanmistir. FTS i¢inde bu sekilde konsantrasyonlari
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belirlenen bakteriler, tekrar gelismeleri i¢in 37°C’de inkiibasyona birakilmislardir.
Gelisen test mikroorganizmalari, TSA iceren Petrilere, 0,1 mL ilave edilerek, drigalski
spatiilii yardimiyla yayilmistir. Test mikroorganizmasi ekilmis besiyeri yiizeyine,
steril bos kagit diskler yerlestirilerek, tizerine elde edilen slipernatant 15 pL ilave
edilmistir. Stipernatantin besiyerine iyice difiize olabilmesi i¢in diiz bir sekilde 1 saat
bekletildikten sonra Petriler her bir indikator patojen i¢in uygun olan sicaklikta 24 saat
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonucunda olusan zonlar dl¢iilmiistiir (Yamato
ve ark., 2003; Campos ve ark., 2008). Deneme ii¢ paralel olarak gergeklestirilmistir.

Zon g¢aplart mm cinsinden 0l¢iilerek ortalamalar1 alinmistir (Zengin, 2012).

3.2.5. Bakteriyosinin kismi saflastirilamasi

LAB izolatlarindan elde edilen siipernatantlar santrifiij sonunda ¢oken kati1 fazin
karismamasina dikkat edilerek, yeni tiiplere slipernatant aktarilmistir ve siipernatantta,
organik asitin antimikrobiyal etkisini engellemek i¢in 10 N sodyum hidroksitle
(NaOH) siipernatantin pH’s1 7,0’ye ayarlanmistir. Daha sonra silipernatant igerisine
proteinlerin ¢oktiiriilmesi amaciyla, son konsantrasyon orani %40 olacak sekilde,
yavas yavas amonyum siilfat ilave edilmis ve eriyinceye kadar vorteks ile
karnigtirllmistir. Amonyum siilfat ilave edilen siipernatantlar, santrifiij tiiplerine
aktarilarak +4°C’de bir gece bekletilmistir. Daha sonra ornekler, 10.000 devirde
+4°C’de 45 dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonunda, iist faz dokiilmiis ve
kalan ¢okelti 4 mL steril 0,05 M potasyum fosfat tamponu (pH 7,0) igerisinde
¢Oziindiiriilmiistiir. Siispanse edilen ¢okelti karigimi, kismi bakteriyosin ekstrakti

olarak kullanilmistir (Uludag, 2015).

Potasyum fosfat tamponu (0,1 M) hazirlamak igin 1,22 g KOH tartilarak saf su ile 1
litreye tamamlanmustir, benzer sekilde 27,2 g KH2PO4 alinarak yine saf su ile 1 litreye
tamamlanmistir. Daha sonra KOH ¢ozeltisinden 30 mL, KH2PO4 ¢ozeltisinden de 50
mL alinarak karigtirilmistir. Daha sonra elde edilen bu ¢6zelti balon joje ile 100 mL’ye
tamamlanmistir. Bu ¢ozeltiden 50 mL alinarak 100 mL’ye tamamlanmistir ve boylece

0,05 M potasyum fosfat tamponu hazirlanmistir (Oncel ve ark., 2004).
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LAB’lerinden elde edilen ve kismi olarak saflastirilan siipernatantlarm; L.
monocytogenes ATCC 7644, Staph. aureus ATCC 25923, E. coli O157:H7, C.
sakazakii ATCC 29544, B. cereus, S. Typhimurium ATCC 140828’a Kkarsi
antimikrobiyal etkinlikleri kontrol edilmistir. Deneme {i¢ paralel olarak

gerceklestirilmistir. Zon ¢aplart mm cinsinden Olgiilerek ortalamalart alinmigtir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Peynir Orneklerinden Laktik Asit Bakteri izolasyonu

Caligmada Sakarya’dan Cerkez peyniri, kdy peyniri, Urfa peyniri, Otlu peynir, Tulum
peyniri ve Lavag peyniri, Artvin’den Cegil peyniri, Giresun’dan yaylada iiretilmis
yagli ve yagsiz tulum peyniri ve ¢okelek, Giresun’dan kdyde tiretilmis Tecen peyniri,
deride ambalajlanmig Tulum peyniri ve bezde ambalajlanmis Tulum peyniri, Bolu’dan
Gerede kdy peyniri, Erzurum’dan Civil peyniri ve kdy peyniri, Trabzon’dan Kdy
peyniri, Karaman’dan Obruk peyniri, Tekirdag’dan yumusak inek peyniri, sert inek
peyniri ve dokuz hdyiik peyniri olmak {izere gelenkesel yontemlerle iiretilmis toplam

21 adet peynir ile ¢caligilmustir.

Tablo 4.1. Peynirlerden elde edilen izolat sayis1

. Cerkez Koy Urfa Otlu Tulum Lavasg Cegil
Ornek ad1 o o o ) o o o
peyniri peyniri peyniri peynir peyniri peyniri peyniri
Izolat
20 7 15 18 6 8 4
sayisl
Yagh Yagsiz Deride Bezde Gerede
. Cokelek Tecen
Ornek ad1 Tulum Tulum o o Tulum Tulum koy
o o peyniri peyniri o o B
peyniri peyniri peyniri peyniri peyniri
Izolat
22 17 0 18 18 17 4
sayis1
. Yumusak ) Dokuz
. Civil Koy Koy Obruk ) Sert inek
Ornek ad1 o o o o inek o Hoyiik
peyniri peyniri peyniri peyniri o peyniri o
peyniri peyniri
Izolat
9 6 2 2 2 4 4

sayl1st
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Her peynir icin farkli bes besiyerinden (MRS, M17, KAA, BSM ve MRS-D-
Sorbitol)’den beser adet izolat olmak iizere toplam 525 izolat elde edilmis ve katalaz
pozitif olanlar elendikten sonra Gram negatif olanlar da ¢ikarilarak 203 izolat elde
edilmistir. Boylece yaklasik %61 oraninda izolatin gram negatif veya katalaz pozitif
oldugu sonucuna varilmistir. Her peynir ¢esidinden ayri ayr1 25°ser izolat elde
edilerek; Gram negatif ve Katalaz pozitif olanlar ¢ikarildiktan sonra Tablo 4.1.’deki

izolatlar elde edilmistir.

4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Tammmlama Sonuglar:

Izolatlarin tanimlanmalari, morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri yardimiyla
yapilmistir. Gram (-) ve Katalaz (+) suslar elendikten sonra farkli sicakliklarda (10 °C,
15 °C ve 45 °C), farkli pH’larda (9,2 ve 9,6), farkli tuz konsantrasyonlarinda (%4 ve
%6,5) gelisme, glikozdan CO2 gazi iiretimi, %0,1 metilen mavisinde iireme testi, sitrat
testi, hareket testi, Metil Red ve VVoges Proskauer gibi fenotip 6zellikleri belirlendikten
sonra tanimlamalar yapilmistir (Harrigan ve McCance 1990, Temiz 2000, Carr ve ark.,
2002, Halkman 2005). Calismada izolatlarin tanimlanmasi amaciyla yapilan
biyokimyasal testlerin sonuglar1 Tablo 4.2., 4.3. ve 4.4.’te verilmistir. Tabloda goriilen
biitiin izolatlar Gram (+) ve Kkatalaz (-)’dir. Tez ¢alismasinda izole edilen muhtemel
laktik asit bakterilerinin cinsleri 1984 yilinda yayinlanan Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology’ye gore adlandirilmistir. Bu testler daha giivenilir ve dogru
sonuglarin olabilmesi i¢in tamimlamalarda destekleyici olarak kullanilmaktadir

(Nigatu ve ark., 2000, Kili¢ 2008, Tangiiler 2010).

Bakteri izolatlarin1 belirlemede, klasik yontemler kullanigh olmasina ragmen tam
olarak bakterilerin 6zelliklerini tespit edememektedir. Hassasiyetlerinin diisiik olmasi,
fazla zaman almasi gibi zorluklar1 vardir. Bu olumsuzluklar1 nedeniyle suslari cins
diizeyinde tanimlamada kullanilmalarmin daha uygun olacagi disiiniilmektedir
(Dimitonova ve ark., 2008, Freitas ve ark., 2008). Klasik testlerdeki tekrar edilebilirlik
acisindan da zorluk diisliniilerek molekiiler diizeyde tanimlama yapilarak sonuglarin

desteklenmesi gerektigi sonucuna varilmistir.
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Bu ¢aligmada Gram (+) ve katalaz (-) olduklar1 belirlenen izolatlardan 142 tanesine
biyokimyasal tanimlama testleri uygulanmistir. Izolatlarin biiyiikk ¢ogunlugunda
glikozdan gaz olusumu gozlenmemistir ve bundan dolay1 izolatlarin daha ¢ok
homofermentatiftir 6zellikte oldugu sadece 10 tanesinin heterofermentatif oldugu
tespit edilmistir. Biyokimyasal tanimlamasi gergeklestirilen 142 izolatin hepsinin
hareketsiz oldugu belirlenmistir. Biyokimyasal sonuglara gére 10 adet Leunoconostoc,
47 adet Lactobacillus, 44 adet Enterococcus, 1 adet Streptococus olmak {izere toplam
102 adet laktik asit bakteri izolat1 cins diizeyinde tespit edilmistir. 40 adedi ise cins
diizeyinde belirlenememis. Arastirma kapsaminda c¢aligilan izolatlardan 71 adedi
MALDI-TOF MS yonteminde tanisi yapilacak izolatlar secilirken; hem farkli
peynirlerden elde edilen izolatlar hemde biyokimyasal olarak farkli cins olarak
belirlenmis izolatlar secilmeye calisilmistir. MALDI-TOF MS yontemi Ankara

Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Boliimii’nde gergeklestirilmistir.

Biyokimyasal testler Sherman smiflandirmasina gére yapilmistir. Oncelikli olarak
mikroskobik incelemelerde hiicre morfolojilerine gére izolatlar kok ve basil olarak
ayrilmigtir. Ardindan 10°C ve 45°C gelisme, pH 9,6 ve 9,2 ile %4 ve %6,5 NaCl
konsantrasyonundaki gelisimlerine bakilarak oOncelikli olarak Lactococcus cinsi
bakterilerin, Enterococcus ve diger Streptococcus cinsi bakterilerden ayristirilmasi
saglanmigtir (Carr ve ark., 2002; Schleifer ve Balz, 1984; Kirmaci, 2010). 10°C, 15°C,
45°C’de, %6,5 NaCl’de ve pH 9,6°da gelisebilen suslar enterokok olarak tanimlanmis
ve geri kalan koklar da laktokok olarak tespit edilmistir (Turhan, 2012).
Siniflandirmada Sekil 2.1°deki akis semasindan yararlanilmistir. Enterokok cinsi
bakteriler %6,5 NaCl ve pH 9,6 ortamlarinda gelisme gosterebilmektedir. Streptokok
cinsi bakterileri ise gosterememektedir. Boylece bu iki cins ayrilabilmektedir.
Laktokok cinsi bakteriler ise %6.5 NaCl, pH 9.6, 45 °C’de gelisememektedir, fakat 10
°C’de gelisme gostermektedir. Leunoconostoc ise glikozdan gaz olusturabilmektedir
(Sezer, 2007).



Tablo 4.2. Peynir drneklerinden izole edilen ve M17 Agar’da gelisen izolatlarin biyokimyasal tanimlama sonuglart

%4tuz  %6,5tuz  pH pH  Glikozdan %9’1 _ Biyokimyasal
Izolat No 10°Cde 451 de oraninda oraninda  9,2’de 9,6’da gaz metal.en Sitat Hareket Voges- Metil Red tanmlama
tireme iireme dreme dreme dreme dreme olusumu m?wsmde kullanimi Proskauer sonuglart
tireme

B71 - + + + + + - + - - - + Enterococcus
B72 Z + + - + + - + - - - + %
B73 - _ + + + + - + - - - + *
B74 - + + + + + - Z - - - + Enterococcus
B75 - + + + - + - Z - - - + Enterococcus
B76 Z Z + + + + - Z - - - + %*
C71 - + + + + + - + - - - + Enterococcus
C72 4 + + + + + - + - - - + Enterococcus
C73 Z + + - + + - + - - - + *
C74 Z + + - + + - + - - + + *
C75 V4 + + - + + - + - - + + %
C76 Z + + - + + - + - - + + *
E71 - Z + + + + - + - - + + *
E72 - Z + + + + - + - - + + *
E73 - + + + + + - Z - - + + Enterococcus
E74 Z + + + + + - Z - - + + Enterococcus

+ : Pozitif reaksiyon, -: Negatif reaksiyon, Z: Zayif reaksiyon, *: Belirlenemedi



Tablo 4.2. (Devami)
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%4 tuz  %6,5 tuz pH pH Glikozdan 701 Biyokimyasal
. 10°C’de  45°C’de metilen Sitrat Voges-
Izolat No oraninda oraninda  9,2’de 9,6’da gaz Hareket Metil Red tanmlama
lireme lireme mavisinde kullanimi Proskauer
lireme ureme lreme ureme olusumu . sonuglari
iireme
F71 - 4 + + + + - + - - + + *
F72 - + + + + - Z - - + + Enterococcus
F73 - + + + + + - Z - - + + Enterococcus
F74 - + + + + + - + - - + + Enterococcus
G71 - - - - + + - + - - - + *
G72 - - - - - + - + - - - + *
G73 - - + - + + - + - - - + *
G74 - - + - + - - + - - - + Streptococcus
H71 - + + + + + - Z - - + + Enterococcus
H72 - + + + + + - Z - - + + Enterococcus
H73 - + + + + + - Z - - + + Enterococcus
H74 - + + + + + - Z - - + + Enterococcus
171 - + + + + + - + - - + + Enterococcus
172 - + + + + + - + - - + + Enterococcus
173 - - + + + + - + - - + + *
174 - - + - + + - + - - - + *

+ : Pozitif reaksiyon, -: Negatif reaksiyon, Z: Zayif reaksiyon, *: Belirlenemedi



Tablo 4.2. (Devami)
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%0,1
%4 tuz  %6,5 tuz pH pH Glikozdan ) ) Biyokimyasal
. 10°C’de  45°C’de metilen Sitrat Voges- )
Izolat No oraninda oraninda  9,2’de 9,6’da gaz o Hareket Metil Red tanmlama
iireme iireme mavisinde kullanim Proskauer
ureme ureme ureme ureme olusumu sonuglari
ireme
M71 - - - + - + - + - - - + *
M72 - - - + + + - + - - - + *
P71 - + - + - + - + - - - + Enterococcus
P72 - + - + - + - + - - - + Enterococcus
L71 - - - + - + - + - - - + *
L72 - - - + - + - + - - - + *
R71 - - - + - - - Z - - - + *
R72 - - - + - - - Z - - - + *

+ : Pozitif reaksiyon, -: Negatif reaksiyon, Z: Zayif reaksiyon, *: Belirlenemedi



Tablo 4.3. Peynir 6rneklerinden izole edilen ve MRS Agar’da gelisen izolatlarinin biyokimyasal tanimlama sonuglart
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%4 tuz %6,5 tuz pH pH Glikozdan 701 Biyokimyasal
Izolat No 137 a57Cde oraninda oraninda 9,2°de 9,6’da gaz me.ti%en Sitrat Hareket Voges: - Metil tanmlama
iireme tireme dreme dreme dreme dreme olusumu mcia.v1s1nde kullanimi Proskauer Red sonuglar
tireme

AS1 + - - - - - - 4 - - - - Streptobacterium
AS2 + - - - - + - + - - + - %
AS3 + - - - + - - Z - - + - Streptobacterium
AS4 + - - - _ + - + - - + - *
BS1 - - - - _ - - V4 - - - - Thermobacterium
BS2 - - - - + - + Z - - - - Leuconostoc
BS3 - - - - + - - Z - - - - Thermobacterium
BS4 + - - - - - + Z - - - - Leuconostoc
BS5 + - - - + - - Z - - - - Streptobacterium
BS6 + - - - - - - Z - - - - Streptobacterium
ADI1 + - - - + - + zZ - - + - Leuconostoc
AD2 + - + - + - - + - - + - Streptobacterium
AD3 - - + - + + - + - - T - *
AD4 + - - - + - - + - - - +  Streptobacterium
BD1 + - - - + - - + - - - - Streptobacterium
BD2 - - - - - - - 4 - - - - Thermobacterium

+ : Pozitif reaksiyon, -: Negatif reaksiyon, Z:

Zayif reaksiyon, *: Belirlenemedi



Tablo 4.3. (Devami)
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%dtuz  %6,5 tuz Glikozdan %9’1 _ Biyokimyasal
Izolat No 13°Cde - 457Cde oraninda  oraninda PH,2'de pH9,6'da gaz mejul.en Sitat Hareket Voges- Metil Red tanmlama
lireme lireme dreme dreme lireme lireme olusumu m?wsmde kullanimi Proskauer sonuglar:
tireme

CDlI - - - - - - - zZ - - - - Thermobacterium
EDI1 - - - - - + - + - - + + Thermobacterium
FS1 - - + - + + - - - - + + Thermobacterium
FS2 + - - - + + + - - - - - Leuconostoc
FS3 + - - - + + + - - - - - Leuconostoc
FS4 + - - - + + + - - - - - Leuconostoc
GS1 - - - - - + - - - - - - Thermobacterium
GS2 - - - - + + - + - - + + Thermobacterium
GS3 - - - - + + + Z - - - + Leuconostoc
GS4 - - - - + + - - - - - + Thermobacterium
HS1 - - + + + + - - - - - + Thermobacterium
HS?2 _ _ + _ + + - - - - - + Thermobacterium
HS3 + - + + + + - - - - - + Streptobacterium
HS4 - - + - + + - - - - - + Thermobacterium
IS1 V4 - - - + + - y4 - - + + *
1S2 - - + - + + - + - - - + Thermobacterium

+: Pozitif reaksiyon, -: Negatif reaksiyon, Z: Zayif reaksiyon, *: Belirlenemedi



Tablo 4.3. (Devami)
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%dtuz  %6,5 tuz Glikozdan 701 Biyokimyasal
Izolat No 130 e a5°Cde oraninda  oraninda PHS,2'de pHI,6'da gaz me.til.en Sitrat Hareket Voges- Metil Red tanmlama
iireme iireme ireme ireme tireme iireme olusumu m?wsmde kullanimi Proskauer sonuclart
tireme

IS3 - - + - + + - Z - - - + Thermobacterium
IS4 - - - - - + - Z - - - + Thermobacterium
JS1 - - - - - + - Z - - - + Thermobacterium
JS2 - V4 - - - + - Z - - - + Thermobacterium
FD1 + - + - + + - 4 - - - - Streptobacterium
FD2 + - - - + + - Z - - - - Streptobacterium
GD1 - - + - + + - + - - - + Thermobacterium

GD2 - - - - + + + Z - - - + Leuconostoc
HD1 - - + - + + - Z - - - + Thermobacterium
HD2 - - - - + + - Z - - - + Thermobacterium
ID1 - - - - + + - Z - - + + Thermobacterium
ID2 - - + - + + - Z - - + - Thermobacterium
KD1 - - + + + + - Z - - + + Thermobacterium

RS1 - - + - + + + + - - - - Leuconostoc
RS2 + - + - + + - + - - - + Streptobacterium
PS1 + - + + + + - + - - - - Streptobacterium

+ : Pozitif reaksiyon, - : Negatif reaksiyon, Z: Zayif reaksiyon, * : Belirlenemedi



Tablo 4.3. (Devami)
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%0,1
%4tuz  %6,5tuz Glikozdan ) ) Biyokimyasal
. 15°C’de  45°C’de pH9,2’de pH 9,6’da metilen Sitrat Voges- )
Izolat No oraninda  oraninda gaz o Hareket Metil Red tanmlama
iireme tireme tireme iireme mavisinde  kullanimi Proskauer
ureme ureme olusumu sonuglari
ireme
PS2 + - + + + + - + - - + + Streptobacterium
LS1 + - + + + + - + - - - + Streptobacterium
LS2 + - + - + + - + - - - + Streptobacterium
USl + - + - + + - + - - - + Streptobacterium
Us2 - - + - + + + + - - - + Leuconostoc
YS1 + - + + + + - zZ - - - + Streptobacterium
YS2 + - + - + + - + - - - + Streptobacterium
MS1 + - + - - + - + - - - + Streptobacterium
MS2 + - + - - + - + - - - + Streptobacterium
MS3 + - + - - + - + - - - + Streptobacterium
MS4 + - + - - + - + - - - + Streptobacterium
NS1 + - + - - + - + - - - + Streptobacterium
NS2 + - + - - + - + - - - + Streptobacterium

+ : Pozitif reaksiyon, -: Negatif reaksiyon, Z: Zayif reaksiyon, *: Belirlenemedi
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%dtuz %65 tuz Glikozdan 701 Biyokimyasal
. 10°C’de  45°C’de pH9,2’de pH 9,6’da metilen Sitrat Voges-
Izolat No oraninda  oraninda gaz Hareket Metil Red tanmlama
iireme iireme iireme iireme mavisinde  kullanimi Proskauer
ureme ureme olusumu . sonuglari
iireme

AAl - + + + + - + - - + + *
AA2 - + + + + - + - - + + *
AA3 - Z + + + + - + - - + + *
AA4 Z Z + + + + - + - - + + *
AA5S - + + + + + - + - - + + Enterococcus
AA6 Z + + + + + - + - - + + Enterococcus
BAl - Z + + + + - + - - + + *
BA2 - + + + + + - + - - + + Enterococcus
BA3 Z 4 + + + + - + - - + + *
BA4 - + + + + + - + - - + + Enterococcus
CAl - + + + + + - + - - + - Enterococcus
CA2 - + + - + + - Z - - + - *
CA3 - Z + + + + - + - - + + *
CA4 - + + + + + - + - - + + Enterococcus
CAS - + + + + + - + - - + - Enterococcus
CA6 - + + + + + - Z - - + - Enterococcus

+: Pozitif reaksiyon, -: Negatif reaksiyon, Z: Zayif reaksiyon, *: Belirlenemedi



Tablo 4.4. (Devami)
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%dtuz  %6,5 tuz Glikozdan 70! Biyokimyasal
. 10°C’de  45°C’de pH9,2’de pH 9,6’da metilen Sitrat Voges-
Izolat No oraninda  oraninda gaz Hareket Metil Red tanmlama
iireme iireme iireme iireme mavisinde  kullanimt Proskauer
ureme ureme olusumu . sonuglari
ireme

EA1l - + + + + + - + - - + + Enterococcus
EA2 - + + + + + - + - - + + Enterococcus
EA3 - + + + + + - Z - - + + Enterococcus
EA4 - + + + + + - + - - + + Enterococcus
EAS - + + + - + - Z - - + + Enterococcus
EA6 - + + + - + - Z - - + + Enterococcus
FA1 - Z + + + + - + - - + + *
FA2 - + + + + + - + - - + + Enterococcus
FA3 - + + + + + - + - - + + Enterococcus
FA4 - Z + + + + - + - - + + *
GAl - + + + + + - Z - - - + Enterococcus
GA2 - - + + + + - + - - - + *
GA3 - + + + + + - + - - - + Enterococcus
GA4 - + + + + + - Z - - - + Enterococcus
HA1 - - + + + + - + - - + + *
HA2 - + + + + + - Z - - + + Enterococcus

+ : Pozitif reaksiyon, -: Negatif reaksiyon, Z: Zayif reaksiyon, *: Belirlenemedi



Tablo 4.4. (Devami)
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%0,1
%4tuz  %6,5 tuz Glikozdan . . Biyokimyasal
. 10°C’de  45°C’de pH9,2°de pH9,6’da metilen Sitrat
Izolat No oraninda  oraninda gaz o Hareket tanmlama
tireme tireme tireme tireme mavisinde  kullanimi
ureme ureme olusumu sonuglari
ireme
HA3 R + + + + + - + - - Enterococcus
HA4 - + + + + + - 7 - - Enterococcus
IA1 - 4 + + + + - + - - *
IA2 . + + + + + - + - - Enterococcus
1A3 - Z + + + + - + - - *
KAl - - + + + + - + - - *
RAL1 - + - + + + - + - - Enterococcus
RA2 - + - + + + - + - - Enterococcus
MA1 - + - + + + - + - - Enterococcus

+ : Pozitif reaksiyon, -: Negatif reaksiyon, Z: Zayif reaksiyon, *: Belirlenemedi
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Yapilan biyokimyasal tanimlamalar sonucunda bazi suslarin 6zellikleri ayni olmasina
ragmen molekiiler diizeyde yapilan tanimlama ile farkli bakteriler oldugu
belirlenmistir. Bu nedenle biyokimyasal tanimlamalarin kesin olarak ayrim yapmakta
yetersiz oldugu sonucuna varilmistir ki bu durum literatiir ¢alismalarinda da

vurgulanmigtir.

Deve siitlinden izole edilen LAB hem molekiiler hem de biyokimyasal olarak
tamimlanmaya c¢alisilmis ve sadece Gram pozitif ve katalaz negatif suslar izole
edilmistir. Izolatlarm sitrat kullanimi, karbonhidratlarm varliginda incelenmistir.
Ayrica tuz konsantrasyonu (%4, %6,5), farkli sicaklik (10-45°C) ve farkli pH
degerlerinde (9,2, 9,6) gelisme durumlart test edilmistir. Elde edilen sonuglara gére 10
sus biyokimyasal yontemlerle Lc. lactis, Lb. pentosus, Lb. plantarum, Lb. brevis ve
Pediococcus pentosaceus olarak tanimlanirken; molekiiler yontemlerle tiim suslar E.
faecium olarak tanimlanmistir. Bu nedenle, her teknigin sinirlamalar1 oldugu ancak
molekiiler analizin en giivenilir yontem oldugu sonucuna varilmistir (Fguiri ve ark.,
2015). Bizim calismamizdan elde ettigimiz sonuglar da bu bulgularla paralellik

gOstermistir.

Tablo 4.5. MALDI-TOF MS yontemi ve biyokimyasal yontemler ile izolatlarin tanimlama sonuglari

Peynir Cesidi I:zz( MALDITOF Sonuglari Biyokimyasal Sonuglar1
AAl E. faecalis Belirlenemedi
AA2 E. faecalis Belirlenemedi
Cerkez Peyniri
AD1 Leu. mesenteroides Leuconostoc
AM1 E. faecalis Belirlenemedi
B71 E. faecium Enterococcus
B72 E. durans Belirlenemedi
Yagli Tulum Peyniri BAl E. faecalis Belirlenemedi
BA2 E. faecalis Enterococcus

BM1 E. faecalis Belirlenemedi




Tablo 4.5. (Devam)
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C71 E. faecium Enterococcus

C72 E. faecium Enterococcus

CA1l E. faecium Enterococcus

Yagsiz Tulum
o CA2 E. durans Belirlenemedi
Peyniri

CcMm1l E. faecalis Belirlenemedi

CcM2 E. durans Belirlenemedi

E71 E. faecalis Belirlenemedi

E72 E. faecalis Belirlenemedi

EAL E. faecium Enterococcus

Urfa Peyniri

EA2 E. faecium Enterococcus

ED1 E. faecalis Lactobacillus

EM1 E. faecium Belirlenemedi

F71 E. durans Belirlenemedi

F72 E. faecium Enterococcus

Otlu Peynir FA1 E. faecalis Belirlenemedi
FA2 E. faecalis Enterococcus

FD1 Lc. lactis Lactobacillus

G71 E. italicus Belirlenemedi

G72 E. italicus Belirlenemedi

GA1l E. faecium Enterococcus

Tecen Peyniri

GA2 E. durans Belirlenemedi

GD1 Lc. lactis Lactobacillus

GM1 E. faecium Belirlenemedi
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H71 E. faecium Enterococcus
H72 E. faecium Enterococcus
Deride Tulum HA1l E. durans Belirlenemedi
Peyniri HA2 E. faecium Enterococcus
HD1 E. faecium Lactobacillus
HM1 E. faecium Belirlenemedi
171 E. faecium Enterococcus
172 E. faecium Enterococcus
1A1 E. faecalis Belirlenemedi
Bezde Tulum )
. 1A2 E. faecalis Enterococcus
Peyniri

ID1 Lb. paracasei Lactobacillus
IM1 E. faecium Belirlenemedi
1S2 Lb. plantarum Lactobacillus
KAl E. faecium Belirlenemedi

Civil Peyniri
KM1 E. faecium Belirlenemedi
L71 St. parauberis Belirlenemedi
Koy Peyniri L72 E. faecium Belirlenemedi
LS1 Leu. mesenteroides Lactobacillus
M71 E. faecalis Belirlenemedi
M72 St. parauberis Belirlenemedi

Koy Peyniri
MA1l E. faecalis Enterococcus
MM1 Leu. lactis Belirlenemedi
Cegil Peyniri NM1 Lb. brevis Belirlenemedi
Koy Peyniri OoM1 Lc. lactis Belirlenemedi
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Tablo 4.5. (Devami)

P71 E. faecalis Enterococcus

P72 E. faecium Enterococcus

Tulum Peyniri PM1 E. faecium Belirlenemedi
PS2 Lb. paracasei Lactobacillus

R71 Leu. mesenteroides Belirlenemedi

R72 Leu. mesenteroides Belirlenemedi

RAL E. faecalis Enterococcus

Lavas Peyniri RA2 E. faecium Enterococcus
RM1 Leu. mesenteroides Belirlenemedi

RS1 Leu. mesenteroides Belirlenemedi

RS2 Leu. mesenteroides Lactobacillus

Yumusak Inek . . .
Peyniri T™M1 Leu. mesenteroides Belirlenemedi
Inek Peyniri UMl Leu. mesenteroides Belirlenemedi
Dokuz Hoyiik YS1 Leu. mesenteroides Lactobacillus
Peyniri YM1 Leu. mesenteroides Belirlenemedi

Tablo 4.5.’ten gortldigi gibi 71 izolat MALDI-TOF MS yo6ntemi ile tanimlanmustir.
Izolatlardan 6 tanesi E. durans, 18 tanesi E. faecalis, 24 tanesi E. faecium, 2 tanesi E.
italicus, 1 tanesi Lb. brevis, 2 tanesi Lb. paracasei, 1 tanesi Lb. plantarum, 3 tanesi Lc.
lactis, 1 tanesi Leu. lactis, 11 tanesi Leu. mesenteroides ve 2 tanesi St. parauberis
olarak tanimlanmistir. Sonuglara gore tiim peynirlerden izole edilen toplam

izolatlarda, koklarin basillere gore ¢ok daha fazla oldugu gorilmiistiir.
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Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Leuconostoc mesenteroides
Enterococcus durans

M Lactococcus lactis
Enterococcus italicus

B Lactobacillus paracasei

B Streptococcus parauberis

B Lactobacillus brevis

B Lactobacillus plantarum

B Leuconostoc lactis

Sekil 4.1. MALDI-TOF MS yontemine gore tiim peynirlerden izole edilen laktik asit bakteri izolatlarinin suglara
gore yiizde olarak dagilimi

Sekil 4.1.’den anlasildig1 iizere toplam olarak geleneksel yollarla iiretilmis tiim
peynirlere bakildigi zaman %33 oraninda E. faecium, %25 oraninda E. faecalis, %15
oraninda Leu. mesenteroides, %8 oraninda E. durans, %4 oraninda da Lc. lactis oldugu
goriilmektedir. Diger bakteri suslar1 %3’iin altinda yer almaktadir. Baskin olan tiirler

E. faecium ve E. faecalis olarak tespit edilmistir.

Yapilan bir ¢calismada Tomas peynirlerinden izole edilen LAB’nde baskin tiiriin E.

faecium ve Lc. lactis subsp. lactis olarak tespit edilmistir (Korucu, 2012).

Bryndza, Cebreiro, Kefalotyri, Manchego, Picante da Beira Baixa, Semicotto Caprino,
Beyaz, Teleme ve Tulum gibi geleneksel peynir tiirlerinden izole edilen laktik asit
bakterileri arasinda enterokok cinsi bakteriler yiiksek oranda bulunmustur
(Litopoulou-Tzanetaki, 1990; Wessels ve ark., 1990; Freitas ve ark., 1996; Cintas ve
ark., 2000; Suzzi ve ark., 2000; Ambadoyiannis ve ark., 2004; Oner ve ark., 2004;
Jurkovi¢ ve ark., 2006; Tuncer, 2009; Yogurtcu, 2011).

Daha o6nce yapilan bir¢ok ¢alismada Tulum peynirinde basta E. faecalis, E. faecium
ve E. durans tiirleri olmak tizere farkli enterokok tiirlerine ait cok sayida sus tespit

edilmistir (Oner ve ark., 2004; Tuncer, 2009; Yogurtcu, 2011).
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Picante da Beira Baixa (Freitas ve ark., 1996), Semicotto Caprino (Suzzi ve ark., 2000)
ve Bryndza (Jurkovi¢ ve ark., 2006); gibi geleneksel peynir tiirlerinden de izole edilen
izolatlar arasinda benzer sekilde E. faecalis, E. faecium ve E. durans tiirlerinin daha
fazla oranda oldugu bildirilmistir (Yogurtgu 2011). Tiim bu sonuclarda gorildiigii gibi,
yapilan bu calismada elde ettigimiz sonuclarin literatiirdeki bilgiler ile benzerlik
gosterdigi goriilmektedir. Bu tez ¢alismasinda Tablo 4.8.’den anlasildig gibi 13 peynir

¢esidinde de Enterokok cinsi bakterilerin tespit edildigi goriilmiistir.

Hizarci (2011) yaptig1 calismada 30 tulum peyniri 6rneginden 75 LAB izole etmis,
izolatlarin 5 tiire ait oldugunu belirlemistir. Izolatlar arasinda en sik bulunan tiiriin Lb.
brevis 1 (%66,67) oldugu, bunu Lb. plantarum 1 (%20,6), Lb.. paracasei spp
paracasei 1 (% 5,5), Lb. pentosus (%4,1), Lc. lactis spp lactis 1 (%1,4) takip ettigi

belirlenmis. 2 izolat ise tanimlanamamastir.

Lb. paracasei, ev yapimi olarak {iretilen 1s1l islem gérmiis kegi siitiinden iiretilen
Bukuljac peynirinde (Nicolic ve ark., 2008) ve baska bir ¢alismada da Cheddar
peynirinde (Williams ve Banks 1997) Lb. paracasei subsp. paracasei ve Lb. plantarum
baskin tiir olarak tespit edilmistir (Hoorde ve ark., 2008). Yapilan ¢alismamizda da
koylerde geleneksel yollarla tiretilmis iki Tulum peynirinde Lb. paracasei ve bir
Tulum peynirinde ise Lb. plantarum tespit edilmistir. Bu peynirler ile Tulum peyniri

sonuglari arasindaki benzerlik gézlenmistir.

Sengiil ve Cakmakc1 (2003) ve Giirses ve Erdogan, (2006) yaptiklari galismada Tulum
peynirlerinden Lb. paracasei izole etmislerdir. Yaptigimiz ¢aligmada iki farkli Tulum
peyniri Orneginden Lb. paracasei’nin elde edilmesinden dolayr benzerlik

gostermektedir.

Garabal ve ark., (2008) Cebreiro peyniri, Costa peynirinde Lc. lactis izole etmislerdir.
Yaptigimiz ¢alismada K&y peyniri, Tecen peyniri ve Otlu peynirde ayni bakteri izole

edilmistir.
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Sengiil ve Cakmakci (2003) Tulum peynirinden; Herreros ve ark., (2003); Armada
peynirinden; Ouadghiri ve ark., (2005) Moroccan yumusak beyaz peynirinden;
Oksiiztepe ve ark., (2005) ¢ig siitten iiretilmis Tulum peynirinden Lb. brevis susunu
izole etmislerdir. Yaptigimiz ¢alismada geleneksel yollarla kdyde {iretilmis Cegil

peynirinden bu bakteri elde edilmistir.

Hoorde ve ark., (2008) Gauda tipi peynirlerden izole ettikleri LAB arasinda baskin
tirlerin Lb. plantarum ve Lb. brevis oldugunu belirtmislerdir. Williams ve Banks
(1997) ise Cheddar peynirinden izole ettikleri 15 adet LAB izolatinda en ¢ok izole
edilen tirlerin Lb. paracasei subsp. paracasei ve Lb. plantarum oldugunu
belirlemislerdir. Navidghasemizad ve ark., (2009)’nin koyun siitiinden elde edilen
Lighvan peynirinden izole ettikleri LAB tiirlerinin igerisinde baskin tiirlerin E.

faecium, Lc. lactis ve Lb.. plantarum oldugunu ifade etmislerdir (Coskun, 2012).

MALDI-TOF MS ve biyokimyasal tanimlama sonuclarmi yapilan calismalarla
karsilagtirildiginda iki yontemle de tanimlamasi yapilan suslar arasinda 25 tanesi cins
diizeyinde ayni1 sonucu vermis, 7 tanesi ise cins diizeyinde farkli bakteri olarak tespit
edilmigtir. Fguiri ve ark., (2015) yaptiklari g¢alismada LAB izolasyonu ve
tanimlanmasinda biyokimyasal ve molekiiler yontemleri karsilastirmislardir. Buna
gore Lb. pentosus, Lb. plantarum ve Lb. brevis olarak belirledikleri suglarin molekiiler
tanimlama sonucunda E. faecium oldugunu tespit etmislerdir (Fguiri ve ark. 2015). Bu

sonug¢ yaptigimiz ¢alisma ile benzerlik gostermistir.

Heterofermentatif olan Leunoconostoc suslarmin da biyokimyasal testte gaz
olusturmadig: tespit edilmistir. Bu da biyokimyasal tanimlamada yanilgiya neden

olmustur.
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Tablo 4.6. Peynirlerden izole edilen ve MALDI-TOF MS ile tanisi yapilan suglarin sayilari
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Leu. lactis

71

Toplam LAB

Sayisi




49

4.3. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Etkinliginin Belirlenmesi

Arastirmada peynirlerden izole edilmis olan 98 adet muhtemel laktik asit bakterisinin
antimikrobiyal aktivite testleri gerceklestirilmistir. LAB izotlatlarinin siipernatatlari,
disk difiizyon teknigine gore L. monocytogenes ATCC 7644, Staph. aureus ATCC
25923, E. coli O157:H7 ATCC, C. sakazakii ATCC 29544, B. cereus, S. Typhimurium
ATCC 140828’a kars1 test edilmistir. Inkiibasyon sonrasi zon olusumuna gore
degerlendirme yapilmigtir. Buna gore 10 adet izolatta antimikrobiyal etkinlik tespit
edilmis. LAB’lerinin yaklagik %10’unun 6 patojen iizerine antimikrobiyal aktivite

gosterdigi sonucuna varilmistir.

Sekil 4.2. Bezde iiretilen tulum peynirinden elde edilen siipernatantin Cronobacter sakazakii ATCC 29544’ye kars1
antimikrobiyal etkisi

Sekil 4.2.’de C. sakazakii ATCC 29544’ye karsi tulum peynirinden elde edilen
siipernatantin olusturdugu zon goriilmektedir. Laktik asit bakterilerinden elde edilen
stipernatantlarin C. sakazakii’ye inhibe edici etkisi oldugu sonucuna varilmstir. Laktik
asit bakterilerinin antimikrobiyal etkileri ile ilgili yapilmis birgok g¢alisma olmasina
ragmen bu patojenle yapilmis bir ¢alismaya rastlanilmadigr i¢in bu calisma 6rnek

olusturmaktadir.

Tablo 4.7.’de laktik asit bakterilerinden elde edilen izolatlardan L. monocytogenes
ATCC 7644, Staph. aureus ATCC 25923, E. coli 0157:H7, C. sakazakii ATCC 29544,
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B. cereus, S. Typhimurium ATCC 140828 patojenlerine karsi antimkrobiyal etki

gosterenler Tablo 4.8.’de ise antimikrobiyal etki gostermeyenler verilmistir.

Tablo 4.7. Antimikrobiyal etki gosteren izolatlar

AM1  BA2 E72 EA2 F72 171 1Al 1A2 1S2 OomM1
Tablo 4.8. Antimikrobiyal etki gostermeyen izolatlar

AA1l BD1 CD1 FAl1 GAl HA1 IM1 L72 MS2 PS2 SM1
AA2 BM1 CM1 FA2 GA2 HA2 IS1 LS1 NM1 R71 ™1
AD1 BS1 CM2 FDl1 GD1 HD1 JS1 LS2 NS1 R72 umM1
AS1  BS2 E71 FM1 GM1 HM1 JS2 M71 NS2 RA1 uUs1
AS2 C71 EAl FS1 GS1 HS1 KA1l M72 P71 RA2 us2
B71 C72 ED1 FS2 GS2 HS2 KD1 MA1 P72 RM1  YM1
B72 CAl1 EM1 G71 H71 172 KM1 MM1 PM1 RS1 YS1
BAl CA2 F71 G72 H72 ID1 L71 MS1 PS1 RS2 YS2

Tablo 4.7 ve 4.8’den anlasildig1 gibi yapilan bu ¢alismada peynirlerden elde edilen

laktik asit bakterisi

gostermedigi anlagilmaktadir.

izolatlarindan biiyiik ¢ogunlugunun antimikrobiyal etki

Theppangna ve ark. (2007), et, kopek diskisi, su kuslart diskisi ve insan digkisindan

elde edilen 48 adet E. faecium ve 91 adet E. faecalis’den meydana gelen toplam 129

izolatin antibakteriyel aktivitesini; Staph. aureus, B. subtilis, L. monocytogenes, S.

enteritidis ve E. coli iizerinde test etmislerdir. Izolatlarin %37’sinin en az bir bakteriye

kars1 antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu degerlendirmislerdir. Bu calismadaki

sonuglarda elde ettigimiz veriler ile ortlismektedir.
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Sekil 4.3. L. monocytogenes ATCC 7644’e karsi izolatlarin olusturdugu zon ¢aplari(mm)

Sekil 4.3.’ten goriildiigii tizere Yagli Tulum peynirinden elde edilen E.faecalis 14 mm,
Urfa peynirinden izole edilen E. faecium 14 mm, Tulum peynirinden izole edilen E.
faecalis 9,5 mm; Lb. plantarum ise L. monocytogenes ATCC 7644’ kars1 15 mm zon

olusturmustur.

12 11
10

10 9

Zon gaplari (mm)

Sekil 4.4. E. coli O157:H7’e kars1 izolatlarin olusturdugu zon ¢aplari(mm)
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Sekil 4.4’ten anlasildig1 gibi Otlu peynirden izole edilen E. faecium 10 mm, Tulum
peynirinden izole edilen Lb. plantarum 9 mm ve kdy peynirinden izole edilen Lc.

lactis; E. coli O157:H7’ya kars1 11 mm zon olusturmustur.
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Sekil 4. 5. Cronobacter sakazakii ATCC 29544 ya kars1 izolatlarin olusturdugu zon ¢aplari(mm)

Sekil 4.5.’ten gortldigii tizere Cerkez peynirinden elde edilen E. faecalis 10 mm, Urfa
peynirinden izole edilen E. faecalis 10 mm, Tulum peynirinden izole edilen E. faecium

15 mm; Lb. plantarum ise C. sakazakii ATCC 29544’ya karst 11 mm zon

olusturmustur.
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Sekil 4.6. B. cereus ve S. Typhimurium ATCC 14028’ya kars1 izolatlarin olusturdugu zon ¢aplari (mm)

Sekil 4.6.’dan anlasildigi lizere Tulum peynirinden izole edilen E. faecalis, S.
Typhimurium ATCC 14028’ya kars1 12 mm; Lb. plantarum ise B. cereus’a kars1 11
mm zon olusturmustur. Staph. aureus ATCC 25923’yi elde edilen 98 tane izolattan

higbirisi inhibe edememistir.

Yapilan tiim antimikrobiyal testler {i¢ tekerriirlii olarak uygulanmis ve ortalamalari

alinmistir. Standart sapmasi yiiksek olan sonuglarda ise ¢alismalar tekrarlanmistir.

Yapilan bir tez ¢aligmasinda; salgam suyundan izole edilmis olan 6 adet laktik asit
bakterisinin antimikrobiyal aktivite testleri gerceklestirilmistir. L. monocytogenes
ATCC 7644 ve Staph. aureus ATCC 10832’de inkiibasyon sonrasi zon olusumu
goriilmemistir (Samandir, 2014). Yaptigimiz ¢alismada da Staph. aureus ATCC
25923’1i izolatlardan higbirisi inhibe edememistir. Bu agidan elde ettigimiz sonuglar

literatiir ile benzerlik gostermektedir.

Hajikhani ve ark (2007), beyaz peynirlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin

antimikrobiyal aktivitelerini arastirmiglardir. Degerlendirilen tiim enterokok
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izolatlarmin gida kaynakli patojenlere karsi antimikrobiyal etki gosterdiklerini
belirtmislerdir. Yine bir baska ¢aligmada Bilgin (2008), gelencksel olarak iiretilen
beyaz peynirden izole edilen E. faceium’un L. monocytogenes ve B. cereus’a karsi
inhibitor aktivite gosterdigini tespit etmislerdir. Abanoz (2014) ise, yaptig1 ¢alismada
fermente siit tiriinlerinden izole ettigi E. faecalis’in, E. coli ye kars1 antimikrobiyal etki
gosterdigini belirtmistir (Uludag, 2015).

Bir bagka ¢alismada ise; salamura beyaz peynirden izole edilen suslarin antimikrobiyal
ozellikleri incelenmistir. Izole edilen laktobasil suslarmm E. coli ve Yersinia
enterocolitica bakterilerine kars1 antimikrobiyal etkisi oldugu tespit edilmistir. Ayrica
bu laktobasil suslarinin starter olarak farkli bakteriler ile birlikte kullanilabilecegi

sonucuna varilmistir (Ozkaya 2001).

4.4. Tzole Edilen Laktik Asit Bakterilerinde Bakteriyosinlerin Antimikrobiyal

Etkinliginin Belirlenmesi

Amonyum siilfat ile ¢oken proteinlerdeki olusan yapiskanlik nedeniyle potasyum
fosfat tamponu ile ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen ¢okelti kismi bakteriyosin olarak
degerlendirilerek daha 6nce antimikrobiyal etki gosteren izolatlardan elde edilen bu
kismi bakteriyosinlerin yine ayni alti patojen bakteri lizerine antimikrobiyal etkisi

incelenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.7.’de verilmistir.
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Sekil 4.7. E. faecium F72 ve E. faecalis TA2 tarafindan diretilen ham bakteriyosinlerin bazi patojen

mikroorganizmalara kars1 antimikrobiyel aktivitesi

Daha 6nce siipernatantlar1 antimikrobiyal etki gdsteren bazi izolatlardan (AM1, BA2,
E72, EA2, I71, 1AL, IS2, OM1) elde edilen kismi bakteriyosinleri alt1 patojene karsi
antimikrobiyal etki gostermedigi tespit edilmistir. Bunlardan sadece (F72 ve 1A2
preparatlari) patojenleri inhibe etmistir. Otlu peynirden elde edilen E. faecium’un
tirettigi kismi bakteriyosin E. coli O157:H7’ye karsi 9 mm ¢apinda zon, Tulum
peynirinden izole edilen E. faecalis’in iirettigi kismi bakteriyosin ise S. Typhimurium
ATCC 14028’ya karst 11 mm zon olusturmustur. Denemeler {i¢ paralel olarak

gergeklestirilmis ve ortalamalart alinmistir.

Sekil 4.8. Tulum peynirinden elde edilen kismi bakteriyosinin Salmonella Typhimurium ATCC 14028’¢ karst
antimikrobiyal etkisi

Sekil 4.8.’de Tulum peynirinden elde edilen kismi bakteriyosinin S. Typhimurium
ATCC 14028’¢ kars1 olusturdugu zon goriilmektedir.
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Bu ¢alismada antimikrobiyal etkili 10 izolattan sadece 2 tanesi tarafindan tiretilen ve
kismi olarak saflastirilan bakteriyosin preparatlarinin antimikrobiyal etkisini korudugu

gorilmistiir.

Yapilan baska bir tez ¢alismasinda da nétralizasyon sonrasi 601 izolattan sadece 35
adedinin etkisini korudugu goriilmiistiir. Ayrica katalaz enzimi ile hidrojen peroksitin
antimikrobiyal etkisi de giderilmis ve katalaz uygulanmasi1 sonucunda antimikrobiyal
testte higbir izolatin etkisini kaybetmedigi ve antimikrobiyal etkinin hidrojen
peroksitten kaynaklanmadigi anlasilmistir (Sezer, 2007). Bizim elde ettigimiz sonuglar

da bu calisma ile benzerlik gostermektedir.

Uludag (2015), yaptig1 yiiksek lisans ¢aligmasinda enterokoklardan elde edilen kismi
bakteriyosinler, S. Enteritidis, E. coli, B. cereus ve Stah. aureus’a kars1 antimikrobiyal
etki gosterdigi belirlenmistir. Bizim ¢alismamizda da E. faecium’un irettigi kismi
bakteriyosin E. coli O157:H7’ye, E. faecalis’in irettigi kismi bakteriyosin ise S.

Typhimurium’a etki etmistir.

Karagiil (2010), tulum peynirlerinden izole edilen Bakteriyosin-benzeri madde iireten
LAB izolatlarinin B. cereus, E. faecalis, B. subtilis, Staph. aureus, E. coli ve
Salmonella spp. tizerine inhibitor etki gosterdigini bulmustur. Achemchem ve ark
(2005), yaptiklari bir caligmada E. faecium’in irettigi bakteriyosinin Listeria,
Staphlylococcus ve Bacillus’un bazi suslarina karsi antimikrobiyal etkiye sahip
oldugunu tespit etmislerdir. Todorov ve Dicks (2005), yaptiklar1 arastirmada E.
faecium tarafindan iiretilen bakteriyosinin E. coli’ye kars1 inhibitor etki gdsterdigini
belirtmislerdir. Baska calismada ise Gharairi ve ark (2008), “Rigouta” peynirinden
izole edilen E. faecium’un iirettigi enterosin A ve B’nin., L. monocytogenes ve Staph.
aureus tizerinde inhibe edici etkisi oldugunu tespit etmislerdir (Uludag, 2015). Bu
calismada elde ettigimiz sonuglar da literatiirde verilen bu sonuglarla benzerlik

gostermektedir.
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Sekil 4.9. Peynirlere gore antimikrobiyal etkili bakterilerin ve kismi saflagtirilan bakteriyosinlerin sayilari

Sonu¢ olarak Sekil 4.9.°da goriildiigii lizere Cerkez peynirinden, Yagli Tulum
peynirinden, Otlu peynirden ve kdy peynirinden 1’er adet antimikrobiyal etkili, Urfa
ve Tulum peynirlerinden 2’ser adet etkili sus elde edilmistir. Cerkez ve Otlu peynirden
izole edilen 2 adet laktik asit bakterisi, ayrica kismi bakteriyosin tiretebilmislerdir.



BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Ulkemizde bir¢ok farkl1 yap1, gériiniis ve tada sahip, iiretildikleri bolgede sinirli kalmis
geleneksel peynir c¢esitleri bulunmaktadir. Geleneksel yontemlerle firetilmis
peynirlerin arastirilmasi kiiltiirel mirasin devamliligina katki saglamanin yani sira
beslenmedeki gida cesitliligini artirmak agisindan da yararli olmaktadir. Bu ¢alismada
geleneksel yontemlerle tiretilmis 21 adet kdy peynirinden laktik asit bakterilerini izole
edererek cins ve tiir diizeyinde tamimlanmasi ve antimikrobiyal etkinliklerinin
belirlenmesi gerceklestirilmistir. Bu peynirlerden 525 adet izolat elde edilmis ve
katalaz pozitif olanlar elendikten sonra Gram negatif olan izolatlar ¢ikarilinca geride
kalan 203 izolat kalmistir. Bunlar igerinden farkli peynirlerden elde edilen ve farkli
besiyerinde gelisen izolatlardan 142 tanesi secilerek testler uygulanmig ve bunlardan

da 71 tanesi MALDI-TOF MS yontemi kullanilarak kesin tanilart yapilmstir.

Biyokimyasal test sonuglarina gore 10 adet Leuconostoc, 47 adet laktobasil, 44 adet
enterokok ve 1 adet streptokok olmak iizere toplam 102 adet laktik asit bakteri izolati
cins diizeyinde tanimlanmistir. MALDI-TOF MS analizi sonucunda bu izolatlardan 6
tanesi E. durans, 18 tanesi E. faecalis, 24 tanesi E. faecium, 2 tanesi E. italicus, 1 tanesi
Lb. brevis, 2 tanesi Lb. paracasei, 1 tanesi Lb. plantarum, 3 tanesi Lc. lactis, 1 tanesi
Leu. lactis, 11 tanesi Leu. mesenteroides ve 2 tanesi ise St. parauberis olarak

belirlenmistir.

Laktik asit bakterilerinin identifikasyonu yapilirken MRS ve M17 Agar’in yeterince
selektif olmamasindan dolay1 zorluklar yasanmistir. Biyokimyasal ve fenotip olarak
birbirine ¢ok benzeyen tiirlerin genotipik 6zellikleri birbirinden farkli olabilmektedir.
Bu yiizden laktik asit bakterilerinin siniflandirilmasinda klasik yontemlerin yaninda

mutlaka molekiiler yontemlerin de kullanilmas:1 gerektigi sonucuna varilmistir.
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MALDI-TOF MS yonteminin laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda ¢ok biiyilik
oranda dogru sonu¢ vermesi, analizin kisa siirede gerceklesmesi ve maliyetinin diisiik
olmasi gibi ¢ok fazla avantajinin olmasindan dolay1 tanimlama testlerinin bu yontem

ile yapilamasinin verimli olacagi tespit edilmistir.

Tiim mikroorganizmalarda oldugu gibi laktik asit bakterilerinde de yapilan
calismalarda bakterilerin fenotipik 6zelliklerinde zamanla degismeler olabilmekte ve

her denemede farkli sonuglar elde edilebilmektedir.

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal aktivitesini etkileyen birgok faktor
bulunmaktadir. Bu ¢alismada laktik asit bakterilerinin ve trettikleri metabolitlerin,
farkli patojenlere karsi farkli etkiler gosterdigi gozlenmistir. Bu nedenle daha ¢ok
sayida farkli patojenlerle galisilmasinin kesin sonuglar alinmasina katki saglayacagi

distiniilmektedir.

Antimikrobiyal etkinin belirlenmesinde birgok calismada da bahsedildigi gibi zonlar
6. saatten itibaren saf ve konsantre olmadiklarindan etkisini kaybedebilmektedir.

Inkiibasyon siiresi boyunca 18-24 saat degil 6-8. saatlerde de zonlar incelenmelidir.

Daha az basamakli, pratik ve daha kisa siliren bir yoOntemin gelistirilmesi

gerekmektedir.

Bu caligmadaki laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkinliginin yaklasik %85’inin
organik asit ve diisiikk pH degerlerinden kaynaklandig1 goriilmiistiir. Stipernatantlarin
pH’lar1 notralize edildiginde ve kismi bakteriyosin elde edildiginde antimikrobiyal
etkinligini koruyan sus sayis1 ¢cok diisiik bir deger bulunmustur. Bu sonuglar daha 6nce
yayinlanan literatiir verileri ile benzerlik géstermektedir. Bu ¢alismada 98 izolattan 10
tanesi antimikrobiyal etki gostermis ve bu izolatlardan sadece 2 tanesi bakteriyosin

tireticisi olarak tespit edilmistir.

Bu calisma ayrica bir tiire ait bakterinin farkli izolatlarinin drettigi antimikrobiyal

etkili maddelerinin patojenlere karsi gosterdigi inhibisyonlarin birbirinden farklilik
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gosterebildigi sonucuna varilmistir. Bunun nedeni olarak izolatin alt tiirlerinin iirettigi

farkli metabolitlerden kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Laboratuvar ortaminda patojenlere karsi etkili olan bakteriyosinlerin mutlaka gidalar
tizerine de denenmesi ve uygulanabilirliginin kesinlestirilmesi yararli olacaktir.
Ekonomik iiretim yontemleri gelistirilerek biiyilk miktarda bakteriyosin iiretim
yontemi gelistirilmeli ve gida sanayiinde dogal koruyucu olarak kullanabilirligi

tizerine ¢alisilmalidir.

Bakteriyosinlerin elde edilmesinde kismi bir saflagtirma islemi yapildigr igin
antimikrobiyal etkinin tek bir proteinden mi yoksa birden fazla proteinden mi
kaynaklandig1 kesin olarak bilinememektedir. Bakteriyosin preparatlari tam olarak
saflastirilmasi ve tanimlanmasi i¢in kromotografik yontemler uygulanarak amino asit
diziliminin tespit edilmesi gerekmektedir. Daha sonra yapilacak ¢alismalarda bu elde
edilen bakteriyosinlerin tanimlanmasi planlanmaktadir. Bu calismada elde edilen
izolatlar ile starter kiiltiir ve probiyotik potansiyeli agisindan devam edilecek daha ileri

caligmalar i¢in materyal saglanmistir.
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