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OZET

Yiksek Lisans Tezi

AGRI YORESINDEKI BAZI YOGURT ORNEKLERINDE CESITLi
BAKTERILERININ

iZOLASYON VE KARAKTERIZASYONU
Tez Danismani: Yrd. Dog. Dr. Furkan ORHAN

2017, 91 sayfa

Juri: Dog. Dr. Arzu GORMEZ
Yrd. Dog. Dr. Furkan ORHAN
Yrd. Dog. Dr. Derya EFE
Bu c¢alismada, Agr ilinde baz1 yoresel yogurt orneklerindeki gesitli bakterinin izolasyonu,
kiiltiire alinmasi ve tanimlanmasi yapilmistir. Agri ilini temsil edecek sekilde 5 farkli kdyden
11 numune alinmis ve bu orneklerden 28 izolat elde edilmistir. 28 izolatin ilk olarak
morfolojik testleri (gram, hareketlilik ve morfoloji), fizyolojik testleri ( tuz, pH ve sicaklik),
biyokimyasal testleri (oksidaz, katalaz, arjinin, eskulin kullanma ve glukozdan gaz Uretimi) ve
antibiyotige direng testleri (neomisin ve tetrasiklin) yapilmistir. Molekiiler testler kapsaminda
28 izolatin DNA izolasyonu ve 16S rDNA gen bolgesi PCR ile ¢ogaltilmistir. 24 izolatin
sekans verileri alinmis ve sekans verisi alinamayan 4 izolat ise VITEK ydntemiyle ¢aligilmis
fakat VITEK yontemiyle karakterize edilmistir. LAB’lerin NCBI’daki niikleotit blastlama
verilerine gore % 99 ile 89 benzerlik oranlari tespit edilmistir. %99 benzerlik tespit edilen
izolatlardan 4 tanesi Sphingonomas sp. ve Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus
casei ve Lactobacillus paracasei tirelerinin her birinden birer izolat %99 benzerlik

gostermistir.

Anahtar sozcukler: LAB, yoresel yogurt, 16S rDNA, izolasyon, identifikasyon, fizyolojik
testler, morfolojik testler, biyokimyasal testler, antibiyotik direnci testleri



ABSTRACT

Master

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF VARIOUS BACTERIA IN SOME

REGIONAL YOGHURT SAMPLES IN AGRI

Supervisor: Yrd. Dog. Dr. Furkan ORHAN

2017, pages: 91
Jury: Assoc. Prof. Dr. Arzu GORMEZ
Assist. Prof. Furkan ORHAN
Assist. Prof. Derya EFE

In this study, various Bacteria of some local yoghurt samples in Agr1 province have been
isolated and cultured and characterized. In order to represent the Agri province, 11 yoghurt
samples were taken from 5 different villages and 28 isolates were obtained from these yoghurt
samples. In the first step, morphological tests (Gram, mobility and morphology), the
physiological tests (salt, pH and temperature tolerances), biochemical tests (oxidase, catalase,
utilization of arginine and esculine, gas production from glucose) and antibiotic susceptibility
(neomycin and tetracycline) of these 28 isolates have been performed. Within the molecular
tests scope, DNA extraction and pcr amplification of 16S rDNA region of these 28 isolates
have been performed. Among these 28 isolates, the 16S rDNA sequence of 24 isolates has
been obtained and the rest 4 isolates have been characterised with WITEK 2 method, yet, no
identification data was obtained. According to nucleotide blast data obtained from NCBI, the
similarity of the isolates ranged between 99 and 89 %. 99% similarities were obtained from 4
isolates of Sphingonomas sp and each of the Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus

casei ve Lactobacillus paracasei strains.

Keywords: LAB, local yogurt, 16S rDNA, isolation, identification, physiological tests,
morphological tests, biochemical tests, antibiotic resistance tests
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1.GIRIS

Insanoglu ge¢misten bu giine buldugu yiyecekleri daha uzun siire saklamak ve saglikli
bir sekilde muhafaza etmek i¢in deneme yanilma yoluyla pek cok yontem gelistirmistir.
Uriinlerin zamanla farkli iiriinlere déniistiigiinii fark etmesiyle ‘geleneksel fermente gidalar
tarthi’ baslamistir. Kurutmadan sonra en eski gida muhafaza metodu olan fermentasyon
zaman igerisinde siit iirlinleri haricinde et, meyve ve sebze gibi gida iiriinlerinde de
kullanilmaya baglanmistir. Fermantasyon sadece muhafaza teknigi degil, gidalarda aym
zamanda farkli tat, yap1 ve aroma da saglayan bir islemdir. Bu islem medeniyetin baglangici
ile poptilerlik kazanmis ve insanoglu zamanla fermente gida ve igceceklerin besleyici ve
iyilestirici degerini fark etmistir. Bu durum ise fermente gidalar1 her gegen giin daha da
onemli hale getirmistir. Fermantasyon metotlar1 yoresel farkliliklarla kusaktan kusaga

aktarilmigtir (Farnworth 2008).

Yogurt, krema, kefir, tereyagi ve ¢esitli peynir tiirleri fermantasyon yontemiye Uretilen
Oonemli siit iriinleridir. Gelisen teknoloji ile geleneksel fermantasyon tesadiifi olmaktan
cikarilmis ve bu olayin laktik asit bakterileri, baz1 kiif ve mayalar tarafindan gergeklestirildigi
bulunmustur. Bu gelismelerden sonra iiretilen tirlinlerde belli bir standart saglamak ve durumu
kontrol altinda tutmak igin starter kiiltiirler kullanilmaya baslanmistir. Uzerinde en ¢ok
caligma yapilan ve ilk fermente iirlin oldugu diisiinlilen yogurtta starter kiiltiir olarak
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus tiirleri kullanilmistir. Bu bakteriler
28-32°C’de siitteki laktozdan laktik asit direterek siitlin asiditesini yiikseltmekte,
ekzopolisakkarit treterek viskoz yapr olusturmakta ve boylece asitlikle pihtilasma
gergeklestirerek tipik yogurt aromasini ortaya c¢ikarmaktadir. Bu olay protokooperasyon
olarak adlandmlir (Serra et al. 2009). Bir gram taze yogurtta 10% kob ile 10° kob
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus bulunmaktadir. Lactobacillus’lar;
proteinleri aminoasit ve dipeptitlere doniistirmeye, Streptococcus’lar ise pH’y1 diisiirmeye
yardimci olurlar (Petti et al. 2001).

Yogurdun starter suslarinin basinda Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ile
Streptococcus salivarius ssp. thermophilus gelmektedir. Yapilan calismalarda bu iki tiiriin
tanimlanmasinin ve ayirt edilmesinin oldukga gii¢c oldugu, Lactobacillus delbrueckii ve onun
diger iki alt tiirtiniin (bulgaricus ve lactis) %80’den fazla oranda DNA benzerligi tasidigi ve

bu iki alt tirtin fermente sut tiriinlerinde siklikla bulundugu bildirilmistir.



Bir¢ok kaynaga gore fermente siit iirlinlerinin tarihsel gelisimine ait en eski bulgular,
Balkanlar’dan elde edilmistir. Balkanlar’da siitten, eksimis siit iiretilerek; bu iiriin “prokish”
olarak adlandirilmistir (Rasic et al. 1978).

Baz1 kaynaklara gore ise yogurt ilk defa 8.ylizyllda Asya’da Tiirkler tarafindan
yapilmis ve “yogurut” olarak adlandirilmistir. Yine 11.ylizyilda daha uzun siire muhafaza
etmek amaciyla kurutulmus ve “kurut” olarak adlandirilmistir. Tiirk {ilkelerinde yogurdun
1000 y1l 6nce islendigine dair “Kutadgu Bilig” ve “Divan1 Lugat-1 Tiirk” gibi baz1 eserlerde
bilgiler vardir (Tamime and Robinson 1988).

Uluslararasi Siitgiiliikk Federasyonu (IDF,1983) fermente siitii; tam yagl, yagl, yarim
yagli, az yagli, yagsiz siit, konsantre siit ve siit tozu ile kuru maddesi artirilmig, homojenize
edilmis veya edilmemis halde bulunabilen; siitiin pastdrizasyon veya sterilizasyon isleminden
sonra sogutularak Ozel laktik asit bakterilerini iceren tek veya karisim haldeki starter
kiiltiirlerle fermente edildigi, inkiibasyon islemi sonrasinda da sogumaya birakildig: bir iiriin

olarak tanimlamistir.

Tiirk standartlarma gore de yogurt (TS 1330); “TS 1018 ve/veya TS 1019
standartlarina uygun, tercihen homojenize edilmis siitlerin Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus bulgaricus’ un laktik asit fermantasyonu sonucunda elde edilen ve yogurt

kiiltlirlerini canli olarak ihtiva eden fermente bir siit Uriinlidiir” seklinde tanimlanmistir

(Giraffa et al. 2003).

Gilinlimiiziin 6nemli fermente siit tiriinlerinden olan yogurt Avrupa, Kuzey Amerika ve

Orta Dogu iilkelerinde yogun olarak iiretilmektedir (Pourahmad and Assadi 2007).

Bu calismada Agr ilini temsil edecek sekilde Agri Ili’nin farkli bélgelerinden
toplanan bazi ydresel yogurt iiriinlerinde bulunan bazi bakteriler izole edilmistir. Izole edilen
bakterilerin morfolojik testleri (gram, hareketlilik, morfoloji), fizyolojik testleri (tuz, pH ve
sicaklik), biyokimyasal testleri (oksidaz, katalaz, arjinin, eskulin, glikozdan gaz Uretimi) ve
antibiyotige direng testleri (neomisin ve tetrasiklin) gergeklestirilmistir. 16S rDNA bolgeleri
PCR yontemi ile ¢ogaltilarak sekans analizi yapilmistir. Sekans analizi sonucunda elde edilen

baz dizilimi NCBI veri tabanina blastlanarak bakteri izolatlarinin tanilar1 gerceklestirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1.Laktik Asit Bakterileri ve Genel Ozellikleri

Laktik asit bakterileri (LAB), ilk olarak XX. yiizyilin basinda Rus bilim adami Eli
Metchnikoff tarafindan kesfedilmistir. Daha sonra, Metchnikoff’un yogurt {lizerine yaptigi
arastirmalar, bu bilim insanina 1908 yilinda Nobel 6diiliinii kazandirmistir. Bundan sonra
LAB’leri ile ilgili caligmalar artarak devam etmis ve giliniimiize kadar pek cok calisma

yapilmistir (Tamime et al. 1980).

Laktik asit bakterileri genel olarak gram-pozitif, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan
(Sporolactobacillusinulinus hari¢) katalaz-negatif ve sitokromdan yoksun, karbonhidrat
fermantasyonuyla son iiriin olarak laktik asit iireten bakterilerdir. Morfolojik olarak kisa veya
uzun cubuk (Lactobacillus) ya da yuvarlak veya eliptik (Streptococcus, Leuconostoc ve
Pediococcus) sekillidirler. Bazi kaynaklar gore su ve toprakta hi¢ rastlanilmayan bu
bakterilere cins ve tiire gore degismek {izere siit ve siit liriinlerinde, bitki ve bitki artiklarinda,

insan, hayvan ve diger canlilarin bagirsak sistemlerinde rastlanilmistir (Yiiksekdag ve Beyath

2009).
2.2.Laktik Asit Bakterilerinin Siniflandirilmasi

Geleneksel olarak LAB’nin smiflandirilmasinda fenotipik ve genotipik 6zellikler g6z
ontine alinmaktadir. Fenotipik 6zellikler olarak bakterilerin morfolojisi, biiyiime sicakliklari,
glikoz fermantasyon bigimleri, cesitli karbonhidatlarin fermantasyonu, laktik asit
konfigilirasyonu, biitiin hiicre yada hiicre duvarindaki proteinlerin sekli dikkate alinir. Fakat bu
metodlardan; net sonuglar alinamamasi ve az tekrarlanabilirligi gibi sebeplerden dolay1 kesin
bir ayrim yapilmadigina kanaat getirilmis, farkli arayislar i¢ine girilmistir (Mohania et al.

2008).

LAB karbonhidrat fermantasyonunda agiga ¢ikan son iirline gore homofermantatif ve
heterofermantatif olarak iki gruba ayrilir. Homofermantatif laktik asit bakterileri glukozu;
fruktozdifosfat yolu ile parcalayarak fermantasyon sonucunda %95-100 oraninda laktik asit
uretirler. Heterofermantatif laktik asit bakterileri ise glukozu; hekzosmonofosfat yolu ile
parcalayarak fermantasyon sonucunda % 50 laktik asit iiretirken, ayrica yiiksek oranda etanol,

asetik asit, gliserol, mannitol ve fruktoz olustururlar (Trias et al. 2008).

Bakteri izolatlarinin tan1 ve karakterizasyonu i¢in konvensiyonel ve molekiiler

teknikler kullamlmaktadir (Ozkan 2009). Konvensiyonel teknikler; bakteri izolatlarinin



tanilanmasinda geleneksel olarak kullanilan, morfolojik (hiicre sekli, boyutu, koloni rengi ve
tipi), fizyolojik (farkli sicaklik ve pH’lardaki gelisim) ve biyokimyasal Ozelliklerinin
incelenmesini igeren, fenotipik 6zelliklere dayali yontemlerdir (Madrid 2001; Adigiizel 2006;
Kiran 2006; Mosivand 2009). Bununla birlikte konvensiyonel yontemlerin uzun sureli
deneylere, fazla is giiciine, yetismis arastiricilara ihtiyag duymasi, ekonomik olmamasi ve
alinan sonuglarin yoruma agik olmasi gibi bir¢ok dezavantaji bulunmaktadir. Bundan dolayz,
bakterilerin sadece bu 6zelliklerine gore siniflandirilmalari, farkli bakteri gruplart arasindaki
evrimsel iliskiyi tespit etmede ve 6zellikle de tiir ve tiir alt1 taksonomik gruplar1 belirlemede
yetersiz kalmaktadir. Konvensiyonel tekniklerin, bu dezavantajlarindan yola ¢ikilarak
bakterilerin tanimlanmasinda molekiiler teknikler gelistirilmistir (Adiglizel 2006; Adigiizel
2009; Gir1 2009; Khiyami 2012).

Molekiiler teknikler; 6zellikle PCR temelli olup mikrobiyoloji laboratuarlarinda
yaygin sekilde kullanilmaktadir. PCR yonteminin degisik formatlari gelistirilerek hedef olan
genomik DNA’nin yani sira, genomik RNA, 16S, 23S rDNA, mRNA molekiilleri de
kullanilmakta ve bakterilerin tiir ve tiir alt1 diizeyde tanimlamalar1 yapilmaktadir (Adigiizel
2011; Durmaz 2012; Khiyami 2012). Ozellikle son zamanlarda, 16S rDNA geninin
Escherichia coli’ye klonlanmasi ve sekanslanmasi ile bakterilerin tanilanmasi esas,
ribozomal gen veritabanindaki sekans bilgilerinin benzerligine dayanmaktadir. Bu yontem
ozellikle klinik mikrobiyoloji ve mikrobiyal ekoloji alanlarinda yaygin olarak kullanilan bir

tekniktir (Kilekgi 2012).

Kontrollii sartlar altinda oligoniikleotid primerleri kullanilarak 6zel olarak hedeflenmis
DNA/RNA pargalariin secici ¢ogaltilmasini saglayan polimeraz zincir reaksiyonu (PZT)

cesitli diizeylerde ayrim giiciine sahip bir metoddur (Temmerman et al. 2008).

LAB’nin smiflandirilmasinda kullanilan molekiiler tiplendirme yodntemlerinden
bazilar1; Restriksiyon fragment polimorfizmi (RPLP), Pulse field jel elektroforezi (PFGE),
Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (RAPD) ve Real-time PCR’dir (Mohania et al. 2008).

Bunlarin disinda genel olarak biyokimyasal testlerden olusan; hazir API 50 CH, LRA
Zym ve APl AZM gibi enzimatik kitlere dayanan molekiiler yontemlerle fermente st

tiriinlerimde LAB’lerini tanimlamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Coeuret et al. 2003).



2.3.Laktik Asit Bakterileri Cinsleri
2.3.1. Lactobacillus spp.

Lactobacillus cinsi bakteriler spor olusturmayan, Gram pozitif, hareketsiz, ince uzun
cogunlukla ¢ubuk seklinde goriinen bakterilerdir. Glukozu karbon kaynagi olarak kullanan bu
bakterilerin homofermentatif (% 85’ten fazla laktik asit iiretir) ve heterofermentatif (laktik asit
yaninda karbondioksit, etanol ve asetik asit iiretirler) olanlar1 vardir. Bu bakterilerin sitrat
metabolizmasi sonucu olusturdugu asetat, etanol, asetaldehit, alkoller, diasetil ve karbonil
bilesikler fermente siit lriinlerinden olan yogurt ve peynirin tat, aroma ve Yyapisal
ozelliklerinin gelisimine katki saglamaktadir. Bu bakteriler siitte D (-) laktik asit olusturma

yetenegine sahiptirler (Rea and Cogan 2003).

Lactobacillus cinsi bakteriler birgok ortamda gorilmekle birlikte 6zellikle sindirim
sisteminin dogal mikroflorasinda bulunur. Uretilen laktik asit ortamin pH’smi diisiirdiigii igin

asidik yerde gelisemeyen mikroorganizmalar i¢in antimikrobiyal etkiye sahiptir (Coppala et

al. 2005).
2.3.2. Lactococcus spp.

Lactococcus cinsi bakteriler; Gram pozitif, oval, mikroaerofil ve homofermentatif olup
10°C’de gelisebilirken 45°C ‘nin iizerinde gelisme gosteremeyen bakterilerdir. Glukozdan
laktik asit L (+)  dretirler. Sut teknolojisinde Lactococcus lactis starter kiltur olarak
kullanilmaktadir. Bu tiiriin Lactococcus lactis subsp.lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris
ve Lactococcus lactis subsp. diasetiylactis olarak 3 alt tiirii vardir (Stiles and Holzapfel 1997,
Sezer ve Giliven 2009). Lactococcus lactis subsp. diasetiylactis tiri yuksek miktarda diasetil
uretimiyle, Lactococcus lactis subsp. lactis tiirii de arjininden amonyak iiretebilmesiyle diger

tiirlerden ayrilir (Yoriik ve Giiner 2011).
2.4.Laktik Asit bakterilerinin Olusturdugu Metabolitler

Fermente gida iretim teknolojisinde son yillarda yapay koruyucularin yerine
biyoteknolojik yontemlere yonelim artmistir. Bunun i¢in hem fermantasyonu saglayan hem de
zararll bazi patojenik bakteriler iizerinde trettikleri maddelerle antimikrobiyal etkiye sahip
LAB tercih edilmektedir. LAB’nin karbonhidrat fermantasyonu sonucunda laktik asit, diasetil
ve asetaldehit, hidrojen sulfir (H.S), hidrojen peroksit (H20-), reuterin ve bakteriyosin son
iiriin olarak ¢ikmaktadir (Evren vd 2006; Avsaroglu vd 2008).



Bakteriyosinler ribozom tarafindan sentezlenerek salgilanan kiigiik, 1siya dayanikli
peptit yada protein yapisindaki antimikrobiyal metabolik iirlinlerdir (Yilmaz ve Yildirim
2000; Kaya ve Gokalp 2005; Galvez vd 2007). Bu maddeyi iireten LAB yapilan ¢alismalarda
patojen olan Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes ve
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Serratia marcescens, Shigella sonnei,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium ve Pseudomonas aeruginosa gibi birgok
bakteri lizerine antimikrobiyal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Franz 1997; Diindar 2006).

LAB tarafindan iiretilen laktik asit fermente ve salamura gidalarda mikroorganizma
gelisimini engellemesine ragmen kiif ve mayalar icin etkin degildir. Laktik asit disosiye
olmadan hiicreye girdiginde orada disosiye olur ve pH’nin diismesiyle asitlik ytikselir. Bu da
proton motive giiclinii azaltir ve elektrokimyasal dengeyi bozar. Ancak laktik asit ¢oziinmezse

bir inhibisyon etki meydana getirmez (Con ve Gokalp 2002a).

LAB olan Lactobacillus ve Streptococcus cinsleri tarafindan aerobik sartlar altinda
uretilen hidrojen peroksit (H202) giiglii oksitleyici 6zelliginden dolay1 antimikrobiyal 6zellige
sahiptir. Fakat bu etkiyi ortamin sicaklik, pH, iyon yiikii ve muamele siiresi etkiler (Con ve
Gokalp 2002b). H20: ozellikle mikroorganizma DNA replikasyonunu engelleyerek
kirilmalara sebep olur (Kilig 2008).

Siit triinlerinin karakteristik tat ve aromasi, agirlikli olarak mezofilik ve termofilik
starter bakteriler tarafindan sentezlenen laktik, asetik, formik asit, biitirik, piruvik, oksalik ve
stiksinik asit gibi ucucu ya da ucucu olmayan organik asitler ile asetaldehit, diasetil, aseton
gibi karbonil bilesiklerinden kaynaklanmaktadir Ayrica, bircok laktik asit bakterisi
aminoasitlerden aroma bilesenleri sentezleme yetenegine sahiptir. Ornegin, Lactococcus lactis
spp. lactic, Lactococcus lactis spp. cremoris, Lactococcus lactis, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus ve Lactobacillus casei metiyoninden metanetiyol,

dimetilstlfid ve dimetiltrisiilfid olusturma yetenegine sahiptir (Tamime and Robinson 2007).

Fermente siit {iriinli yogurtta belirgin tadi ve aromayr veren asetaldehid {iretimi
Lactobacillus bulgaricus tarafindan ortam pH’s1 5’¢ ulastiginda baslar ve fermentasyon
tamamlandiginda asetaldehid miktar1 40 mg/kg seviyesine kadar yiikselir (Tunail 2009).

Fermente siit {riinlerinde kullanilan LAB’nin bir¢ogunun ortam sartlar1 uygun
oldugunda EPS iirettigi bilinmektedir. Ozellikle starter kiiltiir olarak kullanilan Lactobacillus

bulgaricus ve Streptococcus thermophilus tiirleri yogurtta trettikleri EPS ile vizkotizeyi



artirici, yapiyr diizenleyici, su baglayici, stabilize ve emiilsiifiye edici 06zellikleri

kazandirmaktadir (Milci ve Yaygin 2005; Glirsoy vd 2010).

Yapmnin gevsek olmasi ve yogurdun sulanmasi gibi yogurt iiretimi sirasinda g¢ok
karsilasilan problemler tiiketici ve iiretici igin istenmeyen durumlardir. Ureticiler bu sorunu
fermente iirlinlere disardan stabilizator, emiilgator ve kivam artiric1 gibi kimyasal maddeler
ilave ederek cozmeye ¢alismiglardir. Ancak LAB’nin EPS {iretimi kesfedildikten sonra dogal
yollardan sorunlar halledilmeye baslanmistir (Duboc and Mollet 2001; Hassan et al. 2003).

Giiniimiizde LAB’leri fermente sut driinlerinin, etlerin  ve sebzelerin
fermantasyonunda Onemli gorev iistlenen, faydali, giivenilir ve iirin kalitesini artiran

mikroorganizmalar olarak kabul edilmektedirler (Dinger vd 2010).
2.5. LAB’nin Bazi1 Fermente Gidalardaki Kullanim

Fermentasyon, gidalar1 uzun siire saklamak i¢in kullanilan yontemlerin en eskilerinden
biri olup, binlerce y1l éncesine kadar gitmektedir. ilk defa 8000 yil 6nce Irak’ta peynir yapimi
gerceklestirilmistir. M.O. 4000-2000 yillarinda Misir ve Siimerlerde alkol fermantasyonu
sonucu sarap Uretilmistir. Yine Misir’da hamur fermantasyonu ile ekmek yapilmigtir. Bu
gegen zaman igerisinde gida ve igeceklerin muhafazasi ve fermantasyon isleminde
mikroorganizmalarin rolii kesfedilememistir. M.S.1500 yillarinda yogurt ve lahana tursusu
uretilmis, ancak 1861°de Louis Pasteur’iin  pastdrizasyonu kesfinden  sonra

mikroorganizmalarin fermantasyondan sorumlu olabilecegi diisiiniilmistiir (Ross et al. 2002).

Fermantasyon, mikroorganizmalarin kesfinden oOnce gizemli bir islem iken
mikroorganizmalarin kesfi ile karakterize edilen kiiltiiriin kullanim1 yayginlasmistir. Daha
sonra farkli fermantasyon sartlar1 saglanarak degisik starter kiiltiirlerle ¢esitli gidalarin iiretimi

saglanmistir (Hansen 2002).



Cesitli fermente edilmis ftriinlerde LAB’nin kullanim alanlar1 Cizelge:2.1°de

Ozetlenmistir (Ross et al. 2002).

Besin Mikroorganizma Fermente Uriin
Sut Streptococcus thermophilus ve Yogurt
Lactobacillus bulgaricus
Sut Lactococci, Lactobacillus kefir Kefir
Sut Lactococcus (cremoris, lactis), Leuconostoc Cheddar peyniri
Sat Lactobacillus(delbruckii,bulgaricus,helveticus) | Isvicre peyniri
Sigir ve Tavuk eti | Pediococci, Lactobacillus sakei, Lactobacillus | Fermente etler
curvatus
Bugday, Cavdar Saccharomyces  cerevisiae, Lactobacillus | Ekmek
plantarum
Sebzeler Lactobacillus plantarum, Lactococcus Sebzeler

cremoris, Lactococcus lactis

Cizelge:2.1 LAB tarafindan fermente edilen yiyecek ve i¢ecekler
2.5.1. Yogurt Uretimi

Ulkemizde ve diinyanmin gesitleri yerlerinde iiretilen fermente gidalarm c¢ogunun
dretimi farkli olabilmekte ve bazilar iiretildikleri yoreye gore farkli isimlerle bilinmektedir.
Laktik asit bakterileri s6z konusu fermente {riinlerin kalitesini ve niteligini belirlemede en

onemli faktorlerden biri olarak rol oynamaktadir (Erginkaya ve Hayaloglu 2001).

Fermente siit iriinlerinden en Onemlisi olan yogurdun olusmasini LAB’nden
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus ve Streptococcus salivarius ssp. thermophilus
saglamaktadir. Bu yogurt bakterilerinin ayirt edilmesinin oldukg¢a gii¢ oldugu, Lactobacillus
delbrueckii ve onun diger iki alt tiiriiniin (bulgaricus ve lactis) %80’ den fazla oranda DNA
benzerliginin bulundugu bildirilmistir. Fermantasyon sirasinda iiriinlin pH degeri diiser ve
stitteki laktoz laktik asite doniisiir. pH5.3’e ulastiginda kazein miselleri stabilize olarak geri

dontigiimsiiz bir sekilde homojenize hale gelen jel yogurdu olusturur. (Giraffa et al. 2003).

Lerov ve Vuyst yaptiklar bir calismada fermente gidalarin liretiminde ham materyalin
hizli asidifikasyonunun baslangicinin LAB’nin starter kiiltiir olarak kullanimina baglh
oldugunu ve yakin gecmiste LAB’nden yeni starter kiiltiirlerinin gelistirildigini

belirtmiglerdir. Gida giivenligi agisindan da bu bakterilerinin besinsel 6zellik ve saglik



acisindan avantaj saglayacak nitelikte olmasi gerektigini; bunun yaninda antimikrobiyal
maddeler, seker polimerleri, tatlandiricilar, aromatik bilesikler, vitaminler ya da enzimler gibi
faydali probiyotik Ozelliklerede genetik olarak sahip olmalar1 gerektigini bildirmislerdir
(Leroy and Vuyst 2004).

Yine bagka bir ¢alismada biitiin diinyada tiiketimi hizla yayilan yogurdun saglikli bir
gida olarak kabul edilen, popiiler fermente bir siit iiriinii oldugu, onemli miktarda dengeli
beslenmeyi sagladigi, viicut i¢in gerekli olan kalsiyumun 6nemli bir miktarini karsiladigi
belirtilmistir. Temel besin maddelerinden bir kismini karsilasmasimin yaninda, laktoz
toleransini gelistirdigi, viicut agirligini dengeledigi ve icerdigi probiyotik bakteriler ile sagliga

cesitli katkilarinin bulundugu bildirilmistir (McKinley 2005).
2.5.2. Peynir Uretimi

Diinyada yaklasik olarak 2000 kadar peynir ¢esidinin bulundugu, iilkemizde ise bu
sayinin 50’ye yakin oldugu bilinmektedir. Bunlar arasinda en fazla salamura beyaz peynir,

kasar peyniri, tulum peyniri ve mihali¢ peyniri tiretilmektedir (Ates ve Patir 2001).

Peynir iiretiminde starter kiiltiir olarak kullanilan ya da bir¢ok peynir ¢esidinin starter
olmayan mikroflorasinda dominant mikroorganizmalar olarak bulunabilen homofermantatif
ve heterofermantatif LAB bir¢ok peynir ¢esidinin olgunlagmasinda énemli rol oynamaktadir

(Yigit vd 2009).

Peynir iiretiminde starter kiiltiir olarak en ¢ok kullanilan bakteri tiirleri Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subs. diacetilactis
ve Streptococcus thermophilus’tur. Homofermentatif karakterde bu bakteriler, glukoz

fermantasyonu sonucu, laktik asit tiretmektedirler (Erginkaya ve Hayaloglu 2001).

Peynir lezzeti iizerine etkili bilesiklerin 6nemli bir boliimii starter bakterilerin
etkileriyle olugsmaktadir. Starter bakterilerin erken lizisi, huicre igi enzimlerin substratlara daha
kolay ulagmasini saglamakta ve bu durum peynir lezzetinin gelisimini hizlandirabilmektedir

(Dinger vd 2010).

Tulum peyniri, siitin mayalanmasi sonucu olusan pihtinin usuliine gore islenmesi ve
tulumlara ya da plastik bidonlara basilip belli bir siire olgunlastirilmasi ile elde edilmektedir.
Ticari ya da deneysel olarak (retilen tulum peynirlerinin mikrobiyolojik ve kimyasal kalitesi

lizerine birgok arastirma yapilmistir. Yapilan birgok c¢alismada tulum peynirinin



olgunlagsmasinda rol alan ve karakteristik tat olusumunda etkili olan Lactobacillus casei
subsp. casei, Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis
subsp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris, Leuconostoc mesenteroides
subsp. dextranicum ve Lactococcus lactis tiirlerinin olgunlasmada etkili oldugu bulunmustur
(Ates ve Patir 2001).

2.5.3. Kefir Uretimi

Aragtirmacilar, kefirin anavataninin Kafkas Daglar1 oldugunu bildirmislerdir. Kefirin
Kafkasya’da Elburus Daglar1 eteklerinde yapildig1 ve yapiminin gizli tutuldugu; Rusya’da
yayinlanan ‘Kefyr’ kitabinin 1984 yilinda Moritz Schulz tarafindan Almanca’ya ¢evrilmesi ile
Avrupa’da tanindig1 bildirilmistir (Kwak et al. 1996).

Kwak ve arkadaslarina gore, kefir taneleri laktobasil (Lactobacillus caucasicus,
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
kefiranofaciens, Lactobacillus cellobiosus, Lactobacillus bulgaricus ve Lactobacillus
helveticus spp. Jugurti), laktokok (Lactococcus lactis, Lactococcus lactis spp. lactis,
Lactococcus lactis spp. lactis biovar diacetylactis, Lactococcus lactis spp. Cremoris),
Iokonostok (Leuconostoc dextranicum, Leuconostoc mesenteroides ve Leuconostoc kefir) ve
Streptococcus thermophilus, Streptococcus filant, Streptococcus durans yaygin olarak
bulundurmustur. Kefir tanelerindeki mayalar1 ise Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces
marxianus, Kluyveromyces fragilis, Torula kefir ve Saccharomyces kefir gibi laktozu
fermente eden mayalar ve Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces carlsbergensis gibi

laktozu fermente edemeyen mayalar olarak bildirmislerdir (Kwak et al. 1996).

Kefir yapimi sirasinda laktik asit fermantasyonuna ve alkol fermantasyonuna bagl
olarak laktozdan ugucu olmayan asitler ve bazi ugucu maddelerin yani sira alkol ve
karbondioksit meydana gelmektedir. Kefirin yapisinda bulunan laktik asit, oksalik asit ve a-
ketoglutarik asit kefire eksimsi ve ferahlatici bir tat vermektedir. Kefirin tipik aromasinda ise

ucucu yag asitleri, alkoller ve karbonil bilesikleri rol oynamaktadir (Erginkaya ve Hayaloglu
2001).

Geleneksel yontemlerde kefir taneleri oda sicakliginda yaklasik olarak 24 saat
fermantasyondan sonra suizgegten gegcirilerek elde edilir. Birinci fermantasyondan sonra st
tilkketilebilir ya da siispansiyon i¢indeki hiicreler tarafindan fermente edilerek pastorize sutin

asilanmasi i¢in kullanilabilir. Bu yontemle grup halinde kefir liretmek miimkiindiir. Sanayi



iiretimi i¢in secilen baglangi¢ kiiltiirleri farkli tiirler arasinda bir dengeye ulasmak ig¢in
kullanilmaktadir. Bu siirecte fermantasyon islemi LAB fermantasyonu (laktik asit
biyosentezi) ve mayalarin fermentasyonu (etanol {iretimi) olarak iki faza boliindiigli zaman

daha fazla tekrarlanabilir ve kontrol edilebilir (Yiiksekdag ve Beyatli1 2003).
2.5.4. Et ve Et Urlnleri Uretimi

Fermente sucuklarda baskin flora laktik asit bakterileridir. Bunlarda en fazla
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sake ve Lactobacillus curvatus tiirleri bulunmaktadir
(Ozdemir 1999; Kaban 2007). Bu mikroorganizmalar olusturduklar1 metabolitler ile sucuga
has ozelliklerin kazandirilmasinda etkendirler. Sucukta laktik asit bakterileri karbonhidratlar
indirgeyerek aroma olusumuna katki saglar. Bu bakteriler pH diisiiriicii etkisiyle (>5.3)
iirliniin daha ¢abuk kurumasini, nitrit par¢alanmasi ile renk olusumunu hizlandirir. Fazla seker
ilave edilmesi durumunda asir1 asitlik meydana getiren homofementatif laktik asit
bakterilerinin gelisimi yavaslarken, heterofermentatif laktik asit bakterileri ortama hakim olur.
Bu da asir1 gaz olusumuna neden olarak sucukta gozenekli yap1 olusturabilmektedir (Alperden

1993).
2.5.5. Sebze ve Sebze Uriinleri Uretimi

Tursularda en baskin mikroorganizma Lactobacillus plantarum’dur. Tursu yapiminda
salamura konsantrasyonu bu mikroorganizmaya gore ayarlanmaktadir. Tursu iiretiminde
kontrollii bir fermentasyon saglanabilmesi i¢in Lactobacillus plantarum’un starter kiiltiir
olarak kullanilmasi gerekmektedir. Boylece daha fazla miktarda ve yiliksek konsantrasyonda
laktik asit eldesi s6z konusudur. Kullanilan Lactobacillus plantarum baslica etmen olmasa da
hiyar tursusunda sisme meydana getirilmesine neden olabilir. Bu duruma Lactobacillus
plantarum’un malik asidi de-karboksile ederek CO: olusturmasiyla meydana gelebilecegi
belirtilmistir (Aktan vd 1999).

2.6.LAB’nin Saghk A¢isindan Onemi

Laktik asit bakterileri gidalarin bozulmasina neden olan mikroorganizmalar ile patojen
mikroorganizmalar ~ (zerinde  sentezledikleri  organik asitler, hidrojen  peroksit,
laktoperoksidaz, diasetil ve bakteriyosinler aracilif1 ile antagonistik etki yaratmaktadir. Bu
nedenle, bu mikroorganizmalar kullanilarak iiretilen gidalar, insan saglig1 acisindan ‘giivenli
gidalar’ olarak, bu tip bakteriler de ‘giivenli bakteriler’ olarak tanimlanmaktadir (Klein et al.
1998).



Fermantasyon, gidalarda patojenik flora ve bozulma meydana gelmesini dnlemede
koruyucu etkiye sahiptir. Ayrica diasetil, asetaldehit gibi istenen aromatik bilesenlerin miktari
kaliteyi etkilemekte, vitaminler, antioksidanlar, biyoaktif peptitlerin olusumu da tiiketici

sagligini pozitif yonde etkilemektedir (Turantas 1999).

Bu bakteriler, patojenlere karsi bagirsak sisteminde kolonize olabilmektedirler. Yogurt
mikroorganizmalarinin yaris¢il aktivitesi ve iirlindeki antimikrobiyal maddelerin varligi bu
bakterilere ait Urtnlerin gastrointestinal ve Urogenital hastaliklara neden olan enfeksiyonlara
kars1 koruyucu etki gdstermesini saglamaktadir. Ayrica yogurdun, dis plaklarinin olusumuna
neden olan mikrorganizmalarin gelismesine engel oldugu yapilan ¢alismalarla dogrulanmistir

(Petti et al. 2001).

Yogurtta bulunan Lactococcus lactis ssp. lactis gibi LAB’nin kolesterol diistiriicti
oldugu, iiretilen laktik asit ve yogurdun sahip oldugu diger antibakteriyel maddelerin kalin
bagirsakta indol ve skatol gibi fenolik bilesikler iireterek canli dokuya zarar veren ve hatta
kanser baslangicina neden olan bakterileri engelledigi, bagisiklik sistemini gii¢lendirdigi,
kadinlarda hamilelik siiresince ve sonrasinda kan basincin1 diizenleyici etkisi oldugu

bildirilmistir (Canan vd 2004).

LAB’nin gastrointestinal sistemde canliliklarin1  stirdurebilme  kabiliyetleri  bu
mikroorganizmalarin diisiik pH ve/veya safra tuzlari ile genis bir sicaklik araliginda
gelisebilme oOzelligiyle alakalidir. Taksonomik degerlendirilmelerinde kullanilan 6nemli
fizyolojik ozellikleri; karbonhidratlar1 fermantasyon big¢imleri, farkli tuz konsantrasyonlarina
direng, farkli besin ortamlarinda ve sicakliklarda gelisebilme 6zelligi ve antibiyotiklere direng

olarak siralanabilmektedir (Giirsoy ve Kinik 2005).

LAB’nin ¢ogu insan, hayvan, bitki gibi dogal ortamlarda bulunan, bu ortamlardan
izole edilebilen, biyoteknolojik caligmalarda ve endiistriyel bir¢ok alanda kullanilan, insan
beslenme ve sagliginda olduk¢a 6nemli bir konuma sahip mikrobiyal ajanlardir. Et, siit, balik,
tah1l ve sebze gibi ¢cogu ham gida maddelerinin fermantasyonla korunmasinda, iretilen
fermente gida ve yemlerin organoleptik, reolojik ve besinsel degerine katkida bulunmada aktif

rol Ustlenmektedirler (Furet et al. 2004; Leroy and Vuyst 2004; Kilig 2008).



2.7. Geleneksel Fermente Sut Uriinlerinde Muhtemel Patojen Mikroorganizmalar
2.7.1. Sphingonomas spp.

Bu tiir ilk defa 1990 yilinda G (-), cubuk, spor olusturmayan, hareketsiz,
kemoheterotrofik ve mutlak aerobik, katalaz, eskulin ve jelatin hidrolizasyonuna pozitif sonug
veren bakteriler olarak tanimlanmistir. Daha sonra ekolojik, fizyolojik ve filogenetik
ozelliklerinin ¢ok farkli oldugu anlasilan Sphingopyxis Sphingosinicella, Novosphingobium ve
Sphingonomas’lar olarak 4 ana alt grupta toplanmistir (Takeuchi et al. 2001). Sphingonomas
tirti yaygin bir sekilde Sphingonomad olarak da adlandirilir. Sphingonomas’in morfolojisi;
sart veya beyaz olurken digerleri sar1 veya kahverengi pigmentli koloniler {iretirler.
Sphingonomas, Sphingopyxis ve Sphingosinicella 'nin bazi alt tiirleri nitrat redliktaz pozitif (+)
sonug verirken, Novosphingobium tlr( negatif (-) sonug verir. Hiicre yapisindaki biiyiik 2-OH
yag asidi en fazla ve karmasik olan Sphingopyxis iken Sphingobium ve Novosphingobium’in
yag asidi bilesimi birbirine benzer. Biiyiik poliamin bilesigi homojen olan sadece
Sphingonomas tiiriidiir. 16S rDNA gen sekansinda isaretli bolge olarak Sphingobium ve
Novosphingobium birbirine benzerken diger ikisi de birbirine benzer. Genel olarak hiicre
yapilarinda glikosfingolipit yerine lipopolisakkarit vardir. Metabolik agidan ¢ok yonliidiirler
(Balkwill et al. 2006).

Sphingomonas’lar genel olarak bitki kok sistemlerinden, farkli toprak ve su
habitatlarindan, klinik 6rneklerden ve bircok kaynaktan izole edilebilir. Genel besiyerinde
(TSB, TSA, NA, PTYG ve PYGV) gelisebilmelerine ragmen bazi tiirler i¢in 6zel besiyeri
hazirlanir. Ornegin insanlarda enfeksiyona sebep olan tiirler icin Brain-Heart Infusiun
Medium (BHI) kullanilir. Japon’ya ve Alaska’da yapilan bir ¢alismada Sphingonomas
alaskensis i¢in filtrelenmis deniz suyu ve yok etme dilient metodu kullanilmistir. En iyi
gelisme sicakligr 30 °C olan bu tiir mezofilken psikrofilik olanlarida vardir. Fakat termofil
olarak izole edilen 6rnek yoktur. Zorunlu aerop olup fakiiltatif olanlar1 yoktur. Deniz ve tuzlu
sulardan izole edilenler icin tuzun gerekli olup olmadig: bilinmemektedir. Identifikasyon icin
hizli hazir kit teknigi yoktur. Hiicre yapisinda bulunan glikosfingolipit’'nin (GSL) olup
olmamasina bakarak klasik yontemlerle tanimlama yapilir. Son gelistirilen RNA/DNA sekans

analizi gibi molekiiler yontemler en iyi tanimlama yontemleridir (Balkwill et al. 2006).

Fizyolojik olarak arabinoz, fukoz, galaktoz, laktoz, mannoz, melibioz, sukroz, ksiloz

ve terhalozu asimile edebilir. Birgok tlrli mono-, di- ve polisakkariti indirger. Bazilar



oksijenli sartlar altinda arsenati arsenite doniistiiriir. Bir¢ok kimyasal bilesik (toliien, xylene,

cresol, abietic ve palustric asit vb.) bazi tiirleri tarafindan metabolize edilebilir.

Ekstraseluler biyopolimer olarak ekzopolisakkarit (EPS) Uretirler. Bu madde tirden
tire degismekle birlikte hidrofobik 6zellige sahiptir. Bu ylzden hidrofobik antibiyotiklere

kars1 savunmasizdirlar.

EPS, ksantan gamdan (yagiskan bir madde, zamk) 5.5 kat daha biiytiktiir. % 0.05’lik
NaCl varliginda ve pH 2.0-10 arasinda stabildir. Otoklava dayaniklidir. Ksantan gamdan 4 kat
daha saglam olup hiicreyi dis kontaminasyona kars1 korur. Ayrica bu tiirler polisakkaritlerin

polimerizasyonunu da gergeklestiren enzimler iiretebilirler (Balkwill et al. 2006).

Ekolojik olarak bir¢ok kaynaktan izole edilen bu bakterilerin bulundugu ortamda
karbon ve diger besin déngiisiinde énemli rol oynadig: bilinmektedir. Ozellikle denizlerdeki

fitoplankton popiilasyonu iizerine dominant etkisi vardir (Balkwill et al. 2006).

Genelde kontamine olmus veya kirli alanlardan izole edilen Sphingonomas’larin,
yapilan bazi caligmalarda kontaminasyonlu ortamlardaki istenmeyen maddeleri pargalayarak

biiyiime ve enerji kaynagi olarak kullandigi belirlenmistir (Balkwill et al. 2006).

Sphingonomas’in 1977°de Pseudomonas paucimobilis (son tanimlama Sphingonomas
paucimobilis) patojen olarak tanimlanan tiirii; hastanelerdeki sivi soliisyonlar, nemlendiriciler,
solunum tedavi aletleri, su, hava, su siseleri ve sicaklik problarindan izole edilmistir. Bunun
disinda kan kiiltiirli, vajinal sivisi, idrar, balgam, burun akintis1 ve omurga sivisindan da izole
edilmiglerdir. Insanlarda yaptigi enfeksiyonlar arasindan Bakterimia’nin 6 gesidine
rastlanmistir. Bunlardan ikisi bacak iilseri diger dordii ise ayakta tedavi edilebilen kronik
diyalizdir. Ayrica beyin ve dalak absesi, solunum sistemi ve idrar yolu enfeksiyonu ve

menenjite sebep oldugu rapor edilmistir (Balkwill et al. 2006).

Sphingomonas tiirliniin hastada her bulunusu hastaligin sebebinin kendisi oldugu
anlammna gelmemelidir. Ancak bu bakteri tiirliniin baz1 enfeksiyonulari destekledigi
diistiniilmektedir. Saprofit Sphingomonas tiirlerinin bitkilerde de hastaliga sebep oldugu

soylenmektedir. Fakat bu alanda yeterince ¢alisma bulunmamaktadir (Balkwill et al. 2006).

Sphingomonas tiirlerinin metabolik ¢esitlilikleri ve jel gibi ekstraseliiler polisakkarit
iiretim yetenekleri Diinya’da gida, ilag ve petrol gibi bir¢cok alanda kullanmalarin1 saglamistir.

Petrol endiistrisinde fosil yakittan kiikiirt gidermede, biomeditasyon (tibbi iyilestirme)



yoniiyle ila¢ sanayinde ve gida sektoriinde biyotin, EPS, yeni katalizér iiretimiyle
kullanilmaktadir. Biyokatalitik uygulamada, zararli organik bilesiklerin indirgenmesi ve yeni
0zel kimyasallara doniisiimde kullanilir. Pirolidinlerin stereoselektif hidrokarboksilasyonu
icin miikemmel bir katalizordiir. EPS’nin sicaklik, tuzluluk ve yiliksek pH’da oldukga stabil,
emiilsiifiye bir bilesik olmasindan dolayr petrol sondaj sivist olarak kullanilabildigi

belirtilmistir (Balkwill et al. 2006).

Ayni zamanda bu bakterilerden bazilarinin da kirlenmis ve kontamine olmus
alanlardaki kirlilikleri biiylime ve enerji eldeleri igin parcalayarak kullanip ortami temizledigi

goriilmiistiir (Balkwill et al. 2006).
2.7.2. Staphylococcus spp.

Staphylococcus’lar Eubacteriales takiminin Mirococcaceae familyasina ait, G (+),
sporsuz, kok sekilli, kapsiilsiiz ve fakiiltatif anaerobik mikroorganizmalardir. En iyi gelisme
sicakliklar1 30-37 °C’dir. Stafilokoklar +4 °C’de 2-3 ay,-20 °C’de 3-6 ay yasayabilirken 60
°C’de 30 dakika ve %2’lik fenolde; 15 dakika canli kalabilmektedirler (Kloos et al. 1982).

Tiim stafilokoklar katalaz enzimine sahiptir. Bu tiir dogada ¢ok yaygin oldugu gibi
insanlar ve hayvanlarin derilerinin mukozalarinda da bulunur. Koagulaz enzimi (K) bir
patojenite kriteri olarak bilinir ve stafilokoklar K (+), K (-) olarak ikiye ayrilir (Devriese et al.
1983; Martineau et al. 1996; Heilmann et al. 2003; Otto 2009).

Staphylococcus’un 32 tane alt tiiriiniin oldugu ve bunlarin insan saghgi igin en
tehlikeli turundn; 40-45 °C’de, pH 7.0-8.0 ve su aktivitesinin 0,98 oldugu ortamda
enteretoksin Ureterek zehirlenmelere sebep olan Staphylococcus aureus oldugu bilinmektedir.
Uretmis oldugu enteretoksinlerin; 100 °C’de 10 dakika 1s1] islemle %50’si inaktif olurken,
aym sicaklikta 30 dakika veya 121 °C’de 1-2 dakikayla tamamen inaktif olmaktadir
(Karapinar ve Demirel 2003).

Hayvanlarda mastitis, botryromycosis, enzootik piyemi ve arthritise sebep olurken
insanlarda keci shtunden izole edilen Staphylococcus caprae bakteriyemi ve idrar yollari

enfeksiyonuna sebep oldugu bilinmektedir. Antibiyotige duyarhdirlar (Vandenesch et al.
1995).

Staphylococcus epidermis turi ozellikle hastanelerde ameliyat veya sondaj gibi

kliniksel uygulamalarda, kullanilan ekipmanlarla dolasim ve bosaltim sistemine enfekte olan



patojen bir stafilokoktur. Kullanilan aletlerin sterilizasyonuna dikkat ederek ve antibiyotik

kullanarak bu sorun asilabilmektedir (Mack et al. 2013).

16s rDNA sekans identifikasyon yontemiyle %99 benzerligi bulunan Staphylococcus
epidermis ve Staphylococcus caprae tiirlerinin ayrilmasinda Namvar ve arkadaslart 2014’te
yaptiklar1 calismada Staphylococcus epidermis’in siikrozdan asit tlretebildigi bulunmustur.

Staphylococcus epidermis’in asit Uretimi sekil 2.1°de verilmistir.

Sekil:2.1 Staphylococcus epidermis’in sukrozdan asit dretimi

2.7.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa G (-), haraketli, sporsuz, kapsulsiiz, arjinin, hidrolaz, jelatin
hihrolizi, katalaz ve oksidaz (+) , lizin, ornitin dekarboksilaz, indol, H.O olusumu, metil
kirmizis1 ve Vages-Proskauer testleri (-) negatif, sekeri oksidasyonla parcalayip fermantasyon
yapmayan, ¢ogu kez bir kutbunda 1-2 kamg¢i1 bulunduran ¢iftli veya kisa zincir halinde goriilen
comak seklinde en iyi 30-37 °C’de gelisen, toprakta, sularda, insan ve memeli hayvanlarin
bagirsak florasinda ve organik maddelerin bol bulundugu hastane ortamlarinda bulunan
patojen bir mikroorganizmadir. Bu tiiriin proteolitik enzimleri, letal ekzotoksin ve
enterotoksin gibi hiicre dis1 salgilarinin olmasi ¢esitli hasaliklara sebep olmaktadir. Bunlar
menenjit, bronsit, bronkopronomi, esteomiyetli, septisemi, pseddmemrandz, idrar yolu, gz ve

kulak hastaliklar1 olarak siralanabilir (Hayness 1951; Freeman 2015).

Antiyotige kars1 oldukca direncli olan ve kisa siire i¢inde verilen antibiyotige yeniden
direng gelistiren Pseudomonas aeruginosa cinsi enfeksiyonlarina karsi uygulanacak bir tedavi

yontemi bulmak giin gegtik¢e zorlagsmaktadir (Diindar vd 2004 ).

Pseudomonas aeruginosa, 6zellikle hastanelerde firsat¢1 enfeksiyoncu olarak bilinen

ve hastane enfeksiyonlarmin yaklasik %10’unu olusturan (iiriner, solunum ve bakteriamiye



sistemi hastaliklar1) ve bu nedenle mortaliteye sebebiyet verme orani en yiiksek olan bakteri
oldugu belirtilmistir (Murray et al. 2015). Bu bakteri sebep oldugu hastaliklar1 tedavi igin
verilen antibiyotigi tedavi siirecinde inaktive eden beta laktamaz enzimi salgilarak, dis
membranlarindaki koruyucu proteinlerde mutasyon yaparak ya da direngli organizmalardan
plazmid araciligiyla direng aktarimi yaparak antibiyotige direngli hale gelir (Murray et al.
2015). Yapilan ¢aligmalarda bu tiir i¢in birgok antibiyotik calismasi yapilmis fakat tek basina
higbir ilag ¢6ziim olmamistir. Hastaneler kendilerine ve hastaya 6zel yeni yontem profilleri
kullanarak sorunlar1 ¢6zmeye c¢alismistir. En etkili sonug, beta-laktam antibiyotik

kullaniminda goriilmiistiir (Cosar vd 2009).
2.7.4. Cyanobacterium

Cyanobacteria prokaryot grubunun en yaygin olanlarindan biridir. Kendi enerjisini
yapisinda bulundurdugu klorofil sayesinde iiretir. Ayn1 zamanda hem karada hem de sularda
bulunan bir bakteri tiirtidiir. Sulardaki kayalarin ve katmanlarin yiizeyinde biyofilm olusturan,
islak ve nemli yerlerde, batakliklarda, icme sularinda, mineralli sularda, gel-git olaymin

oldugu katmanlarda ve ¢dl iist tabakasinda yaygin olarak bulunur (Schénhuber et al. 1999).

Ekolojik olarak 5 gruba ayrilmistir. Bunlar Chroococcales (bdliinme veya
tomurcuklanma ile coccoid hicreleri Uretenler), Pleurocapsales (baeocytes ile pseudo-
filementleri olusturanlar), Oscillatoriates (diizensiz filamentlere sahip olanlar), Nostosales
(sadece bir diizlemde boliinen fakat farkli bir tiirde siniflandirilanlar) ve Stigonematales
(birgok diizlemde boliinebilenler)’tir. Yaklasik 150 cins ve 2000 tiirii oldugu bilinmektedir. G
(-) , kok ve zincir seklinde, yaygin bir sicaklik toleransina sahip olmakla birlikte 15 -74 °C’de
gelisme gosterirler. Psikrofilik degillerdir ama soguga toleranshidirlar (Schonhuber et al.

1999).

Kutuplarda ve buzullarda var oldugu goriilmiistir. pH 9.0’dan biiyiik olan alkali
ortamlarda yasarlar. Ciinkii karbon ve bikarbonatin karbon kaynagi olarak kullanilmasi i¢in

alkali ortam gereklidir (Vincent and Laybourn-Parry 2008).

Cyanobacteria’lerin saflastirilmasi ve tanimlanmasi i¢in bir¢ok metot vardir. Ancak
cogu spesifik gruplar i¢in gelistirilmistir. Bunun igin en iyi yol 16S rDNA gen sekansi olarak
kabul edilmistir. Deniz ve okyanuslardaki azot, oksijen ve karbon ¢evriminin énemli bir
bilesenidir. Bulunduklar1 ortamlarda simbiyotik yasama uyumludurlar. Yapilarinda karbon

kaynagi i¢in poliglukoz graniillerini, fotosentetik enzimleri, polifosfat graniillerini ve aspartik



asit ile arjinine baglh azot kaynaklarini bulundurur. Olumsuz sartlar altinda bu kaynaklardan

faydalanirlar (Schonhuber et al. 1999).

Gunes 1sinlarindan gelen toksik radyasyona karst kendilerince bazi korunma
yontemleri gelistirmislerdir. Bunun i¢in bazilar1 daha derinlerde, bazilar1 giines 1s18in1 direkt
almayan g6l kenarlarinda yasarken bazilar1 da bu 1sinlar1 absorbe etmeden gegirir ve zararl

etkisinden kurtulur (Schénhuber et al. 1999).

Cyanobacteria’nin iiyeleri birgok metabolit olusturmaktadir. Bazi tiirleri karatenoid
iirlinlerini parcalayarak sularda yagimsi kokuya sebep olurken bazi tiirleri geosmin ve 2-
metilsorbanol lreterek suyun topragims: ve kiiflii kokmasina sebep olmaktadir (Vincent and
Laybourn-Parry 2008).

Yapilan arastirmalarda en az 46 Cyanobacterium tiirliniin ¢evre kiy1 sularinda toksik
madde iirettigi bulunmustur. Bunlar cigerlere zarar veren hepatotoksinler, sinir sistemine zarar
veren neurototoksinler ve deri iltihaplanmalarina sebep olan dermototosinlerdir. Bu toksinler

kuslar, ¢iftlik hayvanlari, kopekler ve az sayida insan oliimlerine sebep olmustur (Schonhuber
et al. 1999).



3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal

Agr1  1li'’ni  temsilen Sekil.3.1°de

gorildiigii  gibi  belirlenen 5

farkl

bolgelerden(Akyemis Kdoyii-Patnos, Konuktepe Koyu-merkez, Asagi karakol Koyii-Hamur,

Yesilova Koyii-Eleskirt ve Giines Goren Koyii-Tutak) toplanan yoresel yogurt 6rneklerinde

LAB’nin izolasyonu ve identifikasyonu yapilmistir.
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Sekil.3.1 Agr1 iI’i ve Ilgeleri haritas
3.1.1. Kullanilan malzemeler

3.1.1.a. MRS Agar (Merck 1.10660)

R.SAYGILI 2015

Peptone from casein 10,0 g/L; meat extract 10,0 g/L; yeast extract 4,0 g/L; D(+)
glucose 20,0 g/L; KoHPO4 2,0 g/L; tween 80 1,0 g/L; di-ammonium hydrogen citrate 2,0 g/L;
sodyum asetat 5,0 g/L; MgSO4 0,2 g/L; MnSO4 0,04 g/L; agar-agar 14,0 g/L. dehidre besiyeri
68,2 g/L olacak sekilde damitik su iginde 1sitilarak eritilir, otoklavda 121 °C’de 15 dk.

sterilize edilir. Otoklav sonras1 45-50 °C’ye sogutulup, steril petri kutularina dokiilir.



3.1.1.b. MRS Broth (Merck 1.10661)

Peptone from casein 10,0 g/L; meat extract 8,0 g/L; yeast extract 4,0 g/L; D (+)
glucose 20,0 g/L; KoHPO4 2,0 g/L; tween 80 1,0 g/L; di-amonyum hidrojen citrate 2,0 g/L;
sodyum asetat 5,0 g/L; MgSO4 0,2 g/L; MnSO4 0,04 g/L. dehidre besiyeri 52,2 g/L olacak
sekilde damitik su iginde eritilir, amaca uygun kaplara dagitilip, otoklavda 121 ° C’de 15 dk.

sterilize edilir.
3.1.1.c. TSA Agar (Merck 1.05458)

Pepton from casein 15,0 g/L; pepton from soymeal 5,0 g/L; NaCl 5,0 g/L; agar-agar
15,0 g/L. dehidre besiyeri, 40,0 g/L olacak sekilde damitik su icinde 1sitilarak eritilip,

otoklavda 121 °C’de 15 dk. sterilize edilir ve steril petri kutularina dokiiliir.
3.1.1.d. TSB Broth (Merck 1.05459)

Pepton from casein 17,0 g/L; pepton from soymeal 3,0 g/L; D (+) glucose 2,5 g/L;
NaCl 5,0 g/L; KoHPO4 2,5 g/L. dehidre besiyeri, 30,0 g/L olacak sekilde damitik su iginde
gerekirse 1sitilarak eritilip, amaca uygun kaplara (tiip, erlen vb.) dagitilir ve otoklavda 121 °
C’de 15 dk. sterilize edilir.

3.1.1.e. Nutrient Broth (Merck 1.05443)

Pepton from meat 5,0 g/L; meat extract 3,0 g/L. dehidre besiyeri, 8,0 g/L olacak
sekilde damitik su i¢inde eritilir ve amaca uygun kaplara (tiip, erlen vs.) dagitilir ve otoklavda

121 °C’de 15 dk. sterilize edilir.
3.1.1.f. Brom timol mauvisi

Bir pH indikatorii olan brom timol mavisi pH 6.0’da sar1 ve pH 7.6’da maviye renk
degisimi sagladigindan, glikozdan asit iiretimi testinde kullanilmistir. 100 mg brom timol
mavisi, %50’lik 100 ml etanolde coziinerek hazirlanir ve 100 mL besiyerine 0.1 g’inin

eklenmesi seklinde kullanilir.
3.1.1.g. 10X TBE hazirlama

Trise base 121.1 g, borik asit 61.8 g, EDTA 7.4 g ve Uzerine 1L distile suda ¢ozerek

hazirlanir. Bu ¢ozeltiden seyreltilerek kullanilir.



3.1.1.h. Agaroz jel hazirlama

Agaroz jel genelde %0.9-1’lik olarak kullanilmaktadir. 1 g agaroz iizerine 100mL
%1°1ik TBE ilave edilerek mikro dalga firinda 2-3 dKk eritildikten sonra yaklasik 45-50 °C’de 1
pL etityumbromit karistirilarak hazirlanan jel, elektroforez tankina kabarcik olusturmadan

dokiilerek donmasi saglanir.
3.1.1.1. %3’liikk KOH c¢ozeltisi hazirlama

3 ¢ KOH 100 mL steril saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.
3.1.1.1. Bactident Oxidase (Merck 1.13300)

Teste kullanilan oksidaz gubugu reaktif bolgesi; N,N-Dimethyl-1,4-fenilindiamonyum
klorit (0,1 pmol) ve a-naphthol (1,0 umol) igerir.

3.2. METOT
3.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Aseptik sartlar altinda 150 ml steril kaplara alinan yogurt ornekleri laboratuvara
getirildikten sonra 10° - 10™° oranlarinda %0.85°lik NaCl ile diliisyonlar1 hazirlandi. Bu
diliisyonlardan MRS agar’a hem dokme hem de yayma yontemiyle ekim yapilarak 37 °C’de
48-72 saat inklibasyona birakilmisgtir. Gelisen kolonilerden morfolojik olarak farkli goriinenler
secilerek yeni petrilere ekimler yapildi. Bu islem her bir koloni saf olarak elde edilene kadar

tekrarland1 (Batdorj et al. 2006; Isleroglu vd 2008).
3.2.2. Laktik Asit Bakterilerinin stoga alinmasi

Saf kiiltiir oldugu teyit edilen izolatlar i¢in; 100mL’lik stok besiyeri (4g/L nutrient
broth ve 15 mL gliserol) hazirlanarak iizerine bir 6ze dolusu bakteri kolonisi eklendi. AD
seklinde kodlanarak, -20 °C’de 1-2 saat beklendikten sonra -80 °C’ye konarak, bundan
sonraki calismalar igin stokland: (Batdorj et al. 2006; Isleroglu vd 2008).



3.2.3. Laktik Asit Bakterilerine uygulanan testler
1. Morfoloji ve hareketlilik testi

Saf kiiltiirlerden alinan bakteriler steril igne 6ze yardimiyla lamel {izerine bir damla su
icinde iyice yayild1 ve iizerine hava kabarcigr olusturmadan lam kapatildi. Mikroskop altinda

morfolojik ve hareketlilik agisindan incelemeler yapildi.
2. Fizyolojik testler
a. Farkl sicakliklarda gelisim (10 °C ve 45 °C)

MRS agar besiyerine, saflastirilan kolonilerden c¢ift paralel seklinde 6ze ile ekim
yapilarak 10 °C ve 45 °C de 48 saat beklendikten sonra sonuglar gelisip gelismediklerine gore
degerlendirildi (Tunail et al. 2001; Fortina et al. 2003; Halkman 2005).

b. Farkh pH’da gelisim (4.4-9.6)

Hazirlanan MRS broth besiyerinin pH’lar1 NaOH ve HCI kullanilarak 4.4 ile 9.6’ya
ayarland1 ve vida kapakli tliplere 10 ml eklenerek 121 °C’de 15 dakika otoklavlandi.
Saflastirilan kolonilerden tiiplere igne 6ze ile ekim yapilarak 35-37 °C de 48 saat beklendikten
sonra 600 nm’de spektrometre ile sonuglar degerlendirildi (Tunail et al. 2001; Fortina et al.
2003; Halkman 2005).

c. Farkh tuz konsantrasyonunda gelisim ( %NacClI 6,5-12-18)

MRS broth besiyeri hazirlanirken hacimce konsantrasyonlart %6.5, %12 ve %18
olacak sekilde tuz ilave edilerek, 10 ml tiiplere aktarilip 121 °C’de 15 dk. otoklavda steril
edildi. Saflastirilan kolonilerden tiiplere igne 6ze ile ekim yapilarak 35-37 °C de 48 saat
beklendikten sonuglar 600 nm’de spektrometre ile 6l¢iildii (Tunail et al. 2001; Fortina et al.
2003; Halkman 2005).

3. Biyokimyasal testler
a. Katalaz testi

Sivi veya kat1 besiyerinde gelistirilen bakteri kiiltiiriine H2O> (hidrojen peroksit) ilave
edildiginde serbest oksijenin gaz kabarciklar1 halinde gozlenebilmesi, hidrojen peroksit
ayrismasini, katalaz enzim varligimi = gostermektedir. Aerobik solunum  yapan

mikroorganizmalarda katalaz enzimi vardir. MRS agar’da gelisen kolonilerden bir miktar



almarak iizerine 1 ml %3’liik H,O, damlatildiginda gaz kabarcigi olusan ornekler katalaz
pozitif (+), gaz kabarcigi olusmayanlar katalaz negatif (-)  olarak degerlendirildi
(Whittenbury 1964; Harley and Prescott 2002).

b. Glukozdan gaz Uretimi

Bu test, LAB’lerinin glukozdan CO> (karbondioksit) Gretimi belirlemek igin
yapilmaktadir. MRS broth’a 1 gr glikoz ilave edilerek pH 7.2 ‘ye ayarlandi1 ve 10 ml tiiplere (
icinde ters konmus durham tiipii olan ) kondu ve 121 °C’de 15 dk. steril edildikten sonra,
MRS agar’da gelisen kolonilerden igne 6ze ile ekim yapilarak 35-37 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda durham tiiplinde gaz olusturan pozitif (+), gaz

olusturamayan negatif (-) olarak degerlendirilmistir (Muller et al.1990; Fortina et al. 2003).
c. Arjinin aminoasitinden amonyak tretimi

LAB’lerinin arjinin aminoasitini pargalayarak amonyak (NH3z) olusturma 6zelligine
bakmak icin; pepton 1g, NaCl 5g, dipotasyumbikarbonat (K:HPOs) 0.3 g, arjinin
aminoasitini 10 g, distile su 1L ve brom timol mavisi 0.01 g hazirlanarak pH 6.7 ye ayarlandi.
5 ml tiiplere konuldu ve steril edildikten sonra MRS agar’da gelisen kolonilerden 6ze ile ekim
yapilarak 35-37 °C’de 48 saat inkiibasyona birakildi. Brom timol mavisi pH 6.0-7.6 arasinda
bir indikatér olup, sonuglar saridan maviye doniisenler pozitif (+) olarak degerlendirildi

(Papamanoli et al. 2003).
d. Eskulin analizi

Bu analiz, saflagtirdigimiz bakterilerin bir glikozit olan eskulini par¢alayan eskulinaz
enziminin varligim1 belirlemek i¢in yapilmaktadir. Hazirlanan eskulin agar 5 ml tiiplere
konarak otoklavda steril edildi. Daha sonra MRS Agar’da gelisen kolonilerden 6ze ile ekim
yapilarak 35-37 °C’de 1-7 giin inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda sari olan

besiyerlerinde siyah renge doniisenler pozitif olarak kabul edildi (Chuard and Reller 1998).
e. Oksidaz testi

Bu test bakteride hiicre i¢i ATP olusumu sirasinda gorev yapan sitokrom-c oksidaz
enziminin varligint belirlemek i¢in yapilmaktadir. Bu testte hazir kitler kullanildi. MRS
agar’da gelistirilen bakteriler steril kiirdanla alinarak oksidaz test gubuguna inokiile edildi ve

20-60 sn. iginde mavi menekse renk olusumu pozitif (+) sonug olarak degerlendirildi.



f. Vitek 2 Biyokimyasal Analizi

Vitek 2 biyokimyasal test analizi; mikroorganizmalarin asidifikasyon, alkalizasyon ve
enzim hidrolizi gibi metabolik 6zellikleriyle inhibitér varliginda biiyiime aktivitesini reaktif
kartlarla otomatik olarak Olclilmesidir. Gelistirilen koloniler Gram 06zelligine gore uygun
reaktif kartlar1 secilir ve bakteri izotonik NaClI soliisyonu i¢inde kuyucuklara 3 mL olarak
aktarilir. Vitek 2 (BioMerieux Vitek 2 sistemleri versiyon 06.01) cihazina konan 6rnekler 8-
24 saat inkiibasyon sirasinda her 15 dk. bir Ol¢lim yapilan degerler veri tabaniyla

karsilastirilarak rapor hazirlanir (Cubukg¢i1 2016).
4. Antibiyotige direnc testleri
a. Neomisin antibiyotik direnci

LAB bakterilerinin neomisin antibiyotigine direncli olup olmadigini anlamak igin,
steril MRS agar besiyeride ekimi yapilan bakteriler lizerine steril antibiyotik diskleri
yerlestirildi. Steril 10 pL neomisin antibiyotigi emdirilen disk 30 °C’de 5 giin inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi diskin etrafinda olusan zon cetvelle olgiilerek neomisin

antibiyotigine duyarliligi degerlendirildi.
b. Tetrasiklin antibiyotik direnci

LAB bakterilerinin neomisin antibiyotigine direngli olup olmadigini anlamak igin,
steril MRS agar besiyeride ekimi yapilan bakteriler {izerine steril antibiyotik diskleri
yerlestirildi. Steril 10 pL tetrasiklin antibiyotigi emdirilen disk 30 °C’de 5 giin inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi diskin etrafinda olusan zon cetvelle olgulerek tetrasiklin

antibiyotigine duyarlilif1 degerlendirildi.
3.2.4. Genomik DNA izolasyonu ve PCR

Arastirmada kullanilacak olan izolatlarin DNA ekstraksiyonu Dr. Kunte tarafindan

(2005) uyarlanan metoda gore gerceklestirildi.
e Bakteri MRS broth s1vi ortamda 30 °C’de gelistirildi.

e 1.5 ml eppondorflara almip, 14 000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilerek

stipernatant atild1.



Daha sonra eppendorfa 1 ml TES tamponu (hiicre duvarmin pargalanarak

DNA ’nin serbest kalmasini saglar) koyularak, vortekslendi.
3 dk. 14 000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatanti atildu.

800 uL TES ilave edilerek vortekslendi (bu islem {ist faz berrak olana kadar

devam edilir).

%20’lik 20 pL SDS (proteinler arasindaki disiilfit baglarin1 pargalar)
eklenerek, oda sicakliginda 30 dk. inkiibasyona birakildi.

300 pL (2:1) fenol:kloroform (fenol, nikleik asitlerden proteinlerin
uzaklagmasini; kloroform ise, proteinleri denatiire ederek sivi ve organik

fazlarin ayrigsmasini saglar) eklenerek dikkatlice alt-Ust edildi.

10 dk. 14 000 rpm’de santrifiij edilip st fazi dikkatlice alinarak yani
eppondorflara konuldu.

Yaklasik 600 pL s1v1 faz alindiktan sonra esit hacimde 2-izoproponol (DNA’y1
baglayarak iplik¢ikler halinde ¢okmesini saglar), 1/10’u kadar da Na-asetat
eklendi ve -20 °C’de 30 dk. inkiibasyona birakildi.

10000 rpm’de DNA ¢oktiiriilerek siipernatant atildi.

%70’1ik 500 pL etanol (DNA’y1 yikamak i¢in kullanilmistir) eklenerek 10 dk.
oda sicakliginda inkiibasyona birakildi.

14 000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.
10 dk. 60 °C’de epondofun kapagini agarak etanoliin ugmasi saglandi.

50 uL distile su eklenerek ve kisaca vortekslendi ve 70 °C’de 10 dk. inkiibe
edilerek suyu ¢okturilda.

DNA viskoz olana kadar pipetlenmis ve %1’lik agaroz jelde tek parga bant

veren Ornekler sonraki ¢aligmalar i¢in +4 °C’de sakland1 (Kunte 2005).



Bakteri Izolatlarinin 16S rDNA Bélgesinin PCR ile Amplikasyonu ve PCR Sartlar

Test izolatlarindan elde edilen genomik DNA PCR ile ¢ogaltildi. PCR reaksiyonunda
Macrogen primerleri (27F 5’-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3’; 1492R 5’-TAC GGY
TAC CTT GTT ACG ACT T-3’) kullanildi. Reaksiyon igin gerekli mix Cizelge: 3.1°de

verilmistir.

50 pL mix icin belli oranlar

ddH,0 28.9 uL
DMSO 5 pL
Buffer 6 UL
dNTP 1L
Mg:ClI 3.6 UL
F-primer 2 uL
R-primer 2 uL
Tag DNApolimeraz 1pL
DNA 0.5 pL

Cizelge:3.1 16S rDNA PCR’1 i¢in PCR markir mix oranlari

Cogaltilmak istenen 16S bolgesi PCR reaksiyonu i¢in hazirlanan 6rnekler, 95 °C’de 5
dk. 6n denetiirasyon, bunu takiben 36 dongii olacak sekilde 94°C’de 60 s denatiirasyon, 54
°C’de 60 s baglanma ve 72 °C’de 120 s uzama basamaklar1 ve son olarak 72 °C’de 5 dk
uzama basamagindan olusacak sekilde programlanan Pcr termal dongii cihazina konuldu.

Secilen programda hedef bélgelerin ¢ogaltilmasi yapildi.
16S rDNA PCR Urunlerinin Elektroforezi

1 g agaroz lizerine 100 ml 0,5X TBE (%1°lik agaroz jel) tamponu eklenerek karisim
mikrodalga firinda tamamen eriyinceye kadar kaynatildi. 50 °C’ye sogutularak igerisine
ethidium bromir ilave edilerek icerisine tarak yerlestirilmis olan elektroforez kiivetine
kabarcik olugsmadan dokiildii. 30-35 dk. sonra tarak dikkatlice cikarilarak kuyucuklardan ilk
basta olana 10 kb DNA markir1 (50-10 000 baz) 10 ul olarak yiiklendi. Diger kuyucuklara ise
her bir ornek igin 3 pl yikleme tamponu ile karigtirtlan 10 pl &rnek yiiklenerek 90 volta



ayarlanan elektroforez cihazinda 1.5 saat ylriitiildii. Ethidium bromiir ile boyanan DNA
bantlar1 jel goriintiileme cihazi (Quantum ST4 VILBER LOURMAT) ile bilgisayar ortaminda

goriintiilenerek degerlendirildi.
16s rDNA sekans analizi

Sekans analizi Hollanda’da bulunan Macrogen firmasina gonderilerek hizmet alimi

yapildi (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/blast.cgi). 16S rDNA sekans sonucu tanimlanamayan 15

izolatin Vitek biyokimyasal testleri yapilmstir.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi

4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu ve tanimlanmasi

Agn ili'ni temsilen bdlgeden toplanan yoresel yogurtlar aseptik sartlar altinda
laboratuvara getirildi. Mikrobiyal yiiklerinde artis olmaksizin ayni giin analize alindi.
Hazirlanan MRS agara, %0,9’luk fizyolojik suda 107°- 10%a kadar diliisyon yapilan yogurt
orneklerinden 6zeyle ekimler yapildi. MRS agarda ayn1 morfolojide goriinen koloniler tekrar

tekrar ekimler yapilarak tek kiiltlir haline getirildi.

Ayn1 morfolojiye sahip olan kiiltiirler Abdullah DEMIRCI (AD) seklinde kodlanarak,

stok cozeltisine alindi. Sonraki ¢aligmalarda kullanilmak iizere -80 °C’ye konarak saklandi.
4.2. Laktik Asit Bakterilerine uygulanan testler

Izole edilen bakterilerin morfolojik, fizyolojik, biyokimyasal ve genomik testler
yapilarak tan1 ve karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir. Ilk olarak elde edilen izolatlarin
1s1kli mikroskop (Primo Star ZEISS) altinda Gram boyama, morfoloji ve hareketlilik
ozellikleri incelendi. Gram boyama testleri sonuglarina gore tim izolatlar G (+) olarak
belirlendi. Hareket testleri sonucuna gore de izolatlarin tiimiiniin hareketsiz oldugu gozlendi.
Mikroskop altinda yapilan gozlemlere géore AD16, AD18, AD19, AD24 ve AD30 oval; AD28
kok ve digerlerinin ¢ubukken AD6, AD7 ve ADI15’in digerlerine gore daha kiiciik ebatli,
AD31 ve AD32 zincir seklinde ¢gubuk morfolojik yapiya sahip olduklar1 belirlendi (Cizelge
4.1).

4.2.1. Morfolojik testler
a. Bakterilerin morfolojik yonden incelenmesi
Izolatlar mikroskop altinda morfolojik ve hareketlilik agisindan incelenmis kok, ¢ubuk

ve oval olarak Cizelge 4.1° de gosterilmistir.



Izolat kodu | Hareketlilik | Morfoloji Izolat kodu | Gram
Ozelligi
AD1 - Cubuk AD1 -
AD2 - Cubuk AD2 -
AD3 - Cubuk AD3 -
AD4 - Cubuk AD4 -
AD5 - Cubuk AD5 -
ADG6 - Cubuk ADG6 -
AD7 - Cubuk AD7 -
AD8 - Cubuk ADS8 -
AD9 - Cubuk AD9 -
AD10 - Cubuk AD10 -
AD11 - Cubuk AD11 -
AD12 - Cubuk AD12 -
AD13 - Cubuk AD13 -
AD14 - Cubuk AD14 =
AD15 - Cubuk AD15 =
AD16 - Oval AD16 -
AD17 = Cubuk AD17 -
AD18 - Oval AD18 -
AD19 - Oval AD19 -
AD20 - Cubuk AD20 -
AD21 - Cubuk AD21 -
AD22 - Cubuk AD22 -
AD23 - Cubuk AD23 -
AD24 - Oval AD24 -
AD28 - kok AD28 +
AD30 - Oval AD30 +
AD31 - Cubuk AD31 +
AD32 - Cubuk AD32 +

Cizelge 4.1 izolatlarin morfolojik test sonuglar

- Gram Negatif

+: Gram Pozitif




4.2.2. fizyolojik testler

a. Bakterilerin farkh sicakhiklardaki gelisimi

Kiiltiire alinan bakteriler MRS agara yayma yontemiyle ¢ift paralel ekim yapildi.
Ekimi yapilan bakterilerin bir paraleli 10 °C’ye, diger paraleli 45 °C’ye kondu. 48 saat inkiibe
edildikten sonra 10 °C’de AD23 ve AD32 izolatlarinin gelisme gostermedigi digerlerinin iyi
gelisme gosterdigi goriildii. 45 °C’de ise sadece AD30 izolatinin gelisme gdstermedigi AD6,
AD12, AD14, AD17, AD28 ve AD32 izolatlarinin az gelisdigi, digerlerinin ise iyi sekilde
gelisme gosterdigi gozlendi(Sekil4.2).

b. Bakterilerin farkh pH’lardaki gelisimi

Farkli pH’larda hazirlanan MRSB’ye (pH 4.4 ve pH 9.6) kiiltiire alinan bakteriler igne
0ze kullanilarak ekildi ve 35-37 °C’de inkiibe edildi. 48 saat inkiibasyondan sonra
cizelge.4.2’de goriildiigi gibi biitiin izolatlarin gelistigi gézlendi. Bazik ortam olan pH 9.6’da
ise AD9 ve ADIS5 gelisme gosteremezken; AD4, ADS, ADS, AD10, AD11, AD12, AD17,
AD20 ve AD24 izolatlarinin az gelisme gosterdigi goriildii. Digerler izolatlarin da iyi sekilde

gelistigi gozlendi.

Sekil.4.2. Bakterilerin farkli pH’lardaki gelisimi
c. Bakterilerin farkh tuz konsantrasyonlarindaki gelisimi

Farkli oranlarda NaCl iceren MRSB’e (%6.5, %12 ve %18) kiiltiire alinan bakteriler
igne 6ze kullanilarak ekim yapildi ve 35-37 °C’de 48 saat inkiibasyondan sonra ¢izelge.4.2’de



goriildiigli gibi %6.5 oraninda tuz iceren besiyerinde sadece AD11 izolatinin az gelisme
gosterdigi digerlerinin 1iyi gelisme gostermedigi gozlendi. %12 oraninda tuz igeren
besiyerinde ise sadece AD4 izolatinin gelisme gostermedigi, AD2, ADS, AD8, AD9, AD10,
ADI1, AD12 ve AD17 izolatlariin az gelisme gosterdigi gézlendi. %18 oraninda tuz iceren
ortamda AD1, AD2, AD3, AD4, AD5, AD8, AD9, AD10, AD11, AD12, AD17, AD21 ve

AD?23 izolatlart hi¢ gelisme gosteremezken digerleri az gelisme gosterdigi gozlendi.



Izolat | Farkli  Sicaklik | pH araliklart Tuz konsantrasyonu
kodu (°C) (%NacCl)
10 45 4.4 9.6 6.5 12 18

AD1 ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
AD2 ++ ++ ++ ++ ++ + -
AD3 ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
AD4 ++ ++ ++ + ++ - -
AD5 ++ ++ ++ + ++ + -
AD6 ++ + ++ ++ ++ ++ +
AD7 ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
ADS8 ++ ++ ++ + ++ + -
AD9 ++ ++ ++ - ++ + -
AD10 | ++ ++ ++ + ++ + -
AD11 | ++ ++ ++ + + + -
AD12 | ++ + ++ + ++ + -
AD13 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
AD14 | ++ + ++ ++ ++ ++ +
AD15 | ++ ++ ++ - ++ ++ +
AD16 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
AD17 | ++ + ++ + ++ + -
AD18 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
AD19 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
AD20 ++ ++ ++ + ++ ++ +
AD21 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ -
AD22 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
AD23 |- ++ ++ ++ ++ ++ -
AD24 | ++ ++ ++ + ++ ++ +
AD28 | ++ + + ++ ++ ++ +
AD30 | ++ - ++ ++ ++ ++ +
AD31 | ++ + ++ ++ ++ ++ +
AD32 |- + ++ ++ ++ ++ +

Cizelge:4.2. Izolatlarm fizyolojik test sonuglar

+ +: Gelisme iyi, +: Gelisme az, - :Gelisme yok




4.2.3. Biyokimyasal Testler

Yapilan oksidaz testi sonucunda biitliin tiirlerin oksidaz negatif oldugu sonucuna
varilmistir. Katalaz enzim varligini test etmek i¢in gerceklestirilen deneyler sonucu AD14,
AD16, AD31 ve AD32 izolatlarinda katalaz enzimi yok iken AD30 izolatinin daha kuvvetli
olmak {izere diger tiim izolatlarda katalaz enzimi aktivitesi oldugu belirlendi. Izolatlarin
arjininden amonyok (NH3) olusturma 6zelligine bakmak i¢in gergeklestirilen deneyler sonucu
AD21 izolatinin arjininden az miktarda amonyak iiretebildigi; AD28, AD30 ve AD32
izolatlarinin iyi miktarda amonyak iiretebildigi; diger tiirlerin ise arjinini kullanamadig: tespit
edildi. Eskulin testi sonuglarmma gore ADS, AD6, AD15, AD20, AD21, AD22, AD23 ve
AD28 izolatlarin glikozit bagin1 parg¢alayamadigi, diger tiirlerin bu bagi kirabildigi test edildi.

a. Vitek Test Sonuclar1 (BioMerieux Vitek 2 sistemleri versiyon 06.01)

Sekans analizi alinamayna 16 izolatin Vitek yontemiyle testi yapildi. Ancak sadece
AD24 izolat1 655 b ve %86 benzerlik oraniyla Cyanubacterium olarak tanimlandi. Digerler

izolatlarin biyokimyasal igerikleri Cizelge 4.7°de asagida verilmistir.



izolat kodu | Oksidaz | Katalaz | Arjinin Eskulin | Glikozdan gaz Uretimi
AD1 - ++ - ++ ++
AD2 - ++ - ++ ++
AD3 - ++ - ++ ++
AD4 - ++ - ++ ++
AD5 - ++ - - ++
AD6 - ++ - - -
AD7 - ++ - ++ ++
ADS - ++ - ++ -
AD9 - ++ - ++ ++
AD10 - ++ - ++ -
AD11 - ++ - ++ ++
AD12 - ++ - ++ ++
AD13 - ++ - ++ ++
AD14 - - - ++ ++
AD15 - ++ - - ++
AD16 - - - ++ ++
AD17 - ++ - ++ :
AD18 - ++ - ++ ++
AD19 - ++ - ++ ++
AD20 - ++ - - ++
AD21 - ++ + - ++
AD22 - ++ - - ++
AD23 - ++ - - -
AD24 - ++ - ++ -
AD28 - ++ ++ - -
AD30 - +++ ++ ++ -
AD31 - - - ++ -
AD32 - - ++ ++ -

Cizelge:4 .1 Izolatlarin biyokimyasal test sonuglar

+++: gelisme ¢ok iyi, + +: Geligme iyi, +: Gelisme az, - :Geligsme yok




Sekil:4.3 Eskulin analizinde AD1 (+) ve ADS5 (-)’nin karsilastirilmasi

Cizelge 4.3’te goriildiigi gibi AD6, AD8, AD10, AD17, AD23, AD24, AD28, AD30,
AD31 ve AD32 izolatlarinin glikozdan COz tiretmedigi, diger tiirlerin 1yi bir sekilde glikozu
parcalayarak heterotrofik 6zellik gosterdigi tespit edildi.

Sekil:4.4 Glikozdan gaz Uretimi



4.2.4. Antibiyotige Direnc¢ Testleri

Calismalarimiz  sonucu elde ettigimiz izolatlarin neomisin ve tetrasiklin
antibiyotiklerine karsi direnglerinin olup olmadig: test edildi. Sonug olarak sadece AD28
izolatinin (18 mm zon) neomisin antibiyotigine karsi direngsiz oldugu digerlerinin ise direngli
oldugu; yine tiim izolatlarin tetrasiklin antibiyotigine karsit direncli oldugu goézlemlendi

(Cizelge.4.4).



izolat Antibiyotik duyarliligi (mm)

kodu Neomisin Tetrasiklin

AD1

AD2

AD3

AD4

AD5

AD6

AD7

AD8

AD9

AD10

AD11

AD12

AD13

AD14

AD15

AD16

AD17

AD18

AD19

AD20

AD21

AD22

AD23

0|0 000 000 0000000000000 000

AD24

AD28

=
(e}

AD30

AD31

00 000000 0000000000000 000000O0

O|0| 0

AD32

Cizelge:4. 2 izolatlarm antibiyotik direng test sonuglar

D: Antibiyotige direncli




4.3. Izolatlardan genomik DNA izolasyonu ve 16S rDNA PCR’1

Dr. Kunte’nin (2005) gelistirdigi bakteri DNA’larinin PCR ile ¢ogaltilmasi ve
izolasyon protokolline gore, butlin izolatlarin DNA izolasyonlar1 yapildi. Daha sonra 16S
rDNA PCR iiriinleri elde edildi ve bu iiriinlerin isaretli markirla jele yiiklenerek boyutuna ve
safligina jel elektroforezde (Quantum ST4 VILBER LOURMAT) bakildi. Yeterince temiz
olanlar sekans analizi igin istenen sartlar altinda, Macrogen Europe’ya gonderilerek sekans
analizleri yapildi. NCBI Gen Bankas1 verileri kullanilarak yapilan karsilastirmalar sonucu 28
izolatin 24 tanesi tanimlandi. Bunlarin % 64.2°sini ortalama 1022 b ve % 95 benzerlik

oraniyla Sphingomonas sp.’nin olusturdugu gozlendi (Cizelge:4.5).



Izolat | Niikleotit | Benzerlik En Yakin Filogenetik Grup
kodu Sayis1* Oram

(%0)**
AD1 1108 96 Sphingomonas melonois
AD2 1067 95 Sphingomonas echinoides
AD3 1098 94 Sphingomonas echinoides
AD4 820 98 Sphingomonas sp
AD5 1414 95 Sphingomonas sp
ADG6 1083 90 Sphingomonas sp
AD7 1054 88 Sphingomonadaceae bacterium
AD8 1044 93 Sphingomonas rhizogenes
AD9 1094 95 Sphingomonas rhizogenes
AD10 | 1004 98 Sphingomonas sp.
AD11 | 858 99 Sphingomonas sp
AD12 | 941 99 Sphingomonas sp.
AD13 | 1137 90 Sphingomonas sp.
AD14 | 802 98 Sphingomonas sp.
AD15 | 816 99 Sphingomonas sp.
AD16 |- - Tanimlanamadi
AD17 | 1262 91 Sphingomonas sp.
AD18 |- - Tanimlanamadi
AD19 |- - Tanimlanamadi
AD20 | 991 99 Sphingomonas sp.
AD21 | 908 99 Sphingomonas sp.
AD22 | 921 89 Pseudomonas aeuruginosa
AD23 |- - Tanimlanamadi
AD24 | 655 86 Cyanobacterium
AD28 | 1003 99 Staphylococcus epidermidis
AD30 |1101 99 Lactococcus lactis subsp. lactis
AD31 | 1030 99 Lactobacillus paracasei
AD32 | 1015 99 Lactobacillus casei

Cizelge:4.5 izolatlarin 16S rtDNA BLAST sonuglari

* Eslestirme i¢in kullanilan 16S rRNA niikleotit sayis1
** En yakin filogenetik tiirtin 16S rRNA dizisi ile benzerlik orani




tarafindan yapilan

Sphingomonas spp. bakterileri Yabuuchi ve arkadaslari (1990)

caligmalarda sekil:4.5’deki gibi siniflandirtlmistir.
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Sekil.4.5 Sphingomonas spp bakterilerinin siniflandiriimasi (1990)



15 izolatin biyokimyasal icerik sonuclar1 asagida tablolar halinde gosterilmistir.

Kuyucuk Test Animsatici Miktar/Kuyucuk

4 D-GALAKTOZ dGAL 0.3 mg

5 Losin-ARILAMIDAZ LeuA 0.023 mg

6 ELLMAN ELLM 0.03 mg

7 Fenilalanin-ARILAMIDAZ PheA 0.026 mg

8 L-prolin-ARILAMIDAZ ProA 0.023 mg

10 L-Prolidonil-ARILAMIDAZ PyrA 0.018 mg

11 D-SELOBIYOZ dCEL 0.3mg

13 Tirosin-ARILAMIDAZ TyrA 0.0279 mg

15 Ala-Phe-Pro-ARILAMIDAZ APPA 0.038 mg

18 D-GLIKOZ dGLU 0.3mg

20 D-MANNOZ dMNE 0.3 mg

22 D-MALTOZ dMAL 0.3 mg

28 SAKKAROZ/SUKROZ SAC 0.3mg

30 ARBUTIN ARB 0.1875 mg

33 N-ASETIL-D-GLIKOZAMIN NAG 0.3mg

34 5-Bromo-4-kloro-3-indoksil-beta- BGLUi 0.006 mg
glikozit

36 UREAZ URE 0.15 mg

37 5-Bromo-4-kloro-3-indoksil-beta- BGURI 0.006 mg
glukoronid

39 BET-GALAKTOPIRANOSIDAZ BGALI 0.006 mg
indoksil

41 ALFA-ARABINOSIDAZ AARA 0.0324 mg

42 5-Bromo-4-kloro-3-indoksil-alfa- AGALI 0.006 mg
galaktosid

43 BETA-MANNOZ BMAN 0.036 mg

44 ARGININ GP ARG 0.15 mg

45 PIRUVAT PVATE 0.15 mg

51 MALTOTRIOZ MTE 0.3mg

53 ESKULIN hidroliz ESC 0.0225 mg

54 BETA-D-FUKOSIDAZ BdFUC 0.0342 mg

55 5-Bromo-4-kloro-3-indoksil-beta-N- BNAGI 0.006 mg
asetil-glikozamid

56 5-Bromo-4-kloro-3-indoksil-alfa- AMANI 0.006 mg
mannozid

57 ALFA-FUKOSIDAZ AIFUC 0.0342 mg

59 FOSFATAZ PHOS 0.05 mg

60 L-ARABINOZ IARA 0.3 mg

61 d-Riboz 2 drR1B2 0.3mg

62 Fenilfosfonat OPS 0.024 mg

63 ALFA-L-ARABINOFURANOSID AARAF 0.015 mg

64 D-KSILOZ dXYL 0.3mg




Cizelge:4.7 Vitek 2 biyokimyasal test sonuglari

AD 1 :Vitek Biyokimyasal detaylar

4 dGAL + 15 LeuA +16 ELLM - |7 PheA +18 ProA + | 10 | PyrA

11 | dCEL + | 13 | TyrA + | 15 | APPA - | 18 | dGLU + | 20 | dMNE + | 22 | dMAL

28 | SAC + | 30 | ARB + | 33 | NAG - | 34 | BGLUI - | 36 | URE - | 37 | BGURI

39 | BEGALI + | 41 | AARA - | 42 | AGALI - | 43 | BMAN - | 44 | ARG - | 45 | PVATE

51 | MTE - | 53 | ESC + | 54 | BdFUC + | 55 | BNAGI - | 56 | AMAN - | 57 | AIFUC

59 | PHOS + | 60 | IARA - | 61 | dRIB2 - | 62| OPS - | 63 | AARAF - | 64 | dXYL
GRAM + MORPH - AERO ?

AD 2 :Vitek Biyokimyasal detaylar

4 dGAL + 15 LeuA + |6 ELLM -7 PheA + |8 ProA + | 10 | PyrA

11 | dCEL - | 13 | TyrA + | 15 | APPA - | 18 | dGLU + | 20 | dMNE + | 22 | dAMAL

28 | SAC + | 30 | ARB + | 33 | NAG - | 34 | BGLUI - | 36 | URE - | 37 | BGURI

39 | BEGALI + | 41 | AARA - | 42 | AGALI - | 43 | BMAN - | 44| ARG - | 45 | PVATE

51 | MTE - | 53 | ESC + | 54 | BdFUC - | 55 | BNAGI - | 56 | AMAN - | 57 | AIFUC

59 | PHOS - | 60 | IARA - | 61 | dRIB2 - | 62 | OPS - | 63 | AARAF - | 64 | dXYL
GRAM + MORPH - AERO ?

AD 3 :Vitek Biyokimyasal detaylar

4 dGAL + 5 LeuA + |6 ELLM -1 7 PheA +18 ProA + | 10 | PyrA

11 | dCEL + 13 | TyrA + | 15 | APPA - | 18 | dGLU + | 20 | dMNE + | 22 | dMAL

28 | SAC + 30 | ARB + | 33 | NAG - | 34 | BGLUI - | 36 | URE - | 37 | BGURI

39 | BEGALI | + 41 | AARA - | 42 | AGALI - | 43 | BMAN - | 44 | ARG - | 45 | PVATE

51 | MTE - 53 | ESC + | 54 | BdFUC - | 55 | BNAGI - | 56 | AMAN - | 57 | AIFUC

59 | PHOS - 60 | IARA - | 61 | dRIB2 - | 62 | OPS - | 63 | AARAF - | 64 | dXYL
GRAM + MORPH - AERO ?

AD 5 :Vitek Biyokimyasal detaylar

4 dGAL + 15 LeuA +16 ELLM -1 7 PheA +18 ProA + | 10 | PyrA

11 | dCEL - | 13 | TyrA + | 15 | APPA - | 18 | dGLU + | 20 | dMNE + | 22 | dMAL

28 | SAC + | 30 | ARB - | 33 | NAG - | 34 | BGLUI - | 36 | URE - | 37 | BGURI

39 | BEGALI + | 41 | AARA - | 42 | AGALI - | 43 | BMAN - | 44 | ARG - | 45 | PVATE

51 | MTE - | 53 | ESC + | 54 | BdFUC - | 55 | BNAGI - | 56 | AMAN - | 57 | AIFUC

59 | PHOS + | 60 | IARA - | 61 | dRIB2 - | 62 | OPS - | 63 | AARAF - | 64 | dXYL
GRAM + MORPH - AERO ?




AD 7 :Vitek Biyokimyasal detaylar

4 dGAL + 15 LeuA 6 ELLM 7 PheA 8 ProA 10 | PyrA
11 | dCEL - | 13 | TyrA 15 | APPA 18 | dGLU 20 | dMNE 22 | dMAL
28 | SAC + | 30 | ARB 33 | NAG 34 | BGLUI 36 | URE 37 | BGURI
39 | BEGALI + | 41 | AARA 42 | AGALI 43 | BMAN 44 | ARG 45 | PVATE
51 | MTE - | 53 | ESC 54 | BdFUC 55 | BNAGI 56 | AMAN 57 | AIFUC
59 | PHOS - | 60 | IARA 61 | drIB2 62 | OPS 63 | AARAF 64 | dXYL
GRAM + MORPH AERO
AD 8 :Vitek Biyokimyasal detaylar
4 dGAL + 5 LeuA 6 ELLM 7 PheA 8 ProA 10 | PyrA
11 | dCEL - 13 | TyrA 15 | APPA 18 | dGLU 20 | dMNE 22 | dMAL
28 | SAC + | 30 | ARB 33 | NAG 34 | BGLUI 36 | URE 37 | BGURI
39 | BEGALI | + 41 | AARA 42 | AGALI 43 | BMAN 44 | ARG 45 | PVATE
51 | MTE - 53 | ESC 54 | BdFUC 55 | BNAGI 56 | AMAN 57 | AIFUC
59 | PHOS - 60 | IARA 61 | dRIB2 62 | OPS 63 | AARAF 64 | dXYL
GRAM + MORPH AERO
AD 9 :Vitek Biyokimyasal detaylar
4 | dGAL +15 LeuA 6 ELLM 7 PheA 8 ProA 10 | PyrA
11 | dCEL - | 13 | TyrA 15 | APPA 18 | dGLU 20 | dMNE 22 | dMAL
28 | SAC + |30 | ARB 33 | NAG 34 | BGLUI 36 | URE 37 | BGURI
39 | BEGALI + | 41 | AARA 42 | AGALI 43 | BMAN 44 | ARG 45 | PVATE
51 | MTE - | 53 | ESC 54 | BdFUC 55 | BNAGI 56 | AMAN 57 | AIFUC
59 | PHOS - | 60 | IARA 61 | dRIB2 62 | OPS 63 | AARAF 64 | dXYL
GRAM + MORPH AERO
AD 13 :Vitek Biyokimyasal detaylar
4 dGAL + |5 LeuA 6 ELLM 7 PheA 8 ProA 10 | PyrA
11 | dCEL - | 13 | TyrA 15 | APPA 18 | dGLU 20 | dMNE 22 | dMAL
28 | SAC + 130 | ARB 33 | NAG 34 | BGLUI 36 | URE 37 | BGURI
39 | BEGALI + | 41 | AARA 42 | AGALI 43 | BMAN 44 | ARG 45 | PVATE
51 | MTE - | 53 | ESC 54 | BdFUC 55 | BNAGI 56 | AMAN 57 | AIFUC
59 | PHOS + | 60 | IARA 61 | drIB2 62 | OPS 63 | AARAF 64 | dXYL
GRAM + MORPH AERO




AD 16 :Vitek Biyokimyasal detaylar

4 | dGAL + |5 | LeuA 6 | ELLM 7 | PheA 8 | ProA 10 | PyrA
11 | dCEL - | 13 | TyrA 15 | APPA 18 | dGLU 20 | dMNE 22 | dMAL
28 | SAC + |30 | ARB 33 | NAG 34 | BGLUI 36 | URE 37 | BGURI
39 | BEGALI + | 41 | AARA 42 | AGALI 43 | BMAN 44 | ARG 45 | PVATE
51 | MTE - | 53 | ESC 54 | BdFUC 55 | BNAGI 56 | AMAN 57 | AIFUC
59 | PHOS + | 60 | IARA 61 | drIB2 62 | OPS 63 | AARAF 64 | dXYL
GRAM + MORPH AERO
AD 17 :Vitek Biyokimyasal detaylar
4 dGAL + |5 LeuA 6 ELLM 7 PheA 8 ProA 10 | PyrA
11 | dCEL - | 13 | TyrA 15 | APPA 18 | dGLU 20 | dMNE 22 | dMAL
28 | SAC + |30 | ARB 33 | NAG 34 | BGLUI 36 | URE 37 | BGURI
39 | BEGALI + | 41 | AARA 42 | AGALI 43 | BMAN 44 | ARG 45 | PVATE
51 | MTE - | 53 | ESC 54 | BdFUC 55 | BNAGI 56 | AMAN 57 | AIFUC
59 | PHOS + | 60 | IARA 61 | dRIB2 62 | OPS 63 | AARAF 64 | dXYL
GRAM + MORPH AERO
AD 18 :Vitek Biyokimyasal detaylar
4 dGAL + |5 LeuA 6 ELLM 7 PheA 8 ProA 10 | PyrA
11 | dCEL - | 13 | TyrA 15 | APPA 18 | dGLU 20 | dMNE 22 | dMAL
28 | SAC + |30 | ARB 33 | NAG 34 | BGLUI 36 | URE 37 | BGURI
39 | BEGALI + | 41 | AARA 42 | AGALI 43 | BMAN 44 | ARG 45 | PVATE
51 | MTE - | 53 | ESC 54 | BdFUC 55 | BNAGI 56 | AMAN 57 | AIFUC
59 | PHOS + | 60 | IARA 61 | dRIB2 62 | OPS 63 | AARAF 64 | dXYL
GRAM + MORPH AERO
AD 19 :Vitek Biyokimyasal detaylar
4 | dGAL + |5 LeuA 6 ELLM 7 PheA 8 ProA 10 | PyrA
11 | dCEL - | 13 | TyrA 15 | APPA 18 | dGLU 20 | dMNE 22 | dMAL
28 | SAC + 130 | ARB 33 | NAG 34 | BGLUI 36 | URE 37 | BGURI
39 | BEGALI + | 41 | AARA 42 | AGALI 43 | BMAN 44 | ARG 45 | PVATE
51 | MTE - | 53 | ESC 54 | BdFUC 55 | BNAGI 56 | AMAN 57 | AIFUC
59 | PHOS + | 60 | IARA 61 | dRIB2 62 | OPS 63 | AARAF 64 | dXYL
GRAM + MORPH AERO




AD 22 :Vitek Biyokimyasal detaylar

4 | dGAL + |5 LeuA +|6 ELLM - 7 PheA 8 ProA 10 | PyrA

11 | dCEL - | 13 | TyrA + | 15 | APPA + 18 | dGLU 20 | dMNE 22 | dMAL

28 | SAC + |30 | ARB + | 33 | NAG - 34 | BGLUI 36 | URE 37 | BGURI

39 | BEGALI + | 41 | AARA 42 | AGALI | - 43 | BMAN 44 | ARG 45 | PVATE

51 | MTE - | 53 | ESC + | 54 | BAFUC | - 55 | BNAGI 56 | AMAN 57 | AIFUC

59 | PHOS + | 60 | IARA 61 | drRIB2 + 62 | OPS 63 | AARAF 64 | dXYL
GRAM + MORPH AERO ?

AD 23 :Vitek Biyokimyasal detaylar

4 dGAL + 15 LeuA 6 ELLM -0 7 PheA + 18 ProA + | 10 | PyrA -

11 | dCEL - | 13 | TyrA 15 | APPA - | 18 | dGLU + | 20 | dMNE + | 22 | dMAL -

28 | SAC + | 30 | ARB 33 | NAG - | 34 | BGLUI | - | 36 | URE - | 37 | BGURI | -

39 | BEGALI | + | 41 | AARA 42 | AGALI | - | 43 | BMAN | - | 44 | ARG - | 45 | PVATE | +

51 | MTE - | 53 | ESC 54 | BAFUC | - | 55 | BNAGI | - | 56 | AMAN | - | 57 | AIFUC | -

59 | PHOS + | 60 | IARA 61 | drIB2 - | 62 | OPS - | 63 | AARAF | - | 64 | dXYL -
GRAM + MORPH AERO ?

AD 24 :Vitek Biyokimyasal detaylar- %686 Corynebacterium satriatum

4 dGAL + 15 LeuA + 16 ELLM -7 PheA 8 ProA 10 | PyrA

11 | dCEL - | 13| TyrA - | 15 | APPA - | 18 | dGLU 20 | dMNE + | 22 | dMAL

28 | SAC + |30 | ARB - | 33 | NAG - | 34 | BGLUi 36 | URE 37 | BGURI

39 | BEGALI + | 41 | AARA - | 42 | AGALI - | 43 | BMAN 44 | ARG 45 | PVATE

51 | MTE - | 53 | ESC + | 54 | BdFUC - | 55 | BNAGI 56 | AMAN 57 | AIFUC

59 | PHOS - | 60 | IARA - | 61 | dRIB2 - | 62 | OPS 63 | AARAF 64 | dXYL
GRAM + MORPH - AERO +




5. SONUC, TARTISMA VE ONERILER

Bu ¢alismada, Agr ilini temsil edecek sekilde belirlenen farkli bolgelerden toplanan
yoresel yogurt Orneklerinden alinan LAB’lerinin izolasyonu, tani ve karekterizasyonu

amaglanmstir.

Toplanan 11 yogurt 6rneginden 28 izolat elde edilmis ve bunlarin 23 tanesi 16s rDNA
sekans yontemiyle, 1 tanesi vitek biyokimyasal test yontemiyle tanimlanirken, 4 tanesi her iki

yontemle de tanimlanamamaistir.

Siit ve sit iirlinleri teknolojisinde yogurdun kendine has yapisal ozelliklerinin
kazandirilmasi i¢in siitiin, 80-85 °C’de 30-20 dakika veya 90-95 °C’de 10-5 dakika 1s1l isleme
tabi tutulmasi ve 42-45 °C’ye sogutulduktan sonra starter kiiltiir katilarak 2-2.5 saat
inkiibasyona birakilmasi gerekir. Isil islemde en iyi uygulama 90 °C’de 10 dakika oldugu
bildirilmistir (Tekinsen ve Tekingen 2005).

Geleneksel yogurtta ise bu islemler tamamen kisilerin bilgi, beceri ve tecriibesine bagl
olarak gerceklesir. Yogurdun hammaddesi olan siite uygulanmasi gereken islemler; temiz
sagma, kirlilikten koruma, uygun sartlarda saklama, gerektigi kadar kontrollii bir sekilde
1sitma-sogutma islemi, onceki yogurttan ekleme ve uygun sartlarda inkiibasyon iglemleri ev
ortaminda yeterince yapilamaz. Bu sebeplerden dolay1 yoresel yogurtlarda olmasi gereken

mikroorganizmalarin diginda bir mikro floraya rastlamak miimkiindiir.

Saglikli ineklerden periyodik olarak alman ¢ig siitlin mikrofloras: iizerine yapilan
caligmada, bir kiiltiire bagimli veya bagimsiz olarak yaklagik 250 tiir i¢erdigi tespit edilmistir.
En cok bulunanlar Ralstoia, Pseudomonas, Sphinhomonas, Stenoprophomonas, Pscyrobater,
Bradyrhizobrium, Corynebacterium, Pelomonas, Staphylococcus, Faecalibacterum sp.,
Lachnospiraceae, Propionibacterium sp., ve Aeribacillus sp., tiirleri olarak bulunmustur.
Sigir siitiiniin en 6dnemli ve en bilylik mikroorganizma grubunu LAB’leri olusturur. Anaerobik
bakteriler olarak Bacteriodes faecalibacterium ve Prevotella rutin olarak bulunur. Ayrica
siiflandirilamayan ve bilinemeyen mikroorganizmalarin da var olmasi ¢ig sigir sutundn
mikrobiyal yiikiiniin diisiiniilenden daha gesitli ve karmasik oldugunu gostermektedir
(Quigley et al. 2013; Kuehn et al. 2013; Oikonomou et al. 2014; Zhang et al. 2015)

Calismamizda, LAB’leri olarak yogurdun dogal mikroflorasinda olan Lactococcus

lactis subsp. lactis, Lactobacillus paracasei ve Lactobacillus casei turleri tanimlanmstir.



Yeni Zelanda’da olgunlasmis peynirlerle yapilan bir ¢alismada izole edilen
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus casei ve Lactobacillus rhamnosus’un sekil 5.1°de
goriildiigli gibi sadece 6. bolge gen diziliminin (V6) farkli oldugu bulunmustur (Ward and
Timmins 1999).
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Sekil :5.1 Gen bolgeleri

Taze sitten izole edilen Lactococcus ve Lactobacillus suslarindan, Lactococcus lactis
subsp. lactis ve Lactobacillus plantarum diisikk pH’ya, yiiksek safra tuzu konsanstrasyonuna
ve c¢ok kullanilan antibiyotiklere karsi yiiksek toleransli olmalari nedeniyle probiyotik
potansiyele sahip olduklari tespit edilmistir (Haghshenas et al. 2014). Lactococcus lactis
subsp. lactis susunun sodyum aljinat ile kapsiillenerek probiyotik 6zelliginden yararlanilmigtir
(Defoirdt et al. 2005).

Ke¢i siitiinde yapilan bir ¢alismada, Lactococcus lactis subsp. lactis susunun
bakteriyosin {iretimi sayesinde gida patojeni Listeria monoctygenes tlrl Uzerinde belli
seviyeye kadar inhibisyon saglamasi gida glivenligi agisindan 6nemli goriilmiistiir (Furtado et

al. 2014).

Yapilan bir ¢alismada fermentasyonla Lactococcus lactis subsp. lactis susunun laktik

asit Uretimine ek olarak H20> de iirettigi tespit edilmistir (Meziane et al. 2011).

Fermente bir ekmekten izole edilen Lactococcus lactis subsp. lactis’in gelisme ve
olgunlagsma agamasinda G (+) ve G (+) sporlarina kars1 koruyucu olan nisin bakteriyosinini
rettigi rapor edilmistir (Holo and Nes 1989). Benzer sekilde baliklarda Sterptococcus iniae
neden oldugu bir enfeksiyonun Lactococcus lactis subsp. lactis’in bakteriyosin Uretimiyle

engellendigi rapor edilmistir (Heo et al. 2013).



Probiyotik 0zellige sahip olan Lactococcus casei prebiyotik 6zellikteki inulin ile
desteklenmesi insan plazmasmin antioksidan oOzelliginin artmasina neden oldugu
gosterilmistir (Kleniewska et al. 2016). LAB’lerinin bu 6zelliklerinden dolay1 gida sanayinde

iirliniin kalitesi ve glivenligi agisindan vazgecilmez oldugu diisiiniilebilir.

Calismamizda, ana kaynagi yogurt olmayan ve patojen iiyeleri olan bakteriler
grubunda degerlendirilen Sphingonomas sp, Pseudomonas aeruginosa, Cyanobacteria ve

Staphylococcus sp tanimlanmustir.

Sphingonomas; genel olarak bitki kok sistemlerinden, farkli toprak ve su
habitatlarindan, klinik Ornekler gibi bir¢ok kaynaktan izole edilmislerdir. Patojen olarak
tanimlanan tiirii; hastanelerdeki sivi soliisyonlar, nemlendiriciler, solunum tedavi aletleri, su,
hava, su siseleri ve sicaklik problarindan izole edilmislerdir. Bunun disinda kan kiiltiiri,
vajinal sivisi, idrar, balgam, burun akintis1 ve omurga sivisindan da izole edilmislerdir
(Balkwill et al. 2006). Sphingomonas iiyeleri olarak tanilanan tiirlerin filolojik, ekolojik ve
fiziksel olarak ¢ok fazla cesitlilik gostermelerinden dolay1 Takeuchi ve arkadaslari tarafindan
(2001) Sphingobium, Novosphingobium, Sphingopyxis ve Sphingonomas olarak 4 alt gruba

ayrilmiglardir.

Buonaurio ve arkadaslari (2002)’de Ispanya’da sar1 kavunlarda kahverengi lekeler
olusmasina sebep olan bakterinin %99.9 benzerlikle Sphingomons melonies oldugu rapor
edilmistir. Bu tlr sekans analizi sonucu %98 Sphingomonas mali, Sphingomonas pruni ve

%97.4 Sphingomonas asaccharolytica benzedigi goriilmiistiir.

Kim ve arkadaslarmin 2006’da deniz suyundan izole ettikleri bakterinin 16S rDNA
gen bolgesini analiz etmeleriyle bu bakterinin %99.9 oraninda Sphingomonas echinoides’e
benzedigini, bu tiire en yakin tiiriin %99.7 benzerlikle Sphingomonas rhizogenes ve %96.7

benzerlikle Sphingomonas mali oldugunu ispatlamislardir.

Asker ve arkadaglari 2007’de igme suyundan izole ettikleri bakterinin %99.9
benzerlikle Sphingomonadaceae bacterium tiirii oldugunu rapor etmislerdir. Bu tiire en yakin
trin  %94.5  benzerlikle  Sphingomonas  aerolata ve %94  benzerlikle
Sphingomonasaurantiaca, Sphingomonasmelonies ve %93.9 benzerlikle Sphingomonas

abaci, Sphingomonas asaccharolytica oldugu rapor edilmistir.

Brezilya’da piring bitkisinin koklerinde azot baglanmasi iizerine yapilan caligmada,

topraktaki organik maddeleri parcalayarak bitkinin gerekli azot ihtiyacini gidermesini



saglayan Sphingonomas bakterileri Sphingonomas azodifigens sp. nov. olarak bir grup altinda

toplanmistir (Cua and Stein 2014).

Tarimsal havzalarda yiizey ve yeralti suyunun 6nemli bir kirleticisi olan fenil {ire
izoproton ve difenil eter grubunun bagli oldugu herbisit yiiksek pH’l1 (7.5) ortamlarda
Sphingomonas wittichi tarafindan pargalanabildigi yapilan ¢alismalarda bulunmustur (Ceyhan
2008; Keum et al. 2008).

Orman topraklarindan izole edilen Sphingonomas sp’nin bir pestisit olan

poliklorobifenili pargalayabildigi tespit edilmistir (Mizukami- Murata et al. 2016).

Kirli topraklarda polisiklik aromatik hidrokarbonlarin (PAH) Sphingonomas ve
Mycobacterium’un baz tiirleri tarafindan parcalanarak, bu maddeyi enerji ve besin kaynagi
olarak kullanan mikroorganizmalar {izerine inaktif etkiye sahip oldugu ispatlanmigtir. Ancak
Sphingonomas’in kendisi igin spesifik besin gereksinimi hakkinda yeterli bilgi yoktur (Leys et
al. 2005).

Deniz suyundan izole edilen Sphingonomas echinoides’in pH 5.5-7.0 ve sicaklik 35

°C’de en iyi sekilde enantiosegici epoksi hidrolaz aktivitsine sahip oldugu bulunmustur (Kim

etal. 2006)

Oksijenli ortamda Sphingomonas xenophaga’min enerji ve karbon kaynagi olarak
sakkarini par¢alamanin yaninda siilfat, amonyum ve muhtemelen karbondioksit iirettigi
diigiiniilmektedir. Bakterinin hiicresel yapisinda sakkarinin pargalanma iiriinii olan katekol

maddesi tespit edilmistir (Schleheck and Cook 2003).

Genellikle oligotrofik deniz sularindan izole edilen Sphingonomas alaskensis’in bir¢ok
bakteri icin inhibitér olan H>O2’ye karsi direngli oldugu rapor edilmistir (Ostrowski et al.
2001).

Tayland’in belediye atik sularindan izole edilen Sphingonomas paucimobilis’in
miktar1 25-200 mg/L’ye kadar kadmiyum iceren ortamda hayatta kaldig1 fakat gelisemedigi
saptanmistir. Bu bakteri biyosorpsiyonla pH 6.0’da %84 oraninda ortamdaki kadmiyum
giderimini saglamistir. Bu calisma ile canli hiicrelerin kadmiyum giderim kapasitesinin

cansizlardan oldukga yiiksek oldugu gosterilmistir (Tangaromsuk et al. 2002).

Cin’de bir atik su kanalinda, canli olmayan Sphingonomas paucimobilis’in ortamdaki

Cr** ve Cu*iyonlarmin azaltilmasi icin yapilan ¢alismada, en iyi adsorpsiyonun Cu*?igin; 20



°C’de ve pH 5.0’te 50.1 mg/g iken, Cr™ igin; 20 °C’de ve pH 2.0’de 28.5 mg/g agir metali
ortamdan uzaklastirdig1 rapor edilmistir (Wang et al. 2010).

Endiistriyel atik sudaki sentetik boyalarin varligit mutajeniteye, sudaki yasama ve
insanlara toksisiteye bagli olarak ciddi ¢evre sorunlari yaratabilir. Yapilan bir calismada
endiistriyel atik sudan izole edilen Sphingomonas paucimobilis susunun metilen mavisinde
(MM) renk giderme ve bozulmasi aerobik kosullar altinda arastirilmistir. Ortama 1000mg/L
konsantrasyonunda MM ilave edilerek 5 giin sonunda %85 oraninda renksizlesme oldugu
goriilmistlir. Bu durumda bakteri, boyanin hiicre i¢ine diflize olmasin1 engellemek i¢in EPS
urettigi diistiniilmektedir. Sonuglar, Sphingomonas paucimobilis’in  yiiksek
konsantrasyonlarda sentetik boyalar igeren endiistriyel atiklarin biyolojik aritiminda iyi bir

aday oldugunu gostermektedir (Noraini et al. 2012).

Sphingomonas sp. tarafindan iiretilen EPS sicaklik, tuzluluk ve degisken pH’da
oldukca stabil, emiilsiifiye bir bilesik olmasindan dolay1r petrol sondaj sivisi olarak
kullanilabilmektedir. Ayrica petrolden kiikiirt giderme isleminde de kullanilabildigi
belirtilmistir (Balkwill et al. 2006).

Sera kosullarinda yetistirilen kis bugdaylarinda maya ve kiifler tarafindan yapraklarin
gelisememesi ve kafa hastaligi gibi olumsuz durumlar gozlenmektedir. Sphingonomas
cinsinin suspansiyonuyla Blumeria graminis fusarium sp. tiritici tarafindan meydana gelen
enfeksiyon azaltilarak, bugday tohumunun daha iyi dolmasi ve yaprak biiyiikliigiiniin normal

olmasi saglanarak biyolojik miicadelede basarili olunmustur (Wachowska et al. 2013).

[ran’m giiney bolesinde dikenli bir bitki iizerinde, 5-8 mm capinda sar1, diizensiz
lekelerin oldugu bolgeden izole edilip, 16S rDNA sekans analizi ile %97 benzerlik gosteren
bakterinin Sphingonomas melonis oldugu rapor edilmistir. Fakat bu bakterinin patojenlik
ozelligi hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir (Deldavleh et al. 2013).

Sindirim sisteminde prolin iceren peptitler proteaz enzimi tarafindan pargalanamaz
iken, Flavobacterium meningosepticum, Myxococcus xanthus ve Sphingonomas capsulata
tarafindan salgilanan prolin oligopeptidaz enzimi ile parcalanabildigi bulunmustur.
Dolayisiyla bu bakterilerden probiyotik olarak yararlanilabilir (Gass et al. 2005; Shan et al.
2005).

Baliklarda patojen etkiye sahip olan Vibrio anguillarum tizerine yapilan bir calismada,

balik yemlerine farkli konsantrasyonlarda Sphingonomas sp. inokiile edilerek belli bir stre



depolanmis ve sonra baliklara verilmistir. Onemli derecede patojenitenin azaldig
goriilmiistir. Bu durum Sphingonomas sp.’m Vibrio anguillarum (zerine probiyotik

antagonostik etkisinin oldugunu gostermistir (Chaudhary and Qazi 2014).

Sphingonomas capsulata iizerine yapilan bir c¢alismada kiiltiir besiyerinden

aminopeptidaz enzimi saflastirilmistir (Byun et al. 2001).

Sphingonomas sp’in bazi tiirleri tarafindan farkli pH uygulamasiyla ticari olarak
rhansam gam iretilmistir. Uygulamada ilk 10 saat pH 7.5’te tutularak mikroorganizmanin
hiicre biiylimesi ve glikoz tliketim orani sabit tutulmustur. Glikozun kullanimiyla asitlik
yiikselip pH 7.0 civarina inmistir. Bu kosullar altinda en yiliksek gam tiretimi 18.6 g/L olarak
gergeklestirilmistir (Xu et al. 2014).

Biyopolimer jellan gami genis bir endiistriyel uygulama yelpazesine sahip mikrobiyal
ekstraselller polisakkarittir. Sphingonomas paucimobilis, tuzlu bir ortamda fermentasyonla
karbon kaynagi olarak nisasta (20 g/L), azot kaynagi olarak da triptofan (%0.5)
kullanildiginda optimum sartlar altinda 35.7 g/L jellan gami iiretebildigi belirlenmistir.
Ortama etremin (5 g/L) katilmasi jellan gam tiretimini artirmistir (Nampoothiri et al. 2003).

Sphingonomas paucimobilis fermentatif olarak basiyerine karbon kaynagi i¢in 30 g/L
glikoz eklenmesi ve 200 rpm’de 8 saat inkiibe edilerek, 14,75 g/L jellan gami iirettigi
bulunmustur (Wang et al. 2006,2007).

Sphingonomas paucimobilis tarafindan iretilen jellan gam1 optimize etmek i¢in iyonik
ve noniyonik sirfaktantlar (Twin-40, Twin-80 ve Triton x-100) farkli konsantrasyonlarda
kullanilmistir. En 1yi optimize eden maddenin pH 6.0 ve 29.6° C’de 1 g/L kullanimi
sonucunda 14.62 g/L Uretimiyle Triton x-100 oldugu gorilmistiir (Arochiasamy and Banik
2007).

Sphingonomas paucimobilis tarafindan iiretilen biyofilm bir¢ok endiistriyel ortamda
kullanilmastyla, insan saglig: ile iligkili ¢evresel kirlenme ve kirlilik agisindan onemlidir.
Biyofilm olusumunu optimize etmek igin ortama farkli oranlarda Ca*? ve Mg iyonlar
eklenerek, onemli derecede biyofilm iiretiminde artis oldugu goriilmiistiir (Giivensen vd

2012).

Sphingonomas elodea 'nin fermentasyonuyla tretilen 2:1:1 oraninda D-glikoz, D-

glukoronik asit ve a-L-ramnozun tekrar birimleri olan tetrassakarit bir polisakkarittir. Jellan



gam olarak bilinen polisakkarit ticari anlam tasimaktadir. Gida ve ila¢ endiistrisinde; stabilize
edici, jellestirici, film olusturucu, kapsiilleyici ajan ve ila¢ ambalajlama araci olarak

kullanilabilmektedir (Ahmad et al. 2015).

Patojen olmayan Sphingonomas elodea tarafindan {iretilen jellan gamini optimize
etmek i¢in yapilan ¢alismalar sonucu daha zor g¢evre kosullarinda yasayabilen Vitreoscilla
sp.’nin hemoglobinine ilgili genin aktarilmasiyla jellan gam {iretimi normal liretimine gore

%20 artis gosterdigi bulunmustur (Wu et al. 2011).

Japonya’da tatli sulardan izole edilen bazi Sphingonomas tiirleri gama 1sinlarina maruz
birakildiginda zeaksantin, nostoksantin ve tanimlanamayan bir karotenoid tiiriinii etkili bir

sekilde irettigi bulunmustur (Asker et al. 2007).

Tiitiin artiklarindan izole edilen Acinetobacter sp. ve Sphingonomas sp.’nin tuttindeki
nikotini parcaladigi tespit edilmistir. Sonug olarak bu bakterilerin tiitiin bitkisindeki nikotini

azalmak i¢in kullanilabilecegi ongoriilmiistiir (Wang et al. 2011).

Dogal oldiiriicii T hiicreleri; kemik iliginde {iretilip kan, kemik ve dalakta bulunan,
dogal bagisikligin bir parcasini olusturan, uyarilmaya ihtiyag duymayan, mikroplar1 direkt
saldirarak oldiirmeyip, viriislerle enfekte olmus viicut ve kanser hiicrelerine saldiran biyik
goriintimlii lenfositlerdir. Bu hiicreler fagositoz yapmazlar, saldirdiklar hiicrelere basingla su
ve iyon diflizyonunu saglayarak hiicrenin pargalanarak Olmesini saplarlar. Yapilan bir
calismada bazi Sphingonomas sp.’lerden elde edilen tetrasakkarit ve glikosfingolipitlerin T

hiicresi iizerine antijenik etkisinin oldugu bulunmustur (Kinjo et al. 2008).

Sphingonomas paucimobilis kaynak olarak; su sistemleri, laboratuvar ortamlari,
hastane, solunum terapi alet ve ekipmanlarinda bulunup nadiren iist solunum yolu
enfeksiyonlarma sebep oldugu bildirilmistir. ilk defa bir hastada Sphingonomas

paucimobilis’in enfeksiyonuyla osteomiyelit teshisi konmustur (Pascale et al. 2013).

Bitkilerde Pseudomonas syringae tarafindan sebep olunan bakteriyel yaprak hastaligi
tizerine yapilan c¢alismada Sphingonomas sp.’nin bazi tiirlerinin koruyucu ozelligi
bulunmustur (Vogel et al. 2012).

Pseudomonas aeruginosa; genel olarak toprakta, sularda, insan ve memeli hayvanlarin

bagirsak florasinda ve organik maddelerin bol bulundugu hastane ortamlarinda bulunan bazi



iiyeleri patojen olan mikroorganizmadir. Bu bakterinin ¢alismamizda bulanmasi temizligin ve

gerekli 1s1l islemin yetersiz oldugunu gostermektedir (Schonhuber et al. 1999).

Cyanobacteria, prokaryot grubunun en yaygin olanlardan biri olup kendi enerjisini
yapisinda bulundurdugu klorofil sayesinde iireten ayni zamanda mavi- yesil alg olarakta
bilinen bir mikroorganizma cinsidir. Kaynak olarak, i1slak ve nemli yerlerde, batakliklarda,
icme sularinda, mineralli sularda, gelgit olayinin oldugu katmanlarda ve ¢ol Ust tabakada

yaygin olarak bulunmaktadir (Schonhuber et al. 1999).

Cyanobacteria’lar bakteriler birgok metabolit olustururlar. Bazi tiirleri karatenoid
urtinlerini parcalayarak sularda yagimsi kokuya sebep olurken bazi tiirleri geosmin ve 2-
metilsorbanol lreterek suyun topragimsi ve kiifli kokmasina sebep olur (Vincent and

Laybourn-Parry 2008).

Cyanobacteria tiirlerinin kaynak agisindan yogurtla bir ilgisi bulunmamaktadir. Bu da

gerek kullanilan malzemelerin, gerekse temizligin yeterince olmadigini gostermektedir.

Staphylococcus epidermis ve Staphylococcus caprei; bu tiirler dogada ¢ok yaygin
oldugu gibi insanlar ve hayvanlarin derilerinde mukozalarinda da bulunur. Hayvanlarda
mastitis, botryromycosis, enzootik piyemi ve arthritise sebep olurken insanlarda kegi siittinden
izole edilen Staphylococcus caprae bakteriyemi ve idrar yollar1 enfeksiyonuna sebep oldugu

bulunmustur (Vandenesch et al. 1995).

Belgika’da gevis getiren hayvan siiriilerinden koagulaz negatif (-) Staphylococcus’ lar
izole edilmis ve Staphylococcus caprei’nin sadece keci siitiinde bulundugu inek ve koyun

stitiinde bulunmadigi rapor edilmistir (Vandenesch et al. 1995; Vanderhaeghan et al. 2015).

Vankamisin antibiyotigi verilen bir hayvan Staphylococcus epidermis izole edilmis ve

bu bakterinin antibiyotige kars1 biyofilm olusturdugu goriilmiistiir ( Gazzola and Cocconcelli
2008).

Japonya’da yapilan bir ¢alismada, insanlarada Staphylococcus epidermis’in teshisi

Kikuchi-fujimota hastalignin habercisi olabildigi goriilmiistiir ( Kalambokis et al. 2008).

Bu cgalisma yoresel yogurt orneklerimiz icin siit alinan hayvanda Staphylococcus
epidermis (mastitis) oldugu veya siite bu mikroorganizmanin dis kaynaklardan bulastigi

thtimali diistiniilmektedir.



Patojen bakteriler olarak adlandirdigimiz grup yiiksek sicaklikta iyi gelisemez iken,
LAB’leri sicakliga (45 °C) daha direnglidir. Bu durum siite gerekli 1sil islemin

uygulanmadigini gosterir.

Bu calisgma sonucuna gore yoresel yogurtta LAB’lerinin yaninda patojenlerin de
bulunmasi; siitiin yeterince 1s1l islem gérmedigini, ana kaynagi yogurt olamayan patojenlerin
bulusmis olabilecegini, sagim yapilan hayvanlarin hastalikli (mastitis) olabilecegini, sagim
yapan insanda hastalik olabilecegini ve kullanilan alet- ekipmanin yeterince temiz olmadigi

diistiniilmektedir.

Ayrica LAB’lerinin birgok patojen bakteri lizerine, Urettigi metabolitlerle inaktif etki
yaptigi bilinmektedir. Bu ¢alismada tanimladigimiz Lactococcus lactis subsp. lactis tarinin
onceki ¢alismalarda nisin (bakteriyosin) tirettigi belirtilmistir. Fakat mevcut patojenler izerine

etki etmedigi diisiiniilebilir ya da bununla ilgili tekrar ¢alisilabilir.

Calisma bulgularimizin 6nemli bir kismini olusturan Sphingonomas sp.’in bazi suslari
iizerinde; ekstraseliiler iiretimi, baska bakteriler iizerine inhibitdr veya aktivator o6zelligi,
bulunduklar1 kaynaklar, insan ve gevre iizerine etkileri gibi gesitli ¢aligmalar yapilmistir.

Benzer ¢aligmalar bizim tanimladigimiz bakteriler i¢in de ¢alisilabilir.

Bu tez kapsaminda yaptigimiz ¢alisma Agr ili sinirlart igindeki bazi yoresel yogurt
orneklerinden bakterilerin izolasyonu, karekterizasyonu ve tanist amaciyla yapilmis ilk
calisma olmas1 sebebiyle biiyiik bir 6neme sahiptir. Laktik asit bakterilerinin insan sagligi
iizerine etkileri gz oniline alindiginda ¢alismamizda elde ettigimiz bakterilerin vazgecilmez
bir gida olan yogurttaki yararli ve patojen bakterilerin hangileri olabilecegi, patojen olarak
degerlendirilen bakterilerin bu gida iriiniinden bertarafi i¢in bazi Onlemlerin alinmasi
gerektigini gostermektedir. Ayrica bu calismada izole edilen ve literatlir’e goére yararl
olduklar1 rapor edilen bakterilerin s6z konusu 6zelliklerinin sonraki ¢aligmalarda aragtirilarak
gida ve saglik alanlarina kazandirilmas: bakimindan da son derece dnemlidir. S6z konusu
yararli bakterilerde probitoyotik 06zelligin olmasi i¢in; asit ve safra tuzlarina toleransl,
mukoza ve epitel ylizeye tutunabilme, patojen bakterilere karsi antimikrobiyal madde
Uretebilme ve safra tuzlarini pargalayabilme yetenegine sahip olmasi gerektigi belirtilmistir
(Goudarzi et al. 2014). Bu bilgiler 1siginda tanimladigimiz bakterilerin probiyotik

ozelliklerinin olup olmadigi ilerleyen siirecte ¢alisilmasi diisiiniilmektedir.
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