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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

DOGAL OLARAK URETILEN YOGURTLARDAN iZOLE EDIiLEN
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delburieckii subsp bulgaricus’un
BAKTERIYOSIN URETME YETENEKLERININ BELIRLENMESI ve
URETTIKLERI BAKTERIYOSINLERIN KARAKTERIZASYONU

Nilgiin ZENGIN

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman: Prof.Dr. Nihat AKIN
2012, 87 Sayfa
Jiiri
Prof.Dr. Nihat AKIN

Doc¢.Dr. Mehmet AKBULUT
Yrd.Do¢.Dr. Durmus SERT

Bu caligmada dogal olarak iiretilen yogurttan izole edilen Streptococcus thermophilus ve

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlariin gesitli patojenler {izerine antimikrobiyal etkinligi
belirlenmistir. Bu ¢alismada 6ncelikle agar difiizyon, disk difiizyon ve agar sandvi¢ olmak tizere 3 farkl
metot test edildi. Agar sandvi¢ metodu en uygun metot olarak secildi.
bakteriyosin benzeri madde iiretimi igin optimum kosullar; 30 °C-37 °C, pH 6.5-7.5 olarak tespit
edilmistir. Streptococcus thermophilus izolatlarinin iirettigi bakteriyosin benzeri maddelere en duyarl test
bakterisi Salmonella typhmurium olarak degerlendirilirken, en direngli test bakterisi ise Bacillus cereus
olarak degerlendirilmistir. Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarinin irettigi bakteriyosin
benzeri maddelere ise en duyarli bakteri Enterococcus faecalis iken en direngli test bakterisi Bacillus

cereus olarak degerlendirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Agar sandvi¢ metodu, Bakteriyosin, Laktik asit bakterileri, Yogurt

Laktik asit bakterileri’ nin



ABSTRACT

MS THESIS

DETERMINATION OF BACTERIOCIN PRODUCING ABILITY OF
STREPTOCOCCUS THERMOPHILUS AND LACTOBACILLUS DELBURIECKII
SUBSP BULGARICUS THAT ISOLATED FROM NATURALLY PRODUCED
YOGHURT AND CHARACTERIZATION OF THESE BACTERIOCIN

Nilgiin ZENGIN

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
SELCUK UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE OF PHILOSOPHY
IN FOOD ENGINEERING

Advisor: Prof.Dr. Nihat AKIN

2012, 87 Pages

Jury
Prof.Dr. Nihat AKIN
Assoc Prof. Dr. Mehmet AKBULUT
Asist Prof. Dr. Durmus SERT

In this study were determined Streptococcus thermophilus and Lactobacillus delbrueckii subps.
bulgaricus isolates that isolated from naturally produced yoghurt antimicrobial activity on different
pathogens. Agar diffusion, disc diffusion and agar sandwich in for 3 different method were tested. Agar
sandwich method were chosen as convenient method. The optimum conditions for Lactic acid bacteria to
produce bacteriocin like substance were determined as 30 °C-37 °C, pH 6.5- 7.5. The test bacteria which
are most sensitive to bacteriocin like substances that produced by Streptococcus thermophilus is
Salmonella typhmurium while Bacillus cereus is evaluated as most resistant test bacteria. The test bacteria
which are most sensitive to bacteriocin like substances that produced by Lactobacillus delbrueckii subps.
bulgaricus is Enterococcus faecalis while Bacillus cereus is evaluated as most resistant test bacteria.

Keywords: Agar sandwich method, Bacteriocins, Lactic acid bacteria, Yoghurt
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KISALTMALAR

LAB: Lactic acid bacteria

FDA: Food and Drug Administor

PEP:PTS: The phosphoenolpyruvate:carbohydrate phospho-transferase system
EMP: Embden-Mayerhof-Parnas

PTS: Phospho-transferase system

NADH: Nicotinamide adenine dinucleotide

GRAS: Generally recognized as safe

EPS: Extracellular polysaccharide

CPS: Capsuler polysaccharide

HePS: Heteropolysaccharide

NTG: N-metil22 N-nitro-N-nitroguanidin

SDS: Sodium dodecyl sulfate

Lan: Lanthionine

MeLan: Metillanthionine

Dha: Didehidroalanin

Dhb: 2,3-didehidrobiitirin

MRSA: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus
VRE: Vancomycin-resistant Enterococcus

MRS: De-Man Rogoso Sharp

BHI: Brain-Heart Infusion

BCP: Bromocresol Purple



1. GIRIS

Insanlarin saglikli bilyiime ve gelismelerinde tiikettikleri gidalarin giivenilir
olmas1 oldukc¢a onemlidir. Her gegen giin, tiiketici talebine bagli olarak yeni gidalar
geligtirilmektedir. Bu gidalarin  bircogu bildigimiz temel gida kaynaklarindan
tiretilmekte ve fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik ozelliklerinin gelistirilmesi ve
muhafaza siirelerinin uzatilmasi icin ¢esitli katki maddeleri kullanilmaktadir. Ancak bu
katkilarin bazilarinin sagliksiz olusu ve kullanim oranina bagl olarak kanserojenik ve
toksik etki yapabilmeleri, dogal ve giivenilir katkilarin elde edilmesi ve kullanimini
olduk¢a Onemli hale getirmistir. Gidalarin korunmasi ve muhafaza siirelerinin
uzatilmasinda, diisiik sicaklik veya 1sil islem uygulamasi, paketleme yontemleri gibi
prosesler ve tuz, seker ve antimikrobiyal katki maddeleri gibi katkilar kullanilmaktadir.
Ancak yine de gida kaynakli saglik sorunlariyla karsilasilabilmektedir. Gidalarin
giivenliginin saglanmasinda miimkiin oldugunca proses uygulamalarindan kaginilmasi
ve dogal katki maddelerinin kullanim1 gerekmektedir. Bu amacla biyokontrol yontemi
Onerilmektedir.

Biyokontrol terimi, gerek mikroorganizmalarin gerekse metabolitlerinin gida
giivenliginin saglanmasi veya raf Omriinlin uzatilmast amaciyla kullanilmasini ifade
etmektedir (Hugas, 1998). Biyokontrol amaciyla en yaygin kullanilan mikroorganizma
grubu laktik asit bakterileridir (LAB). LAB gram pozitif, katalaz negatif, spor
olusturmayan, kok/basil/kokobasil seklinde, mezofilik ve termofilik 6zellikte olabilen
bakterilerdir (Axelsson, 1998). LAB, fonksiyonel 6zelliklerinin yani sira gida giivenligi
acisindan da biiylik 6nem tagimaktadir. LAB gida ortamindaki ytiksek besin rekabeti ve
tirettikleri antimikrobiyal bilesiklerle bozulma ve hastalik etkeni mikroorganizmalar
tizerinde antimikrobiyal aktivite gostermektedir (Gilliland, 1990).

Gidalarin  korunmasinda laktik asit bakteriler1 gibi koruyucu kiiltiirlerin
kullanim1 yaninda, bu Kkiiltiirlerden elde edilen bakteriyosin gibi metabolitler de
kullanilmaktadir. Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan ribozomal olarak sentezlenen,
protein dogasinda, antagonistik etkiye sahip bilesiklerdir. Bu bilesikler, 6zellikle iiretici
tiire yakin akraba olan tiirlere kars1 bakteriyostatik veya bakteriyosidal etki gosterirler
(James ve ark.,1996). Farkli ozelliklere sahip bir¢ok cesitlerinin olmasma ragmen,
gidalarda giivenli bir sekilde ve yaygin olarak daha ¢ok laktik asit bakterilerinden elde
edilen nisin kullanilmaktadir (Chen, Hoover ,2003). Dolayisiyla, nisinle birlikte diger



bakteriyosinlerin 6zelliklerinin bilinmesi bu antimikrobiyal maddelerin bir¢cok gida
maddesinde etkin bir sekilde kullanimin1 saglayabilecektir.

Bakteriyosinlerin gidalarda koruyucu olarak ilk kullanimlar1 resmi olarak 1951
yili olsa da, insanoglu 8000 yildir (peynir ve diger fermente gidalar1 liretmeye
basladigindan beri) farkinda olmadan bakteriyosinlerden faydalanmaktadir. 1928
yilinda ¢esitli laktokok tiirlerinin diger laktik asit bakterileri (LAB) iizerinde inhibitor
etki gosterdikleri belirlenmistir. 1933 yilinda Yeni Zelanda’ da protein yapisinda bir
madde tanimlanmis ve 1947 yilinda nisin olarak isimlendirilmistir. Nisin analogu olan
ve 12 amino asit kalintis1 bakimindan farklilik gosteren subtilin ise 1948 yilinda
kesfedilmistir. Nisin ilk olarak 1953 yilinda ticari olarak Ingiltere’de satisa sunulmustur
ve giinlimiizde yaklasik 50 iilkede kullanilmaktadir. 1969 yilinda Gida ve Tarim
Organizasyonu/Diinya Saglik Organizasyonu gida katkilari uzman kurulu tarafindan
gidalarda kullaniminin giivenli oldugu onaylanmistir. Nisin, 1983 yilinda Avrupa gida
katki maddeleri listesinde E234 olarak numaralandirilmis (EEC 1983) ve 1988” de FDA

tarafindan peynir liretiminde kullanimina izin verilmistir (Cotter ve ark.,2005).



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Laktik Asit Bakterileri

Mikrobiyoloji bilim dalinin dogusu ile birlikte, tabiatta ¢ok yaygin olarak
bulundugu bilinen laktik asit bakterileri ile ilgili calismalar da baslamustir. Ilk kez 19.
yiizy1l sonlarinda siitte fermantasyona ve koagiilasyona yol agan bakteriler laktik asit
bakterileri olarak isimlendirilmis ve daha sonraki yillarda Lactobacillaceae familyasi
icinde siiflandirilmstr.

Morfolojik agidan ¢ok degisken Ozellik gosteren (kisa veya uzun ¢omak veya
kok sekilli) familya iiyeleri fizyolojik acidan oldukca benzer 6zellik gostermektedirler.
Tiim iiyeler; gram pozitif, katalaz negatif (diisiik oranda seker ihtiva eden ortamda
pseudokatalaza sahip suslar goriilebilir), Sporolactobacillus inulus hari¢ spor
olusturmayan, fakiiltatif anaerobik, Pediococcus cinsi hari¢ yalniz tek diizlemde
boliinen ve bazi istisnalar hari¢ hareketsiz, ¢ubuk veya kok seklinde bakteriler olarak
tanimlanmaktadir (Shape ve ark.,1966; I. Sain 1990). Mutlak fermantatiftirler ve asil
fermantasyon iiriinii olarak laktik asit tiretmektedirler. Hem grubu (katalaz, sitokrom)
icermeksizin oksijen varliginda gelisebilen nadir mikroorganizmalardir. Dogal ortamlari
siit ve siit mamiilleri, islenmemis taze veya clirlimiis bitkiler, insan ve hayvanlarin
bagirsak mukozasi igeriklidir (Schlegen 1986; Tunail ve Kosker 1989).

Laktik asit bakterileri tabiatta yaygin oluslari, ¢esitli gida maddelerinde sikca
rastlanilan bozulmalara neden olmalari1 ve baz1 gidalarin iiretim ve olgunlastirilmasinda
onemli rol oynamalar1 nedeni ile gida teknolojisinde biiyiik 6nem tasimaktadirlar.

Cig materyalin laktik asit bakterileri ile fermente edilerek yeni gidalarin
tretilmesi ve ¢esitli gidalarin bu yontemle muhafazasi en eski gida muhafaza
metodlarindan birisi olarak kabul edilmektedir. Siit bu bakteriler ile yogurt, eksi siit,
peynir, tereyagi vb. lriinlere islenmektedir. Tiim diinyada yaygin olarak tiiketilen
fermente et iiriinleri ve farkli sebzelerden {iretilen tursular laktik asit fermantasyonu ile
hazirlanmakta ve muhafaza edilmektedir (Andersson 1989; Gokalp 1982;Marya-
Makinen ve Biret 1993).

Cesitli gidalarda dogal olarak bulunan veya baslangic kiiltiir olarak kullanilan
birgok laktik asit bakterisinin gidayr bozucu mikroorganizmalar veya gida kaynakli
patojenleri ihtiva eden bir grup mikroorganizmaya kars1 antagonistik aktivite gosterdigi

de bilinmektedir (Andersson 1989; Schillinger ve Liicke 1989; Davidson ve Hoover



1993). Laktik asit bakterilerinin diger mikroorganizmalara karst gosterdigi bu
antagonistik aktivitenin farkli baz1 mekanizmalari ile oldugu bilinmektedir. Bunlar:

1. Laktik asit bakterilerinin karbonhidrat kaynaklarini fermente etmeleri sonucu
laktik ve asetik gibi organik asitler iiretilmektedir. Gidalarda bulunan birgok
mikroorganizma bu lretilen organik asitlere karsi hassastir ve sonugta diisen
pH’y1 da tolere edememektedir.

2. Laktik asit bakterileri tarafindan aerobik gelisme esnasinda iiretilen H,O; bir¢ok
mikroorganizma lizerine inhibitor etki gosterebilmektedir.

3. Bazi laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen ve ‘bakteriyosin veya bakteriyosin
benzeri metabolitler’ olarak isimlendirilen antimikrobiyal karakterli proteinler
ozellikle yakin iligkili bakteriler {izerine inhibitor etki gdstermektedir.

4. Bazi laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen diasetil, alkol ve karbondioksit gibi
metabolitlerde bazi mikroorganizmalar {izerine inhibitdr etki gosterebilmektedir.
Tiim bu bilesenlerin ayr1 ayr1 inhbitor etkide bulunabilmesine ragmen laktik asit

bakterilerinin diger mikroorganizmalara karsi antagonistik etkisi bunlarin yalnizca
birisine bagli olmay1p aksine bunlarin kombinasyonu sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Laktik asit bakterileri tat ve aromaya katkida bulundugu ve bozulmayi
geciktirdigi icin geleneksel olarak gidalarin ve iceceklerin fermantasyonunda starter
kiiltiir olarak kullanilir. Gidada bulunan bu starterler laktik asit, asetik asit, hidrojen
peroksit, bakteriyosinler vb.gibi antimikrobiyal maddelerin in situ tiretimiyle gidalarin
muhafazasina da katkida bulunur.

Ayrica kokular, istenmeyen lezzetler, biyojenik aminler laktik asit bakterilerin
gelisimiyle iligkili olumsuz faktorlerdir. Ek olarak, starter kiiltiirler tarafindan
bakteriyosin iiretimi bazi problemlere sebep olabilir. Ornegin et fermantasyonu igin
hizli bir sekilde gelisen starter kiiltiirlerin karigimlart bakteriyosin inhibisyonuyla
birbirlerinin gelismelerini geciktirebilirler.

Laktik asit bakterileri, 6zellikle lactobacilli kolonilestikleri sindirim sisteminde
faydal1 bir rol oynar (Gilliland, 1990). Boylece, canli hiicreler gidalara ve besinlere
ilave edilebilir ve insan ve hayvan tiikketimi i¢in probiyotik olarak kullanilabilir. Ayrica
lactobacilli agiz yoluyla bagisiklik saglayici olarak potansiyel olarak faydalidir, ¢iinki
agiz yoluyla alman lactobacilli bu organizmalara bagli epitoplara karst hem mukozal
hem de sistemik immun reaksiyonu tetikler (Gerritse ve ark., 1990). Bu bakterilere
atfedilen bazi 6nemli besinsel ve teropatik etkiler ( Gilliland, 1990) asagidaki gibidir:

a) Gidalarin besinsel kalitesini iyilestirme,



b) Bagirsak mikroflorasinin  stabilizasyonu, bagirsak duvarina yapisarak
Staphylococcus aureus, Salmonella spp., Shigella spp. ve enteropatojenik E.coli
gibi patojenik bakterilerin koloni olusturmasini engelleme,

€) Antimikrobiyal bilesenler tireterek bagirsak ve idrar yolu enfeksiyonlarina karsi
koruma,

d) Makrofaj iiretimi i¢in immun sistemi uyarma yoluyla tiimor baskilanmasi.

Laktik asit bakterileri biliyiilk ekonomik Onemi olan birka¢ ilging ozellige
sahiptir. Laktoz kullanimi, proteinaz aktivitesi, bakteriyofaj savunma mekanizmasi,
bakteriyosin iiretimi ve bagisiklik vb. gibi bu ozelliklerin bazilari, genelde stabil
olmayan ve dogal olarak transfer edilebilir plazmidler tarafindan genetik olarak
aktarilir. Boylece, arastirma simdilerde endiistriyel olarak oOnemli 6zelliklerin
gelistirilmesi ve stabilizasyonu iizerine odaklanmaktadir. Esas amag¢ bunlarin hepsinin
pratik kullanim amaciyla bir veya daha fazla starter kiiltiirde bir araya getirilmesidir
(Gasson, 1993). Baslangigta, bu fermantasyon oOzellikleri metabolik tekniklerle ve
mutasyon, fenotipik adaptasyon ve secimi gibi klasik genetikler kullanarak iyilestirildi.
Daha sonra, konjugasyon, transpozisyon ve protoplast fiizyonunun yani sira
transdiiksiyon gibi in vivo rekombinant teknikler denendi (Gasson, 1993). Son yillarda
rekombinant DNA teknolojisi laktik asit bakterileri alaninda uygulandi (De Vos, 1987).
Ayrica laktik asit bakterileri kimyasal maddeler, farmasoétikler ve insana faydali diger
irlinlerin sentezi i¢in endistriyel mikroorganizmalar olarak basarili bir sekilde
kullanilabilir, ¢iinkii endiistriyel fermantasyonda birkag¢ avantaja sahiptir:

a) Sindirilebilir ve patojen degildir;

b) Toksinler ve toksik iirinler olusturmaz;

c) Mikroaerofilik ve aerotoleranttirlar, basit bir fermantasyon iglemi gerektirirler;

d) Hizli bir sekilde ¢ogalirlar, kisa bir fermantasyon islemi gerektirirler;

e) Bunlarin gelisimi bozulma ve diger mikroorganizmalarla kontaminasyonu 6nler;

f) Protein salgilarlar;

g) Siit, peynir altt suyu, atik su ve hidrolize nisasta gibi ¢esitli ucuz maddeleri
fermente edebilir;

h) Yillardir gida endistrisinde kullanilmaktadir. Sonug¢ olarak, biiyiik olgekte

iretimi heniiz yeni olugsmustur.



2.2. Laktik asit Bakterilerinin Antimikrobiyal Potansiyeli

Uretim ve ardindan fermente gidalarm depolanmasi siiresince laktik asit
bakterilerinin koruyucu etkisi temelde gelisimleri sirasinda gidada meydana gelen asidik
kosullardan dolayidir. Bu eksime etkisi aslinda son iiriinde daha uzun raf omrii ve
giivenligi saglayan onemli bir 6zellik olan karbonhidratlarin organik asitlere fermantatif
dontistimiinii takiben gidanin pH’sinin diismesidir. Son yillarda, laktik asit bakterilerinin
tim inhibe edici etkisinin starter kiiltiirler tarafindan iretilen daha kompleks
antagonistik sistemlerden dolayi oldugu agik hale gelmistir. Laktik asit bakterileri laktik
ve asetik asitten baska inhibitdor maddeler iiretme ve salgilama yetenegindedir. Bu
maddeler mikroorganizmalarin genis bir spektrumu iizerinde antagonistiktir ve bu
sebeple bu maddeler laktik asit bakterilerinin koruyucu aktivitesi iizerine Onemli
katkilar saglar. Bunlar laktik ve asetik asitten ¢ok daha az miktarlarda tretilirler ve
formik asit, serbest yag asitleri, amonyak, etanol, hidrojen peroksit, diasetil, asetoin, 2-3
biitandiol, asetaldehit, benzoat, bakteriyosinler ve antibiyotikler, toksinler, bakteriyolitik
enzimler, bakteriyofajlar ve hatali bakteriyofajlar, antibiyotik maddeler gibi birka¢ az
taninmis veya tamamen tanimlanmamis inhibitér maddeleri kapsarlar (Klaenhammer,
1988; Daeschel, 1989; Piard ve Desmazeaud, 1991, 1992). Bu maddelerin bazilari
psikotrofik lactobacilli ve leuconostoc, Bacillus cereus, Clostridium botulinum,
Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus vb. igeren
cogu gidada bozulmaya sebep olan ve gida kaynakli patojenik mikroorganizmalara karsi
antagonistik aktivite sergiler (De Vuyst ve Vandamme, 1994). Fermente gidalarda
antimikrobiyal bilesenlerin in situ iiretimi i¢in belirli starter kiiltlirlerin uygulanmasi ve
hem fermente hem de fermente olmayan gidalarda biyolojik gida koruyuculart olarak
kismen saflagtirilmis veya saf antimikrobiyal bilesenlerin uygulanmasi gelecekte gida
muhafazasinda c¢ok daha oOnemli hale gelecektir. Gida muhafazasinda hiicresiz
antimikrobiyallerin kullanim1 6zellikle fermente olmayan gidalarda tekstiir ve aroma
degisikliklerini minimize ettigi i¢in biitiin hiicre kullanimindan daha avantajlidir. Basit
fermantasyon ¢ozeltisinin biitlin hiicreden daha fazla potansiyel kullanima sahip oldugu

i¢in saflastirilmis antimikrobiyal maddeler daha fazla talep edilmektedir.



2.2.1. Organik asit iiretimi

LAB’1in karakteristik fermentasyon iirlinii olan laktik asit ve asetik asit pH
diistisiinti saglayarak bozulma etkeni (clostridia, pseudomonas) ve patojen (Salmonellae
ve Listeria spp.) bakterilerin gelisimini sinirlamakta veya inaktive etmektedir. Ayrica
her iki asit direkt antimikrobiyal aktivite de gdstermektedir. Zayif asitler olan laktik ve
asetik asidin ¢oziinmemis formlar1 hidrofobik Ozellikleri nedeniyle bakteri igerisine
niifus ederek hiicre i¢inde ¢oziinmektedir. Sonugta sitoplazmada gerceklesen pH diisiisii
nedeniyle, hiicre o6liimii meydana gelmektedir (Ray, 2001). Asetik asit ¢Oziniirliik
sabitinin daha yliksek olmasi nedeniyle (pKa 4,75) belirli bir pH ve konsantrasyonda
laktik asitten (pKa 3,1) daha gii¢lii antimikrobiyal etki gostermektedir (Holzapfel ve
ark., 1995).

Cesitli tirtinlerin dogal fermantasyonundan sorumlu olan laktik asit bakterilerinin
ana fermantasyon iirlinii heksozsdan D (-), L (+) ya da rasemik karigim seklinde tiretilen
laktik asittir. (Jehanno ve ark., 1992). Laktik asit bakterilerinde laktik asit tiretimi iki
farkli yolla gergeklesebilmektedir. Laktik bakteriler olusturduklari iirlinler temel
alinarak homofermentatif (aldolaz enzimine sahip olanlar) ve heterofermentatif (aldolaz
ve triozfosfat izomeraz enzimlerine sahip olmayanlar) olmak {izere iki alt guruba
ayrilmaktadirlar (Madigan ve Martinko, 2006). Eksi tatta bir organik asit olan laktik
asit; membran yapisini1 bozmak suretiyle ¢esitli mikroorganizmalar tizerinde inhibe edici
etkiye sahip olan ve endiistriyel anlamda kullanilan kokusuz ve saydam bir maddedir
(TSE, 1991). Siit endiistrisinde starter bakteriler olarak kullanilan laktokok suslarinin
fermantasyon siireclerindeki en 6nemli rollerinden biri, siit sekeri olan laktozu fermente
ederek laktik asit olusturmalaridir. Yapilan caligmalar siit {riinlerinde laktik asit
olusumunun siite antimikrobiyal 6zellik kazandirdigini1 ve mikrobiyal bozulmalara kars:
daha direngli hale geldigini gostermistir (Kilig, 2001). Starter bakterilerde laktoz
metabolizmasi; diger gram pozitif bakterilerin ¢ogunlugunda bulunmayan, fosfoenol
piruvata bagimli fosfotransferaz sistemi (PEPPTS) tarafindan baslatilmaktadir. Bu
sistemde laktoz hiicre igine fosforile formda alinmakta ve fosfo-p-galaktozidaz enzimi
aktivitesi ile glikoz ve galaktoz-6- fosfata par¢calanmaktadir. Bu asamadan sonra glikoz
Embden-Mayerhof-Parnas (EMP), galaktoz—6-fosfat ise tagatoz—6-fosfat yolu ile
katabolize edilmektedir. Fosfotransferaz (PTS) sisteminin laktoz spesifik bilesenleri
(Enzim Illac ve Faktor Illlac), fosfo- B-D galaktozidaz ve tagatoz—6- fosfat yolunun ii¢

enziminin (galaktoz—6-fosfat izomeraz, tagatoz—6-fosfat kinaz ve tagatoz—1,6-difosfat



aldolaz) gen kodunun, Lactococcus lactis suslarinda farkli plazmitler {izerinde
bulundugu saptanmustir (Tiikel ve Akcelik, 2000; Aslim ve ark., 2000; Tiikel, 2004).

Saraplarda malik asidin laktik aside doniistimii malolik fermantasyon sirasinda
meydana gelen en 6nemli olaydir. L-malik asidin L-laktik asit ile yer degistirmesi ile
asitlik biyolojik olarak azalmis olur. Asitligin diismesi yalnizca asitlik degerliginin
azalmasindan degil ayrica malik asidin kuvvetli eksi tadinin daha yumusak olan laktik
asidin tadiyla yer degistirmesinden kaynaklanmaktadir (Geredeli ve Anli, 2005). D (-)
laktik asit bebeklerde asidoz olusumuna, yetiskinlerde de ¢esitli bagirsak sendromlarina
yol agmaktadir. Bu nedenle Diinya Saglik Orgiiti ne D (-) ne de DL laktik asidin
gidalara ilave edilmesini 6nermektedir. Viicut agirhigmna gore, 100 mg/kg D (-) laktik
asit alim1 st limit olarak Onerilmektedir. Bu nedenlerden dolayr fermente gidalarda L
(+) izomerinin Ozelliklerini arttiric1 ¢aligmalar yapilmig fakat L (+) izomerini yiiksek
miktarda {ireten suslarin kolay izolasyonu i¢in uygun bir metod bulunamamistir

(Jehanno ve ark., 1992).

2.2.2 Hidrojen peroksit

Giglii oksitleyici etkiye sahip olmasi nedeniyle antimikrobiyal aktivite gdsteren
hidrojen peroksit, LAB tarafindan oksijen, laktat, piirivat, NADH varliginda
sentezlenmektedir (Holzapfel ve ark., 1995). Hidrojen peroksit yiiksiiz olup kolayca
hiicre igerisine niifus etmektedir. Hiicre igerisinde gerceklesen indirgenme reaksiyonlari
sonucu olusan hidroksi radikaller kalitim materyalini etkileyerek hiicre 6liimiine neden
olmaktadir (Lindgren ve Dobrogosz 1990). Genis bir etki spektrumuna sahip hidrojen
peroksit, bakteriler, mayalar, kiifler, viriisler ve bakteri sporlarina kars1 antagonistik
aktivite gostermektedir (Russel ve ark., 1992).

Laktik asit bakterilerinden bazilar1 kiiltiir ortaminda eriyik halde bulunan
oksijeni tliketmektedirler ve bu baglamda olusan oksidasyon-rediiksiyon tepkimeleri
sonucunda hidrojen peroksit olusturmaktadirlar. Laktik asit iireten diger bakterilere
benzer sekilde Lactobacillus iiyeleri hem’ den yoksundurlar ve bu nedenle son
oksidasyon i¢in sitokrom sistemini kullanamamaktadirlar.

Laktobasiller, genel olarak oksijenin hidrojen perokside doniigiimiinii saglayan
flavoproteinleri kullanmaktadirlar. Bu mekanizma genelde, hem katalaz proteininin

yoklugu ile birlikte diger organizmalari inhibe edecek kadar yiiksek miktarda



H,020lusumu ile sonuglanmaktadir. Laktik asit bakterileri tarafindan hidrojen peroksit
tiretiminde 5 farkli enzim gorev almaktadir. Bu enzimler sirasi ile NADH: H,0;
oksidaz, pirivat oksidaz, a-gliserofosfat-oksidaz, stiperoksit dismutaz ve NADH
peroksidazdir (Escehenbach ve ark., 1989; Kilig, 2001).

Hidrojen peroksit olusumu 6zellikle, katalaz, peroksidaz gibi hidrojen peroksit
pargalayict enzimleri olmayan ya da diisiik seviyelerde bu enzimleri tasiyan
mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmektedir. Hidrojen peroksidin mikrobiosidal
aktivitesi Ozellikle halojeniir iyonlar varliginda peroksidaz enzimi araciligiyla dikkate
deger oranda artmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda hidrojen peroksit {iretimini belirlemek
amaci ile kromojen oksidasyonu temelli spektrofotometrik Ol¢iimler ya da agar
plaklarinda renk degisimi kullanilmaktadir (Escehenbach ve ark., 1989; Rabe ve Hillier,
2003;).

Gida enddstrisi agisindan laktik asit bakterileri tarafindan H,O, {iretimi
kullanilabilir bir 0&zelliktir. Ortamda mevcut diger mikroorganizmalarin inhibe
edilebilmeleri agisindan fermantasyonun en kritik dénemi olan baslangic asamasinda
ortamda ¢oziinen oksijen konsantrasyonu ile sinirli miktarda iiretilen H,O; secici bir
ortam yaratmaktadir. Bununla birlikte bu giine kadar H,O, konusunda laktik asit
bakterilerinin irettigi diger antimikrobiyal maddelerin aksine ¢ok eski tarihli
caligmalarin haricinde literatiirde pek fazla bilgi bulunmamaktadir.

Degisik Lactobacillus tiirlerinin H,O, tiretimi ile ilgili literatiirlerde 1945-1960
yillar1 arasinda yapilan bazi arastirmalara rastlanmaktadir. Bu calismalarda 5C de
Lactobacillus bulgaricus ve L. lactis tiirlerinin Staphylococcus aureus’u inhibe
edebilecek diizeyde (6-12 mg/ml), yine L. plantarum’un ise Pseudomonas tiirlerinin
adaptasyon periyodunu (lag faz) uzatacak diizeyde (3-13 mg/ml) H,O; irettigi, ayrica
laktik Streptococcus tiirlerinin de buzdolabinda depolanan siitlerde psikrotrofik
bakterilerin gelismesini Onleyecek diizeyde H,O, iirettigi saptanmistir. 1970 yilinda
yapilan bir ¢alismada kiyilmig sigir etine S. lactis ve Leuconostoc citrovorum inokiile
edilmis ve bu bakterilerin 7 'C de depolamada gram negatif bakterilerin gelismesini
onledigi saptanmistir (Turantas, 2007). Yine 1972 yilinda baska bir arastirici tarafindan
S. diacetilactis’ in kiyilmis sigir eti, siit ve peynirde gram negatif bakterilerin
gelismesini 0nledigi saptanmustir (Turantas, 2007).

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen hidrojen peroksit ve kullanim
olanaklar1 gida alani1 disinda tipta, insanlarda klinik acidan incelenmis ve oOzellikle

kadinlarda vajina mikroflorasi {izerinde arastirmalar yapilmistir. Bilindigi gibi insan
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intestinal sistemi ve vajina bu ortamlarda yasamaya adapte olmus cesitli
mikroorganizmalardan olusan bir mikrobiyal floraya sahiptir. Normal vajinada hidrojen
peroksit iireten laktik asit bakterileri predominant organizmalardir. Vajinada bulunan
Lactobacillus tiirleri’nin bel sogukluguna ya da immiin sistemde kusurlara yol acan
diger baz1 viriisler gibi patojen mikroorganizmalarin vajina ya da intestinal sisteme
kolonizasyonunu 6nledigi ve bu sayede vajen mikroflorasinin stabilizasyonunda énemli
gorevler lstlendigi duslniilmektedir. Yapilmis olan ¢esitli c¢aligmalar bu
mikroorganizmalarin hamile bayanlar1 ¢esitli enfeksiyonlara karst korudugunu
desteklemektedir. Her ne kadar hidrojen peroksit iireten Lactobacillus cinsi
mikroorganizmalarin spesifik olmayan antimikrobiyal savunma mekanizmasi ile vajinal
ekosistemi korudugu diisiiniilse de bu konuda yapilan ¢alismalar ve tiir seviyesinde
yapilmis olan tayinler kisithidir (Song ve ark., 1999; Felten ve ark., 1999; Wilks ve ark.,
2004).

2.2.3. Diasetil ve asetaldehit iiretimi

Tereyagimma 0Ozgii aromasmi kazandiran diasetil (“2,3-butanedione”) LAB
tarafindan ara metabolit olan piriivattan sentezlenmektedir. Baslica dort laktik asit
bakterisi cinsi Streptokoklar, Leukonostoklar, Laktobasiller ve Pediokoklar tarafindan
sentezlenebilmektedir (Jay, 1982). Diasetil, mayalar, gram negatif bakteriler ve laktik
asit bakterileri disindaki gram pozitif bakteriler iizerinde antibakteriyal etki
gostermektedir. GRAS statiisiinde olmasina ragmen diasetilin gida katkisi olarak
kullanim1 smirhdir. Antimikrobiyal etkinin saglanabilmesi ic¢in diasetilin yiiksek
miktarlarda kullanimi gerekmektedir. Ancak yiiksek diizeylerde diasetil kullanim
iriiniin duyusal ozelliklerini olumsuz etkileyebilmektedir. Yiiksek ugucu o6zelligi
nedeniyle diasetilin ¢esitli malzemelerin ve yiizeylerin temizliginde kullanimi
onerilmektedir (Daeschel, 1989).

Laktik asit bakterilerinin pek ¢cogu elektron akseptorii olarak ortamda oksijen
bulundugu zaman laktik asidi parcalayabilme yetenegine sahiptir. Ayn1 zamanda bu
bakterilerin bir kismi anaerobik kosullarda da alternatif bir elektron akseptorii
bulundugu zaman laktik asidi parcalayabilmektedirler. Ornegin L. plantarum ve L.
pentosus elektron akseptorii olarak sitratt kullanip; laktik asitten asetat, format ve CO;
sentezleyebilmektedir (Elferink ve ark., 2001).

Laktik asit bakterileri tarafindan da sentezlenen bir bilesik olan diasetilin liretim

kosullar1 ve bu maddenin gidalar iizerindeki etkileri ile ilgili c¢esitli caligmalar
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yapilmistir. Yapilan ¢aligmalarda diasetilin tereyagindaki aromadan sorumlu oldugu
yada aromatik materyallerin temel bileseni oldugu belirtilmistir.

Yine yapilan calismalarda diasetilin; siit ve siit iirlinlerinde, bazen meyve
sularinda ve konsantre edilerek dondurulmus meyve sularinda da aroma olusumu ile
ilgili bulundugu belirtilmistir (Christensen ve Pederson, 1958; Rushing ve Senn, 1960).

Cesitli laktik asit bakterilerinde sik¢a goriilen diasetil {iretimi ortam bilesenleri,
pH ve inkiibasyon sicakligi gibi pek c¢ok faktére bagli olarak degismektedir.
Homofermentatif tiirler, heterofermentatif tiirlere nazaran daha hizli ve daha fazla
miktarda diasetil iretmektedir. Bazi Orneklerde diasetil iiretimi igin sitrik asit
gereksinimi olmaktadir. Laktik asit bakteri kiiltiirlerinden sitrik asidi kullanabilenlerin
gelistirilme ortamina sitrik asit eklendigi zaman karbondioksit ve diasetil iiretiminde
artis oldugu daha 6nce yapilan calismalarda belirtilmistir (Christensen ve Pederson,
1958). Yine yapilan benzer ¢alismalarda gelisim ortaminda malat ya da sitrat bulundugu
zaman Lactobacillus tiirlerinin asetoin ya da diasetil irettiklerini, fakat bu asitlerin
gelisim periyoduna es zamanli olarak kullanilip kullanilmadiginin 6l¢iilemedigini
belirtmislerdir (Drinan ve ark.,1976).

Drinan ve ark (1976) heterofermentatif laktik asit bakterilerinin sitratt enerji
kaynag1 olarak kullandigim1 ancak ortamda sitrat oldugu halde glikoz bulunmadig
zaman laktik asit bakteri kiiltiirlerinde higbir gelisme gozlemlenemedigine dayanarak bu
bilginin tam olarak dogru olmadigini belirtmislerdir. Bu gozlemler sonucunda da sitrat
yoklugunda laktobasillerin piirivat olusumunu sinirli bigimde saglayabildiklerini, bu
nedenle de sitratin ek pirivat kaynagi rolii istlendigini ag¢iklamislardir. Diger
arastirmacilar tarafindan alternatif agiklama olarak sitrat yoklugunda cesitli bilesenlerin
sentezi daha yavas oldugu icin; sitratin temel hiicre bilesenlerinin sentezinde karbon
kaynagi olarak gorev aldigi yorumu getirilmistir. Cesitli arastiricilara gore de diasetil,
gelisimin ileriki safhalarinda enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir. Baz1 arastiricilar
ise diasetilin baz tiirler izerindeki inhibe edici etkisi lizerinde durarak, organizmanin
diger organizmalarla rekabet i¢in, savunma mekanizmasi olarak diasetil {irettigi
goriigiinii desteklemislerdir (Rushing ve Senn, 1960; Drinan ve ark., 1976;). Ticari
bitkisel fermantasyon ¢alismalarinda asetik asidin laktik aside doniisiim orani
incelenmis ve bu oranda dikkate deger farkliliklar gozlemlenmistir. Cesitli laktik asit
bakterileri tarafindan olusturulan fermantasyon son fiiriinleri kiyaslandiginda bakteri
tiiriine gore doniisiim orani ¢esitlilikleri dikkati ¢cekmektedir. Genel olarak, toplamda

yiiksek miktarda asit {ireten kiiltlirlerde asetik asidin laktik aside doniisiim orani daha
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disiik bulunmaktadir. Belli fermente {iriinlerde, {riiniin niteliksel kalitesinden
fermantasyon son irilinleri sorumlu oldugu icin asitler arasindaki doniisgiim orani
tizerinde durulmus ve en uygun doniisiimii belirlemek icin g¢alismalar yapilmistir.
Normalde yiiksek diizeylerde asit iireten suslar ve c¢esitli seker konsantrasyonlarina
sahip farkli ortamlar kullanilarak, yiiksek ve diisiik asit iireten suslarin arasindaki
farkliliklar arastirilmistir. Christinsen ve ark. (1958) tarafindan bildirildigine gore
heterofermentatif laktik asit bakterileri ilgili konsantrasyonlarda glikoz, fruktoz ve
siikroz igeren ortamlarda diisiik miktarda karbondioksit ve asetik asit liretmektedir. Ayni
calisma sonucunda seker konsantrasyonunda artis oldugu zaman, iiretilen laktik asit
miktarinda da artig oldugu bildirilmistir. Meyve sulari ile yapilan aragtirmalar kiiltiiriin
baslangic miktarinin ve generasyon zamaninin diasetil iiretiminde etkili oldugunu
gostermistir. Lactobacillus tiirlerinin devam eden kiiltiirlerinin mililitresinde bulunan bir
milyon organizma saatte 2,5 ppm diasetil iiretmektedir. Maksimum diasetil sentezi ve
sentez mekanizmasi liretici susa gore degisim gostermektedir. (Rushing ve Senn, 1960).
Christensen ve Pederson (1958) vyaptiklar1 c¢aligmalar sonucunda laktik asit
bakterilerinin optimum biiylime kosullari altinda daha az miktarda diasetil trettiklerini
bildirmislerdir. Diasetil iiretimi bu organizmalarin gelisimi i¢in temel gereksinim
degildir.
2.2.4. Reuterin

Reuterin anaerobik kosullarda Lactobacillus reuteri tarafindan gliserolden
uretilen diisiik molekiil agirliginda protein yapida olmayan yiiksek ¢oziiniirliige sahip
bir bilesiktir (Dobrogosz ve ark., 1989). Reuterin, Clostridium spp., Staphylococcus
spp., Listeria spp. gibi gram pozitif ve Salmonella spp., Shigella spp. gibi gram negatif
bakterilere, Candida tiirii mayalara ve Trypanosoma protozoerine karsi antimikrobiyal
etki gostermektedir (Daeschel, 1989).

2.2.5. Karbondioksit

Heterofermantatif laktik asit bakterilerinin hekzosu fermente etmeleri sonucu
karbondioksit olusur. CO; diger metabolik yollarla da olussa bile esas olarak
heterofermantatif laktik asit bakterilerinin heksozu fermente etmeleri siiresince
sekillenir. CO, amino asitlerin (histidin, tirosin) dekarboksilasyonu sonucu da
sekillenmektedir. Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel etkilerine katkida bulunan

CO,, ¢ift antimikrobiyel etkiye sahiptir. Birincisi, gida ortaminda kiifler gibi zorunlu



13

aerobik mikroorganizmalarin iiremelerini engellemesidir. Ikincisi ise CO,’in kendi

antimikrobiyal etkisidir (Adams ve ark., 1997).

2.2.6. Ekstraseliiler polisakkarit (EPS) iiretimi

Polisakkarit {iretim yetenegi bakteriler arasinda olduk¢a yaygin olarak
gorilmektedir. Mikroorganizmalar sitoplazmada yer alan glikojen, gram pozitif
bakterilerde hiicre duvar1 yapisinda bulunan peptidoglikan ile lipoteikoik asit ve gram
negatif bakterilerde dis membranda bulunan lipopolisakkaritler gibi depo polisakaritleri
sentezlemektedirler. Bununla birlikte bazi bakteriler genel olarak glikokaliks terimi
altinda toplanan, az miktarda glikoprotein igeren ve yiizeyde bulunan polisakkaritler
salgilamaktadir. Bu ekzopolisakkaritler kapsiiliin hiicre ylizeyine kovalent baglanmasini
ya da tabakalara yapismay1 saglayan kapsiil polisakkaritleri ve hiicre yiizeyine gevsekce
bagli ince tabaka formundaki ekzopolisakkaritleri (EPS) kapsamaktadir. EPS diretim
yetenegi, maya ve kiiflerde daha az goriilmekte, bakteriler arasinda ise yaygin olarak
goriilmektedir (Madiedo ve Reyes-Gavilan, 2005).

Mikrobiyal EPS lerden bazilari, bitkilerdeki polisakkaritlere (seliiloz, pektin,
alginat vb) benzer fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay1 endiistride kullanilmaktadir.
EPS’ler yeni islevsellikleri ile pek cok ilging fiziki, kimyasal ve reolojik (maddenin siv1
halindeki ozellikleri) 6zelliklerinden dolay1 yeni biyomateryaller gibi hareket ederler.
Bu nedenle tekstil, deterjan, yapistirici, mikrobiyal olarak zenginlestirilmis petrol
tyilestirmeleri (NEOR), atik su iyilestirmeleri, dere yatagi temizlemeleri, mayalanma,
akarsu igleme siirecinde, kozmetik, eczacilik ve gida katki maddesi olarak oldukca genis
kullanim alanlarina sahiptirler. Laktik asit bakterileri ve diger bakteriler tarafindan
tiretilen EPS ler gida endiistrisinde {iriiniin yapisindan ve reolojik 6zelliklerinden dolay:
viskozite icin, stabilizasyon i¢in kullanilmaktadir ancak LAB starter kiiltiirleri ayni
zamanda siit fermantasyonunda da kullanildig i¢in, laktik asit bakteri suslar1 tarafindan
dogal olarak iiretilen EPS lerin gidalarda kullanimi son yillarda oldukg¢a dikkat
cekmistir (Madiedo ve Reyes-Gavilan, 2005; Yilmaz ve Celik, 2007).

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen polisakkaritler lokasyonlar1 temel
alinarak iki sinif altinda toplanmaktadir; (i)hiicre ylizeyi ile iliskili olan ve patojenite ile
baglantisi oldugu diisiiniilen kapsiiler polisakkaritler (CPS) ve (ii) hiicrelerin ¢evrelerine
salgiladiklar1 ekstraseliiler polisakkaritler. Kapsiiler polisakkaritlerin mikrobiyal

hiicreleri kurumaya, fagositoza, faj saldirilarina, osmotik strese antibiyotiklere ve toksik
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bilesiklere karsi korumada rol oynadiklart ve hiicrelere kati yiizeylere tutunabilme ve
biyofilm olusturabilme yetisi kazandirdiklar1 diisiiniilmektedir. Ge¢mis yillarda pek ¢ok
EPS ireten Lactobacillus tiirti tamimlanmistir. Bu Lactobacillus tiirlerinin ¢ogu,
fermente siit, yogurt, kefir gibi siit {iriinlerinden izole edilmistir.

EPS iireten bakteriler iirettikleri EPS’leri yikabilme yetenegine sahip olmadigi
icin EPS’ler besin deposu olarak goriilmemektedir. EPS’ler kompozisyonlar: temel
alindiginda homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler (HePS) olarak iki sinifa
ayrilmaktadir. Homopolisakkaritler monosakkaritlerden (daha ¢ok fruktoz ya da glikoz)
olusmaktadir ve genelde siikrozdan bol miktarda iiretilmektedir. Heteropolisakkaritler
ise daha cok, galaktoz, glikoz, rhamnoz ve fruktoz gibi iki ya da daha fazla
monosakkaritten olusan identik tekrarli tinitelerden olusmaktadir. Heteropolisakkaritler
alt Uniteler gibi intraseliiler olarak ve genelde 1,5 g/L. gibi diisiik miktarlarda
sentezlenmektedirler. Lokasyon ve kimyasal kompozisyona ilaveten konformasyon,
molekiiler kiitle gibi diger kiriterlerde polisakkaritin Ozelliklerine etki etmektedir
(Korakli, 2002; Tallon ve ark., 2003).

EPS iireten laktik asit bakterilerinin biiyiik bir c¢ogunlugu Streptococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc ve Pediococcus cinslerine aittir. Bunun yani
sira Bifidobacterium cinsine ait bazi suslarin da biyopolimer iirettikleri bilinmektedir.
Leuconostoc mesenteroides tarafindan sentezlenen dekstran 1948 yilinda endiistriyel
anlamda tretilmis ilk biyopolimerdir EPS iiretimi i¢in ¢ok sayidaki laktik asit bakterisi
incelenmistir. Bu ¢aligmalarda daha ¢ok teknolojik 6zelliklerinden dolay1 Lactobacillus
delbrueckii spp. bulgaricus, L. helveticus, Streptococcus thermophilus gibi termofilik
tirler incelenmistir. Bununla birlikte giiniimiizde L. acidophilus, L. lactis, L. rhamnosus
gibi mezofilik bakteriler tarafindan {iiretilen EPS’lere karsi olusan ilgide artmaktadir
(Korakli, 2002; Tallon ve ark., 2003; Madiedo ve Reyes-Gavilan, 2005).

Kimyasal kompozisyonlari, yapilari, molekiiler agirliklar, drtinleri ve
fonksiyonlar1 dikkate alindig1 zaman heteropolisakkaritler olduk¢a genis bir ¢esitlilik
gostermektedirler. Son donemlerde farkli laktik asit bakterileri tarafindan sentezlenen
heteropolisakkaritler —ile ilgili molekiiler genetik caligmalar1  artmis ve
heteropolisakkaritlerin  tekrarlayan nitelerinde ¢esitli  glikotransferaz —enzimleri
bulunmustur. Ornegin Streptococcus thermophilus genomunda EPS iiretiminde
polimerizasyonu saglayan enzimler ile glikotransferaz enzimlerini kodlayan cesitli
genler bulunmaktadir. EPS iiretimi niikleotid sekerler tarafindan aktive edilmekte ve

diisiik prekiirsor varliginda {iiretim azalmaktadir. Laktik asit bakterilerinde EPS
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olusumuna ¢ok daha az Onem verilmistir. LAB strainlerinin genis cesitliliginin
aciklanmasinda EPS fenotiplerinin incelenmesi daha uygun bir yaklasim olarak
gorilmektedir (Levander ve ark., 2002; Mozzi ve ark., 2006).

Gida endistrisinde laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen EPS’ lerin ilgi
cekmesi fermente iirlinlerin yapisini gelistiren reolojik 6zelliklerinden (6rnegin
yogurtlarda yapt gelisimini saglama, peynirlerde pihtilasma riskini azaltma) ve genel
olarak glivenli bulunmalarindan (GRAS) kaynaklanmaktadir. Teknolojik faydalarmin
yam sira laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen EPS ler antiiilser, antitiimoral olma,
kolesterolii diigiirme, immiin sistemi gliclendirme gibi sagliga faydal ¢esitli 6zellikleri
de tagimaktadirlar (Van Calsteren ve ark., 2002;Champagne ve ark., 2007).

Ticari degeri yiiksek oldugundan dolay1 laktik asit bakteri suslar1 tarafindan
iretilen EPS miktarinin arttirilmast ve {riin gelistirilmesi acisindan ¢aligmalar
gerceklestirilmistir. Welman ve ark. (2003) nin bildirildigine gére NTG (N-metil22 N-
nitro-N-nitroguanidin) kullanim1 ile kimyasal mutasyona ugratilan Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus’ da EPS iiretimi artmaktadir. Benzer sekilde cesitli
Streptococcus tiirleri ile yapilan c¢aligmalarda kimyasal mutasyon yolu ile EPS
iretiminin arttirilabilecegini desteklemektedir.

Gidalarda katki maddesi olarak EPS kullaniminin basar1 ile sonuglanabilmesi
icin treticilerin uygun ortamda, dondurularak ya da kurutularak konsantre hale
getirilmis kiiltiirlin stabilizasyonunu, tekrar eldesini ve istenilen iiriin eldesini saglamasi
zorunludur. EPS iretimi temel olarak suslara bagl olarak gelismekle birlikte; yiiksek
seviyelerde EPS iiretimi i¢in karbon ve nitrojen kaynaklari arasinda denge olmasi
gerekmektedir. Ayrica sicaklik, ortam bilesenleri, inkiibasyon siiresi gibi biiylime
kosullar1 da iirlin eldesini etkilemektedir (Bouzar ve ark., 1996; Champagne ve ark.,
2007).

Uygun kosullarin saglamasina ragmen EPS iiretimi tam kontrollii bir sekilde
gerceklestirilememektedir. Suslarin genetik seviyede EPS iiretimindeki kararsizliklari,
st trlnlerinde lif olusumunda kararsizlida neden olmakta ve iiretimde siklikla
karsilagilan bir problemi dogurmaktadir. Optimum gelisim sicakliginda bile, uzun siiren
inkiibasyon periyodundan sonra lif olusumu kayb1 olabilmektedir. EPS iiretimi
genellikle plazmitlerle iligkilidir ve genetik kararsizhik plazmit kaybi ile
aciklanabilmektedir. Yapilan ¢alismalarda mukoz olusumunu saglayan c¢esitli plazmitler
tanimlanmistir. Diger yandan termofilik laktik asit bakterilerinde EPS iiretimi plazmit

varhigi ile iligkili degildir. EPS iiretimi i¢in gerekli olan genler kromozomlarda yer
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almaktadir ve genetik kararsizlik hareketli genetik elementlerden ya da delesyonlar1 da
kapsayan genel genomik kararsizliktan kaynaklanmaktadir. Her iki olay da L.
delbrueckii subsp. bulgaricus ve S. thermophilus da gozlemlenmistir (Stingele ve ark.,
1996).

2.2.7. Bakteriyosinler

2.2.7.1. Bakteriyosinlerin tanimlanmasi

Bakteriyosinler, bakteriler tarafindan {iretilen antibakteriyel etkiye sahip, protein
ya da proteinlerle birlikte bazi yan gruplar da igerebilen metabolitler olarak
tanimlanmaktadir (Tagg et al. 1976, Klaenhammer 1993, Jack et al. 1995). Bu tanimdan
hareketle bir¢cok kaynakta bakteriyosinler ile antibiyotikler karistirilmaktadir. Ancak
bakteriyosinler ile antibiyotikler arasinda temel farkliliklar bulunmaktadir. S6z konusu
farkliliklar agagidaki maddeler halinde 6zetlenebilir;

1. Bakteriyosinler ribozomal olarak sentezlenen iriinlerdir, antibiyotikler ise
enzimatik islenme sonucu aktif formlarini1 kazanirlar.

2. Bakteriyosinler, antibiyotiklere gore ¢ok daha dar etki spektrumlarina sahiptir.

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

4. Bakteriyosinler genellikle gelisme fazinda iretilir ve iki bilesenli bir sistem
tarafindan regiile edilir. Antibiyotikler ise, gelisimin durma fazinda iiretilen ikincil
metabolitler olarak tanimlanmaktadir (Nes et al. 2002).

Bakteriyosin sentezleme yetenegine sahip bakteriler incelendiginde, oldukca
genig bir yelpaze ile karsilagilmaktadir. Basta Lactobacillus ve Lactococcus olmak
tizere Staphylococcus, Bacillus, Escherichia, Pediococcus ve Leuconostoc cinsi
bakterilere ait pek ¢ok tiir, bakteriyosin iiretme yetenegine sahiptir (Gorris 1996).

Bakteriyosinlerin ¢ogunlukla Gram-pozitif bakteriler tarafindan {retildigi
bilinmektedir. Fakat son aragtirmalar baz1 Arke iiyeleri tarafindan da bakteriyosinlerin
tretildigini gostermistir. Halobakterler tarafindan iiretilen halosinin karakterizasyonu
yapilan diger bakteriyosinler ile higbir dizi benzerligi belirlenmezken, Pseudomonas
aeruginosa tarafindan iretilen S pyosinin, Escherichia coli tarafindan iiretilen

kolisinlerin bir kisminin, Enterobacter cloacae tarafindan tretilen kloasinin, Klebsiella
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pneumonia tarafindan {iretilen klebsin ve Serratia marcescens tarafindan iretilen
marcesinin protein dizi analizlerinin karsilastirilmast sonucunda ortak atadan
evrimlestikleri saptanmustir (Riley ve ark.,1998).

Gram negatif bakteriler tarafindan {tretilen bakteriyosinler genel olarak
mikrosinler olarak adlandirilmaktadir. Mikrosinler; protein biiyiikliikleri, mikrobiyel
hedefleri, etki mekanizmalar1 ve direng sistemleri agisindan farkliliklar igermektedir.
Ornegin ColV gibi mikrosinler sadece dogal amino asitler icerirken (modifiye
olmayan), mikrosin B17 ve mikrosin C7 pek ¢ok modifikasyona ugrarlar. MccB17
heterosiklik oksalaz, tiazol halkalar1 ve yiiksek oranda glisin kalintilar1 igerirken,
mikrosin C7 amino ve karboksi uglara sahip bir heptatpeptit yapidir. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarda 21 amino asit biiylikliigiinde bir peptit olan ve translasyon sonrasi
modifikasyon yolu ile olgunlastirilan yeni bir mikrosin (mikrosin J25) tanimlanmaistir.
Mikrosin J25, 58 amino asitlik biiyiik bir 6ncii peptit halinde sentezlenir. Ardindan 37
amino asitlik dncii peptit proteolitik olarak yapidan uzaklastirilarak 21 amino asitlik
aktif peptitin halka yapisi olusturulur. Hangi mekanizmalar ile bu basamaklarin
gerceklestigi ve halka yapisinin olugmasini yoneten sinyaller heniiz tanimlanamamstir
(Gouaux, 1997).

En kapsamli calisilmig gram negatif bakteriyosini Escherichia coli tarafindan
tiretilen kolisindir (James ve ark.,1996). Kolisin gen kiimeleri plazmidler iizerinde
kodludur ve toksinin iiretiminden sorumludur. Kolisin gen kiimesindeki direng geni,
toksin proteinine baglanmak suretiyle toksini inaktive eden ve iretici hiicreye spesifik
bir diren¢ saglayan proteini kodlarken, lizis geni hiicrenin pargalanmasi sonucu tiretilen
kolisinin serbest birakilmasini saglayan proteini kodlar. Kolisin iiretimine SOS regiilonu
aracilik eder ve ¢ogunlukla stres kosullar1 altinda calisir. Kolisin proteininin iizerinde
yer alan bir reseptdr bolge, hedef organizmalarda spesifik ylizey reseptorlerini
saptayarak hedefe baglanir. Bakteriyosinlerin etki mekanizmalari, hiicre zarinda por
olusturma, DNA, rRNA ve tRNA’ ya kars1 niikleaz aktivitesi gosterme gibi esaslara
dayanir. Kolisinler, gram-negatif bakteriler tarafindan {iretilen tiim bakteriyosinlerden
farkli olarak biiytlik proteinlerdir. Hiicre zarinda por olusturan kolisinlerin biiytikliikleri
449-629 amino asit arasinda degisim gosterir. Niikleaz bakteriyosinlerinin amino asit
sayis1 ise daha genis bir degisim araligina (178 ile 777 amino asit igerirler) sahiptir
(Silverstein ve ark.,2005).

Gram-negatif bakterilerden izole edilen pek c¢ok bakteriyosinin, mevcut olan

bakteriyosinler arasinda meydana gelen rekombinasyonlar sonucu olustugu
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belirlenmistir. Bu rekombinasyonlarin  siklikla meydana gelmesi bakteriyosin
proteinlerinin domain (bdlge farklilasmasi) yapisindan dolayr kolaylagsmaktadir.
Kolisinlerde merkezi domain, protein yapisinin % 50’ sini kapsamaktadir ve spesifik
hiicre ylizey proteinlerinin taninmasinda rol alir. N-terminal domaini (proteinin yaklasik
%25’ini olusturur) proteinin hedef hiicreye translokasyonundan sorumludur. Bu
toksinlerin domain konfigiirasyonlar1 dogada bulunan c¢ogu bakteriyosinin
farklanmasindan sorumludur (Thevissen ve ark., 2007).

Gram-pozitif bakteriler de, Gram-negatif bakteriler gibi birgok farkli
bakteriyosin iiretmektedir. Ancak bu gruba dahil olan bakteriyosinler Gram-negatif
bakterilerin bakteriyosinlerinden temelde farklilik gosterirler. Gram-pozitif bakterilerde
bakteriyosinin salinmasindan sorumlu transport mekanizmasi, Gram-negatif bakterilerin
mekanizmasi ile karsilastirildiginda onemli 6l¢lide farkli bulunmustur. Bazi bakteri
gruplar1 bakteriyosin transportu i¢in spesifik sistemler gelistirmis iken, bazilar1 sadece
salgi-bagimli salinim yolunu kullanmaktadir. Sonug¢ olarak Gram-pozitif bakteriler
bakteriyosinlere  6zgii  regiilasyonlara  sahipken, = Gram-negatif  bakterilerin
bakteriyosinleri yalniz konake¢i regiilasyon sistemlerini kullanmaktadir. Gram-pozitif
bakterilerde bakteriyosin iiretimi, genellikle logaritmik fazdan duragan faza gegis
sirasinda gerceklesmektedir. Nisin iiretimi logaritmik fazin ortalarinda baglar ve
hiicrenin duragan faza girmesi ile en yiiksek diizeye ulasir. Ekspresyonun yogunlugu
hiicre dongiisiine degil, kiiltiir yogunluguna baglidir (Hammami ve ark.,2007).

Evrensel bakteriyosin veri tabaninda
(http://www.cck.rnu.tn/pfba/bactibase/main.php) 39 adet lantiyonin igeren bakteriyosin
(smif I), 40 adet lantiyonin icermeyen bakteriyosin (sinif II) ve siniflandirilamayan
tiirler olmak tizere 145 bakteriyosin yer almaktadir (Linde ve ark.,2008).

Gram pozitif bakteriler tarafindan iretilen antimikrobiyel bilesiklerin
siniflandirilmasinda pek ¢ok farkli 6zellik kullanilmaktadir. Peptitler, disiilfid ve
monosiilfid (lantiyonin) baglar1 ve etki spektrumlar1 esas alindiginda 4 gruba ayrilir. En
1yi ¢alisilmis bakteriyosin grubu, gida korunmasinda kullanim potansiyellerinden dolay1
laktik asit bakterileri (LAB) tarafindan iiretilen bakteriyosinlerdir.

Bakteriyosinlerin tanimlanmasina yonelik ilk ¢alisma 1925°te E. coli tarafindan
sentezlenen colicin’in tespit edilmesiyle baglamistir. Bakteriyosinlerin ayni1 ya da farkl
bakteri gruplar1 tarafindan sentezlenen yiizden fazla ¢esidi bulunmaktadir. E coli
suglarmin  yan1 sira  Lactococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc,

Staphylococcus ve Enterococcus gibi birgok mikroorganizma bakteriyosin tiretmektedir
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(Chen, Hoover 2003). Ancak daha ¢ok gidalar da giivenli oldugu disiiniilen laktik asit
bakterileri tarafindan sentezlenen bakteriyosinler {lizerinde aragtirma yapilmakta ve
gidalarda bu bakteriyosinler kullanilabilmektedir. Bu nedenle laktik asit bakterileri,
ozellikle de Lactobacillus ve Lactococcus tarafindan sentezlenen bakteriyosinler
tizerinde dnemle durulmaktadir.

Laktik asit bakterilerinin sentezledigi bakteriyosinler birbirinden farkli 6zellikte
olup, etki spektrumlari, biyokimyasal 6zellikleri ve genetik determinantlar1 farklilik
gostermektedir. Genellikle diisiik molekiil agirligina (3-10kDa) sahip olup, hidrofilik ve
hidrofobik kisimlar1 bulunmaktadir. pH araliklar1 genis, izoelektrik noktalar1 yiiksektir
(De Martinis ve ark.,2002). Nisin ve pediocin asidik kosullarda yiiksek sicakliga daha
dayanikli olup, nisin otoklavlandiktan sonra pH 5’te aktivitesinin %40’1n1, pH 6.8’de ise
%90’m1  kaybetmektedir (Yildirim, 2000). Laktik asit bakterilerinin {rettigi
bakteriyosinlerin ¢ogu katyonik, hidrofobik veya amfilik molekiiller olup, 20-60 amino

asit rezidiisii icermektedirler (Chen, Hoover 2003).

2.2.7.2. Bakteriyosinlerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri

Bakteriyosinler farkli oObakteriyal taksonomik dallara ait mikroorganizmalar
tarafindan iiretilen ribozomal olarak sentezlenen antimikrobiyal peptidlerdir (Oscariz ve
ark., 2001). Kiigiik antibiyotik peptidlerin iiretimi bakterilere karst yaygin bir
savunmadir, bunlar yalniz mikroorganizmalar i¢in degil ayn1 zamanda hayvanlar ve
bitkiler i¢inde sergilenir (Oscariz ve ark., 2001). Maganin, cecropin ve defensin hayvan
(Lehrer ve ark., 1993; Zasloff, 1987) ve thionin bitki (Broekaert ve ark., 1995)
antimikrobiyal peptidleridir. Proteaza duyarlilik bir inhibitoriin bakteriyosin olarak
tanimlanmasinda anahtar kritedir. Ciinkii bakteriyosinler proteinli maddeler olarak
tanimlanir, genellikle bir dizi proteolitik enzimlerle (trypsin, a-chymotrypsin, pepsin,
proteinaz K, vb.) inaktif hale gelir (De Vusyt ve Vandamme, 1994). Aksine ayni
aktivite spektrumu ile ilgili proteaz duyarliliginin ayni modeli aynmi bakteriyosin
iireticilerinin ¢oklu izolasyonlarin1 gdsterebilir. Ilave olarak, gastrik ve pankreatik
kokenli proteolitik enzimlere duyarlilik gida ve yemlerde biyolojik koruyucu olarak
bakteriyosinlerin kullanimima gelince oldukga ilgingtir, ¢linkii bu bunlarin aliniminin
sindirim sistemi mikroflorasin1 etkilemeyecegi anlamina gelmektedir (De Vusyt ve
Vandamme, 1994). Ayrica baz1 bakteriyosinler belirli proteazlar i¢in duyarsiz gibi

goriinmektedir. Bakteriyosinlerin yalnizca ¢ok az bir proteinli bilesik icermesi
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miimkiindiir. Birtakim bakteriyosinler bir karbonhidrat, lipit veya fosforlu kisim igerir.
Boyle proteinli olmayan kisimlarin bulunusu bu bakteriyosinlerin glikolitik (a-amilaz),
lipolitik (lipaz) ve fosfolipolitik (fosfolipaz) enzimlere duyarliligiyla dogrulanabilir (De
Vusyt ve Vandamme, 1994). Bakteriyosin 466 (De Klerk, 1967) ve lactocin 27 (Upreti
ve Hinsdill, 1973) bdyle lipokarbonhidrat protein komplekslerinin tipik 6rnekleriyken,
caseicin LHS (Dicks ve ark., 1992) ve leuconocin S (Lewus ve ark., 1992)
glikoproteinler gibi davranir. Ek olarak, bazi bakteriyosinler basit yapilarinin izahini
daha zor hale getiren farkli amino asitler (lantibiyotikler) veya birtakim capraz baglar
icerir. 0rnek olarak lantibiyotik biyosentezi esnasinda thioether amino asitlerin post-
translasyonel olusumu, monosiilfiir kopriileriyle intramolekiiler halka olusumuyla
sonuglanir (Jung, 1991). Boyle halka yapilar1 Edman bozunumuyla otomatik olarak
siralama esnasinda bos dongiilere sebep olacaktir (Schnell ve ark., 1988).

Laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin molekiiler kiitlesi,
kiiciik peptidlerden (6rnegin lactocin 481, 1700 Da) protein-protein ve protein-lipit
agregatlarina ve 200.000 Da ‘u asan molekiiler kiitleli makromolekiillere (6rnegin
lactocin 27, lactacin B, lactacin F, helveticin J) kadar 6nemli dlgiide degisebilir. Bu
agregatlar deterjanlar veya iireyle muameleyle bozulabilir: bu bozulma ¢ogu zaman
dogal bakteriyosin kompleksinden daha aktif monomerlerin olusumuna yol agar.
Ornegin SDS varhiginda lactocin 27 ‘nin poliakrilamid jel elektroforezi aktif kismin
boyut dislama kromotografisiyle belirlendigi gibi 200.000’den ziyade 12.400 molekiiler
kiitleli bir protein oldugunu gosterdi (Upreti ve Hinsdill, 1973).

Bakteriyosin preparasyonlarmin stabilitesi artan saflasmayla birlikte ciddi bir
azalma sergilemektedir. Ayrica, bakteriyosinler pH ve sicakliktaki degisimlerle
inaktivasyona karsi duyarhiliklarina gelince Onemli Olglide farklilagir. Laktik asit
bakterileri tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin ¢ogu sadece asit ve notral pH ‘da
stabildir ve pH 8.0’in iizerinde inaktive olur (nisin, pediocin AcH, leucocin A-UAL
187). Is1 direnci laktik asit bakterileri tarafindan iiretilen cogu bakteriyosinin en dnemli
ozelligidir ve 60 veya 100 ‘C’de 30 dk ‘dan (6rnegin lactocin 27, lactocin S,
carnobacteriocin A ve B) 121 °C’de 15-20 dk (6rnegin lactacin B, lactacin F, nisin)
otoklavlamaya kadar onemli Olclide degisebilir. Boyle 1s1 stabilitesi, kiigiik globiiler
yapilarin olusumu ve son derece hidrofobik bdlgelerin varligi (6rnegin lactacin
F,lactococcin A, nisin), stabil capraz baglar (6rnegin nisin, lactacin 481, lactocin S),
yiiksek bir glisin igerigi (0rnegin diplococcin, lactacin F, lactocin 27, lactococcin A) ,

vb.’den dolayidir (De Vuyst ve Vandamme, 1994).
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2.2.7.3. Bakteriyosinlerin siniflandiriimasi

Gram pozitif bakteriler tarafindan iiretilen bakteriyosinlerin siniflandirilmasinda
cesitli siniflandirma kriterleri kullanilir. Jack ve ark., (1995) ‘e gore bakteriyosinler
distilfit ve monosiilfit (lanthionine) baglarinin bulunusuna dayanarak dort gruba ayrilir:
(1)dehidroalanin, dehidrobiitirin, lanthionine veya [B-metil-lanthionine  gibi farkli
posttranslasyonel sekilde modifiye amino asitler igeren antibiyotikler (lantibiyotikler);
(2) aktiviteleri i¢in elzem en azindan bir disiilfit kopriisii iceren antibiyotikler
(cystibiyotikler); (3) antibiyotigin aktif hale gelebilmesi i¢in indirgenmis yapida
olmalar1 gereken yalnizca bir —SH kalintisina sahip antibiyotikler (thiolbiyotikler); ve
(4) sistein kalintis1 igermeyen antibiyotikler.

Klaenhammer (1993)’e gore, bakteriyosinler molekiiler kiitle, 1s1 stabilitesi,
enzimatik duyarlilik, post translasyonel modifiye amino asitlerin varligi ve etki sekli

baz alinarak dort grupta siiflandirilabilir.
2.2.7.3.1. GRUP I bakteriyosinler

Bu gruptaki bakteriyosinler daha ¢ok “lanthionine” igermeleri nedeniyle
lantibiyotikler olarak adlandirilmakta ve yapilarinda bilinen amino asitlerden farkli
olarak lanthionine (Lan) ve metillanthionine (MeLan) amino asit tiirevlerini
icermektedirler. Bununla birlikte yapilarinda biyokimyasal o6zelliklerini etkileyen
dehidroalanine ve dehidrobutyrine de bulunmaktadir (Twomey ve ark.,2002). Molekiil
agirliklar SkDa’dan daha diisliktiir. Bu grupta yer alan nisin, lacticin 3147A ve 3147B

ile plantaricin C’nin 1s1 stabiliteleri yiiksek olup, asidik pH’da 100°C ’ye kadar
stabilitelerini koruyabilmektedirler (Chen, Hoover 2003).

Lantibiyotikler grubuna dahil bakteriyosinler, olgunlagsmis peptitlerin amino asit
kompozisyonu esas alinarak 6 kategoriye ayrilmistir. S6z konusu kategoriler; nisin alt
grubu (nisin A ve nisin Z), laktisin 481 alt grubu (laktisin 481 ve laktisin J49), laktisin
3147 alt grubu (PIwF ve Ltn A2), mersacidin alt grubu (plantarasin C, Ltn Al ve
PIwG), sitolisin alt grubu (CylL1 ve CylL2) ve laktosin S alt grubu adin1 almaktadir
(Twomey et al. 2002).
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Bu gruptaki bakteriyosinler kimyasal yapilarina ve antimikrobiyal aktivitelerine

gore I A ve I B lantibiyotikleri olmak {izere iki gruba ayrilirlar:

Grup IA: Bu gruptaki bakteriyosinler net pozitif yiike sahip ve hidrofobik
polipeptid yapisindadirlar. Membran aktif peptidler olup, bakteri zarinda gdézenek
olusturarak antimikrobiyal aktivite gostermektedirler. Grup I B’deki bakteriyosinlere
kiyasla daha esnek bir yapiya sahiptirler (Chen, Hoover 2003, Twomey ve ark.,2002).
Biyokimyasal ve genetik diizeyde en iyi tanimlanmis olan “nisin” bir tip A
bakteriyosindir. Nisin, 34 amino asit grubundan olusan pentasiklik yapida bir peptidir.
Ortamda 3,75 ve 12,5 mg.kg™ diizeylerinde nisin mevcudiyeti antibotiilinal, antilisterial
ve antistafilokokal aktivite saglamaktadir (Hugas, 1998).

Grup IB: Bu gruptaki bakteriyosinler yiiksiiz veya negatif yiiklii olup, globiiler
peptid yapisindadirlar. Spesifik enzimleri inhibe ederek antimikrobiyal aktivite
gostermektedirler (Twomey ve ark.,2002).

2.2.7.3.2. GRUP |1 bakteriyosinler

Bu gruptaki bakteriyosinler Grup I’den farkli olarak lanthionine igermezler.
Ayrica, molekiil agirliklart 10kDa’dan daha diisiik olup, 1s1 stabilitesine sahiptirler.
Amfilik helikse, degisik oranlarda hidrofobiteye ve p-tabakali yapiya sahiptirler.
Ayrica, bu gruptaki bazi bakteriyosinler 100 °C’den 121 ‘C’ye kadar olan sicakliklara
karst stabildirler. Antimikrobiyal aktiviteleri, membran aktif olmalarindan
kaynaklanmaktadir. Cok sayida bakteriyosin igeren bu grup 3 alt gruba ayrilmaktadir
(Riley, 1998).

Grup HA :Bu gruptakiler ozellikle listeria’ya karsi aktif olup, yapilarinda
bulunan peptid’in N-terminalinin sonunda Try-Gly-Asn-Gly-Val Xaa-Cys amino asit
dizisine sahiptirler (Chen, Hoover 2003)

Grup 1IB: Bu gruptaki bakteriyosinler primer yapilari birbirinden farkli iki
polipeptid igerirler. Ayr1 ayr aktivite gosterebildikleri gibi, etkin bir sekilde aktif hale
gelebilmeleri igin her ikisinin de aktif olmas1 gerekmektedir. iki polipeptidin aktif hale
gelmesiyle, hiicre membraninda gbzenek olusturarak antimikrobiyal aktivite

gostermektedir (Hechard, Sahl 2002).
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Grup 1IC: Bu gruptaki bakteriyosinler, Grup Il deki bakteriyosinlerin
ozelliklerini gosteren, Grup IIA ve IIB disindaki diger bakteriyosinlerdir. Bu
gruptakilerin bir¢ogu sistein amino asit rezidiisii icermekte ve bu bakteriyosinlere
thiolbiotic’ler veya cystibiotic’ler denilmektedir. Tiyo-aktif bakteriyosinler olup,

aktiviteleri i¢in indirgenmis cystine rezidiisiine gereksinim duyarlar (Riley, 1998).

2.2.7.3.4. GRUP |11 bakteriyosinler

Bu gruptaki bakteriyosinler daha biiyiik molekiil agirligina (>30kDa) sahip olup,
1stya karst duyarli peptid zincirlerinden olugmaktadirlar (Riley, 1998). Ancak bu
gruptaki bakteriyosinler heniiz yeterince karakterize edilememislerdir. Bu grupta yer
alan bakteriyosinlerin biiylik bir kismi Lactobacillus cinsi bakteriler tarafindan
sentezlenmektedir. Helvetisin J, laktisin A, laktisin B, helvetisin V-1829 ve enterolisin
A bu grubun en bilinen iyeleridir. Grup III {iyesi bakteriyosinlerin ¢ogu 1s1 duyarli
proteinler olmasina ragmen, helvetisin J gibi 1s1 stabil iiyeleri de bulunmaktadir

(Klaenhammer 1993, Ennahar et al. 2000, O’Sullivan et al. 2002a, Trotter et al. 2004).

2.2.7.3.5. GRUP 1V bakteriyosinler

Dordiincii grup altinda siiflandirilan bakteriyosinler, polipeptit yapisi disinda,
lipoprotein veya glikoprotein gibi ilave bazi yapilar igermeleri ile karakterize
edilmektedir. Plantarasin S, laktosin 27 ve leukonosin S bu gruba dahil bazi
bakteriyosinlerdir (Klaenhammer 1993, Nes et al. 1996, Ennahar et al. 2000, Nes and
Holo 2000). Bu siniflandirma, bakteriyosin aktivitesinin protein dist yan gruplardan da
kaynaklanabilecegine isaret eden sinirli sayida literatiir verisi esas alinarak yapilmistir.
Ancak, yan gruplarin bakteriyosin aktivitesi higbir arastirmada kesin bir sekilde
tanimlanamamustir (Oscariz and Pisabarro 2001, Madera et al. 2003).

Bu gruptaki bakteriyosinler ise biiyiik ve kompleks molekiiller olup, aktiviteleri
icin karbonhidrat veya lipid bilesenlerine gereksinim duymaktadirlar. Bu bakteriyosinler
hakkindaki bilgiler yetersiz olup, biyokimyasal olarak heniiz yeterince karakterize
edilememislerdir. Dolayisiyla bu konuda daha fazla bilgiye ihtiyag duyulmaktadir
(Chen, Hoover 2003).

Gidalarda  biyokoruma amaciyla LAB  kullanomi ¢ farkli  yolla
gerceklestirilmektedir. Birinci uygulama bakteriyosin iireten bir laktik asit bakterisinin

gidaya ilave edilmesidir. Bu uygulamadaki onemli nokta, laktik asit bakterisinin
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cevresel ve teknolojik kosullar altinda (sicaklik, pH, tuz, vb.) gidada gelisebilmesi ve
bakteriyosin iiretebilmesidir (Chen ve Hoover, 2003; Hugas, 1998). Ornegin Lc. lactis
bakterisinin 10 °C’de yeterli diizeyde nisin iiretememesi nedeniyle proteolitik olmayan
C. botilinum’un toksin iiretiminin engellenemedigi belirtilmektedir (Rodger, 2001).

Ikinci uygulama sekli, saflastirilmis veya yar1 saflastirilmis bakteriyosinin dogal
gida katkist olarak kullanimidir. Bu kapsamda nisin 1950’1 yillardan itibaren birgok
iilkede gida katkis1 olarak kullanilmaktadir. (Chen ve Hoover, 2003).

Uciincii uygulama ise iiriiniin organoleptik ozelliklerinde olumsuz degisimlere
neden olmadan gidada hizli ¢ogalabilen kiiltiirlerin kullanimidir. Bu yontemde kiiltiir
soguk depolama kosullarinda canliligini siirdiirmekte, ancak sicaklik artis1t durumunda
kiiltiir hizla ¢ogalarak olas1 patojen ve bozulma etkeni bakterinin gelisimini ve toksin
olusumu 6nlemektedir (Stiles, 1996).

Bakteriyosinlerin dogal gida katkisi olarak kullanimlart maliyet ve verim
problemleri nedeniyle smirhidir. Bununla birlikte giinimiizde yeni ve daha etkin
bakteriyosinler {iizerindeki c¢alismalar devam etmektedir. Bu calismalar yeni
bakteriyosinlerin belirlenmesinin yani sira bakteriyosin {iretiminin optimizasyonunu da

kapsamaktadir (Naidu ve ark., 2006).

2.3. Laktik asit Bakterileri Tarafindan Uretilen Lantibiyotiklerin Simiflandirilmasi

Lantibiyotikler ya Lan veya MeLan kopriileri olusumuyla sonuglanan i¢ halka
yapilarinin bulunusuyla diger bakteriyosinlerden onemli 6lgiide farklidir. Bu farkl
amino asitler sirasiyla o,f-doymamis aminoasitlerin didehidroalanin (Dha) veya 2,3-
didehidrobiitirin (Dhb) olusturmak i¢in ya serin ya da treoninin dehidrasyonuyla olusur.
Bu kalintilar sonug olarak ya Lan veya MeLan olusumu icin ayni peptid i¢inde serbest
sistine peptid bagiyla baglanir. Dehidrate amino asidin bu iligkili durumlar1 ve onun
0zel hedef sisteini sonug halka yapisi ve biiyiikliigiinii gerektirir. Bugiine kadar Lan ve
MeLan kalintilarinin varligt LAB tarafindan {iretilen sekiz farkli lantibiyotikte
onaylandi (Cizelge 1) ve Tretici wrklar laktokok, laktobasil ve enterokoklari
kapsamaktadir. Ek olarak bilinen lantibiyotiklerle yakindan iligkili ¢ok sayida
antimikrobiyal peptid LAB ‘de tanimlandi ama Lan ve MeLan varlig1 onaylanmadan
kaldi. Bunlar lacticin 481 tiireviyle yakindan iliskili gibi goriinen lacticin J46 seklinde
gosterilen bir laktococcal peptidi igerir ve ortaya ¢ikan olgun peptidde heniiz dort amino

asit degisimine sahiptir (Huot ve ark.,1996) Muhtemelen J46 inhibitorlerin lantibiyotik
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ailesine dahil edilecektir. Ya Lan veya MeLan varligi lantibiyotiklerin temel tanisal
ozelligiyken diger Dha veya Dhb serbest kalintilarini igeren posttranslasyonel olarak

modifiye kalintilar da karsilar (Skaugen ve ark., 1994) (Cizelgel).

Cizelge 2.1. Laktik asit bakterileri tarafindan tiretilen lantibiyotikler

Lantibiyotik Uretici irk Referans
Nisin A Lactococcus lactis Gross&Morell (1974)
NIZOR5,6F3,NCFB894, ATCC11454
Nisin Z Lactococcus lactis N8,N12022186 Mulders ve
ark.(1991);de Vos
(1993)
Lacticin 481 Lactococcus lactis CNRZ481, Piard ve ark. (1993), van
ADRIA85L030 den Hooven ve
ark.(1996)
Lacticin 3147 Lactococcus lactis DPC3147, Ryan ve
IFLP105 ark.(1996),Martinez-
Cuesta
Lacticin S Lactobacillus sake L45 Mortvedt ve ark.(1991)
Plantaricin C Lactobacillus plantarum Turner ve ark.(1999)
Plantaricin W Lactobacillus plantarum LMG 2379  Holo ve ark.(2001)
Cytolsin Enterococcus faecalis FA22 Booth ve ark.(1996)

2.3.1. Laktik asit bakterilerinin lantibiyotiklerinin yapisal benzerlikleri ve

ozellikleri

LAB lantibiyotiklerinin ¢ogu komple yapilarinin belirlendigi noktada karakterize
edildi ve antimikrobiyal aktivitenin mekanik temeli hakkinda genis kapsamli bilgi elde
edildi. Antimikrobiyal oOzellikleri ilk kez 1920 yilinda Rogers ve Whittier (1928)
tarafindan kesfedilen bir molekiil olan nisinle ilgili ¢ok kapsamli ¢calismalar yapilmistir.
Bu Lactococcus lactis’in belirli sugslari tarafindan iiretilir ve diinya ¢apinda 50 ‘den
fazla iilkede gida koruyucu olarak onaylanmistir. Cogu LAB lantibiyotikleri tekli
peptidken, cytolysin, lacticin 3147 ve plantaricini iceren bazilari iki peptidin biitiinleyici
aktivitesini gerektirir (Plwa ve Plwp) (Holo ve ark., 2001).

Lan ve MeLan bulunusu lantibiyotikleri biitiinleyen bir 6zellikken
posttranslasyonel modifiye antimikrobiyal peptidler homojen bir grup degildir ve olgun
peptid yapisi, 6n peptidlerin yapisi, biyosentetik mekanizma ve son olarak etki
mekanizmasini kapsayan birgok diger kritere dayali olarak alt gruplara ayrilabilir (Jung

1991;Vos ve ark,1995; Guder ve ark., 1998). Jung (1991) lantibiyotiklerin tip A ve tip B
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seklinde iki gruba ayrilmasini tavsiye etmistir. Tip A lantibiyotikler pozitif yiikli uzun
esnek molekiillerdir ve sitoplazmik membranlarin depolarizasyonuyla hareket ettigi, por
olusumuna ve esas hiicre bilesenlerinin sizintisina sebep oldugu diistiniilmekteydi. Tip
A lantibiyotik prototipi, esnek merkezi baglant1 bolgesi ve bes halka yapisi serisiyle diiz
helezon benzeri yapiya sahip olan nisindir (Sekil 1). Aksine tip B lantibiyotikler
globiiler yapidadir ve negatif yiike sahiptir ya da yiikstizdiir, hedef bakterilerin yasamasi
ve gelismesi i¢in gerekli olan enzimatik reaksiyonlari onler. Bu peptidlerde Lan ve
MeLan olusumu siki globuler yapili biyomolekiil ile sonuglanan bir sistein stilfidril grup
ve bir doymamis amino asit arasindaki etkilesimi kapsar. Uyeleri mersacidin ve
actagardini kapsar. Lantibiyotiklerin biiyilk cogunlugunun bu iki tlirden birinden
tiiremesine ragmen araci Ozellikli lantibiyotikler simdilerde ayrica tanimlanmakta ve
tanimlanmis ¢ogu lantibiyotigin yeni simiflandirma yontemine goére diizenlenecegi
aciktir. Ek olarak iki bilesenli lantibiyotiklerin tanimlanmasi her bir tiirden bir peptide
sahip A ve B gibi acik tipteki lantibiyotikleri tanimlamaktan ¢ok daha zordur. Por
olusumuna ek dahasi bir sorun bazi tip A lantibiyotikler ayrica hiicre zar1 i¢in temel
enzimatik reaksiyonlari, tip B lantibiyotiklerle alakali normal bir 6zelligi etkileyebilir.
Son zamanlarda lantibiyotiklerin ¢ok sayida fonksiyonel Ozellige dayanarak bagl
peptidleri daha fazla alt gruplarina ayrildi (Sahl ve Bierbaum 1998;Guder ve ark.,2000).
Tiim LAB lantibiyotiklerinin esas kenetlenme modeli bilinmediginden gruplandirma
olgun peptidlerin birincil dizin karsilastirmasima dayaniyordu. Tiim onaylamis LAB
lantibiyotiklerinin dizinleri BLASTP kullanilarak karsilagtirildi ve benzer dizinler
CLUSTALW algoritmas1 kullanilarak siraya konuldu. Bu ¢ogu zaman birincil dizin
karsilagtirmalarina dayali alt gruplandirmayr miimkiin kilar ve bilenen kenetlenme

modelini veya biyosentetik islem veya aktarim genlerinin bulunusunu dikkate almaz.
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Sekil 1.Farkli lantibiyotik gruplarmin secgilen lantibiyotik peptidlerinin yapisinin

sembolik gosterimi

Olgun peptidlerin siralamasina dayanarak LAB ‘nin lantibiyotik peptidleri alti
alt gruba ayrildi. Nisin grubuna ait nisin A ve nisin Z; lacticin grubuna ait 481 (Piard ve
ark.,1992;Rince ve ark.,1994), lacticin J46 (Huot ve ark.,1996); mersacidin grubuna ait
plantaricin C (Turner ve ark., 1999), LtnAl (Ryan ve ark., 1999)ve Plwo (Holo ve
ark.,2001); LtnA2 gurubuna ait LtnA2 (Ryan ve ark.,1999)ve Plwf (Holo ve ark.2001);

iki bilesenli cytolysinden (Cyl L ve Cyl L, ;Gilmore ve ark.1994) iki peptid kendileri bir
grup olustururken lactocin S (Skaugen ve ark.,1994) ayr1 bir grup olusturur. Bu
siralamayr kapsayan lantibiyotik olarak tanimlanan diger tiirlerden ¢ok sayida
varsayilan lantibiyotik peptidler vardir. Bunlarin dahil edilmeleri bilinen lantibiyotiklere
benzerliklerine ve bagisiklik, modifikasyon ve/veya diger lantibiyotiklerin aktarimini
iceren genler arasinda bunlarin yapisal belirleyicilerine dayanir. Bunlar belirgin sekilde
trunkat-lantibiyotik modifikasyon genin yukar1 yoniinde yerlesen ve lacticin 481 ve
mersacidin gruplarina benzerlik sergileyen Ruminococcus gnavus’u igerir. Direkt olarak
asagl yondeki bu genler heniiz yeni tanimlanan lantibiyotik ruminococcin A igin
neredeyse ayni ii¢ kopyanin yapisal genidir (Dabard ve ark.,2001;Gomez ve ark.,2002) .
Alkalifilik Bacillus halodurans 1n tamamen ardisik genomundan varsayilan iki bilesenli
lantibiyotiklerin her iki bilesenini de kapsar (Takami ve ark.,2000). Bu ortaya ¢ikan
peptidler BhaAl ve BhaA2 seklinde gosterilir ve sirasiyla mersacidin ve LtnA2
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gruplarini igerir. prekiirsor molekiillerin belirlenen farzedilen ayrilma bdlgesi benzer

peptidlerin benzerliklerine dayanir.

2.4. Laktik asit bakterilerinin lantibiyotiklerinin kullanimi

LAB ‘den tiireyen lantibiyotikler ¢ok sayida 6zellige sahiptir bu onlar1 dnemli
derecede hem gida hem de biyomedikal uygulamalarda cazip hale getirir. Bu post-
translasyonel sekilde modifiye olmus peptidlerin ¢cogu genis bir etki spektrumuna
sahiptir ve nispeten termostabildir ve proteolitik yikima kars1 direnclidir. Ornegin nisin
ve lacticin 3147 ¢ogu gidalarda bozulmaya sebep olan ve patojen bakterileri igeren
Gram pozitif bakterilerin genis bir araligini inhibe eder. Lantibiyotik ¢ok sayida farkli
yollardan gidaya ulastirilabilir 6rnegin bir lantibiyotik {ireten 1irk fermente gidalarda bir
starter veya ilave olarak kullanilabilir. Esit dlciide, bir {iretici 1tk uygun gida maddesi
izerinde istenmeyen bakteri gelisimini azaltmada sicakligin kotliye kullanimina karsi
koruyucu kiiltiir olarak kullanilabilir. Bakteriyosin {ireticileri normal starterlerin yerini
basit bir sekilde tutabilir ve lantibiyotik dogal olarak hiicre icinde iiretilebildiginden
dolay1 bu dagitim sistemleri olduk¢a uygun maliyetli olma avantajina sahiptir. Alternatif
olarak lantibiyotik spesifik gidaya ve ekleme miktarina bagl olarak saflastirilmis veya
konsantre bilesik olarak eklenebilir. Ozellikle nisin gida endiistrisinde yillardir
kullanilmaktadir ve ticari olarak iiretilen tek lantibiyotiktir. Nisin 70 yildan fazla zaman
once kesfedildi (Rogers ve Whittier, 1928, Whitehead, 1933) ve ilk kez Ingiltere de
1953 yilinda satildi. Bugiinlerde 40°dan fazla iilkede satiliyor ve Bilesmis Milletler
tarafindan katki numaras1 E234 (EEC 1983) olarak gida katkilar1 pozitif listesine
eklendi. Nisin kullanim1 ¢ok sayida kapsamli arastirmanin odagidir (Delves-Broughton
ve ark.,1990; De Vuyst ve Vandamme, 1994; Delves-Broughton ve ark., 1996).
Gidalardaki etkinligi basit bir 6rnegidir, islenmis peynir ve krem peynir, dogrudan
asitlendirilmis peynir, pastorize siit tatlilari, taze ve rekombine siit gibi cesitli siit
tiriinlerinde kullanildig1 gibi sivi yumurta, salata sosu ve soslar, yliksek nemli/yag:
azaltilmig gidalar, konserve gidalar ve hamburger ekmegi gibi iiriinlerde de kullanilir
(http://www.aplin-barrett.co.uk/key_benefits.htm). Kriter olarak nisinin kullanarak
ticari potansiyele sahip LAB tarafindan tiretilen diger lantibiyotikler hakkinda da yorum
yapabiliriz. Belirli gida bozulmas: ve ¢esitli gida ortamlarinda patojenik bakteri
inhibisyonunda etkinlik gosteren lacticin 3147 bir ornektir (Ryan ve ark.,1996;Ross ve

ark., 1999;Morgan ve ark.,2001). Bu bakteriyosinin belirgin faydali bir 6zelligi, bu
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bakteriyosinin genetik belirleyicileri ticari starter irklarinin tiirevleri olan 30 ‘dan fazla
laktokokkal konakciya transfer edilen kendiliginden nakledilebilir plazmid tizerinde
kodlanir (Ryan ve ark., 1996;Coakley ve ark.,1997). Bu irklar peynir iiretiminde
istenmeyen floraya karsi korumak i¢in alternatif starter olarak kullanilir. Aslinda bdyle
bir starter irkin kullanimi Listeria monocytogenes’in en az %99,9’unun oSliimiiyle
sonuclanir (McAuliffe ve ark.,1999).

LAB tarafindan {iretilen lantibiyotikler insan ve hayvan enfeksiyonlarinin
tedavisi i¢in antibiyotiklere faydali alternatifler sunan biyomedikal uygulamalarda da
potansiyele sahiptir. Aslinda son yapilan bir ¢alisma MRSA ( methicillin direngli
Staphylococcus aureus) veya VRE (vancomycin direngli Enterococcus)gibi ¢ogu
antibiyotige diren¢li insan patojenlerinin lacticin 3147’ye hassas oldugunu goriildii
(Galvin ve ark.,1999). Hayvan saglhiginda LAB lantibiyotiklerinin potansiyeli i¢in bir
ornek olarak hem nisin hem de lacticin 3147 sigirda mastitisin tedavisi ve/veya
onlenmesinde incelenmektedir (Ryan ve ark., 1998; Twomey ve ark., 2000). Bu hastalik
memede yangi olarak tanimlanir ve diinya capinda siit iiretimde ¢ok biiyiik ekonomik
kayiplarla sonuglanir. Sonu¢ olarak hayvanlara yaygin bir sekilde koruyucu olarak

ozellikle laktasyon periyodu sonlarina yaklagildiginda hastaliga yakalanma egilimleri

arttiginda antibiyotikler uygulanir. Calismalar 6rnegin Teat seal ™ formiilasyonu iceren
lacticin 3147 koruyucularinin uygulanmasi hayvanlar1 Streptococcus dysgalactiae veya
Staph.aureus gibi mastitik patojenlerle enfeksiyondan hayvanlar1 koruyabildigini
gosterdi (Twomey ve ark., 2000). Bu tip denemeler 6zellikle antibiyotik muamelesinin
istenmedigi ya da etkisiz oldugu durumlarda bazi hayvan enfeksiyonlarini 6nleme veya

tedavi etmede lantibiyotiklerin potansiyele sahip oldugunu aydinlatir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Laktik asit bakterileri

Bu calismada, INTERMAK A.S ve Kahramanmaras Siitcii Imam Universitesi
Mikrobiyoloji ve Mikrobiyal Genetik Laboratuari’nin dogal olarak iiretilen yogurttan
izole edilmis, identifikasyonu gerceklestirilmis laktik asit bakteri stokundan 60 adet
Streptococcus thermophilus ve 10 adet Lactobacillus deldrueckii subsp bulgaricus
kullanilmistir. Kiiltiirler % 20 gliserol igeren De-Man Rogoso Sharp (MRS) broth
besiyerinde -20°C’de muhafaza edilmistir (Sharpe, 1979; Harrigan, 1998). Kiiltiirler
gliserolle muhafazanin yani sira aktivasyon isleminin ardindan MRS agar kiiltiir

ortamina dikey ekim yapilarak +4 C’de de muhafaza edilmistir.
3.1.2. indikatér patojen bakteriler

Caligsmalarda Konya Il Kontrol Miidiirliigii'nden temin edilen Esherichia coli
ATCC 25922, Listeria monocytogenes ATCC 7644, Staphylococcus aureus ATCC
25923, Bacillus cereus ATCC 11778, Salmonella typhimurium ATCC 14028,
Pseudomonas fluorescens ATCC 49642, Klebsiella pneumoniae ATCC 70603,
Enterococcus faecalis ATCC 29212 patojen kiiltiirleri kullanilmistir. Kiiltiirler %20
gliserol igeren Brain-Heart Infusion (BHI) broth besiyerinde -20'C’de muhafaza
edilmistir. Kiiltiirler gliserolle muhafazanin yani sira aktivasyon isleminin ardindan BHI

agar kiiltiir ortamina dikey ekim yapilarak +4°C’de de muhafaza edilmistir.
3.1.3. Kullanilan besiyerleri

Laktik asit bakterilerinin stoklanmasi, aktivasyonu ve antimikrobiyal
aktivitelerin taranmasi1 asamalarinda MRS broth ve agar (Merck, Almanya)
kullamilmistir. Indikatdr patojen bakterilerin stoklanmasinda ve aktivasyonunda BHI
agar ve broth (Merck, Almanya) besiyerinden faydalanilmistir. Antimikrobiyal
aktivitenin belirlenmesinde indikator inokiilasyonu i¢in % 1 (w/v) Agar-Agar (Merck,

Almanya) i¢ceren BHI (Merck, Almanya) kullanilmastir.
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3.1.4. Kullanilan diger kimyasallar

Antimikrobiyal aktivitenin karakterizasyonunda trypsin (Sigma-Aldrich, A.B.D.)
a-chymotrypsin  (Sigma-Aldrich, A.B.D.), proteinaz-K (Sigma-Aldrich, A.B.D.)
enzimleri kullanilmistir. Enzimlerin ¢ozeltilerini hazirlamak icin fosfat tampon ¢ozeltisi
kullanilmuastir.

Antimikrobiyal aktivitenin karakterizasyonunda besiyerinin pH’sin1 ayarlamak
icin 1 M NaOH ve 1 M HCI kullanilmistir.

Laktik asit bakterilerini gelistirdigimiz besiyerinin (MRS) pH ‘sin1 takip etmek
ve dogrulamak i¢in pH indikatorii olan Bromocresol Purple (BCP) kullanilmistir. Bu

indikatér pH 5.2’nin altinda sar1 renk verirken 6.8’in iizerinde mor renk verir.

3.2. Yontem

3.2.1. Kullanilacak bakterilerin analize hazirlanmasi

Calismada kullamilan bakterileri -20°'C’de % 20 gliserol iceren MRS broth
besiyerinde 1 ml’lik eppondorflar i¢inde muhafaza edilmistir. Analiz 6ncesinde donmus
halde olan eppendorf icindeki bakteriler termal soktan sakinilmasi sebebiyle oda
sicakliginda bekletilerek eritilmis ve analize hazir hale getirilmistir. Analize hazir hale
getirilen Lactobacillus suslart MRS broth da 42 "C’de mikroaerofilik ortamda 48 saat ve
Streptococcus suslar1 ise 42 “C’de aerobik ortamda 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Calismada kullanilan patojen bakterilerde oda sicakliginda eritilip analize hazir hale
geldikten sonra BHI broth da her bir patojenin gelisimine uygun sicaklikta 24 saat

inkiibasyona birakilmistir.
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3.2.2. Antimikrobiyal aktivite tayini

3.2.2.1. Agar difiizyon yontemi

Laktik asit bakterilerinin indikator patojenler {izerindeki antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in agar diflizyon yontemi uygulanmistir (Mary-Harting ve
ark., 1972). Yontemde oOncelikle uygun sicaklik ve siirelerde gelistirilmis test
kiltlirlerinin fermentasyon sonrasi sivisi (siipernatant) elde edilmis, ardindan BHI

besiyerine inokiile edilmis patojenler tizerindeki etki zon olusumlariyla tespit edilmistir.

3.2.2.1.1. Siipernatantlarin hazirlanmasi

Stok LAB’dan inokiilum diizeyi % 1 (v/v) olacak sekilde MRS broth (5 ml)
besiyerine ekimler yapilarak 37 C’de 24 saat aktivasyon islemleri gerceklestirilmistir.
LAB ikinci kez aktive edildikten sonra son aktivasyonun yapildig: tipten MRS broth
(20 ml) igeren santrifiyj tiiplerine % 1 (v/v) diizeyinde ekimler yapilmistir. Ardindan
kiiltiirler ayn1 kosulda fermantasyona birakilmistir. Fermantasyon isleminin ardindan
kiiltiirleri iceren santrifijj tiipleri 4 'C’de 14.000 rpm’de santrifiij islemine tabi tutulmus
ve silipernatant kismi ayrilmistir. Elde ettigimiz siipernatantlar 0.22 um goézenek capli

membran filtre kullanilarak sterilize edildi.

3.2.2.1.2. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi

Patojen inokiile edilmis BHI agar besiyeri iizerine kuyucuklara acildi. Bu
kuyucuklara elde ettigimiz silipernatantlardan 100 pl ilave edildi. Siipernatantlarin 6n
difiizyonu i¢in petriler +4 'C’de 1 saat bekletildi. Daha sonra petriler her bir indikator
patojen igin uygun olan sicaklikta 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonucunda olusan zonlar dl¢iilmiistiir (Simonetta ve ark., 2002).
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3.2.2.2. Disk difiizyon yontemi

Stok LAB’dan inokiilum diizeyi % 1 (v/v) olacak sekilde MRS broth (5 ml)
besiyerine ekimler yapilarak 37 C’de 24 saat aktivasyon islemleri gerceklestirilmistir.
LAB ikinci kez aktive edildikten sonra son aktivasyonun yapildigi tiipten MRS broth
(20 ml) iceren santrifiij tiiplerine % 1 (v/v) diizeyinde ekimler yapilmistir. Ardindan
kiltiirler ayn1 kosulda fermantasyona birakilmistir. Fermantasyon isleminin ardindan
kiiltiirleri iceren santrifijj tiipleri 4 'C’de 14.000 rpm’de santrifiij islemine tabi tutulmus
ve silipernatant kismi ayrilmigtir. Elde ettigimiz siipernatantlar 0.22 pm gozenek capli
membran filtre kullanilarak sterilize edildi.

Daha sonra elde edilen steril siipernatantlar 6 mm capinda (Whatmann No 42)
hazirlanan disklere emdirildi ve patojen inokiile edilmis BHI agar besiyeri iizerine
yerlestirildi. Stipernatantin besiyerine iyice difiize olabilmesi i¢in diiz bir sekilde 1 saat
bekletildikten sonra petriler her bir indikator patojen i¢in uygun olan sicaklikta 24 saat

inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda olusan zonlar &l¢iilmiistiir (Yamato

ve ark., 2003; Campos ve ark., 2006).

3.2.2.3. Agar-sandvic¢ yontemi

MRS broth besiyerinde optimum gelisme kosullarinda aktiflestirilmis olan LAB
izolatlarindan, 1ul MRS agara nokta ekim yapilmistir. LAB nin gelisimi i¢in uygun
sicaklikta 24 saat inkiibasyona birakilmigstir.

Bir gecelik taze kiiltiirleri hazirlanan patojen bakteriler 10ml yumusak agarli (%
0,8 agar) BHI broth igeren tiiplere 0.1 ml konmus ve iyice karistirildiktan sonra, 24 saat
inkiibasyon sonrasi gelisen LAB nin bulundugu petrilerin yiizeyine yavasca
dokiilmistiir. Bu petriler her bir patojenin gelisimine uygun sicakliklarda 24 saat

inkiibasyona birakilmistir. Bu siirenin sonunda olusan inhibisyon zonlar1 6l¢tilmiistiir.
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3.2.3. Antimikrobiyal aktivitenin karakterizasyonu

Tespit edilen zon olsumunun ardindan, buna neden olan antimikrobiyal
aktivitenin  kaynag  arastirllmistir.  Antimikrobiyal etkinin  protein  yapida
molekiil(ler)den ileri gelip gelmedigi proteolitik enzimler kullanilarak arastirilmigtir. Bu
veriler 15181nda tespit edilen protein yapidaki bakteriyosin benzeri aktivitenin proteolitik

enzim, pH ve 1s1l stabilitesine bakilarak ileri karakterizasyonlar1 yapilmaistir.

3.2.3.1. Proteolitik enzimlerin bakteriyosin benzeri madde aktivitesi iizerine etkisi

Bakteriyosinler protein yapisinda maddelerdir. LAB izolatlarimizin test
bakterilerine kars1 gosterdigi antimikrobiyal aktivite protein yapisinda bir maddeden
kaynaklaniyorsa, bu durumda proteolitik enzimlerle inaktive olmalidir. Bu hipotezden
yola cikilarak bu asamada, LAB izolatlar1 proteolitik enzimlerle muamele edilerek, test
bakterilerine karsi tekrar denenmistir.

Enzimlerin bakteriyosin-benzeri madde aktivitesi {izerine etkilerini belirlemek
icin trypsin (Sigma-Aldrich, A.B.D.), a-chymotrypsin (Sigma-Aldrich, A.B.D.),
proteinaz-K (Sigma-Aldrich, A.B.D.) enzimleri kullanilmistir.

Enzimler 4 mM (pH 7) fosfat tamponu ile konsantrasyonu 400 pg/ml olacak
sekilde ¢oziindiiriilmiis ve filtreden (0,45 um por capl) gegirilerek steril edilmistir
(Bhunia et al., 1988). Enzimler, MRS agara nokta ekim yapilarak gelistirilen LAB
kolonilerinin iizerine pipet yardimiyla damlatilmistir. Kontrol grubu olarak, enzimlerle
muamele edilmemis olan koloniler kullanilmistir. Koloniler enzimlerle 37 ‘C’de 1 saat
siire ile inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasinda patojen bakterileri igeren
yumusak agarli (%1 agar) BHI agar enzimle muamele edilen kolonilerin yiizeyini
kaplayacak sekilde dikkatlice dokilmiistiir. Petriler 35 'C’de 24 saat inkiibasyona

birakilmistir (Omar, et al., 2006). Bu siirenin sonunda inhibisyon zonlar1 dl¢tilmiistiir.
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3.2.3.2. Farkh pH degerlerinin bakteriyosin benzeri madde aktivitesine iizerine

etkisi

MRS agarin pH’1 1 M NaOH veya 1M HCI kullanilarak 4.5, 5.5 ,6.5 ve 7.5
ayarlanmistir. LAB nokta ekim yontemiyle, farkli pH’larda MRS agar igeren plaklarin
yiizeyine ekilmistir (Hugas, 1998). Inkiibasyon sonrasinda test mikroorganizmalari
iceren % 1 agarli BHI kiiltiirleri, MRS plaklarinin iizerine dokiilmiistiir. Her bir
indikatér patojen i¢in uygun olan sicaklikta 24 saat inkiibasyona birakilmistir.

Inkiibasyon sonucunda olusan zonlar dl¢iilmiistiir.

3.2.3.3. Farkh sicaklik degerlerinin bakteriyosin benzeri madde aktivitesine etkisi

Bakteriyosin-benzeri madde iiretiminde sicaklik etkisini belirlemek i¢in, LAB
izolatlart MRS agar plaklar1 {izerine nokta seklinde ekilmis ve 25, 30, 37 ve 42 'C’de de
24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, test mikroorganizmalarini
iceren % 1 agar iceren BHI agar MRS plaklar {izerine dokiilmiistiir. Her bir indikator
patojen i¢in uygun olan sicaklikta 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon

sonucunda olusan zonlar dl¢iilmiistiir(Marshall, 1992).
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Bakteriyosin Benzeri Madde Ureten LAB’ nin Belirlenmesi

LAB izolatlarmin antimikrobiyal aktivitelerini test etmede, en uygun test
yontemini belirlemek i¢in ii¢ farkli yontem kullanilmis (disk diflizyon, agar difiizyon,
agar-sandvi¢ yontemi), bu yontemlerden elde edilen sonuglarin tekrarlanabilirligi

karsilastirilmistir.

4.1.1. Agar difiizyon yontemi

LAB izolatlarinin antimikrobiyal aktivitesini test etmede kullandigimiz
yontemlerden biri olan agar difiizyon yonteminde yOntemin tekrarlanabilirligini test
etmek amaciyla 24 Streptococcus thermophilus susu ve 5 Lactobacillus delbrueckii
subps. bulgaricus susu kullanilmastir.

2 tekrarli yapilan analizler sonucunda elde edilen sonuglara gore; 24
Streptococcus thermophilus susundan 6 tanesinin yapilan ¢alismanin ilkinde
Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus’a karsi genis bir inhibisyon zonu (>10mm)
olusturdugu belirlendi. Ayni ¢aligmanin tekrarinda ise ayn1 Streptococcus thermophilus
suslarinin Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus’a karsi oldukga dar bir inhibisyon
zonu (1-5 mm) olusturdugu belirlendi.

Sonuglarin birbiriyle uyumsuz olmasi nedeniyle bu yontem g¢alismanin diger

asamalarinda kullanilmamustir.

4.1.2. Disk difiizyon yontemi

LAB izolatlarinin antimikrobiyal aktivitesini test etmede kullandigimiz
yontemlerden bir digeri olan disk difiizyon yonteminde yontemin tekrarlanabilirligini
test etmek amaciyla agar diflizyon yonteminde oldugu gibi 24 Streptococcus

thermophilus susu ve 5 Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus susu kullanilmistir.

2 tekrarli yapilan analizler sonucunda elde edilen sonuglara gore; 24
Streptococcus thermophilus susundan 7 tanesinin yapilan ¢alismanin ilkinde

Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus’a karsi dar bir inhibisyon zonu (1-5 mm)
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olusturdugu belirlendi. Ayn1 ¢alismanin tekrarinda ise ayni Streptococcus thermophilus
suslarinin  Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus’a karst inhibisyon zonu
olusturmadig1 goézlendi. Ayrica bu yontemde 6 Streptococcus thermophilus susunun
Enterococcus faecalis‘e karsi inhibisyon zonu olusturmaktan ziyade diskler etrafinda
daha fazla gelistigi gézlendi.

Sonuglarin birbiriyle uyumsuz olmasi nedeniyle bu yontem calismanin diger

asamalarinda kullanilmamustir.

4.1.3. Agar sandvi¢ yontemi

LAB izolatlarinin antimikrobiyal aktivitesini test etmede kullandigimiz bir diger
yontem ise agar sandvi¢ metodudur. Bu yontemde ilk olarak elimizde mevcut olan 60
adet Streptococcus thermophilus susu ve 10 adet Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus susunun tamami test edilmistir. Daha sonra elde edilen sonuglara gore
kuvvetli inhibisyon zonu olusturan 15 Streptococcus thermophilus susu ve 5 adet
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus susu secilmis diger asamalarda bu suslar

kullanilmistir.

4.1.3.1. Agar sandvi¢ yontemiyle elde edilen sonuglar

En az iki tekrarli yapilan antimikrobiyal aktivite denemelerinde kullanilan ti¢
yontem karsilastirildiginda, agar-sandvi¢ yonteminin tekrarlarindan elde edilen
inhibisyon zon ¢aplarinin birbiriyle daha uyumlu oldugu goézlenmistir. Disk diflizyonu
ve agar diflizyonu ile yapilan ¢alismanin ilkinde, bir bakteriye genis bir inhibisyon zonu
olustugu belirlenirken, ayni ¢alismanin tekrarinda olduk¢a dar inhibisyon zonu elde
edildigi durumlarla karsilagilmistir. Yani LAB izolatlari, test bakterileriyle direkt kontak
halindeyken daha genis zon caplariyla inhibisyon saglamaktadir. Benzer gozlemler bazi
aragtirmacilar tarafindan da gozlenmistir (Karagiil, 2010).

Schillinger ve Liicke (1989) etlerden izole ettikleri Lactobacillus sake
izolatlarinin antimikrobiyal aktivitelerini inceledikleri caligmalarinda agar sandvig
yontemi ile 19 izolat1 etkili bulurken agar diflizyon yonteminde yalnizca 6 izolat1 etkili
bulmuslar ve bakteriyosin iiretiminin kat1 ve sivi ortamda farkli olabilecegine dikkat

¢ekmislerdir.
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Yine bir bagka calismada Bromberg ve ark., (2004) etlerden izole ettikleri laktik
asit bakterlerinin 174 tanesini agar sandvi¢ yontemi ile etkili bulurken, agar difiizyon
yonteminde bunlardan yalnizca 128 tanesinin etkili oldugunu bildirmislerdir. Lewus ve
ark., (1991) etlerden izole ettikleri, agar sandvi¢ yontemi ile antimikrobiyal aktiviteye
sahip bulunan laktik asit bakteri izolatlarindan ¢ok azinin agar difiizyon yonteminde
etkili bulundugunu bildirmiglerdir. Arastirmacilar agar diflizyon yonteminde g¢okelti
olusma ihtimalinin, agar igerisine difiize olamayan bakteriyosinlerin varligimin ve
kullanilan konsantrasyonun yontemi daha hassas hale getirebildigini ve negatif sonug
¢ikma ihtimalinin arttigin1 bildirmislerdir. Bu nedenle ¢alismanin diger asamalarinda,
agar-sandvi¢ yonteminin kullanilmasinin daha uygun olacagina karar verilmistir.

Tiim izolatlar agar-sandvi¢ yontemiyle tiim indikatér patojen bakterilere karsi
denenmistir. Daha sonra kuvvetli inhibisyon zonu olusturan 15 Streptococcus
thermophilus susu ve 5 adet Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus susu secilmis
diger asamalarda bu suslar kullanilmistir. Test bakterilerine karst antimikrobiyal etkili

olan Streptococcus thermophilus izolatlarin sonuglari Cizelge 4.1 ‘de verilmistir.

Cizelge 4.1. Streptococcus thermophilus izolatlarmin ¢esitli indikator patojen bakterilere karsi
antimikrobiyal aktivitelerinin agar- sandvi¢ yontemiyle belirlenmesi (inhibisyon zon ¢aplari mm

cinsinden verilmistir).

Indikatér patojen bakteri

8 “ 4 a
S s E o o 5 Sz 3 5
S22 £%5 % T2 =23 §§ 2.4 2
g 3 £ < 2 = 8 3 £ < 2 > s D S
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Izolat no
1 9.3 11.4 9.0 8.6 8.6 8.6 10.2 7.0
2 9.9 11.2 11.7 8.4 8.8 10.9 9.8 6.5
3 10.7 12.5 9.9 9.7 9.9 11.8 11.3 6.3
4 10.3 10.8 10.1 9.0 9.9 9.7 8.9 8.6
5 9.0 11.2 7.2 10.9 9.5 8.3 9.3 8.8
6 8.1 8.8 7.9 8.2 8.5 7.7 8.8 6.9
7 11.0 9.7 9.4 11.0 8.6 10.6 9.8 8.2
8 9.1 10.4 7.3 10.4 7.8 8.0 9.6 8.1
9 8.6 9.6 6.8 7.9 8.2 8.2 9.9 8.1
10 10.4 9.4 8.2 8.2 8.1 8.0 9.1 8.5
11 8.5 9.9 7.1 8.4 6.5 - 8.4 7.2
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12 8.5 9.5 7.3 7.9 6.6 - 7.8 7.1
13 9.7 10.7 8.4 7.8 6.8 10.6 8.2 6.6
14 8.6 11.1 7.6 8.4 7.5 9.5 8.0 5.8
15 7.5 9.7 7.0 7.8 6.7 7.7 8.0 6.2

* Zon capt; 1-5 mm: diisiik diizeyde duyarli, 6-9 mm: orta diizeyde duyarli, >10: yiiksek diizeyde duyarl

Streptococcus thermophilus izolatlardan 9 tanesi Enterococcus faecalis indikator
patojen bakterisinin gelisimini 9 mm ve 11 mm arasinda degisen zon ¢aplariyla inhibe
ederken diger 6 tanesi ise 7.5 ve 8.6 mm arasinda degisen zon c¢aplariyla inhibisyon
gostermistir. Streptococcus thermophilus izolatlarindan 8 tanesi Salmonella typhmurium
indikator patojen bakterisinin gelisimini 10.4 ve 12.5 mm arasinda degisen zon
caplartyla inhibe ederken diger 7 izolat ise 8.8 ve 9.9 mm arasinda degisen zon
caplariyla inhibisyon gostermistir. Streptococcus thermophilus izolatlarindan 5 tanesi
Escherichia coli indikator patojen bakterisinin gelisimini 9 ve 11.7 mm arasinda
degisen zon ¢aplariyla inhibe ederken diger 10 izolat ise 6.8 ve 8.4 mm arasinda degisen
zon ¢aplariyla inhibisyon gostermistir. Streptococcus thermophilus izolatlarindan 5
tanesi Klebsiella pneumoniae indikator patojen bakterisinin gelisimini 9 ve 11 mm
arasinda degisen zon caplariyla inhibe ederken diger 10 izolat ise 7.8 ve 8.6 mm
arasinda degisen zon caplariyla inhibisyon gostermistir. Streptococcus thermophilus
izolatlarindan 9 tanesi Listeria monocytogenes indikator patojen bakterisinin gelisimini
9.9 ve 8.1 mm arasinda degisen zon caplariyla inhibe ederken diger 6 izolat ise 6.5 ve
7.8 mm arasinda zon caplariyla inhibisyon gdstermistir. Streptococcus thermophilus
izolatlarindan 6 tanesi Pseudomonas flourescens indikatér patojen bakterisinin
gelisimini 9.5 ve 11.8 mm arasinda degisen zon caplariyla inhibe ederken 7 tanesi 7.7.
ve 8.6 mm arasinda degisen zon ¢aplariyla inhibe etmis ve 11 ve 12 numarali izolatin
ise Pseudomonas flourescens indikator patojen bakterisine karsi herhangi bir inhibe
edici etkisi goriilmemistir.  Streptococcus thermophilus izolatlarinin  tamam
Staphylococcus aureus indikatér patojen bakterisinin gelisimini 7.8 ve 11.3 mm
arasinda degisen zon caplariyla inhibe etmistir. Streptococcus thermophilus
izolatlarindan tamaminin Bacillus cereus indikator patojen bakterisine karsi zon ¢aplari
diger patojen bakterilerine kiyasla daha kiiclik olup 5.8 ve 8.8 arasinda degismektedir.

Streptococcus thermophilus izolatlarindan 1 numarali izolat 11.4 mm zon
capiyla test bakterilerinden Salmonella typhmurium ‘a karsi, 2 numarali izolat 11.7 mm

zon capiyla Escherichia coli’ye karsi, 3 numarali izolat 12.5 mm zon gapiyla
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Salmonella typhmurium ‘a karsi, 4 numarali izolat 10.8 mm zon ¢apiyla Salmonella
typhmurium “a karsi, 5 numarali izolat 11.2 mm zon ¢apiyla Salmonella typhmurium ‘a
kars1, 6 numarali izolat 8.8 mm zon ¢apiyla Salmonella typhmurium ve Staphylococcus
aureus’a karsi, 7 numarali izolat 11.0 mm zon ¢apiyla Enterococcus faecalis ve
Klebsiella pneumoniae’ya karsi, 8 numarali izolat 10.4 mm zon g¢apiyla Salmonella
typhmurium ve Klebsiella pneumoniae’ya karsi, 9 numarali izolat 9.9 mm zon gapiyla
Staphylococcus aureus’a karsi, 10 numarali izolat 10.4 mm zon ¢apiyla Enterococcus
faecalis’e karsi, 11 numarali izolat 9.9 mm zon ¢apiyla Salmonella typhmurium’a kars,
12 numarali izolat 9.5 mm zon ¢apiyla Salmonella typhmurium’a karsi, 13 numarali
izolat 10.7 mm zon capiyla Salmonella typhmurium’a karsi, 14 numarali izolat 11.1 mm
zon ¢apiyla Salmonella typhmurium’a karsi, 15 numarali izolat ise 9.7 mm zon g¢apiyla
Salmonella typhmurium’a karsi daha genis inhibisyon zonu sergilemislerdir.

Sonuglardan da goriildiigii gibi 15 Streptococcus thermophilus izolatindan 11
tanesi en genis inhibisyon zonlarin1 Salmonella typhmurium’a karsi sergilemistir. Bu
nedenle bu bakteri en duyarli indikator patojen bakteri olarak degerlendirilmistir.
Izolatlarin tamaminin Bacillus cereus’a kars1 sergiledikleri zon caplar1 8.8 mm ve 5.8
mm arasinda degistiginden Bacillus cereus ise en direngli indikatdr patojen bakteri
olarak degerlendirilmistir.

Reinheimer ve ark., (1990), laktik asit bakterilerinin E. coli’de 0.7-5.8 mm’lik,
Enterobacter aerogenes’de 0.4-7.3 mm, Klebsiella spp.’de 0.5-8.9 mm’lik inhibisyon
zonu olusturdugunu belirlemislerdir.

Indikatér patojen bakterilere karsi antimikrobiyal etkili olan Lactobacillus

delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarin sonuglar1 Cizelge 4.2 ‘de verilmistir.
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Cizelge 4.2. Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarmin gesitli indikator patojen bakterilere
kars1 antimikrobiyal aktivitelerinin agar sandvi¢ yontemiyle belirlenmesi (inhibisyon zon ¢aplar1 mm

cinsinden verilmistir).

Indikatér patojen bakteri

@
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hust (] o 1= = ) e - o ko] [5] = S =
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Izolat no
1 7.3 8.3 10.1 8.6 8.5 8.0 8.1 7.2
4 9.1 1.4 8.8 8.2 7.6 8.0 8.9 7.2
5 10.2 9.1 8.5 8.0 8.0 8.4 7.7 5.9

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan 1, 4, 5 numarali
izolatlar Enterococcus faecalis indikator patojen bakterisinin gelisimini sirasiyla 7.3,
9.1, 10.2 mm zon ¢aplariyla inhibe ederken 2 ve 3 numarali izolatlar bu indikator
patojen bakterinin gelisimini inhibe edici bir etki gostermemistir.

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan 1, 4, 5 numarali
izolatlar Salmonella typhmurium indikator patojen bakterisinin gelisimini sirastyla 8.3,
7.4, 9.1 mm zon ¢aplariyla inhibe ederken 2 ve 3 numarali izolatlar bu indikator patojen
bakterinini gelisimini inhibe edici bir etki gostermemistir.

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan 1, 4, 5 numarali
izolatlar Escherichia coli indikator patojen bakterisinin gelisimini sirasiyla 10.1, 8.8, 8.5
mm zon c¢aplariyla inhibe ederken 2 ve 3 numarali izolatlar bu indikatdr patojen
bakterinin gelisimini inhibe edici bir etki sergilememistir.

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan 1, 4, 5 numarali
izolatlar Klebsiella pneumoniae indikator patojen bakterisinin gelisimini sirasiyla 8.6,
8.2, 8 mm zon ¢aplariyla inhibe ederken 2 ve 3 numarali izolatlar bu indikator patojen
bakterinin gelisimini inhibe edici bir etki sergilememistir.

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan 1, 4, 5 numarali
izolatlar Listeria monocytogenes indikatdr patojen bakterisinin gelisimini sirastyla 8.5,
7.6, 8 mm zon ¢aplariyla inhibe ederken 2 ve 3 numarali izolatlar bu indikatdr patojen

bakterinin gelisimini inhibe edici bir etki sergilememistir.
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Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan 1, 4, 5 numarali
izolatlar Pseudomonas flourescens indikator patojen bakterisinin gelisimini sirasiyla 8,
8, 8.4 mm zon ¢aplariyla inhibe ederken 2 ve 3 numarali izolatlar bu indikat6r patojen
bakterinin gelisimini inhibe edici bir etki sergilememistir.

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan 1, 4, 5 numarali
izolatlar Staphylococcus aureus indikator patojen bakterisinin gelisimini sirasiyla 8.1,
8.9, 7.7 mm zon ¢aplariyla inhibe ederken 2 ve 3 numarali izolatlar bu indikator patojen
bakterinin gelisimini inhibe edici bir etki sergilememistir.

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan 1, 4, 5 numarali
izolatlar Bacillus cereus indikator patojen bakterisinin gelisimini sirasiyla 7.2, 7.2, 5.9
mm zon caplartyla inhibe ederken 2 ve 3 numarali izolatlar bu indikatoér patojen
bakterinin gelisimini inhibe edici bir etki sergilememistir.

Elde edilen sonuglara gore en genis inhibisyon zonunu 10.2 mm zon ¢apiyla 4
numarali izolat Enterococcus faecalis’e karsi sergilemistir. En dar inhibisyon zonunu
ise 5.9 mm zon capiyla 5 numarali izolat Bacillus cereus ’a kars1 sergilemistir.

Sonuglar degerlendirildiginde 1 numarali izolata 10.1 mm zon ¢apiyla en duyarlh
indikator patojen bakterisi Escherichia coli iken, en direngli indikator patojen bakterisi
ise 7.2 mm zon ¢apiyla Bacillus cereus ‘tur. 4 numarali izolata 9.1 mm zon ¢apiyla en
duyarl indikator patojen bakterisi Enterococcus faecalis iken, en direngli indikator
patojen bakterisi ise 7.2 mm zon ¢apiyla Bacillus cereus’tur. 5 numarali izolata 10.2
mm zon ¢apiyla en duyarli indikator patojen bakterisi Enterococcus faecalis iken, en
direngli indikatdr patojen bakterisi ise 5.9 mm zon capiyla Bacillus cereus’tur.
Sonuglara gore, Escherichia coli 8.5 ve 10.lmm arasinda degisen zon c¢apiyla
Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarina karsi en duyarli bakteri,
Bacillus cereus indikator patojen bakterisinin 5.9 ve 7.2 mm arasinda degisen zon
capryla Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarina karst en direngli
indikator patojen bakterisi oldugu ortaya ¢ikmistir. 2 ve 3 numarali izolatlara karsi ise
biitiin bakterilerin direngli oldugu goriildii.

Reddy ve ark., (1984), Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus susunun
Staphylococcus aureus indikator patojen bakterisi tizerinde 9-12 mm’lik, Escherichia
coli‘de ise 5-8 mm’lik inhibisyon zonu meydana getirdigini bildirilmislerdir. Abdel Bar
ve ark., (1985) ise, Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus susunun Staphylococcus
aureus indikatdr patojen bakterisinde 29.5 mm’lik, Pseudomonas fragi indikator patojen

bakterisinde de 34.67 mm’lik inhibisyon zonu olusturdugunu bulmuslardir.



43

Karagiil (2010)’nun yaptig1 ¢aligmada 19 adet LAB izolatindan 8 tanesi,
Escherichia coli O157 indikator patojen bakterisinin gelisimini 5 mm ve 21 mm
arasinda degisen zon c¢aplariyla inhibe ettigini bulmus bu nedenle en duyarl indikator
patojen bakterisi olarak degerlendirilmistir. En direngli indikatér patojen bakterilerin
ise, Acinetobacter baumannii ve Vancomycin-direngli Enterococcus (VRE) oldugunu
belirtmistir.

Coconnier (1997) yaptigi calismada, Lactobacillus acidophilus LB izolatinin
insan bagirsaginda bulunan hiicre i¢i Salmonella typhimurium’u etkisiz hale getirdigini
ve antibakteriyal 6zelligi nedeniyle maymuna uygulandiginda bakteri kolonizasyonunu
azalttigini gostermistir.

Garriga ve ark. (1998) yaptiklar ¢alismada, tavuk bagirsagindan izole ettikleri
296 adet laktik asit bakterisinin inhibitor aktivitesini incelemislerdir. Bu izolatlardan 77’
sinin Salmonella enteritidis ve Escherichia coli’ ye karsi inhibisyon etkisi gosterdigini
belirlemislerdir.

1989 yilinda Almanya’ da yapilan bir c¢aligmada arastirmacilar et ve et
irtinlerinden Lactobacillus plantarum, Lactobacillus curvatus ve Lactobacillus sake
tirlerini igeren toplam 221 Laktobasil izole etmisler ve bu izolatlarin organik asit ve
H,0, iiretimini elemine ederek antagonistik aktivitesini ¢alismiglardir. Calismada 19 L.
sake’ nin 6’ sinin inhibitor aktivite gosterdigini belirlemisler ve bakteriyosin irettigi
diisiniilen bu 6 izolattan L. sake (Lb 706) izolatini, Listeria monocytogenes’ e,
Staphylococcus aureus’ a, Salmonella typhimurium’ a ve diger laktik asit bakterilerine
kars1 denemislerdir. Lactobacillus sake (Lb 706)’ nin, Listeria monocytogenes ve diger
laktik asit bakterilerine karst inhibisyon etkisi gosterirken, Staphylococcus aureus ve
Salmonella typhimurium’ a karsi inhibisyon etkisi gostermedigini belirlemislerdir
(Schillinger ve Liicke, 1989).

Brezilya’ da yapilan bir ¢alismada arastirmacilar, tavuklardan izole ettikleri
Lactobacillus fermentum izolatlarinin probiyotik 6zelliklerini arastirmiglardir. Bu
amagla basta tavuk bagirsagi olmak iizere cesitli organlardan izole ettikleri
Lactobacillus fermentum izolatlarinin, asit, pH ve antimikrobiyal aktivitelerini
incelemislerdir. Bu kriterlere direngli olan izolatlar1 tavuk yemlerine ilave ederek,
tavuklardaki etkilerini incelemislerdir. Sonug¢ olarak bu yemlerin, antibiyotik etkisine
benzer etki gosterdigini belirlemislerdir (Reque ve ark., 2003).
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4.1.3.2. Bakteriyosin benzeri maddelerin proteolitik enzimler ile muamelesi

Farkli proteolitik enzimlerle muamele edilen Streptococcus thermophilus
izolatlarinin meydana getirdikleri inhibisyon zonlar1 Cizelge 4.3. ’de verilmistir.
Bakteriyosinler protein yapisinda maddelerdir. LAB izolatlarimizin indikatdr patojen
bakterilerine karsi gdsterdigi antimikrobiyal aktivite protein yapisinda bir maddeden
kaynaklaniyorsa, bu durumda proteolitik enzimlerle inaktive olmalidir. Bu hipotezden
yola ¢ikilarak bu asamada, LAB izolatlar1 proteolitik enzimlerle muamele edilerek,
indikator patojen bakterilerine kars1 tekrar denenmistir.

Streptococcus thermophilus izolatlarinin proteolitik enzimlerle (tripsin, o-
Kimotripsin, proteinaz-K) muamelesinden sonra inhibisyon zonlarinda 6nemli bir
degisiklik olmamuistir. Antimikrobiyal aktivite inaktive olmamistir. Dolayisiyla
izolatlarin gosterdigi antimikrobiyal aktivite muhtemelen protein yapisinda olan

bakteriyosinlerden kaynaklanmamaktadir.

Cizelge 4. 3. Farkli proteolitik enzim uygulamasi sonrasi Streptococcus thermophilus izolatlarinin
indikatér patojen bakterilere karsi antimikrobiyal aktivitesi (inhibisyon zon ¢aplart mm cinsinden
verilmistir).

izolat No

Indikator Proteolitik 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
patojen bakteri  enzim
Enterococcus  Tr. 91 98 105 102 9 8.1 11 92 87 103 85 87 95 86 74
faecalis

a-ktr. 88 99 106 105 89 82 109 91 86 102 86 84 97 87 7.3

Pro.-K 93 97 107 103 89 81 108 93 86 104 87 85 96 86 75
Salmonella Tr. 114 111 124 107 113 88 9.6 106 9.6 94 99 9.6 10.7 112 9.8
typhmurium

a-ktr. 114 112 125 108 112 87 9.7 103 94 92 98 95 106 111 9.7

Pro.-K 11.3 114 126 108 113 86 95 104 95 93 99 94 105 113 97
Escherichia Tr. 9 116 99 102 72 78 93 72 68 82 71 74 86 77 7.0

coli
a-ktr. 89 114 98 101 74 79 92 73 67 81 73 75 85 74 71
Pro.-K 91 117 98 103 73 79 94 71 68 83 71 74 84 75 1.2
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Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlar1 proteolitik enzimlerle

muamale edildiginde zon ¢aplarinda belirgin bir deg§isme olmamistir. Antimikrobiyal

aktivite inaktive olmamistir. Dolayisiyla izolatlarin antimikrobiyal aktivitesi

muhtemelen protein dogasinda olan bakteriyosinlerden kaynaklanmamaktadir.

Karagiil (2010) 19 adet LAB izolatinin %98.1 ‘inin tripsin ve pepsinle muamele
edildikten sonra, antimikrobiyal etkisini yitirdigi belirlemistir. Enzim muamelesine
maruz kalmayan kontrol gruplarinda ise antimikrobiyal etkinin devam ettigi

belirlenmistir
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Brezilya’ da yapilan bir calismada arastirmacilar, et ve et {irlinlerinden izole
ettikleri laktik asit bakterilerinin indikator patojenlere karsi etkisini aragtirmiglardir.
Calismada laktik asit bakterileri (LAB)’ nin Staphylococcus aureus ve Listeria innocua’
y1 inhibe ettigini bulmuslardir. Ayrica LAB tarafindan {iretilen inhibit6r bilesiklerin, o-
kimotripsin, pronoz E ve fisin enzimlerine duyarliyken, tripsine direnglilik gosterdigini
bulmuslardir. Bu ¢alisma sonunda arastirmacilar izole ettikleri laktik asit bakterilerinin
irettigi bakteriyosinlerin gida kokenli patojenler ve bozulma etmeni olan bakterilerin
gelisimini inhibe etmede koruyucu olarak kullanilabilecegi bildirmislerdir (Bromberg
ve ark., 2004).

2003 yilinda iilkemizde yapilan bir calismada vajen kokenli 100 izolatin, 6’
sinin bakteriyosin irettigini belirleyen arastirmacilar, bu calismada 6 izolatin cesitli
proteolitik enzimlere duyarliligini arastirmislardir. Arastirma sonucunda 6 izolattan
proteinaz K’ ya 2’ sinin duyarli, 4’ iiniin orta duyarli oldugunu, tripsine 5’ inin duyarli,
I’ inin orta duyarli oldugunu, katalaza ise 6 izolatin hepsinin diren¢li oldugunu
bulmuslardir (Karaoglu A. ve ark., 2003).

1999’ da Pakistan’ da yapilan bir calismada arastirmacilar, klinik bir 6rnekten
izole ettikleri Lactobacillus spp.” nin ftrettigi bakteriyosine (Lactocin LC-09) ¢esitli
enzimler uygulamislardir. Sonugta bakteriyosinin tripsin, subtilisin ve pronoz E’ ye
duyarli oldugunu, katalaza ise direngli oldugunu bulmuslardir (Khalid ve ark.,1999).

Farkli proteolitik enzimlerle muamele edilen Lactobacillus delbrueckii subps.
bulgaricus izolatlarinin meydana getirdikleri inhibisyon zonlar1 Cizelge 4.4. ’de

verilmistir.
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Cizelge 4.4. Farkli proteolitik enzim uygulamasi sonrasi Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus
izolatlarinin indikator patojenlere karsi antimikrobiyal aktivitesi (inhibisyon zon g¢aplart mm cinsinden
verilmigtir).

izolat no

Indikator Proteolitik enzim 1 2 3 4 5
patojen bakteri
Enterococcus Tr. 7.2 - - 9.2 8.4
faecalis

o-ktr. 7.2 - - 9.3 8.5

Pro.-K 7.3 - - 9.1 8.5
Salmonella Tr. 8 - - 7.4 9.1
typhmurium

o-ktr. 8.1 - - 7.2 9.1

Pro.-K 8.3 - - 7.4 9.2
Escherichia coli Tr. 10.1 - - 8.6 8.5

o-ktr. 10.2 - - 8.8 8.6

Pro.-K 10.1 - - 8.8 8.5
Klebsiella Tr. 8.5 - - 8.5 8.1
pneumoniae

o-ktr. 8.7 - - 8.3 8

Pro.-K 8.6 - - 8.2 8
Listeria Tr. 8.4 - - 7.5 8
monocytogenes

o-ktr. 8.3 - - 7.4 8.1

Pro.-K 8.5 - - 7.6 8
Pseudomonas Tr. 8 - - 8.1 8.4
flourescens

o-ktr. 8.1 - - 8 8.4

Pro.-K 8.1 - - 8.1 8.3
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Staphylococcus Tr. 7.9 - - 8.7 7.7
aureus
o-ktr. 8.1 - - 8.9 7.6
Pro.-K 8.1 - - 8.8 7.7
Bacillus cereus  Tr. 7.2 - - 7.2 5.9
o-ktr. 7.1 - - 7.3 5.8
Pro.-K 7.2 - - 7.2 5.9

Tr.=tripsin , a-ktr.=a-kimotripsin, Pro.-K=proteinaz K
4.1.3.3. inkiibasyon sicakliginin bakteriyosin benzeri madde iiretimine etkisi

LAB izolatlarinin farkli gelisme sicakliklarinda gelistirilmesi sonrasinda elde
edilen zon ¢aplar Cizelge 4.5 ve 4.6° da verilmistir.

Enterococcus faecalis indikatér patojen bakterisine karsi Streptococcus
thermophilus izolatlarindan 1, 5, 8, 13, 14, numaral izolatlar 42 "C’de sirastyla 8-10.1
mm arasinda degisen zon gaplariyla inhibisyon sergilerken diger izolatlar 42 "C’de
belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 37 ‘Cde 1,2,3,4,5,11,12, 13, 14, 15
numarali izolatlar sirasiyla 13.7-8.7 mm arasinda degisen zon ¢aplariyla inhibisyon
sergilerken diger izolatlar 37°C’de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 30
‘C’de 1,2,3,4,5, 11, 12, 13, 14, 15 numarali izolatlar sirasiyla 7.5—-12.8 mm arasinda
degisen zon c¢aplariyla inhibisyon sergilerken diger izolatlar 30 Cde belirgin bir
inhibisyon zonu sergilememislerdir. 25 ‘Cde 1, 2, 3,4,5, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14
numarali izolatlar sirasiyla 8.5-12.9 mm arasinda degisen zon caplariyla inhibisyon
sergilerken diger izolatlar 25 ‘C’de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir.
Salmonella typhmurium indikat6r patojen bakterisine kars1 Streptococcus thermophilus
izolatlarindan 1, 4, 5, numarali izolatlar 42 ‘Cde sirastyla 9.1, 8.5, 9.3 mm zon
¢aplariyla inhibisyon sergilerken diger izolatlar 42 ‘C’ de belirgin bir inhibisyon zonu
sergilememiglerdir. 37 ‘C’ de 1, 2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 13, 14 numaral1 izolatlar
sirastyla 7.3—12.1 mm arasinda degisen zon caplariyla inhibisyon sergilerken diger
izolatlar 37 °C’de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 30 ‘Cde 1,2,3,4,5,
6, 7, 8, 10, 13, 14 numarali 1izolatlar sirasiyla 8.4—13.3 mm arasinda degisen zon
caplariyla inhibisyon sergilerken diger izolatlar 30 ‘Cde belirgin bir inhibisyon zonu

sergilememislerdir. 25 ‘Cde 1, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10 numaral izolatlar sirasiyla 8.5—
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9.7 mm arasinda degisen zon ¢aplariyla inhibisyon zonu sergilerken diger izolatlar 25
“C’de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir

Escherichia coli indikator patojen bakterisine kars1 Streptococcus thermophilus
izolatlarindan 1, 4, 5, 6, 7, numarali izolatlar 42 ‘C de sirastyla 9.1-11.1 mm arasinda
degisen zon caplariyla inhibisyon sergilerken diger izolatlar 42 C’ de belirgin bir
inhibisyon zonu sergilememislerdir. 37 C de 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 13, 14 numaral
izolatlar sirasiyla 8.7-14.3 mm arasinda degisen zon c¢aplariyla inhibisyon sergilerken
diger izolatlar 37 'C’ de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 30 'C’ de 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, numarali izolatlar sirastyla 7.8-11.5 mm
arasinda degisen zon caplariyla inhibisyon sergilemislerdir. 25 ‘Cdel,2,3,4,5,6,7,
8, 9, 10, 13, 14, 15 numarali izolatlar sirasiyla 8-10.3 mm arasinda degisen zon
caplariyla inhibisyon sergilerken diger izolatlar 25 'C’ de belirgin bir inhibisyon zonu
sergilememislerdir.

Klebsiella pneumoniae indikatdr patojen bakterisine karst Streptococcus
thermophilus izolatlarindan 1, 4, 5, numaral izolatlar 42 'C’ de sirastyla 8.9-9.7 mm
zon gaplariyla inhibisyon sergilerken diger izolatlar 42 "C’ de belirgin bir inhibisyon
zonu sergilememislerdir. 37 ‘Cde1,2,3,4,5,8,9, 13, 14 numarali izolatlar sirastyla
8.3-11.9, mm arasinda degisen zon ¢aplariyla inhibisyon sergilerken diger izolatlar 37
‘C’ de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememistir. 30 ‘C’ de 1,2,3,5,6,7,8,9, 10,
11, 12, 13, 14, 15 numarali izolatlar sirasiyla 8.7-12.3 mm 25 ‘C’de arasinda degisen
zon c¢aplariyla inhibisyon sergilerken 4 numarali izolat 30 C de belirgin bir inhibisyon
zonu sergilememistir. 25 ‘C’ de 1,2,3,4,5,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 numaral
izolatlar sirasiyla 6.8-9.5 mm zon ¢aplariyla inhibisyon sergilerken 6 numarali izolat 25
"C’ de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememistir.

Listeria monocytogenes indikatér patojen bakterisine karsi Streptococcus
thermophilus izolatlarindan 1, 5 numarali izolatlar 42 "C’ de sirasiyla 8.9, 9.1 mm zon
caplariyla inhibisyon sergilerken 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 numarah
izolatlar 42 °C’ de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 37 C de 1,2, 3,4,
5,6,7,8,9, 11, 12, 13, 14 numaral izolatlar surasiyla 7.4-11.7 mm zon caplariyla
inhibisyon sergilerken 10, 15 numarali izolatlar 37 'C’ de belirgin bir inhibisyon zonu
sergilememislerdir. 30 ‘C’ de 1,2,3,4,5,6,7,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 numaral
izolatlar sirasiyla 7.5-12.3 mm zon c¢aplariyla inhibisyon sergilerken 8 numarali izolat

30°C’ de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememistir. 25 C de 1,2,3,5,6,7,10, 11,
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12, 13 numarali izolatlar sirasiyla 7.1-8.9 mm zon ¢aplariyla inhibisyon sergilerken 4, 8,
9, 14, 15 numaral1 izolatlar belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir

Pseudomonas flourescens indikatér patojen bakterisine karsi Streptococcus
thermophilus izolatlarindan 1, 5 numarali izolatlar 42 °C’ de sirasiyla 9.7, 8.9 mm zon
caplartyla inhibisyon sergilerken 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 numaral
izolatlar 42 'C’ de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 37 ‘Cde2,7,8,11,
12, 15 numarali izolatlar sirastyla 8.7-10.7 mm zon ¢aplariyla inhibisyon sergilerken 1,
3,4,5, 6,9, 10, 13, 14 numarali izolatlar 37 ‘C’ de belirgin bir inhibisyon zonu
sergilememislerdir. 30 C de 1, 2, 3,5, 7, 8 numarali izolatlar sirasiyla 8.9-10.7 mm
zon ¢aplartyla inhibisyon sergilerken 4, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 numaral1 izolatlar 30
C de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 25 C de 3,4,6,7,9, 10
numarali izolatlar sirasiyla 8.9-10.1 mm zon ¢aplartyla inhibisyon sergilerken 1, 2, 5, 8,
11, 12, 13, 14, 15 numaral izolatlar 25 ‘C’ de belirgin bir inhibisyon zonu
sergilememislerdir.

Staphylococcus aureus indikatér patojen bakterisine karsi Streptococcus
thermophilus izolatlarindan 1, 5, 6 numarali izolatlar 42 "C’ de sirastyla 8.5-9.3 mm
zon ¢aplariyla inhibisyon sergilerken 2, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 numarali
izolatlar 42 'C’ de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 37 ‘Cdel,2,4,5,
6, 7, 8, 9, 13, 14 numarali izolatlar sirastyla 7-12.1 mm zon ¢aplariyla inhibisyon
sergilerken 3, 10, 11, 12, 15 numaral izolatlar 37 C de belirgin bir inhibisyon zonu
sergilememislerdir. 30 C’ de 1, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 13, 14 numarali izolatlar
sirastyla 12.9-8.9 mm zon caplariyla inhibisyon sergilerken 11, 12, 15 numarali izolatlar
30°C’ de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 25 C de 1,2,3,4,6,7,8,9,
10, 13, 14 numarali izolatlar sirasiyla 6.6- 10.5 mm zon ¢aplariyla inhibisyon
sergilerken 5, 11, 12, 15 numarali izolatlar 25 ‘C’ de belirgin bir inhibisyon zonu
sergilememislerdir.

Bacillus cereus indikator patojen bakterisine karsi izolatlarin tamaminda 4 farkli
sicaklikta belirgin bir inhibisyon zonu gozlenmemistir. Dolayisiyla kullandigimiz
patojenler bakteriler igerisinde Streptococcus thermophilus izolatlarina karsi en direngli
patojenin Bacillus cereus oldugu farkli inkiibasyon sicakligi uygulamalarinda da ortaya

cikmistir.
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Cizelge 4. 5. Farkli sicaklik uygulamasi sonrasi Streptococcus thermophilus izolatlarinin patojenlere karsi antimikrobiyal aktivitesi (inhibisyon zon ¢aplart mm cinsinden

verilmistir).
Izolat no

% é 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

i &

Enterococcus 42 89 - - - 9.5 - - 101 - - - - 8 7.7 -

faecalis 37 11.9 13.1 111 9.9 111 - - - - - 9 9.7 13.7 127 8.7
30 127 123 123 127 121 - - - - - 7.5 81 87 128 93
25 89 85 97 101 125 - - 117 129 129 8 9 10.1 106 -

Salmonella 42 9.1 - - 8.5 9.3 - - - - - - - - - -

typhmurium 37 117 121 95 103 103 109 97 99 87 89 - - 73 73 -
30 105 9.7 105 107 10.7 9.1 9.3 133 - 8.7 - - 8.4 8.4 -
25 89 85 85 87 8.7 9.7 95 91 95 93 - - - - -

Escherichia 42 111 - - 9.1 10.9 9.3 87 - - - - - - - -

coli 37 123 131 95 113 14.3 11.9 9.7 87 87 143 - - 106 102 -
30 115 111 113 103 111 103 123 109 101 115 85 84 111 113 78
25 103 89 93 91 8.7 8.7 87 93 89 103 - - 8 10 9.1
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Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan Enterococcus faecalis
indikator patojen bakterisine kars1 1, 4, 5 numarali izolatlar 42 "C’de sirasiyla 8.2, 7.1,
6.6 mm zon ¢aplariyla inhibisyon sergilerken 2 ve 3 numaral izolatlar 42 "C’de belirgin
bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 37 ‘C’de 1, 4, 5 numarali izolatlar sirasiyla 7.2,
7.3, 7.5 mm zon ¢aplariyla inhibisyon sergilerken 2 ve 3 numarali izolatlar 37 "C’de
belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 30 ve 25 ‘C’de izolatlarin tamami
belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir.

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan Salmonella
typhmurium indikatér patojen bakterisine karst 1, 4, 5 numarali izolatlar 42 "C’de
sirastyla 7.3, 8.2, 7.5 mm zon ¢aplariyla inhibisyon sergilerken 2 ve 3 numarali izolatlar
42 "C’de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 37 ‘C’de 1, 4, 5 numarali
izolatlar sirasiyla 7.7, 7, 6.8 mm zon c¢aplariyla inhibisyon sergilerken 2 ve 3 numarali
izolatlar 37 "C’de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 30 ve 25 C’de
izolatlarin tamami belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir.

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan Escherichia coli
indikator patojen bakterisine kars1 1, 4, 5 numarali izolatlar 42 ‘Cde sirastyla 8.7, 6.8,
6.8 mm zon ¢aplariyla inhibisyon sergilerken 2 ve 3 numarali izolatlar 42 "C’de belirgin
bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 37 ‘Cde 1, 4, 5 numarali izolatlar sirasiyla 8.4,
6.8, 6.4 mm zon caplariyla inhibisyon sergilerken 2 ve 3 numarali izolatlar 37 "C’de
belirgin bir inhibisyon zonu sergilememistir. 30 ve 25 "C’de izolatlarin tamami belirgin
bir inhibisyon zonu sergilememislerdir.

Lactobacillus  delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan Klebsiella
pneumoniae indikatdr patojen bakterisine karst 1, 4, 5 numaral izolatlar 42 'C’de
sirasiyla 7.7, 9.2, 6.8 mm zon ¢apiyla inhibisyon olustururken 2 ve 3 numarali izolatlar
42 °C’de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 37 ‘C’de 5 numarali izolat 8.6
mm zon ¢apiyla inhibisyon sergilerken 1, 2, 3, 4 numarali izolatlar 37 "C’de belirgin bir
inhibisyon zonu sergilememislerdir. 30 ‘C’de 5 numarali izolat 5.1 mm zon capiyla
inhibisyon sergilerken 1, 2, 3, 4 numarali izolatlar 30 ‘Cde belirgin bir inhibisyon zonu
sergilememislerdir. 25 'C’de 5 numarali izolat 5.6 mm zon capiyla inhibisyon
sergilerken 1, 2, 3, 4 numarali izolatlar 25 Cde belirgin bir inhibisyon zonu
sergilememislerdir.

Lactobacillus  delbrueckii ~ subps.  bulgaricus izolatlarindan  Listeria
monocytogenes indikatér patojen bakterisine karsi 1, 4, 5 numarali izolatlar 42 "C’de

sirastyla 7.1, 6.9, 7.1 mm zon ¢apiyla inhibisyon sergilerken 2 ve 3 numarali izolatlar 42
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‘Cde belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 37 ‘C’de’C’de 1, 4, 5 numaral
izolatlar sirastyla 7.4, 6, 6.5 mm zon ¢apiyla inhibisyon sergilerlerken 2 ve 3 numarali
izolatlar 37 "C’de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 30 ve 25 "C’de
izolatlarin tamami belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir.

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan Pseudomonas
flourescens indikator patojen bakterisine karsi 1, 4, 5 numarali izolatlar 42 "C’de
sirastyla 8.3, 8.8, 10 mm zon ¢apiyla inhibisyon sergilerken 2 ve 3 numarali izolatlar 42
“C’de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 37 'C’de 1, 4, 5 numarali izolatlar
sirastyla 7.8, 8.5, 9.7 mm zon ¢apiyla inhibisyon sergilerken 2 ve 3 numarali izolatlar 37
"C’de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 30 'C’de 1 ve 5 numarali izolatlar
strastyla 6.9 ve 5.9 mm zon capiyla inhibisyon sergilerken 2, 3, 4 numaral izolatlar 30
“C’de belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 25 "C’de izolatlarin tamami
belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir.

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan Staphylococcus
aureus indikator patojen bakterisine kars 1, 4, 5 numarali izolatlar 42 'C’de sirasiyla
7.7, 8.6, 7 mm zon capiyla inhibisyon sergilerken 2 ve 3 numarali izolatlar 42 "C’de
belirgin bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 37 ‘C’de 4 numarali izolat 6.8 mm zon
capiyla inhibisyon sergilerken 1,2, 3, 5 numarali izolatlar 37 C’de belirgin bir
inhibisyon zonu sergilememislerdir. 30 ve 25 'C’de izolatlarm tamami belirgin bir
inhibisyon zonu sergilememislerdir.

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan Bacillus cereus
indikator patojen bakterisine kars1 1, 4, 5 numarali izolatlar 42 ‘C’de sirastyla 6.8, 7.3,
5.6 mm zon ¢apiyla inhibisyon sergilerken 2 ve 3 numaral izolatlar 42 ‘C’de belirgin
bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 37°C’de 1, 4, 5 numarali izolatlar sirasiyla 6.6,
6.3, 7 mm zon ¢apiyla inhibisyon sergilerken 2 ve 3 numarali izolatlar 37 "C’de belirgin
bir inhibisyon zonu sergilememislerdir. 30 ve 25 ‘C’de izolatlarin tamami belirgin bir
inhibisyon zonu sergilememislerdir.

Elde edilen sonucglara gore izolatlarin farkli sicakliklarda olusturduklar1 zon
caplart degiskenlik gostermektedir. Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus
izolatlarn olusturduklari inhibisyon zonlar1 genellikle 42 ve 37 "C’de genislerken 30 ve
25 'C’de genellikle daralmis hatta yok olmustur. Streptococcus thermophilus
izolatlarma kiyasla Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarinin patojenlere
kars1 olusturduklari inhibisyon zonlarinin ¢aplar1 daha dardir. Lactobacillus delbrueckii

subps. bulgaricus izolatlarinin olusturduklart en genis inhibisyon zonu Pseudomonas



55

flourescens bakterisine karst 5 numarali izolatin olusturdugu 10 mm ¢apli zondur. 2 ve
3 numarali izolatlar patojenlerin higbirine kars1 4 farkli sicaklik uygulamasinda da
herhangi inhibisyon zonu olusturmamustir.

Karagiil (2010) 25 ve 42 "C’ de gelistirilen LAB izolatlarinin meydana getirdigi
zon caplar1 daralirken, aym izolatlar 30 veya 35 C’ de gelistirildiginde meydana
getirdikleri zon caplar1 genisledigini gozlemlemistir. 30 C’ de yaptigi ¢alismalarda 35

o

C’ ye gore % 8- 29 arasinda inhibisyon zonlarinin daha biiyiik oldugu gézlemlemistir.

Cizelge 4. 6. Farkli sicaklik uygulamasi sonrasi Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarinin

indikator patojenlere karst antimikrobiyal aktivitesi (inhibisyon zon ¢aplart mm cinsinden verilmistir)

Izolat no
& ~
- I : 3 ¢ 5
Enterococcus 42 8.2 - - 7.1 6.6
faecalis 37 7.2 - - 7.3 7.5
30 - - - - -
25 - - - - -
Salmonella 42 7.3 - - 8.2 7.5
typhmurium 37 1.7 - - 7 6.8
30 - - - - -
25 - - - - -
Escherichia 42 8.7 - - 6.8 6.8
coli 37 8.4 - - 6.8 6.4
30 - - - - -
25 - - - - -
Klebsiella 42 7.7 - - 9.2 6.8
pneumoniae 37 - - - - 8.6
30 - - - - 51
25 - - - - 5.6
Listeria 42 7.1 - - 6.9 7.1
monocytogenes 37 7.4 - - 6 6.5
30 - - - - -

N
o1
1
1
1
1
1
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Pseudomonas 42 8.3 - - 8.8 10
flourescens 37 7.8 - - 8.5 9.7
30 6.9 - - - 5.9
25 - - - - -
Staphylococcus 42 7.7 - - 8.6 7
aureus 37 - - - 6.8 -
30 - - - - -
25 - - - - -
Bacillus cereus 42 6.8 - - 7.3 5.6
37 6.6 - - 6.3 7
30 - - - - -
25 - - - - -

4.1.3.4. Besiyeri baslangic pH degerinin bakteriyosin benzeri madde iiretime etkisi

Farkli pH degerlerine sahip kati besiyerlerinde gelistirilen Streptococcus
thermophilus izolatlarnin meydana getirdikleri inhibisyon zonlar1 Cizelge 4.7. ’de
verilmigtir. Bu ¢alismalarin sonucunda, baslangic pH degeri 4.5 ve 5.5 olan
besiyerlerinde bakteriyosin-benzeri madde iiretiminde gozlenmezken, pH 6,5 ve 7,5 da
en yiiksek diizeye ulagmistir.

Enterococcus faecalis indikator patojen bakterisine karsi pH 4.5 ve pH 5.5 ‘de
15 farkli Streptococcus thermophilus izolatlarinin tamaminda belirgin bir inhibisyon
zonu gozlenmemistir. pH 6.5 ‘te 10.5 mm zon ¢apiyla en genis inhibisyon zonunu 11
numaral: izolat olustururken, 7 mm zon ¢apiyla 10 numarali izolat en dar inhibisyon
zonunu olusturmustur. pH 7.5 ‘te 8.8 mm zon c¢apiyla en genis inhibisyon zonunu 7
numarali izolat olustururken 6.4 mm zon capiyla en dar inhibisyon zonunu 4 numarali
izolat olusturmustur.

Salmonella typhmurium indikator patojen bakterisine karsi pH 4.5 ve pH 5.5 ‘de
15 farkli Streptococcus thermophilus izolatlarinin tamaminda belirgin bir inhibisyon
zonu gozlenmemistir. pH 6.5 ‘te 11.8 mm zon ¢apiyla 3 numarali izolat en genis
inhibisyon zonunu olustururken 7.8 mm zon ¢apiyla 4 numarali izolat en dar inhibisyon
zonunu olusturmustur. pH 7.5 ‘te 11.3 mm zon ¢apiyla 7 numarali izolat en genis
inhibisyon zonunu olustururken 7.3 mm zon ¢apiyla 4 numarali izolat en dar inhibisyon

zonunu olusturmustur.
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Escherichia coli indikator patojen bakterisine karsi pH 4.5 ve pH 5.5 ‘de 15
farkl1 Streptococcus thermophilus izolatlarinin tamaminda belirgin bir inhibisyon zonu
gbzlenmemistir. pH 6.5’te 10.2 mm zon ¢apiyla 3 numarali izolat en genis inhibisyon
zonunu olustururken, 6.5 mm zon ¢apiyla 5 numarali izolat en dar inhibisyon zonunu
olusturmustur. pH 7.5 ‘te 10.3 mm zon ¢apiyla 11 numarali izolat en genis inhibisyon
zonunu olustururken 6, 7, 10, 14 ve 15 numarali izolatlar belirgin bir inhibisyon zonu
olusturmamustir.

Klebsiella pneumoniae indikator patojen bakterisine kars1 pH 4.5 ve pH 5.5 ‘de
15 farkli Streptococcus thermophilus izolatlarinin tamaminda belirgin bir inhibisyon
zonu gozlenmemistir. pH 6.5 ‘te 10 mm zon c¢apiyla 9 numarali izolat en genis
inhibisyon zonunu olustururken 2, 3 ve 4 numarali izolatlar belirgin bir inhibisyon zonu
olusturmamistir. pH 7.5 ‘te 9.1 mm zon ¢apiyla 6 numarali izolat en genis inhibisyon
zonunu olustururken 1, 2, 3, 4, 5, 7, 8, 9, 10, 14 ve 15 numarali izolatlar belirgin bir
inhibisyon zonu olusturmamustir.

Listeria monocytogenes indikator patojen bakterisine kars1 pH 4.5 ve pH 5.5 ‘de
15 farkli Streptococcus thermophilus izolatlarinin tamaminda belirgin bir inhibisyon
zonu gozlenmemistir. pH 6.5 ‘te 9.9 mm zon ¢apiyla 3 ve 13 numarali izolatlar en genis
inhibisyon zonunu olustururken 7.6 mm zon c¢apiyla 10 numarali izolat en dar
inhibisyon zonunu olusturmustur. pH 7.5’te 12.9 mm zon ¢apiyla 7 numaral1 izolat en
genis inhibisyon zonunu olustururken 14 ve 15 numarali izolatlar belirgin bir inhibisyon
zonu olusturmamaistir.

Pseudomonas flourescens indikator patojen bakterisine kars1 pH 4.5 ve pH 5.5
‘de 15 farkli Streptococcus thermophilus izolatlarinin tamaminda belirgin bir inhibisyon
zonu gozlenmemistir. pH 6.5’te 12 mm zon ¢apiyla 2 ve 13 numarali izolatlar en genis
inhibisyon zonunu olustururken 5.3 mm zon ¢apiyla 4 numarali izolat en dar inhibisyon
zonunu olusturmustur. pH 7.5 ‘te 10.9 mm zon capiyla 11 numarali izolat en genis
inhibisyon zonunu olustururken 7.2 mm zon ¢apiyla 9 numarali izolat en dar inhibisyon
zonunu olusturmustur.

Staphylococcus aureus indikator patojen bakterisine karsi pH 4.5 ve pH 5.5 ‘de
15 farkli Streptococcus thermophilus izolatlarinin tamaminda belirgin bir inhibisyon
zonu gozlenmemistir. pH 6.5 ‘te 8.2 mm zon ¢apiyla 7 ve 11 numarali izolatlar en genis
inhibisyon zonunu olustururken 6 mm zon ¢apiyla 4 numarali izolat en dar inhibisyon

zonunu olusturmustur. pH 7.5’te 10.8 mm zon c¢apiyla 7 numarali izolat en genis
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inhibisyon zonunu olustururken 14 ve 15 numarali izolatlar belirgin bir inhibisyon zonu
olusturmamistir.

Bacillus cereus indikator patojen bakterisine kars1 pH 4.5 ve pH 5.5 ‘de 15 farkli
Streptococcus thermophilus izolatlarinin tamaminda belirgin bir inhibisyon zonu
gozlenmemistir. pH 6.5 ‘te 10.5 mm zon ¢apiyla 13 numarali izolat en genis inhibisyon
zonunu olustururken 6.8 mm zon ¢apiyla 4 numarali izolat en dar inhibisyon zonunu
olusturmustur. pH 7.5 ‘te 8.7 mm zon ¢apiyla 8 ve 10 numarali izolatlar en genis
inhibisyon zonunu olustururken 14 ve 15 numarali izolatlar belirgin bir inhibisyon zonu
olusturmamuistir.

Sonuglara gore pH 4.5 ve 5.5 ‘te farkli Streptococcus thermophilus izolatlarinin
tamaminda belirgin bir inhibisyon zonu gézlenmemistir. Izolatlarin bir kismi pH 6.5 ‘ta
en genis inhibisyon zonunu olustururken bir kismi1 da pH 7.5 ‘ta en genis inhibisyon
zonunu olusturmustur. Farkli pH uygulamasi sonucuna gore en genis inhibisyon zonunu
pH 7.5’ta 12.9 mm zon ¢apiyla 7 numarali izolat Listeria monocytogenes indikator
patojen bakterisine kars1 olusturmustur.

Chaveerach ve ark., (2004) yaptiklar1 calismada, tavuk bagirsagindan izole
edilen Lactobacillus (P93)’ un, Campylobacter gelisimini inhibe ederken, E. coli ve
Enterococcus’ un Campylobacter gelisimini inhibe etmedigini belirlemislerdir. Bu
inhibitér etki gosteren Lactobacillus izolatini Lactobacillus fermentum olarak
tanimlamislar ve bu izolatin {irettii antimikrobiyal maddenin yapisini belirlemek i¢in
stipernatanti farkli pH’ larda incelemislerdir. pH 4,5 ve 6’ da inhibisyon etkisinin devam
ettigini, pH 7’ den itibaren inhibisyon etkisinin kayboldugunu belirlemislerdir. Ayrica
slipernatanta katalaz enzimi uygulandiktan sonra inhibisyon zon biiylikliigliniin de
azaldigini belirlemislerdir. Bu ¢alismada da inhibisyon etkisi belirlenen Lactobacillus
izolatlarina katalaz enzimi uygulandiktan sonra inhibisyon zon c¢apinda kiigiilme
oldugu, ayrica pH 8’ den itibaren inhibisyonun kayboldugu bulunmustur.

2003 yilinda iilkemizde yapilan bir ¢aligmada arastirmacilar, bakteriyosin lireten
6 izolatin farkli pH derecelerine duyarliliklarini aragtirmiglardir. Arastirma sonucunda
pH 3’ de 2’ sini direngli, 4’ {inii duyarli; pH 4,5 da 6’ sim1 direngli; pH 7’ de 5’ ini
direncli, 1’ ini duyarli; pH 9’ da ise 5° ini duyarli olarak bulmuslardir(Karaoglu A. ve
ark.,2003).

Ulkemizde yapilan baska bir calismada arastirmacilar, L. salivarius M7
tarafindan {iretilen Salivarisin B proteininin yapisim1 arastirmiglardir. Calismada bu

proteinin pepsin, tripsin, kimotripsinin gibi protein parcalayan enzimlerden
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etkilenmedigini, proteinaz K’ ya kars1 ise kismen duyarli oldugunu ve pH 3-9 araliginda

aktif olugunu belirlemislerdir (Cataloluk ve Giirakan, 2003).

1999’ da Pakistan’ da yapilan bir c¢alismada arastirmacilar, inceledikleri

Laktobasilin irettigi bir bakteriyosinin, farkli pH derecelerine direncliliklerini

arastirmiglardir. pH 3-7 aralifinda direnglilik gosterdigi ve bu direncliligin pH 4 ve 5’

de maksimum seviyede oldugunu belirlemislerdir (Khalid ve ark., 1999).

Cizelge 4. 7. Farkli pH uygulamasi sonras1 Streptococcus thermophilus izolatlarinin indikat6r patojen

bakterilere karsi antimikrobiyal aktivitesi (inhibisyon zon ¢aplari mm cinsinden verilmistir).

Izolat no
Indikator pH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
patojen bakteri
Enterococcus 45 - - - - - - - - - - - - - - -
faecalis 55 - - - - - - - - - - - - - - -
65 86 95 98 81 85 75 81 98 80 70 105 96 83 9.0 80
75 77 74 72 64 80 87 88 87 80 82 83 79 75 83 82
Salmonella 45 - - - - - - - - - - - - - - -
typhmurium 55 - - - - - - - - - - - - - - -
65 99 103 118 78 9.2 8.0 103 103 103 103 11.3 116 11.3 106 104
75 10089 89 73 10482 113 89 75 85 94 94 87 88 87
Escherichia 45 - - - - - - - - - - - - - - -
coli 55 - - - - - - - - - - - - - - -
65 81 93 102 66 65 75 83 72 73 80 98 9.7 96 96 81
75 71 66 63 67 90 - - 64 65 - 103 94 93 - -
Klebsiella 45 - - - - - - - - - - - - - - -
pneumoniae 55 - - - - - - - - - - - - - - -
65 90 - - - 73 81 83 92 100 9.7 738 73 67 52 64
75 - - - - - 9.1 - - - - 5.6 6.2 50 - -
Listeria 45 - - - - - - - - - - - - - - -
monocytogenes 5.5 - - - - - - - - - - - - - - -
65 90 97 99 80 97 88 89 83 81 76 88 9.0 99 95 85
75 84 89 88 60 91 88 129 87 73 77 81 83 85 - -
Pseudomonas 45 - - - - - - - - - - - - - - -
flourescens 55 - - - - - - - - - - - - - - -
6.5 11.0 120 105 53 9.1 107 11.7 104 101 108 113 11 120 104 88
75 106 107 84 77 74 87 101 76 72 81 109 101 87 84 8.5
Staphylococcus 4.5 - - - - - - - - - - - - - - -
aureus 55 - - - - - - - - - - - - - - -
65 71 77 80 60 66 75 82 78 71 72 82 80 79 74 75
75 87 91 87 73 79 83 108 96 95 87 84 81 85 - -
Bacillus cereus 4.5 - - - - - - - - - - - - - - -
65 10198 82 68 84 77 82 88 91 74 99 9.7 105 99 82
75 75 76 77 76 86 84 86 87 82 87 85 82 83 - -
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Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarina gelince, Enterococcus
faecalis indikator patojen bakterisine karst pH 4.5 ‘te higbir izolat belirgin bir
inhibisyon zonu olusturmazken, pH 5.5 ‘te yalnizca 5 numarali izolat 8.8 mm zon
capiyla inhibisyon zonu olusturmustur. pH 6.5’te 11.9 mm zon c¢apiyla en genis
inhibisyon zonunu 4 numarali izolat olustururken 2 ve 3 numarali izolatlar belirgin bir
inhibisyon zonu olusturmamistir. pH 7.5 ‘te 11.5 mm zon ¢apiyla 1 numarali izolat en
genis inhibisyon zonunu olustururken 2 ve 3 numarali izolatlar belirgin bir inhibisyon
zonu olusturmamustir.

Salmonella typhmurium indikator patojen bakterisine karst pH 4.5 ‘te higbir
izolat belirgin bir inhibisyon zonu olusturmazken pH 5.5 ‘te sadece 4 ve 5 numarali
izolatlar 7.2 ve 7.5 mm zon ¢apiyla inhibisyon olusturmuslardir. pH 6.5 ‘te 15.2 mm
zon ¢apiyla 1 numarali izolat en genis inhibisyon zonunu olustururken 2 ve 3 numarali
izolatlar belirgin bir inhibisyon zonu olusturmamustir. pH 7.5’te 8.6 mm zon ¢apiyla en
genis inhibisyon zonunu 4 numarali izolat olustururken 2 ve 3 numarali izolatlar
belirgin bir inhibisyon zonu olugturmamistir.

Escherichia coli indikator patojen bakterisine karsi pH 4.5 ‘te higbir izolat
belirgin bir inhibisyon zonu olusturmazken pH 5.5’te sadece 5 numarali izolat 8.1 mm
zon ¢apiyla inhibisyon olusturmustur. pH 6.5’te 10.7 mm zon ¢apiyla 1 numarali izolat
en genis inhibisyon zonunu olustururken 2 ve 3 numarali izolatlar belirgin bir
inhibisyon zonu olusturmamistir. pH 7.5’te 8.9 mm zon ¢apiyla 5 numarali izolat en
genis inhibisyon zonunu olustururken 2 ve 3 numarali izolatlar belirgin bir inhibisyon
zonu olusturmamaistir.

Klebsiella pneumoniae indikator patojen bakterisine karsi pH 4.5 ‘te higbir izolat
belirgin bir inhibisyon zonu olusturmazken pH 5.5 ‘te sadece 5 numarali izolat 8§ mm
zon ¢apiyla inhibisyon olusturmustur. pH 6.5 ‘te 11.4 mm zon ¢apiyla 5 numarali izolat
en genis inhibisyon zonunu olustururken 2 ve 3 numarali izolatlar belirgin bir
inhibisyon zonu olusturmamistir. pH 7.5’te 9.3 mm zon ¢apiyla 5 numarali izolat en
genis inhibisyon zonunu olustururken 2 ve 3 numarali izolatlar belirgin bir inhibisyon
zonu olusturmamuistir.

Listeria monocytogenes indikator patojen bakterisine karst pH 4.5 ‘te higbir
izolat belirgin bir inhibisyon zonu olusturmazken pH 5.5 ‘te sadece 5 numarali izolat
6.5 mm zon ¢apiyla inhibisyon olusturmustur. pH 6.5 ‘te 8.6 mm zon ¢apiyla 4 ve 5
numarali izolatlar en genis inhibisyon zonunu olustururken 2 ve 3 numarali izolatlar

belirgin bir inhibisyon zonu olusturmamistir. pH 7.5 ‘te 7.2 mm zon ¢apiyla 1 numaral
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izolat en genis inhibisyon zonunu olustururken 2 ve 3 numarali izolatlar belirgin bir
inhibisyon zonu olusturmamustir.

Pseudomonas flourescens indikator patojen bakterisine karst pH 4.5 ‘te hicbir
izolat belirgin bir inhibisyon zonu olusturmazken pH 5.5’te yalnizca 5 numarali izolat
6.1 mm zon ¢ap1 olusturmustur. pH 6.5 ‘te 11 mm zon ¢apiyla 1 numarali izolat en
genis inhibisyon zonunu olustururken 2 ve 3 numarali izolatlar belirgin bir inhibisyon
zonu olusturmamistir. pH 7.5 11.4 mm zon ¢apiyla 4 numarali izolat en genis
inhibisyon zonunu olustururken 2 ve 3 numarali izolatlar belirgin bir inhibisyon zonu
olusturmamuistir..

Staphylococcus aureus indikator patojen bakterisine karsi pH 4.5’te higbir izolat
belirgin bir inhibisyon olusturmazken pH 5.5 ‘te sadece 4 ve 5 numarali izolatlar 6.2 ve
6.5 mm zon ¢ap1 olusturmuslardir. .pH 6.5 ‘te 11.9 mm zon ¢apiyla 5 numarali izolat en
genis inhibisyon zonunu olusturuken 2 ve 3 numarali izolatlar belirgin bir inhibisyon
zonu olusturmamistir. pH 7.5’te 8.2 mm zon capiyla 5 numarali izolat en genis
inhibisyon zonunu olustururken 2 ve 3 numarali izolatlar belirgin bir inhibisyon zonu
olusturmamustir.

Bacillus cereus indikatér patojen bakterisine karst pH 4.5 ve 5.5’te hicbir
belirgin inhibisyon zonu olusmazken pH 6.5’te 13 mm zon ¢apiyla 4 numarali izolat en
genis inhibisyon zonunu olusturmustur 2 ve 3 numarali izolatlar belirgin bir inhibisyon
zonu olusturmamistir. pH 7.5 ‘te 8.6 mm zon c¢apiyla 1 numarali izolat en genis
inhibisyon zonunu olustururken 2 ve 3 numarali izolatlar belirgin bir inhibisyon zonu
olusturmamuistir.

Lactobacillus deldrueckii subps. bulgaricus izolatlarinin farkli pH degerlerinde

olusturdugu inhibisyon zon ¢aplar1 Cizelge 4.8 ‘da verilmistir.

Cizelge 4. 8. Farkli pH uygulamasi sonras1 Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarinin
patojenlere kars1 antimikrobiyal aktivitesi (inhibisyon zon ¢aplart mm cinsinden verilmistir).

pH 1 2 3 4 5
Enterococcus 4.5 - - - - N
faecalis 55 - - - - 8.8
6.5 8.7 - - 11.9 9.7
75 115 - - 7.7 7.2
Salmonella 45 - - - - -
typhmurium 55 - - - 7.2 7.5
6.5 15.2 - - 12.2 10.5

7.5 7.2 - - 8.6 6.9
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Escherichia 4.5 - - - - -

coli 5.5 - - - - 8.1
6.5 10.7 - - 9.0 10.4
75 8.2 - - 8.2 8.9
Klebsiella 4.5 - - - - -
pneumoniae 55 - - - - 8.0
6.5 10.1 - - 10.0 114
75 8.2 - - 8.1 9.3
Listeria 4.5 - - ) i i
monocytogenes 5.5 - - - - 6.5
6.5 7.6 - - 8.6 8.6
75 7.2 - - 7.0 7.0
Pseudomonas 4.5 - - - - -
flourescens 5.5 - - - - 6.1
6.5 11.0 - - 10.1 9.9
75 9.9 - - 114 9.0
Staphylococcus 4.5 - - - - -
aureus 55 - - - 6.2 6.5
6.5 9.9 - - 11.2 11.9
7.5 7.1 - - 8.2 7.8
Bacillus cereus 4.5 - - - - -
5.5 - - - - -
6.5 10.2 - - 13 7.5
75 8.6 - - 7.0 7.3

Sonuglara bakildiginda hem Streptococcus thermophilus hem de Lactobacillus
delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarinin neredeyse tamammin pH 4.5 ve 5.5 ‘te
antimikrobiyal etkinligi azalirken pH 6.5 ve 7.5 ‘te antimikrobiyal etkinlik artmugstir.
LAB izolatlarinin asidik pH’dan ziyade nétr ve notre yakin pH degerlerinde
antimikrobiyal etkinliklerinin arttig1 gozlenmistir.

Mattiason ve ark., (2005) Lactobacillus aciophilus ile yaptiklar1 ¢alismada
bakteriyosin aktivitesinin pH 4-9 arasinda degismedigi ancak pH 10’da aktivitenin
azaldig1 belirlenmistir. Yapilan diger bir c¢alismada S. thermophilus’da goriilen
bakteriyosin aktivitesinin pH 10°da kayboldugu saptanmustir (Aktypis ve
Kalantzopuoulos, 2003).

Aykanat (2008) Lactobacillus izolatlarinin, patojen bakterilere karsi
olusturduklar1 inhibisyonda, asitligin etkisini belirlemek amaciyla, bu izolatlarin asitligi
denatiire edilmistir. Asitlik denatiire edildikten sonra Laktobasillerin bazi1 patojenlere
kars1 hi¢ zon olusturmadiklari, bazilarinin ise zon ¢aplarinin kii¢tildiigii belirlenmistir.
F7 kodlu L. salivarius, asitligi denatiire edilmeden 6nce C. Jejuni (ATCC 33291)’ ye
kars1 14 mm ¢apinda bir zon olustururken, L. salivarius’ un asitligi denatiire edildikten
sonra zon olusturmadigr belirlenmistir. Bu durum da, bu izolatin C. jejuni ATCC

33291 e kars1 olusturdugu inhibisyonun tamaminin asitlikten kaynaklandigini
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gostermektedir. A1l kodlu L. acidophilus asitlik denatiire edilmeden once S.
typhimurium’ a karst 16 mm ¢apinda bir zon olustururken, asitlik denatiire edildikten
sonra bu zon ¢apmin 10 mm’ ye diistiigli belirlenmistir. Bu durum da, bu izolatin
patojene kars1 antimikrobiyal etkisine asitligin yaninda baska antimikrobiyal
maddelerinde etkili olabilecegini gostermektedir.

Ammor ve ark., (2006) laktik asit bakterilerinin antibakteriyal aktiviteleri ile
ilgili yaptiklar1 ¢alismada, izolatlarin asitligini noétralize ettikten sonra inhibisyon zon

caplarinda kiigiilmenin oldugunu belirlemislerdir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Dogal olarak tiretilen yogurttan izole edilen Streptococcus thermophilus ve
Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarmin g¢esitli patojenler {izerine
antimikrobiyal etkinliginin belirlenmesini amaglayan ¢alismada elde edilen sonuglar su
sekildedir:

Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus
izolatlarinin ¢esitli patojenler tlizerine antimikrobiyal -etkinliginin belirlenmesini
amaglayan ¢alismada oncelikle 3 farklt metot test edildi. Test edilen bu metotlarin iki
tanesinde MRS broth igerisinde gelistirilen LAB’larin siipernatantlar1 kullanilirken bir
tanesinde direk bakteri kiiltiiri kullanilmustir. Iki tekrarli denemeler neticesinde
siipernatant kullandigimiz agar diflizyon ve disk difiizyon metodunda ilk denemede
patojenlere karsi kuvvetli zon olusturan izolatlarin ikinci denemede olusturduklari
zonlarin caplarmin daraldigi hatta tamamen kayboldugu goriildii. Bu nedenle direk
bakteri kiiltiiriiniin kullanildig1 ve daha tutarli sonuglar veren agar sandivi¢ metodu en
uygun metod olarak se¢ilmistir.

Agar sandvi¢ metodu kullanilarak bakterilerin sectigimiz patojenler lizerine
antimikrobiyal etkinligi test edilmistir. Bunun sonucunda 15 Streptococcus
thermophilus izolatindan 11 tanesi en genis inhibisyon zonlarmi1 Salmonella
typhmurium’a kars1 sergilemistir bu nedenle bu bakteri en duyarh test bakterisi olarak
degerlendirilmistir. Izolatlarin tamaminm Bacillus cereus’a kars1 sergiledikleri zon
caplar1 8.8 mm ve 5.8 mm arasinda degistiginden Bacillus cereus ise en direngli test
bakteri olarak degerlendirilmistir.

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarindan elde edilen sonuglara
gore 2 ve 3 numarali izolatlar patojenlerin tamamina karsi herhangi bir inhibisyon zonu
olusturmamistir. En genis inhibisyon zonunu 10.2 mm zon ¢apiyla 4 numarali izolat
Enterococcus faecalis’e kars1 sergilemistir. En dar inhibisyon zonunu ise 5.9 mm zon
capiyla 5 numarali izolat Bacillus cereus’a kars1 sergilemistir.

Bakteriyosinler protein yapisinda maddelerdir. LAB izolatlarimizin test
bakterilerine kars1 gosterdigi antimikrobiyal aktivite protein yapisinda bir maddeden
kaynaklaniyorsa, bu durumda proteolitik enzimlerle inaktive olmalidir. Bu hipotezden
yola ¢ikilarak bu asamada, LAB izolatlar1 proteolitik enzimlerle muamele edilerek, test

bakterilerine karsi tekrar denenmistir.
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Streptococcus thermophilus izolatlarinin proteolitik enzimlerle (tripsin, a-
kimotripsin, proteinaz-K) muamelesinden sonra inhibisyon zonlarinda 6nemli bir
degisiklik olmamistir. Antimikrobiyal aktivite inaktive olmamistir. Dolayisiyla
izolatlarin gosterdigi antimikrobiyal aktivite muhtemelen protein yapisinda olan
bakteriyosinlerden kaynaklanmamaktadir.

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlart proteolitik enzimlerle
muamale edildiginde zon ¢aplarinda belirgin bir de§isme olmamistir. Antimikrobiyal
aktivite inaktive olmamistir. Dolayisiyla izolatlarin  antimikrobiyal aktivitesi
muhtemelen protein dogasinda olan bakteriyosinlerden kaynaklanmamaktadir.

Streptococcus thermophilus izolatlarinin farkli inkiibasyon sicakligi uygulamasi
sonrast olusturduklar1 zon ¢aplarina bakildiginda zon ¢aplar1 genellikle 30 ve 37 “C’de
genislerken 42 ve 25 °C’de daralmistir.

Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarinin da farkli sicaklik
uygulamasi sonrasi olusturduklart zon g¢aplar1 37 ve 42 °C’de genislerken 30 ve 25
°C’de daralmistir. Ancak Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarinin
olusturduklar1 zon ¢aplar1 Streptococcus thermophilus izolatlarina kiyasla daha dardir.

Besiyeri baslangi¢ pH degerinin antimikrobiyal aktivite tizerine etkisine gelince
sonuglara bakildiginda hem Streptococcus thermophilus hem de Lactobacillus
delbrueckii subps. bulgaricus izolatlarinin neredeyse tamaminin pH 4.5 ve 5.5 ‘te
antimikrobiyal etkinligi azalirken pH 6.5 ve 7.5 ‘te antimikrobiyal etkinlik artmugtir.
LAB izolatlarinin asidik pH’dan ziyade nétr ve notre yakin pH degerlerinde
antimikrobiyal etkinliklerinin arttig1 gozlenmistir.

Elde edilen sonuglar genel olarak degerlendirildiginde LAB izolatlarinin uygun
pH ve sicaklik degerlerinde patojen bakterilerinin gelisimi iizerine antimikrobiyal
etkisinin oldugu ortaya ¢ikmistir. Ancak proteolitik enzimle muamele sonucunda zon
caplarinda herhangi bir daralma ve yok olma durumuna rastlanmadigindan ¢alismada
kullandigimiz  LAB  izolatlarinin  antimikrobiyal etkisinin  bakteriyosinden
kaynaklanmadig1 sonucuna varildi.

Biyokorumanin her gegen giin énem kazandig1 gliniimiizde saglikli ve giivenilir
trlinler tiretmek i¢cin miimkiin oldugunca proses uygulamalarindan kaginilmakta ve
dogal ve giivenilir katki maddelerine olan ilgi artmaktadir. Bu noktada dogal olarak
tiretilen yogurttan izole edilen Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii
subps. bulgaricus suslarinin gidalarda bozulmaya sebep olan birgok patojen bakteri

tizerinde antimikrobiyal etkili oldugu tespit edildiginden bu izolatlarin uygun ortam
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sartlar1 saglanmak suretiyle gidalarda biyokoruma amaciyla gilivenli bir sekilde

kullabilecektir.
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