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ANNE SUTUNDEN iZOLE EDILEN LAKTIK ASIT BAKTERILERININ GIDA
TEKNOLOJISIi AGISINDAN ONEMLi OLAN BAzZl OZELLIKLERININ
BELIRLENMESI

UFUK BAGCI
6z

Bu tez galismasinda, anne sitiinden izole edilen laktik asit bakterileri (LAB) tanimlanarak,
gida endustrisi agisindan énemli olan bazi dzellikleri belirlenmistir. 16S rRNA sonuglari
g6z 6nlne alinarak tanimlanan 23 adet Enterococcus faecalis, 6 adet E. faecium, 8 adet
Streptococcus salivarus, 2 adet Lactobacillus gasseri ve 1 adet Pediococcus acidilactici
susu gida endistrisinde kullanilma potansiyeli bulunan LAB olarak tespit edilmistir. Bu
suslar enzim profilleri, biyojen amin olusturma &zellikleri, antibiyotik direnclilikleri,
antimikrobiyel aktiviteleri ve bakteriyosin olusturma yetenekleri agisindan incelenmistir.
Calisilan suslarda tirozin dekarboksilaz disinda herhangi bir dekarboksilaz aktivitesi
belirlenmemistir. Suslarin  blylk bir ¢ogunlugu kloramfenikol, ampisilin, penisilin,
vankomisin ve gentamisin’e duyarli, kanamisin ve eritromisin’e ise direnclidir.
Antimikrobiyel aktivite gésterdigi belirlenen suslardan 7 adedinin bakteriyosin Urettigi tespit
edilmistir. Bakteriyosin Ureten suslarin yiksek sicaklik, disik pH ve safra ortamlarina,
cesitli tuz ve nitrit derisimlerine karsi direng &zellikleri ile kolesterolii azaltma gibi
fonksiyonel 6zelikleri test edilmistir. Bu suslar kolesteroll in-vitro olarak % 25.1 - % 64.1
oranlarinda azaltmistir. Bakteriyosinlerin  tamaminin  gelisimin logaritmik fazinda
Uretiimeye baslandigi ve durgun fazin basinda dretimin maksimum diizeye ulastigi
g6zlenmistir. Bakteriyosinler yiksek sicakliklara (100 °C; 30 dakika) direngli ve genis pH
stabilitesine (pH 2-9) sahiptir. P.acidilactici LB A06-02, Lb. gasseri LB A14-01, Str.
salivarus LB A15-01, E. faecium LB A01-01, E. faecium LB K04-03, E. faecium M17 K09-
02 ve E. faecium LB A13-01 bakteriyosinlerinin molekiler biyuklikleri sirasiyla 5.23, 5.00,
5.25, 5.02, 4.93, 4.48 ve 4.96 kDa olarak belirlenmistir. Calisma kapsaminda incelenen
suslarinin  gida endistrisinde starter veya probiyotik kiltir olarak kullanim
potansiyellerinin tam olarak degerlendirilebilmesi icin bagirsakta tutunma ve kullanildiklari
arin ozelliklerine etkileri gibi diger 6énemli fonksiyonel ve teknolojik &zelliklerini ortaya
koyacak ileri galigmalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterileri, anne sitl, starter kiltir, bakteriyosinler,

antibiyotik direncliligi.
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DETERMINATION OF SOME IMPORTANT PROPERTIES OF LACTIC ACID
BACTERIA ISOLATED FROM HUMAN MILK BASED ON FOOD TECHNOLOGY

UFUK BAGCI
ABSTRACT

In this thesis, lactic acid bacteria (LAB) isolated from human milk were identified and
some important properties were determined from the point of food industry. Taking into
consideration of 16S rRNA, 23 Enterococcus faecalis, 6 E. faecium, 8 Streptococcus
salivarus, 2 Lactobacillus gasseri and 1 Pediococcus acidilactici strains were identified as
LAB having a potential for use in the food industry. These strains were examined in terms
of enzyme profiles, ability to produce biogenic amines, antibiotic resistance, antimicrobial
activity and ability to produce bacteriocins. These strains did not have any decarboxlase
activity except tyrosine decarboxylase. The vast majority of these strains were determined
to be sensivite to chloramphenicol, ampicilin, penicilin, vancomycin and gentamycin, and
resistant to kanamycin and erythromycin. Strains which have antimicrobial effect were
evaulated in terms of bacteriocin producing abilities and 7 strains were found to be
bacteriocin producer. Resistance to high temperature, low pH and bile environment,
vaious salt and nitrite concentrations and functional properties such as cholesterol
reducing ability of the bacteriocin producer strains were examined. Cholesterol level was
reduced at 25,1-64,1% rates by these strains in-vitro conditions. All bacteriocins began to
produce at the logarithmic growth phase and bacteriocin productions reached to maximum
level at the beginning of the stationary phase. Bacteriocins were resistant to high
temperatures (100 °C, 30 minutes) and stable at a wide pH range (pH 2-9). Molecular
mass of the bacteriocins of P. acidilactici LB A06-02, Lb. gasseri LB A14-01, Str. salivarus
LB A15-01, E. faecium LB A01-01, E. faecium LB K04-03, E. faecium M17 K09-02 and E.
faecium LB A13-01 was found to be 5.23, 5.00, 5.25, 5.02, 4.93, 4.48 and 4.96 kDa,
respectively. Further studies like adhesion to colon and effects of cultures on the product
characteristics are needed in order to evaluate the potential use of strains as starter or

probiotic culture examined in this study.

Keywords: Lactic acid bacteria, human milk, starter culture, bacteriocins, antibiotic

resistance.
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1. GIRIS

Anne sitinden izole edilen laktik asit bakteri turleri (Lactobacillus gasseri, Lb.
rhamnosus, Lb. acidophilus, Lb. plantarum, Lb. fermentum, Enterococcus faecium,
E. faecalis, vb.) probiyotik veya starter kiltlir olarak kullanilabilecek suslari

icermeleri bakimindan énemlidir (Martin et al., 2004).

Laktik asit bakterileri (LAB) glvenli kabul edilebilir (GRAS, Generally Recognized
as Safe) listesinde yer almakta ve Urettikleri organik asitler, hidrojen peroksit ve
bakteriyosin gibi antimikrobiyel maddeler ile gidalarda patojen ve bozulma yapici
mikroorganizmalarin inhibisyonunda énemli bir rol oynamaktadirlar (O’Sullivan et
al., 2002; Parada et al., 2007). LAB grubunda yer alan bazi probiyotik suslarin (E.
faecium, E. faecalis, Streptococcus thermophilus, Lactococcus lactis subsp. lactis,
Leuconostoc mesenteroides, Lb. acidophilus, Lb. gasseri, P. acidilactici) Listeria
monocytogenes, enterohemorajik Escherichia coli, Salmonella typhimurium (Sal.
Typhimurium), Bacillus cereus, Shigella flexneri ve Yersinia enterocolitica gibi
patojen bakterilerin Uremesini 6nledidi bilinmektedir (Fernandez et al., 2003;
Karaoglu et al., 2003; Klingberg et al., 2005; Aslim and Kilic, 2006; Delgado et al.,
2007; Pelinescu, et al., 2011). Probiyotik LAB tirleri ayrica serum kolesterol
seviyesinin dusurdlmesi, laktoz sindirimindeki bozukluklarin dizeltiimesi, immin
sistemin gugclendirilmesi, kanser olusumunda rol alan fekal enzimlerin azaltiimasi,
ishal tedavisi, rotavirus ve kolite neden olan Clostridium difficile’nin kontroli ve
Helicobacter  pylori  kaynakli  Ulserin  6nlenmesinde de etkin roller
Ustlenebilmektedirler (Franz et al., 1999; Saavedra, 2001; Foulquie Moreno et al.,
2006; Parvez et al., 2006).

GUnUmuzde artan tuketici bilincine paralel olarak gidalarin korunmasinda
koruyucu kultarlerin veya bunlarin metabolitlerinin kullanimina egilim artmigtir.
Biyo-koruyucu olarak bakteriyosinlerin kullaniimasi gida gtvenliginde yeni bir
yaklasim olarak kabul gérmektedir. Bakteriyosinler, ribozomal olarak sentezlenen
ve diger bakterilere, 6zellikle de bakteriyosin treten bakterilere yakin akraba olan
turlere karsi antimikrobiyal aktivite gosteren peptid veya protein yapisinda biyolojik
aktif maddelerdir (Parada et al., 2007). Laktik asit bakterilerinin Urettigi nisin,

pediosin, laktokoksin A, vb. bakteriyosinler genel olarak antimikrobiyel etkilerini
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Gram-pozitif bakterilerin hiicre membrani Uzerinde gdstermektedir. LAB, gidalarda
bozucu ve patojen bakterilere karsi genis spektrumda antimikrobiyel etkili
bakteriyosin Uretme yetenegine sahip olmalari nedeniyle direkt olarak
kullaniimakta ya da bu kdltirlerden elde edilen saflastinimig bakteriyosinler gida
formulasyonlarina katilmaktadirlar. Nisin, gidalarda yasal olarak kullanimina izin
verilen tek bakteriyosindir (Cleveland et al, 2001; De Vuyst, 2007; Heng et al,
2007). Nisin, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan
guvenli kabul edilebilir (GRAS) olarak onaylanmis koruyucu gida katki maddesidir.
Nisin ginimizde 50’den fazla Ulkede fermente st Urdnleri, yumurta Urdnleri,
konserve sebzeler, salata soslari ve fermente alkollU ickilerin Gretiminde basarili
bir sekilde kullaniimaktadir (Galvez et al., 2007; Heng et al, 2007).

Gidalar ile alinan kolesterolin sindirim sisteminde kana gecisini azaltma yetenegi
laktik asit bakterilerinin probiyotik etkileri arasinda 6énemli bir yer tutmaktadir
(Saavedra et al, 2003). Kolesterol tim vicut dokulari igin temel bir yapi tagi
olmasina ragmen, kandaki kolesterol seviyesinin yuksek olmasi, koroner kalp
hastaligina yol agan en énemli risk faktérlerinden birisi olarak kabul edilmektedir
(Sirilun et al., 2010; Raghavan et al., 2011). Son yillarda yapilan ¢alismalar kan
kolesterol seviyesinin azaltiimasiyla bu hastalik risklerinin dusurilebilecegini de
gOstermektedir (Al-Saleh, et al., 2006; Sirilun, et al., 2010). Yapilan ¢alismalarda
LAB’nin kolesterol azaltici etkileri bu bakterilerin safra tuzlarini dekonjuge
edebilme yetenekleri ile iligkilendiriimektedir. LAB’nin sahip oldugu safra tuzu
hidrolaz (STH) enzimi tarafindan gerceklestirilen safra tuzlarinin dekonjugasyonu
sonucu ortamdaki safra tuzu miktari azalmaktadir. Azalan safra tuzu karacigerde
kolesterolden sentezlenerek sindirim sistemine salgilanmakta ve bdylelikle de yeni
safra tuzu olusumu igin Kkolesterolin harcanmasiyla kolesterol seviyesi
dusmektedir (Begley, et al., 2006; Tok ve Aslim, 2007; Raghavan et al., 2011).
LAB ayrica, kolesterolt hiicre duvarina baglayarak ya da kolesterolt kisa zincirli
yad asitlerine fermente ederek de kolesterol miktarinin azaltiimasina katkida
bulunmaktadir (Begley, et al., 2006; Sirilun, et al., 2010).

Gida drunlerinde probiyotik olarak kullanilacak suslarin transfer edilebilir

antibiyotik diren¢ geni bakimindan kontrol edilmesi gerekmektedir. Transfer



edilebilir antibiyotik direnci, 6zellikle patojen olan diger bakterilere aktariima
olasiligi nedeniyle 6nem arz etmektedir. Antibiyotiklere direncli suslarin kullanildigi
fermente et, sebze ve sut Urlnleri ile hazir gidalar gibi Urdnlerin tuketilmesi
antibiyotige direncli bakterilerle kolon florasinin interaksiyona girmesine yol

acmaktadir.

Starter ya da probiyotik olarak kullanilan LAB’nin enzimatik aktivite profillerinin
ortaya konulmasi, bu bakterilerin gida teknolojisi ve insan sagligi agisindan
yararlarinin belirlenmesinde oldukca 6nemli bir asama olarak
degerlendiriimektedir. Fermente Urinlerde kullanilacak starter LAB suslarinin [6sin
arilamidaz, valin arilamidaz ve sistin arilamidaz gibi peptidolitik enzim aktivitesi ile
esteraz, esteraz lipaz ve lipaz gibi lipolitik enzim aktivitesine sahip olmasi, tUriinde
istenen tat, koku ve yapinin gelisimi agisindan énem arzetmektedir (Thapa et al.,
2006; Dewan and Tamang, 2007). B-galaktosidaz enzim aktivitesine sahip LAB
kaltarlerinin fermente sit Grdnlerde kullanimi ise laktozu hidrolize eden bu enzimi
Uretemeyen laktoz intolerant bireylerin beslenmesi bakimindan 6nem tasimaktadir
(Dewan and Tamang, 2007; Cebrian et al., 2012).

Starter olarak LAB’nin seciminde dikkate alinmasi gereken diger dnemli bir husus
ise biyojen amin olusturma yetenekleridir. Biyojen aminler insan, hayvan, bitki ve
mikroorganizmalarin metabolik aktiviteleri sonucunda dogal olarak olusmaktadir ve
protein, hormon ile nukleik asit sentezinin ilk basamagini olusturmalari, kan
basincinin kontroll ve hiicre buylmesi gibi énemli dogal biyolojik proseslerde rol
almalari bakimindan énem tasimaktadirlar. Diger taraftan deniz UrUnleri, peynir,
sarap, bira ve sosis gibi biyojen aminleri yiksek miktarlarda icerebilen gidalarin
tuketimi insan saglhigi acisindan zararli olabilmektedir (Colak ve Aksu, 2002;
EFSA, 2011; Garcia-Ruiz et al., 2011). Toksikolojik etkilerinin yani sira biyojen
aminler gidalarda bozulma indikatéri olarak kullaniima potansiyeline de sahiptir.
Gida endustrisi agisindan en énemli biyojen aminler histamin, tiramin, putresin ve
kadaverindir (Garai et al., 2007). Biyojen aminler gidalarda genellikle ortamdaki
Oncll aminoasitlerin  bakteriyel dekarboksilasyonu sonucu olusmakta ve
bakterilerin amino asitleri dekarboksilize etme yetenekleri tir, sus ve cgevre

etmenlerine bagli olarak degisebilmektedir (Munoz-Atienza et al., 2011). Bu



nedenle gidalarda kullanilacak starter kultlrlerin amino asit dekarboksilaz aktivitesi

gdstermemesi istenmektedir (Colak ve Aksu, 2002).

Probiyotik veya starter kiltir olarak kullanilacak LAB’nin gida ve sindirim sistemi
ortamindaki canhliklari ve gelisim hizlari teknolojik agidan ayri bir énem arz
etmektedir. Starter kiltur olarak kullanilacak LAB ortam sicakligi, pH’si, tuz ve
nitrit icerigi gibi kosullara, probiyotik olarak kullanilacak LAB ise midedeki dusuk
pH ve bagirsaklardaki safra tuzu ortami gibi kosullara diren¢ gdsterebilmelidir
(Ammor and Mayo, 2007a).

Bu tez calismasinda, “Dogal fermente gidalar ve anne sitliinden entorokoklarin
izolasyonu, karakterizasyonu ve bunlarin probiyotik kultir olarak kullanilabilme
potansiyelinin arastiriimasi” isimli bir arastirma projesi (Togay, 2010) kapsaminda
anne sutu oOrneklerinden izole edilip stoklanan LAB supheli izolatlar arastirma
materyali olarak kullanilmistir. LAB gsupheli izolatlar API 50 CHL ve API 20 Strep
test kitleri kullanilarak tanimlanmig ve tanimlama sonuglari 16S rRNA dizi analizi
kullanilarak dogrulanmigtir. Laktik asit bakterisi olarak tanimlanan suglarin
enzimatik aktivite profilleri, antibiyotik direnclilikleri, biyojen amin olusturma
yetenekleri ve antimikrobiyel aktiviteleri belirlenmistir. Antimikrobiyel aktiviteye
sahip suglarda, antimikrobiyel aktivitenin bakteriyosin kaynakli olup olmadigi tespit
edilmigtir. Elde edilen bakteriyosinler yuksek sicaklik, enzimlere karsi duyarllik,
kimyasallar ve organik céziculere karsi direng Ozellikleri yoénlUyle karakterize
edilmis ve molekul blyuklukleri tespit edilmigtir. Bakteriyosin Urettigi belirlenen
suslarin yiksek sicakliklara, distk pH ve safra ortamlarina, cesitli tuz ve nitrit
derisimlerine kargi direng 06zellikleri, kolesteroll in-vitro ortamda azaltma gibi
fonksiyonel ve teknolojik bazi ézellikleri dederlendirilerek bu susun Ulkemiz gida

endustrisinde kullanim potansiyeli tartigiimigtir.



2. LITERATUR OZETI

“Laktik asit bakterileri (LAB)” terimi ilk defa sitteki laktozu fermente ederek laktik
asit olusturan ve buna bagli olarak da sutu eksitip koagile eden bakteri grubunu
isimlendirmek amaciyla kullanilan bir terim olarak ortaya ¢ikmistir (Khalid, 2011).
Bacterium lactis (muhtemelen Lactococcus lactis), J. Lister tarafindan 1873 yilinda

izole edilerek saf kulturld yapilan ilk laktik asit bakteri kilturadir (Axelsson, 2004).

LAB’nin dogru bir tanimi ve siniflandiriimasi ilk defa Orla-Jensen tarafindan 1919
yilinda yapilmistir (Cizelge 1). Orla-densen LAB’nin siniflandirmasini morfolojik
Ozellikleri  (kok, cubuk, tetrad), glukoz fermantasyonu (homofermantatif,
heterofermantatif), belli sicakliklarda treme (10 °C ve 45 °C) ve seker kullanim

Ozellikleri Uzerinden gerceklestirmistir (Orla- Jensen, 1919).

Cizelge 1. Orla-densen’e goére laktik asit bakterilerinin ayrimi ve ginimuizdeki
taksonomik siniflandiriimalari (Savadogo et al., 2006)

Cins?® Hiicre Sekli Fermantasyon Giiniimiizdeki Cins
‘ Lactobacillus
Betabacterium Cubuk Hetero- Weisella
Thermobacterium Cubuk Homo- Lactobacillus
‘ Lactobacillus
Streptobacterium Cubuk Homo- Carnobacterium
Streptococcus
Enterococcus
Streptococcus Kok Homo- Lactococcus
Vagococcus
Leuconostoc
Betacoccus Kok Hetero- Oenococcus
Weisella
Pediococcus
Tetracoccus Kok Homo- Tetragenococcus

®Orla-Jensen’e gore

Bu siniflandirmaya goére laktik asit bakterileri; Gram-pozitif, sporsuz, katalaz
negatif ve karbonhidratlardan temel fermantasyon Urind olarak laktik asit
olusturmalariyla karakterize, mikroaerofilik bakterilerdir. Bu grup igine giren
Streptococcus, Pediococcus ve Leuconostoc cinsleri kok sekilli, Lactobacillus cinsi
ise ¢cubuk sekilli olarak tanimlanmistir. Streptococcus ve Pediococcus cinsleri
homofermantatif, Leuconostoc cinsi ise heterofermantatif 6zellik gd&sterirler.

Lactobacillus  cinsi  ise  homofermantatif = (Thermobacterium),  fakultatif
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heterofermantatif (Streptobacterium) ve heterofermantatif (Betabacterium) olarak
Uc¢c gruba ayrimislardir (Temiz, 1989). Bu siniflandirma gunimizde birgok

degisiklige ugramis olmasina ragmen temel olarak gecerliligini korumaktadir.

LAB, ginimizde Gram-pozitif, mikroaerofilik, spor olugturmayan, ¢ubuk, kok veya
kokobasil formda, oksidaz ve katalaz negatif ve karbonhidrat fermantasyonu
sonucunda ana Urun olarak laktik asit tUreten ve % G+C orani 50’in altinda olan
bakteriler olarak tanimlanmaktadir. Laktik asit bakterileri Lactobacillaceae,
Aerococcaceae, Carnobacteriaceae, Enterococcaceae, Leuconostocaceae ve
Streptococcaceae familyalarina Uye pek c¢ok bakteri grubundan olusmaktadir
(Stiles and Holzapfel, 1997; Axelsson, 2004; Khalid, 2011).

LAB toprak, bitki, hayvan, su ve cesitli gida Urlnlerinin de i¢inde bulundugu farkh
kaynaklardan izole edilebilmektedir. Gida kaynakli ¢ogu laktik asit bakterisi insan
ve hayvan sindirim sisteminin dogal mikroflorasini olugturmaktadirlar (Stiles and
Holzapfel, 1997; Holzapfel et al., 1998; Kili¢, 2001). LAB, 6zellikle de Lactococcus,
Lactobacillus,  Leuconostoc,  Pediococcus, Oenococcus  Streptococcus,
Enterococcus ve Carnobacterium cinsleri ginimizde fermente gidalarda starter
kultdr olarak yapi, tat ve koku gelistiriimesi amaciyla kullaniimaktadir (De Vuyst
and Vandamme, 1994; Stiles and Holzapfel, 1997; Axelsson, 2004; Aslim et al.,
2005; Urso et al., 2006).

LAB’nin cins dizeyinde siniflandiriimalarinda morfoloji, farkh sicakliklarda geligim,
uretilen laktik asidin konfiglrasyonu, yuksek tuz oraninda gelisim, glukoz
fermantasyonu tipi ve asit ve alkali ortamlara tolerans gibi &6zelliklerinden
yararlaniimaktadir. LAB glukoz fermantasyonunda izledikleri metabolik yollar temel
alinarak homofermantatif ve heterofermantatif olarak iki grupta incelenmektedir.
Homolaktik fermantasyonda glikoliz (Embden—Meyerhof-Parnas yolu) ile son trin
olarak laktik asit, heterolaktik fermantasyonda ise 6-fosfoglukonat/fosfoketolaz
yolu sonucunda laktik asitle birlikte etanol, asetat ve CO; olusmaktadir.
Leuconostoc spp., Oenococcus spp., bazi Lactobacillus tirleri ve Weisella spp.
heterofermantatif iken diger tum LAB homofermantatiftir (Axelsson, 2004; Khalid,

2011; Kiran ve Osmanagaoglu,2011).



LAB’nin siniflandiriimasinda kullanilan fenotipik testler Cizelge 2'de gdsterilmistir
(Axelsson, 2004).

Cizelge 2. Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda kullanilan bazi testler
(Axelsson, 2004)

Cubuk Kok
g 3
0
S 7] N 7] < o
= o %) ] S S
S =~ o 3/ 3%1e23 8 |88
o 'S 3| &8/ 8o |ag 8 0| 9| =
< - o| 91 8¢ |0 8 o | S o
3 3 | 8|/ 881|Sg & | &/8 3
5| & |3|E 8338 8 |/ 8| ¢
Yl
Q - | W 9> 99 d (<] =
Tetrad -2 - +° | - - - ¥ -+ i
Glukozdan CO» - + - - - + - - - +
Laktik asit L L,D,DL | L L L D |LDL| L L, DL
Gelisim
10 °C + + + | + = + + -+ +
45 °C - + - + - - + + - -
% 6.5 NaCl NDC + + + - + + + +
% 18 NaCl : : S S EES BP R
pH 9.6 ; : R P I I A R
“Oreme yok
®Ureme var

Zg:gl?/lr}gseg/ila suglari gubuk sekilli olabilmektedir.

Belirli sicakliklarda geligsebilme 6zelligi genel olarak bazi laktik koklari birbirinden
ayirmak icin kullanilmaktadir. Ornegin, Enterococcus 10 °C ve 45 °C'de
gelisebilirken Lactococcus ve Vagococcus 10 °C’de gelisebilir fakat 45 °C’de
gelisemezler. Streptococcus genel olarak 10 °C’de gelisemezken 45 °C'de
gelisimleri ture bagli olarak degisebilmektedir. Tuz toleransi degisken reaksiyonlar
verebilmesine ragmen, % 6.5 NaCl'de gelisim Enterococcus, Lactococcus,
Vagococcus ve Streptococcus turlerini birbirinden ayirmada kullanilabilmektedir.
Yuksek tuz konsantrasyonunda gelisim (% 18 NaCl) Tetragenococcus cinsinin
tanimlanmasinda kullaniimaktadir. Asit veya alkali ortama direng O6zellikleri de
tanimlamada yararli olmaktadir. Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Tetragenococcus ve Vagococcus pH 9.6’da gelisim 06zelikleriyle karakterize
edilmigtir. Glukozdan farkli izomerik formlarda laktik asit sentezi ise Leuconostoc

ve diger heterofermantatif laktobasillerin birbirinden ayrilmasinda yararhdir.
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Leuconostoc D-laktik asit Uretirken, Lactobacillus DL-laktik asit Gretmektedir.
Karbonhidrat fermantasyonu, arjinin hidrolizi, asetoin olusumu, safra toleransi,
hemoliz tipi ve bazi enzimlerin (B-galaktosidaz ve B-glukoronidaz gibi) varligi diger
bazi fenotipik veya biyokimyasal karakterizasyon testleri olarak siralanabilir. Diger
taraftan, laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda kullanilan fizyolojik ve
biyokimyasal yéntemler tir diizeyinde ¢cakismalara ve tanimlama hatalarina neden
olabilmektedir. Bu nedenle tanimlama sonuglarinin DNA baz kompozisyonu
(G+C), DNA hibridizasyon testi, 16S rRNA diziliminin belirlenmesi gibi molekuler
yontemlerle  desteklenmesi gerekmektedir (Yilmaz ve Temiz, 2003;

Rattanachaikunsopon and Phumlhachorn, 2010).

GUnUmuzde, LAB’nin tanimlanmasi amaciyla gelistiriimis, seker fermantasyonu ve
enzim aktivitelerinin belirlenmesine dayali ticari test kitleri bulunmaktadir. Ancak,
API 50 CHL ve API 20 Strep gibi ticari biyokimyasal test kitlerinin yararlandigi veri
bankalarinin giincel olmamasinin LAB’nin tanimlanmasinda hataya yol acabilecedi
belirtiimektedir (Martin et al., 2010). Bu sebeple son yillarda LAB’nin
tanimlanmasinda 16S rRNA gibi molekdler yéntemlerin kullanimi daha fazla tercih
edilmektedir (Brolazo et al., 2011).

Yapilan bir galigmada 135 kadindan izole edilen LAB, API 50 CH testi kiti ve
multiplex-PCR ydntemi kullanilarak ayri ayri tanimlama yoluna gidilmistir.
Multiplex-PCR yoéntemi ile suslarin % 32.6’s1 Lb. crispatus, % 25’i Lb. jensenii ve
% 20.6’s1 Lb. gasseri olarak tanimlanmistir. API 50 CHL test kiti ile ise suslarin %
34.8’i Lb. acidophilus, % 27.2’si Lb. crispatus ve % 13’0 Lb. fermentum olarak
tanimlanmigtir. Calisma sonucunda, tanimlamada kullanilan yéntemler arasinda
bir uyum bulunmadidi ve API tanimlama test kitlerinin LAB’nin tanimlanmasina

uygun olmadig belirtilmistir (Brolazo et al., 2011).

Dimitova et al. (2008) vajinadan izole edilen 90 adet LAB’nin tanimlanmasi
amaciyla gergeklestirdikleri bir calismada, APl 50 CHL tanimlama test kiti ile 16S
rRNA analiz sonugclari arasinda sadece 4 izolatta uyum oldugunu belirlemislerdir.
Chagnaud et al. (2001) yaptiklari ¢alismada Lb. salivarus UCC 43321 referans

susunun API 50 CHL test kiti ile Lb. paracasei olarak tanimlandigini bildirmiglerdir.



“Bergey’s Manual’de 1986 yilinda laktik asit bakterilerinin taksonomisinde yapilan
bir degisiklikle Streptococcus cinsi; Enterococcus, Lactococcus ve Streptococcus
olarak U¢ cinse ayrilmistir. Daha sonra, Lactococcus benzeri hareketli koklar
Vagococcus adiyla ayri bir cins olarak siniflandinimistir (Axelsson, 2004).
Lactobacillus, Leuconostoc ve Pediococcus cinslerinin taksonomisi genel olarak
degismeden kalmis, fakat bazi Lactobacillus cinsleri Carnobacterium olarak
siniflandinimis, Pediococcus halophilus tirl ise Tetragenococcus cinsine dahil
edilmigtir. Filogenetik olarak bazi uzak Lactobacillus ve Leuconostoc tirleri
Weissella cinsi olarak, Leuconostoc oenos turu ise Oenococcus cinsi olarak

verilmeye baglanmistir (Khalid, 2011).

Laktobasiller zorunlu homofermantatif, fakiltatif heterofermantatif ve zorunlu
heterofermantatif olarak t¢ grupta incelenmektedir. Laktobasiller, diger LAB’nden
cubuk sekilli olmalariyla kolaylikla ayirt edilebilirler. Ancak bazi laktobasiller kok
benzeri morfolojiye sahip oldugundan I6konostoklarla karistirilabilmektedir. Laktik
asit bakterilerinin birbirinden ayrilmasinda ilk asama glukozdan gaz uretimidir ve
bdylelikle de laktik asit bakterileri cins ve alt cins dizeyinde hizli bir sekilde
ayrilabilmektedirler. Zorunlu homofermantatif ve fakuiltatif heterofermantatif
laktobasiller fermente et sut ve sebze Urlnlerinde, bira, sarap ve eksi ekmek gibi
gida  Uretiminde  kullanilirken,  zorunlu  heterofermantatif  laktobasiller
(Betabacterium) genellikle gida bozulmalar ile ilgili LAB’ni igcermektedir.
Glukozdan gaz uretmeyen homofermantatif (Thermobacterium) laktobasiller 45
°C’de gelisebilirken 15 °C’de gelisemez ve glukozu laktik aside fermente ederler.
Gida endustrisi acisindan Lb. delbrueckii spp. bulgaricus., Lb. helveticus ve Lb.
acidophilus bu grupta yer alan 6énemli laktobasil turleridir. Lb. delbrueckii spp.
bulgaricus yogurt dretiminde kullanilmakta, Lb. helveticus ise emmental,
gorgonzola ve mozzarella gibi peynirlerin Gretiminde kullaniimaktadir. Lb.
delbrueckii spp. delbrueckii eksi hamur Uretiminde de rol almaktadir. Lb.
acidophilus “acidophilus sUtd" dretiminin yani sira probiyotik kiltlir olarak da
kullanilmaktadir. Fakultatif heterofermantatif laktobasiller (Streptobacterium) 45 °C
sicaklikta gelisemezken 15 °C sicaklikta gelisebilmekte, heksoz sekerleri laktik
aside fermente etmekte, glukonatlardan gaz olusturabilmekte ve pentoz sekerleri

fermente ederek asetik asit olusturabilmektedir. Fakultatif heterofermantatif
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laktobasillerin gida endustrisi acisindan énemli olan turleri Lb. casel, Lb. plantarum
ve Lb. sakerdir. Lb. casei eksi hamur ve salamura peynir fermantasyonlarinda
kullanilmaktadir. Lb. plantarum fermente sosislerde ve hububat Urinlerinde starter
kultir olarak kullaniimaktadir. Lb. sakei ise et Urlnlerinde kullanilabilmektedir.
Zorunlu heterofermantatif laktobasiller, laktozu laktik asitle beraber asetat, etil alkol
ve CO,'ye fermente ederler. Lb. brevis, Lb. buchneri, Lb. fermentum ve Lb. reuteri
bu grupta yer alan laktobasillerdendir (Yaygin ve Kili¢, 1993; Hammes and Vogel,
1995; Stiles and Holzapfel, 1997).

Lancefield tarafindan gerceklestirilen serolojik gruplandirma, streptokoklarin
siniflandinimalarinda tarihsel olarak énemli bir yer tutmaktadir. Sherman 1937
tarihinde streptokoklari hemoliz reaksiyonu, 10 °C ve 45 °C’de, % 6.5 NaCl, pH 9.6
ve % 0.1 metilen mavisi ortamlarinda gelisim, 60 °C’de 30 dakika 1sil igleme
direng, peptondan amonyak olusturma &6zellikleri ve Lancefield grup antijenlerinin
varligina gore, piyojenik streptokoklar, viridans streptokoklar, laktik streptokoklar
ve enterokoklar olarak 4 gruba ayirmistir (Cizelge 3) (Stiles and Holzapfel, 1997).
Bu siniflandirma ginimizde 6énemini kaybetse de édnemli patojenlerin hizli olarak
tanimlanmasinda yararlidir. 1980’lerin ortasinda yapilan taksonomik degisikliklere
streptokoklar tek bir cins altinda incelenmekteydi. 16S rRNA analizi gibi molekuler
tekniklerin gelisimiyle streptokoklar Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus ve
Vagococcus olarak ayri cinslere bélinmuslerdir (Hardie and Whiley, 1997; Stiles
and Holzapfel, 1997; Axelsson, 2004).

Cizelge 3. Streptokoklarin Sherman’a gére siniflandirilmalar (Stiles and Holzapfel,
1997)

Sherman grubu

Piyojenik Viridans Laktik Enterokok

Lancefield antijeni AB,C,G - N D
Hemoliz B a - -
10 °C’de geligim - - + +
45 °C ’de gelisim + + - +
pH 9.6’da gelisim - - - +
60 °C 30 dakika 1sIl isleme diren¢ - + + +
%0.1 metilen mavisi ortaminda ) ) + 4

gelisim
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Yeni siniflandirma sonrasinda Streptococcus cinsi igerisinde istisnai bir durum
olan Streptococcus salivarus spp. thermophilus hari¢ olmak Uzere Streptococcus
bovis, Str. mutans, Str. pneumoniae ve Str. pyogenes gibi patojenik bakteriler
kalmistir. Oral streptokoklar igcerisinde bulunan Str. salivarus spp. thermophilus
gida endustrisi acisindan édnemli tek streptokoktur. Str. salivarus spp. thermophilus
suslari yogurt ve peynir Uretiminde starter olarak kullaniimaktadir. Bu bakteri 45
°C’de gelisebilirken 15 °C’de gelisemez (Stiles and Holzapfel, 1997; Axelsson,
2004).

Lancefield tanimlamasina gére, hareketsiz N grup streptokoklar Lactococcus cinsi
altina transfer edilmigtir. Laktokoklarin, kokobasil sekilli olmalari bunlarin laktobasil
seklinde yorumlanmalarina yol agabilmektedir. Laktokoklar homofermantatiftirler
ve genel olarak 10 °C’de gelisebilirken, 45 °C’de gelisemezler ve optimum gelisme
sicakliklari 30 °C’dir (Holt et al., 1994). Bu cins Lc. lactis, Lc. garviae, Lc.
plantarum, Lc. raffinolactis ve Lc. piscium olmak Uzere 5 tlr icermektedir. Lc. lactis
suslari biyokimyasal ve fizyolojik 6zelliklerinden dolayl gida endustrisinde blyik
ekonomik dneme sahiptir. Lc. lactis suslari genel olarak fermente sut GUrtinlerinde
kullaniilmaktadir. Lc. lactis spp. diacetylactis, Lc. lactis spp. cremoris, Lc. lactis
spp. lactis, Lc. lactis spp. hordniae olarak alt tirlere ayriimaktadirlar. Lc. lactis spp.
diacetylactis diasetil Uretmesi nedeniyle énemlidir. Lc. lactis spp. cremoris gida
endUstrisinde fermente sit UrUnlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Lc. lactis
suslarinin énemi bir diger 6zelligi ise gesitli bakteriyosinleri sentezleyebilmeleridir.
Bunlardan en énemlisi Gram-pozitif bakterilere karsi genis bir antibakteriyel etkiye
sahip nisin’dir. Nisin, ginimizde 50’den fazla Ulkede gida koruyucusu olarak
kullanilmaktadir (Stiles and Holzapfel, 1997). Vagococcus cinsi laktokoklardan yag
asidi kompozisyonu farkhligi ve bazi suslarinin hareketli olmasi ile

ayrilabilmektedir (Axelsson, 2004).

Loékonostoklar kokoid seklinde bazen kisa cubuk gériiniminde olan ve genel
olarak D-laktik asit ve etanol Ureten heterofermantatif LAB’dir. Sitrattan diasetil
dretmeleriyle kullanildiklari Urlnlerde tat olusumunda rol almaktadirlar. Leu.
mesenteroides spp. mesentorides ve Leu. lactis gibi turleri st ve st Urtnlerinde

kullanilmaktadirlar (Dellagio et al., 1995).
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Pediokoklar, tetrad olusturan kok sekilli, homofermantatif, 6zellikle 25-45 °C
arasinda gelisebilen ve glukoz fermantasyonunda ylksek miktarda laktik asit
uretebilen LAB’dir. Bununla birlikte 50 °C’de gelisebilen turleri de bulunmaktadir.
P. pentosaceus ve P. acidilactici fermente sebze ve et Urlnlerinde starter kultir

olarak kullanilan bakteriler arasindadir (Stiles and Holzapfel, 1997).

Oenococcus onei, heterofermantatif Oenococcus cinsi igindeki tek tardur ve sarap
Uretiminde malolaktik fermantasyonda rol almaktadir (Dellaglio et al., 1995;
Axelsson, 2004).

Tetragenococcus suslari yiksek tuz ortaminda (% 18 NaCl) gelisebilme &zellikleri
nedeniyle soya sosu ve tusu gibi yiksek tuz iceren trtnlerin fermentasyonlarinda
kullanilabilmektedir (Axelsson, 2004).

Enterokoklar, karbonhidratlari L-laktik aside fermente edebilme &zelliklerinden
dolayr homofermantatif laktik asit bakterileri icinde yer alan, Gram-pozitif, spor
olusturmayan, bazi suglar pseudo katalaz reaksiyonu gdstermesine karsin
genellikle katalaz negatif, oksidaz negatif, fakultatif anaerobik, E. casseliflavus ve
E. gallinarum gibi bazi turleri diginda hareketsiz, kok sekilli bakterilerdir. Optimum
treme sicakliklari 35 °C olmakla beraber 10-45 °C sicaklik araliginda, % 6.5 NaCl
ve pH 9.6 ortaminda da Ureyebilmekte ve 60 °C’de 30 dakikalik isil igleme
dayanabilmektedir. Enterokok suslarinin ¢codu % 40 safra tuzu varhiginda eskulini
hidrolize edebilmekte ve bu &zellik Bile-Eskulin (BE) agar besiyeri kullanilarak
belirlenebilmektedir. Enterokoklar genellikle endokardit, idrar yolu ve nozokomiyal
enfeksiyonlara neden olabilen firsat¢i patojenler olarak da degerlendiriimektedir.
E. faecium enterokok enfeksiyonlarinin yaklasik % 20’sinin nedeni olarak
bildiriimektedir. Enterokoklar digki kaynakli olmalari ve saglik Gzerine olumsuz
etkileri nedeniyle fekal kontaminasyon indikatdrii olarak kullanilabilmektedirler.
Bunlarin yani sira enterokoklardan ayni zamanda gida endustrisinde starter veya
probiyotik kiltir olarak da yararlanilabilmektedir (Stiles And Holzapfel, 1997,
Franz et al., 1999; Carr et al., 2002; Domig et al., 2003; Franz et al., 2003; Klein,
2003; Foulquie Moreno et al., 2006).
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Gida endustrisinde uzun yillardir genis bir kullanim alani bulan LAB “gida sinifi
organizmalar” olarak kabul edilmektedir. LAB gidalarda tat, aroma ve tekstlr
olusumundaki olumlu etkileri yaninda mikroorganizmalari inhibe etme
Ozelliklerinden dolayi koruyucu kultlr olarak kullanim potansiyeline de sahiptir

(Jeevaratnam et al., 2005).

LAB dogada bitkiler, tohumlar, sut ve et Urlnleri, fermente sebzeler, hayvan ve
insanlarin mukozal vyuzeyleri, eksi hamur vs. gibi birgok yerden izole
edilebilmektedir. Bu bakteriler, giinUmizde yogurt, sosis, peynir ve tursu gibi pek
cok fermente gida Uretiminde starter klltir olarak genis bir kullanim alanina

sahiptirler (Cizelge 4) (Rattanachaikunsopon and Phumlhachorn, 2010).

Cizelge 4. Bazi fermente gidalarda kullanilan laktik asit bakterileri
(Rattanachaikunsopon and Phumlhachorn, 2010)

Fermente uriin Kullanilan Laktik Asit Bakterisi

Isvigre ve ltalyan tipi | Lb. delbrueckii spp. lactis, Lb. helveticus, Lb. casei, Lb.

peynirler delbrueckii spp. bulgaricus, Str. thermophilus

Yogurt Lb. delbrueckii spp. bulgaricus, Str. thermophilus

Kefir Lb. kefir, Lb. kefiranofacies, Lb. brevis

Tereyagl Lc. lactis spp. lactis, Lc. lactis spp. lactis var.
diacetylactis, Lc. lactis spp. Cremoris

Sosis Lb. sakei, Lb. curvatus
P. acidilactici, P. Pentosaceus

Set peynirler Lc. lactis spp. lactis, Lc. lactis spp. lactis var.
diacetylactis, Lc. lactis spp. Cremoris

Tursu Lb. plantarum, Leu. mesenteroides, Lb. Pentosus

Zeytin P. acidilactici, P. pentosaceus, Lb. Plantarum

Fermente sebze Lb. Fermentum

Eksi hamur Lb. sanfransicensis, Lb. farciminis, Lb. fermentum, L.
brevis, Lb. plantarum, Lb. Alimentarius

Fermente balik Lb. alimentarius, Carnobacterium pisciccola

LAB, ortamdaki sekerlerin fermantasyonu ile pHyr diastrip diger
mikroorganizmalarin geligsimini engelleme, protein hidrolizi ile tekstire ve tat
olusumuna katkida bulunma, cesitli tat ve aroma bilegikleri olusturma ve
bakteriyosin gibi inhibitér maddeler olusturma gibi fonksiyonlar Ustlenerek son
ardndn duyusal 6zellikleri ve kalitesi ile guvenliginin saglanmasinda 6énemli roller

oynamaktadir (Axelsson, 2004). Belirli LAB sugslari antimikrobiyel bilesikler
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Ureterek gidalarda bozulma etmeni mikroorganizmalarin geligimini baskilamakta
ve raf &mrinlU uzatmaktadir. Lb. delbrueckii spp. bulgaricus ve Lb. acidophilus’un
sindirim  sistemindeki patojenik  bakterilerle rekabete girerek bagirsak
enfeksiyonlarinin olugsum riskini azalttigi1 bilinmektedir. LAB tarafindan pirtvattan
sentezlenen diasetil (2,3-blUtandion), tereyadina kendine &zgli aromasini
kazandirmaktadir. Diasetil ayrica mayalar, Gram-negatif bakteriler ve laktik asit
bakterileri disindaki Gram-pozitif bakteriler (zerine antimikrobiyel etki de
goOsterebilmektedir. Ancak antimikrobiyel etkinin saglanabilmesi igin diasetilin
ortamda yuUksek miktarda bulunmasi gerekmektedir. Bu durum Urintn duyusal
6zelliklerini olumsuz olarak etkilemektedir. Laktik asit bakterileri tarafindan Gretilen
hidrojen peroksit de bakteriler, mayalar, kifler, virtisler ve bakteri sporlarina karsi
antagonistik  aktivite = gdstermektedir (Guantam and Sharma, 2009;

Rattanachaikunsopon and Phumlhachorn, 2010).

LAB’nin insan sagligi bakimindan énem tasidigi 1908 yilindan beri bilinmektedir.
Metchnikoff (1908), Bulgar iscilerin uzun yasam surelerini fermente st Grlnleri

tuketimi ve bu drtinlerde bulunan Lb. bulgaricus ile iligkilendirmistir.

Probiyotik terimi ise ilk olarak 1989 yilinda Fuller (1989) tarafindan ortaya atiimis
ve probiyotik mikroorganizmalar “bagirsagin mikrobiyel dengesini gelistirerek insan
ya da hayvanlara yararli yénde etki eden canli mikroorganizmalar” olarak
tanimlanmigtir. Schrenzenmeir and de Verse (2001) probiyotik tanimini revize
etmisler ve probiyotik bakterilerin bagirsaklarla beraber vajina gibi diger vicut

bdlgelerinde de bulunarak etki gésterebilecegini belirtmiglerdir.

Probiyotik bakterilerin saglik Uzerine vyararli etkisini ortaya koyan pek c¢ok
arastirma mevcuttur. Immun sistemin guglendiriimesi, kolon mikroflorasinin
dengelenmesi, kanser olusumunda rol alan fekal enzimlerin azaltiimasi, ishal
tedavisi, rotavirus ve kolite neden olan Clostridium difficile'nin kontroli ve
Helicobacter pylori kaynakli Ulserin 6nlenmesi probiyotik tiketiminin insan
saghgina olumlu etkileri arasinda ©6n plana c¢ikan fonksiyonel &zelliklerdir.
Probiyotikler ayrica serum kolesterol duzeyinin duagurilmesinde, gida kaynakl
patojenlerin ve dis c¢urimesine neden olan mikroorganizmalarin inaktive

edilmesinde, laktoz sindirimindeki bozukluklarin dizeltimesinde, Candida ve
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Uriner sistem enfeksiyonlarinin tedavisinde de etkin rol oynamaktadir (Saavedra,
2001; Foulquie-Moreno et al., 2006). Bunlarin yani sira, probiyotiklerin metal
detoksifikasyonu saglamalari, kalsiyum, ¢inko, demir, manganez, bakir ve fosfor
gibi mineral ve iz elementlerin biyoyararlanimini arttirmalari, proteinlerin sindirimini
kolaylagtirmalari ve vitamin sentezi gergeklestirmeleri de saglik Uzerinde
go6sterdikleri olumlu etkiler arasinda degerlendiriimektedir (Franz et al., 1999;
Saarela et al.,, 2000; Saavedra, 2001; Ahmed, 2003; Foulquie Moreno et al.,
2006).

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilmesi ve bu amagla
kullanilabilmesi i¢cin bazi 6zelliklere sahip olmasi gerekli gérilmektedir. Probiyotik
bir mikroorganizma; tercihen insan orijinli olmali, patojenik veya toksijenik
olmamalidir. Probiyotik suslarin seciminde bazi fonksiyonel ve teknolojik dzellikler
de dikkate alinmalidir. Bu konuda &6nemli O&lgltlerden bir tanesi probiyotik
bakterinin mide pH’sina (pH 1.5-3.0) kadar dusebilen yiksek asidik ortamlara
direng godsterebilme yetenegidir. Buna benzer olarak probiyotik bakteri ince
bagirsak ortamindaki ylksek safra konsantrasyonuna (% 0.3-0.5) da direngli
olmalidir. Diger taraftan, probiyotik bir mikroorganizma; bagirsak epitel hiicrelerine
tutunabilme 6zelligine sahip olmali, bagirsak sistemindeki normal flora ile rekabet
edebilmeli ve bagirsak mikroflorasini stabilize edebilmeli, saglik tGzerine olumlu
etkileri klinik calismalarla kanitlanmis olmali, H. pylori, Salmonella spp., L.
monocytogenes ve C. difficile gibi patojenlere karsi antagonistik aktiviteye sahip
olmali, antimikrobiyel bilesikler olusturabilmelidir. Probiyotik mikroorganizmalar
batin bunlarin yani teknolojik ac¢idan da birtakim Ustin 6zelliklere sahip
olmalidirlar. Probiyotik mikroorganizmalar trtinde canli kalabilmeli, depolama
kosullarina diren¢ gdstermeli, faj direncliligine sahip olmali, blytk &l¢ekte Uretime
uygun olmali, oksijene direng go6stermeli ve Urinde olumsuz degisiklikler
olusturmamalidir (Hagen and Narvhus, 1999; Klaenhammer and Kulen, 1999;
Shortt, 1999; Saarela et al., 2000; Cakir ve Cakmakgl, 2004; Frece et al., 2005).

Probiyotik olarak kullanilan suglar genellikle insan sindirim sisteminden izole edilen
Lactobacillus ve Bifidobacterium cinslerine dahil turlerdir. Bunlarin yani sira E.

faecium, E. faecalis, Str. thermophilus, Lb. acidophilus, Lb. gasseri, Lc. lactis
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subsp. lactis, Leu. mesenteroides, P. acidilactici gibi LAB suslarindan da probiyotik
olarak yararlaniimaktadir (Holzapfel et al., 1998; Foulquie Moreno et al., 2006;
Parvez et al., 2006; Savadago et al., 2006).

Probiyotik olarak kullanilan enterokok suslarinin dusik pH’lara direngli oldugu,
safra tuzlarindan etkilenmedigi, bireylerin bu bakteriye karsi yiksek tolerans
go6sterdigi ve bireylerde hi¢ bir yan etki gérilmedigi ifade edilmektedir. Bazi
enterokok suslarinin ishal tedavisinde antibiyotik uygulamasina alternatif olarak
kullanilabilecegi ve ayrica antibiyotik kaynakli ishalin 6nlenmesinde ve
cocuklardaki ishalin tedavisinde klinik olarak etkili oldugu belirtiimektedir (Franz et
al., 1999; Foulquie-Moreno et al., 2006).

Bir arastirmada sit kaynakli 29 adet Lactobacillus susunun in-vitro olarak
probiyotik potansiyelleri test edilmistir. Suslarin pH direnci pH 1-3 arasinda, safra
tuzu direnci ise % 0.3 oxgall ortaminda incelenmistir. Tim suslarin pH 3 ortamina
3 saat boyunca direng gosterebildigi, fakat pH 1 ortaminda 1 saat sonunda
suslarin buyuk bir cogunlugunun canliigini yitirdigi belirlenmistir. Suslarin timid %
0.3 safra tuzu konsantrasyonunda 4 saat sonunda canliliklarini koruyabilmigtir
(Maragkoudakis et al., 2005).

insan sutiinden izole edilen 2 adet Lb. gasseri ve 1 adet Lb. fermentum susunun
potansiyel probiyotik 6zelliklerinin belirlendigi bir ¢aligmada, suslarin diguk pH ve
sindirim sistemi kosullarina dayanikliliklari Lb. rhamnosus GG ve Lb. acidophilus
LA1 ticari probiyotik suslari ile karsilagtirmali olarak belirlenmistir. Calisma
sonucunda Lb. gasseri suglarindan birinin bu kosullara direngli oldugu ve
probiyotik kultir olarak kullaniima potansiyelinin yiksek oldugu bildirilmigtir (Martin
et al., 2005b).

Probiyotik 6zellige sahip LAB’nin kullanildigi fermente gidalarin tuketimi saghk
Uzerine yararh etkilerinden dolayr her gegen yil artis gdstermektedir. Ancak,
probiyotik bakterilerin olumlu etkilerini g&sterebilmeleri igin belirli diizeyde canli
hicrenin vicuda alinmasi gerekmektedir. Bu amacla ortalama agirlikta bir bireyin
giinde 10° — 10° diizeyinde canli hiicre almasi 6nerilmektedir (Lee and Salminen,
1995).
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Gida kaynakl pek ¢ok LAB 6zellikle gida bozulma etkeni mikroorganizmalar ile
gida kaynakli enfeksiyonlara neden olan mikroorganizmalara kargi antimikrobiyel
etki gbsteren ve “bakteriyosin” olarak isimlendirilen peptid veya protein yapisinda
ekstraselller maddeler sentezlemektedirler. Bakteriyosinler genel olarak hidrofobik
veya ampifilik karakterde olup, bakteri hiicre membranina etki etmekte ve
antimikrobiyal etkilerini 6zellikle bakteriyosin treten bakterilere yakin akraba olan

turlere kars1 géstermektedirler (Parada et al., 2007).

GUnUmuzde artan tuketici bilincine paralel olarak gidalarin korunmasinda
koruyucu kulturlerin veya bunlarin metabolitlerinin kullanimina egilimde buyuk artig
g6zlenmektedir. Bakteriyosinlerin  biyo-koruyucu olarak kullaniimasi gida
glvenliginde yeni bir yaklagim olarak kabul gérmektedir (Pingitore et al., 2007;
Settanni and Corsetti, 2008).

Gidalarda kullanilacak bakteriyosinlerin genel olarak asagdida siralanan &zelliklere
sahip olmasi istenmektedir. (1) Bakteriyosin Ureticisi sus tercihen GRAS
statiisiinde olmalidir, (2) 6zellikle patojen bakteriler Uzerine genis sprektrumda
antimikrobiyel etkiye sahip olmalidir, (3) yiksek sicakhda direncgli olmalidir, (4)
herhangi bir saglik problemine yol acmamalidir ve (5) yiksek antimikrobiyel
aktiviteye (AU/mL) sahip olmalidir (O’Sullivan et al., 2002).

LAB, genelde guvenli kabul edilmekte ve GRAS (Generally Recognized as Safe)
listesinde yer almaktadirlar. LAB organik asitler, hidrojen peroksit ve bakteriyosin
gibi antimikrobiyel maddeleri tretme 6zelliklerinden dolay! gidalarda patojen ve
bozulma etkeni mikroorganizmalarin inhibisyonunda &6nemli bir rol oynarlar
(O’Sullivan et al., 2002; Parada et al., 2007). Literatirde LAB'nin urettikleri
bakteriyosinlerin enterohemorajik Escherichia coli, Salmonella Typhimurium,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Shigella flexneri
ve Yersinia enterocolitica gibi patojen bakterilerin geligimini inhibe ettikleri yéninde
veriler bulunmaktadir (lvanova et al., 2000; Saarela et al., 2000; Klingberg et al.,
2005; Galvez et al., 2007).

Buglne kadar LAB’nden bircok bakteriyosin izole edip karakterize edilmistir.

Literatirde etki spektrumu bakimindan énemli olarak kabul edilen bakteriyosinler
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nisin, diplokoksin, asidofilin, helvetsin, pediosin, ve plantasirin olarak siralanabilir
(Cintas et al., 2001).

LAB tarafindan bakteriyosin dretimi genellikle gelisimin logaritmik fazinin ilk
doénemlerinde baslamaktadir. Bakteriyosin aktivitesi genellikle logaritmik fazin
sonunda veya durgun fazin baslangicinda en st dizeye ulasmaktadir (Savadogo
et al., 2006; Kingcha et al., 2012).

Bakteriyosinler genel olarak dretici organizma tiri ve kimyasal yapisina goére
siniflandinimaktadir. LAB tarafindan Uretilen bakteriyosinlerin siniflandiriimasi
gunimuizde halen daha bazi degisikliklere ugramakla birlikte, en ¢ok tercih edileni
Klaenhammer’in1993 tarihinde yaptigi siniflandirmadir. Buna gére bakteriyosinler;
molekiler  buyudklikleri,  termostabiliteleri, enzimatik  duyarliliklari,  post
translasyonel olarak modifiye olan amino asit varligi ve etki mekanizmalarina gére
4 grup altinda siniflandirlabilmektedir (Klaenhammer, 1993). Bu siniflandirmaya
gbre laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen bazi bakteriyosinler Cizelge 5'de
g6rulmektedir (Chen and Hoover, 2003).

Cizelge 5. Laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen bazi bakteriyosinler (Chen and
Hoover, 2003)

Uretilen Bakteriyosin

Uretici laktik asit bakterisi

Sinif la

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

Lactocin 481
Carnocin U149

Lactococcus lactis
Carnobacterium piscicola

Salivacirin A Streptococcus salivarus
Sinif Ib

Mutacin A Streptococcus mutans
Sinif lla

Peiocin PA-1 Pediococcus acidilactici
Pediocin AcH Pediococcus acidilactici
Mesentericin Y105 Leuconostoc mesenteroides
Sakacin A Lactobacillus sake
Enterocin A Enterococcus faecium
Carnobacteriocin BM1 Carnobacterium piscicola
Leucocin A Leuconostoc gelidum
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Cizelge 5. (Devam ediyor)

Sinif lib

Laktoccoin M

Enterocin L50A ve L50B
Lactacin F

Acidocin J1132

Lactococcus cremoris
Enterococcus faecium
Lactobacillus johnsonii
Lactobacillus acidophilus

Plantaricin S Lactobacillus plantarum
Sinif lic

Acidocin B Lactobacillus acidophilus
Enterocin P Enterococcus faecium
Bacteriocin 31 Enterococcus faecalis
Sinif i

Helveticin J Lactobacillus helveticus
Enterolysin Enterococcus faecalis
Caseicin 80 Lactobacillus casei

Sinif IV

Mesenterocin 52 Leuconostoc mesenteroides
Lactocin 27 Lactobacillus helveticus

Sinif | bakteriyosinler, lantibiyotikler olarak isimlendiriimektedir. Lantibiyotikler
yapilarinda translasyon sonrasi modifiye tiyoeter amino asitleri igeren, hicre
membrani Uzerine etki eden kic¢ik molekul agirlikli (< 5 kDa) ve sicakhda direngli
peptidlerdir. Bu gruptaki bakteriyosinler diger bakteriyosinlerden yapilarindaki
dehidro amino asitlerin (serin, treonin) ve tiyoeter amino asitlerin (lantiyonin, B-
metil-lantionin) varliklari ile ayrilmaktadirlar. Lantibiyotik bakteriyosinler yapisal
benzerliklerine gore iki alt sinifa ayrilmaktadir. Alt sinif la uzun, esnek yapida ve
pozitif yukli peptidleri icermektedir. Genel olarak duyarli hedef mikroorganizma
turlerinin sitoplazmik membranlarinda por olusturarak etki géstermektedirler. Nisin
bu grup bakteriyosine érnek olarak verilebilir. Alt sinif Ib, globuler, yapi olarak
daha siki, negatif yukli ya da net ylke sahip olmayan peptidlerdir. Bu sinifa
cinnamycin ve mutacin A drnek gosterilebilir (Cleveland et al., 2001; Jeevaratnam
et al., 2005). Etki mekanizmalari elzem enzimatik reaksiyonlari engelleme
bicimindedir. Sinif Il bakteriyosinler non-lantibiyotikler olarak da bilinmektedir.
Bunlar genel olarak 10 kDa'dan daha kuguk molekdl agirligina sahip, yapilarinda
modifiye amino asit icermeyen sicakliga direncli (100 °C‘de 30 dakikadan 121
°C’de 15 dakikaya kadar), membran aktif bakteriyosinlerdir. Bunlar (¢ alt grubu

icermektedir. Sinif lla; Listeria turlerine karsi etkili ve N terminalinde Tyr-Gly-Asn-
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Gly-Val-Xaa-Cys- dizilimine sahip peptidlerdir. Pediocin PA-1 ve sakacin P bu grup
bakteriyosinlere érnektir. Sinif lIb Gyeleri iki farkli peptidin kompleks olusturmasi ile
meydana gelmektedir. Bakteriyosinin aktivite gostermesi icin iki peptidin bir arada
bulunmasi gerektigi gibi, iki peptid ayri ayri da etki gdsterebilirler. Ancak
peptidlerin etkilerinin sinerjik olarak arttigi bilinmektedir. Bu grup bakteriyosinlere
ornek olarak lactococcin G ve plantaricin EF ve CK verilebilir (O’Sullivan et al.,
2002). Sinif lic, bakteriyosinler Sinif |l bakteriyosinlerin alt gruplarina uymayan
bakteriyosinleri icermektedir. E. faecium L50 susu tarafindan Uretilen enterocin
L50A ve enterocin L50B bu alt gruba &érnek verilebilir. Sinif Il bakteriyosinler,
molekiler agirligi 30 kDa'un Uzerinde olan buyidk, sicakliga duyarli peptidlerdir.
Helveticin J, helveticin V, acidofilicin A, lacticin A ve B bunlara érnektir (Cintas et
al., 2001; Parada et al., 2007). Sinif IV bakteriyosinler yapilarinda lipid ve
karbonhidrat iceren bakteriyosinler olarak tanimlanmaktadir. Bu bakteriyosinler
yapilarindaki lipid veya karbonhidrat kisimlarinin kaybi ile aktivitelerini

yitirmektedirler (Jeevaratnam et al., 2005; Toomula et al., 2011).

Bakteriyosinlerin biyokimyasal yapilarinin karakterize edilebilmesi igin yeterli
dizeyde ve miktarda homojen olarak saflagtiriimalari gerekmektedir. Fakat
bakteriyosinler LAB tarafindan dislik miktarlarda dretildiginden, bunlarin
saflagtirma asamasindan &nce konsantre edilmeleri gerekli hale gelmektedir
(Pingitore et al., 2007).

Bakteriyosinlerin saflasgtiriimasi zor bir prosestir. Saflagtirma sirasinda bakteriyosin
molekilleri ortamdaki diger molekdillerle etkilesime girebilmekte ve vyapisi
bozulabilmektedir. Bu sebeple her bakteriyosin icin farkli saflagtirma protokolleri
uygulamak gereklidir. Bakteriyosinlerin saflastirlmasinda ilk asama bakteriyosin
ureticisi  hlcrelerin  santrifijlenerek ortamdan uzaklastirilmasidir.  Sonraki
saflagtirma asamasinda ise genellikle doygun amonyum silfat cozeltisi
kullanilmaktadir. Bakteriyosinler protein kdkenli olduklarindan proteinlerle benzer
reaksiyonlar vermektedirler. Bakteriyosin igceren stpernatant ortamina amonyum
sulfat gibi bir nétral tuzun (salting-out) eklenmesi ile ortamin iyonik dengesi
dedismekte ve molekuller arasi hidrofobik etkilesim sonucu bakteriyosinler

cokmektedir. Santriflj isleminin ardindan sUpernatantin uzaklastiriimasiyla elde
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edilen bakteriyosin c¢okeltisi uygun bir tamponda c¢o6zulerek kullanilabilmektedir.
Genel olarak kullanilan amonyum stilfat konsantrasyonu % 40 - 75 (w/w) arasinda
degismekle beraber, bakteriyosin yapilarinda gértlen blyuk farkhliklar nedeniyle
uygun amonyum silfat konsantrasyonunun én ¢alismalar ile belirlenmesinde fayda
gbrulmektedir (Pingitore et al., 2007). Bakteriyosinlerin ¢oktlrilimesi amaciyla
trikloroasetik asit, etanol, metanol veya aseton gibi organik c¢o6zlcller de
kullanilabilmektedir. Amonyum sulfat uygulamasiyla benzer sekilde organik
¢6zlclu uygulamasindan sonra ¢b6ken bakteriyosin santrifijlenerek c¢ozelti
ortamindan alinir. Céktlirme isleminde kullanilan amonyum silfat vb. maddeler ile
diger safsizliklar ultrafiltrasyon, dializ veya jel filtrasyon yéntemleri kullanilarak
giderilebilmektedir (Guantam and Sharma, 2009).

Bakteriyosinlerin  ileri dizeyde saflagtinimalari amaciyla iyon degisim
kromotografisi, hidrofobik interaksiyon kromotografisi, ters faz yiksek basing sivi
kromotografisi (RP-HPLC), izoelektrik odaklama (isoelectric focusing), jel
filtrasyonu gibi yéntemlerin biri veya birkagi birlikte kullanilabilmektedir. Iyon
degisim kromotografisi ve hidrofobik interaksiyon kromotografisi laktik asit
bakterileri tarafindan dretilen ¢odu bakteriyosinin pozitif yikli amino asitleri
icermeleri ve gugli hidrofobik yapilari nedeniyle uygun saflastirma ydntemleri
olarak 6ne cikmaktadir (Parada et al., 2007; Pingitore et al., 2007). Diger bir
saflastirma ydntemi ise bakteriyosin Ureticisi suslarin Urettikleri bakteriyosinleri
nétral pH'da hiucre duvarina adsorblayabilmesi ve adsorblanan bakteriyosinin
asidik pH’larda hicre duvarindan desorbsiyonuna dayanmaktadir. Saflastirilan
bakteriyosin molekil agdirligi sodyum dodesil silfat poliakrilamid jel elektroforezi
(SDS-PAGE) veya kutle spektroskopisi yéntemleri kullanilarak
belirlenebilmektedir. Bakteriyosin yapisi en son agamada bakteriyosin Uretici gen
diziliminin PCR yéntemleri ile belirlenmesi ve bakteriyosin yapisinda yer alan
aminoasitlerin diziliminin saptanmasi ile kesin olarak belirlenebilmektedir (Pingitore
et al., 2007; Settanni and Corsetti, 2008).

Yang et al. (1992) vyaptiklari bir c¢alismada salivaricin bakteriyosinini
saflastirmiglardir. Arastirmacilar bu amacgla o6ncelikle bakteriyosin ortamindaki

Uretici susu inaktive etmek icin 70 °C’de 25 dakika i1sil igslem uygulamigtir. Sonraki
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asamada Oli  hicrelerin  ortamdaki  bakteriyosini  hiicre  duvarlarina
adsorblayabilmeleri igin ortam pH’si 7’ye ayarlanmis ve bakteriyosin bu ortamda
bir saat slreyle inkibe edilmistir. Daha sonra hicreler santrifiijlenerek ortamdan
alinmis ve bu hicreler tampon ortaminda alinarak 4 °C de 1 saat calkalanarak
hicre yuzeyinden bakteriyosinlerin ayrilmasi saglanmistir. Bu bakteriyosin
cOzeltisindeki hucreler santrifijlenerek ortamdan uzaklastirilmis ve bakteriyosin
cOzeltisi elde edilmigstir. Arastirmacilar, elde edilen bakteriyosinin amonyum silfat
yontemi ile elde edilen bakteriyosine gbre daha az protein kontaminanti igcermesi

nedeniyle bu yoéntemin daha avantajli oldugunu belirtmiglerdir.

Kingcha et al. (2012) yaptiklar ¢alismada P. pentosaceus BCC 3772 susunun
urettigi bakteriyosini sirasiyla hidrofobik interaksiyon kromotografisi, katyon
dedisim kromotografisi ve ters faz yiksek basingli sivi kromotografisi ile
saflagtirmistirlar. Saflagtirilan bakteriyosin molekdl agirligr matriks ile desteklenmis
lazer desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kitle spektrometresi (MALDI-TOF) ile
4.62 kDA olarak belirlenmigtir. Arastirmacilar, Edman N-terminal sekans analizi

sonucunda bakteriyosinin 44 amino asitten olustugunu tespit etmislerdir.

Saflagtirma islemleri sonucunda bakteriyosinlerin  stabilitesinde azalmalar
meydana gelebilmektedir. Bununla beraber sicaklik ve pH degdisimleri sonucunda
da bakteriyosinlerin aktivitelerinde degisim olabilmektedir. LAB tarafindan dretilen
cogu bakteriyosin asidik veya nétral pH’larda stabilitesini korumakta, pH 8 ve Gzeri
pH’larda ise aktivitelerinde inhibisyon goérilebilmektedir (nisin, pediocin AcH,
lecocin A-UAL 187). Sicaklik direnci LAB tarafindan Uretilen bakteriyosinlerin
bircogunun ana karakteristiklerindendir. Genel olarak 60 -100 °C’de 30 dakika
(lactocin 27, lactocin S) ve 121 °C’de 15 dakikalik 1sil isleme (lactacin B, nisin vb)
dayanabilmektedirler. LAB’nin Urettikleri bakteriyosinlerin yiksek sicakliga karsi
dayanikliliklari, bunlarin kiguk globuler yapida peptidler olmasi, yapilarinda gugla
hidrofobik bélgelerin ve dayanikli ¢capraz baglarin bulunmasi ve yuksek glisin
icerikleri ile agiklanmaktadir (De Vuyst and Vandamme, 1994; Jeevaratnam et al.,
2005). Bakteriyosinlerin yiksek sicakliga gdsterdigi diren¢ gidalarda koruyucu

olarak kullaniminda g6z éntine alinan temel faktérlerdendir.
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Bakteriyosinlerin antimikrobiyel etkileri “Barrel-Stave”, “Wedge-Model” ve “Lipid
Model” modelleri ile agiklanmaktadir. Bu ¢ modelde de antimikrobiyel etki tipinde;
bakteriyosinlerin katyonik yapilari ile hicre membraninda bulunan anyonik
lipidlerin reaksiyona girmesi ve hiicre membraninda olusturulan porlar araciligiyla
hicre i¢ci amino asit, ATP ve iyonlar gibi kigtik molekullerin hiicre digina sizmasi
temel alinmaktadir. Gram-negatif bakteriler hiicre duvari yapilarindaki farkhliklar
nedeniyle Gram-pozitif LAB’nin Urettikleri bakteriyosinlere kargi daha fazla direng
g6stermektedir (Moll et al., 1999; Cotter et al., 2005; Settanni and Corsetti, 2008;
Guantam and Sharma, 2009).

Gram-pozitif bakteriler tarafindan tretilen bakteriyosinler genel olarak yakin turdeki
Gram-pozitif bakterilere karsi antimikrobiyel aktivite géstermektedir. Ornegin, nisin
Gram-pozitif bakterilerin hlicre membraninda hasarlara neden olarak etki
gostermektedir. Membranda olusan hasarlardan amino asit ve katyon kaybi
sonucunda hucre i¢i biyosentez engellenmekte ve membran potansiyeli ¢kerek
hicre 6lmektedir. Ayrica, membran Uzerinde olugan hasarlardan igeri giren su,
ozmotik basinci arttirarak hicrenin 6limine neden olabilmektedir. Pediocin ve
lactococcin A gibi diger bakteriyosinler de nisinin etki mekanizmasina benzer
olarak membran potansiyelinin kaybina yol agmakta ve membran gecirgenliginin
artmasi sonucu hicre 6lmektedir. Bakterisid etkili bakteriyosinlerden farkl olarak,
lactocin 27 ve leucocin A-UAL 187 gibi bazi bakteriyosinlerin ise bakteriyostatik
etki gosterdikleri belirtiimektedir (Jeevaratnam et al., 2005; Guantam and Sharma,
2009).

Bakteriyosinler, bakteriyosin Ureticisi sugsun gida Uretiminde direkt olarak
kullanilmasi veya saflagtirilmis bakteriyosinin gida formuilasyonuna eklenmesi
yollari ile gidalarda kullanilabilmektedirler. Direkt olarak bakteriyosinin gidalarda
kullanimi minimum iglem gérmus et Grdnleri gibi yUksek asitligin istenmedigi,
dusuk sicakligin tek koruma metodu olarak kullanildigi gidalar igin uygun
olabilmektedir. Bakteriyosin kullanimi, bu gidalara uygulanacak olan isil islemdeki
sicaklik derecesini dusurulebilmekte, bodylelikle de gidanin besinsel ve duyusal
Ozellikleri iyilestirilebilmekte ve isil islem maliyeti azaltilabilmektedir (Galvez et al.,
2007; Guantam and Sharma, 2009).
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Rodriguez et al. (2005) peynirlerde olgunlagsma sirasinda peynir ortaminda
bulunan Listeria monocytogenes, S. aureus ve E. coli O157:H7’in Uzerine
bakteriyosin Ureticisi yardimci kdlttrlerin etkisini incelemiglerdir. S6z konusu
patojenler peynir Uretiminde kullanilan siite 6 log diizeyinde eklenmistir. icinde
patojen bakteriler bulunan sit dérde bélinmis ve her birine yardimci kiltlr olarak
bakteriyosin Ureticisi 4 adet LAB kultart ayri ayri % 1 oraninda inokdle edilmistir.
LAB kalturG olarak Lc. lactis CL1 (nisin dreticisi), Lc. lactis ES1 515 (nisin
Ureticisi), Lc. lactis CL2 (nisin ve pediosin Ureticisi) ve P. acidilactici 347 (pediosin
Ureticisi) kullaniimistir. Peynirler Uretimden sonra 12 °C’de 30 gin depolanmistir.
Depolamanin sonunda L. monocytogenes sayisinda kontrol dérnegine (yardimci
kultar icermeyen) goére; Uretimde P. acidilactici 347 kullanilan peynirlerde 0.63 log,
Lc. lactis ES1 515 kullanilan peynirlerde 0.17 log, Lc. lactis CL1 kullanilan
peynirlerde 2.97 log ve Lc. lactis CL2 kullanilan peynirlerde ise 1.64 log dizeyinde
azalmalar meydana gelmistir. S. aureus sayisinda kontrol érnegine gére; Uretimde
P. acidilactici kullanilan peynirlerde 0.57 log, L. lactis ES1 515 kullanilan
peynirlerde 0.64 log, L. lactis CL1 kullanilan peynirlerde 0.98 log ve L. lactis CL2
kullanilan peynirlerde ise 0.40 log, dizeyinde azalmalar olmustur. E. coli O157:H7
sayisinda ise kontrol 6érnegine gore; Uretimde P. acidilactici kullanilan peynirlerde
0.47 log, L. lactis ES1 515 kullanilan peynirlerde 0.15 log, L. lactis CL1 kullanilan
peynirlerde 0.84 log ve L. lactis CL2 kullanilan peynirlerde ise 1.69 log dizeyinde
azalmalar meydana gelmigtir. Calisma sonucunda kontrol grubuna gdére
bakteriyosin Ureticisi yardimci kaltdrlerin - kullanimi ile test edilen patojen
bakterilerin tuminin sayisinda azalma oldugu tespit edilmigtir. Arastirmacilar
bakteriyosin  Ureticisi  suglarin  c¢esitli gida  patojenlerinin  kontrolinde

kullanilabilecegine dikkat cekmiglerdir.

Olivares et al. (2006) anne sitinden izole ettikleri LAB’nin S. aureus, L.
monocytogenes ve E. coli test bakterileri Uzerine antimikrobiyel etkilerini
incelemiglerdir. Lactobacillus gasseri CECT5715 susunun L. monocytogenes ve S.
aureus Uzerine antimikrobiyel etkisi oldugu, E. coli lzerine ise antimikrobiyel
etkisinin bulunmadid1 gbézlenmistir. Lb. gasseri CECT5714 susunun ise U¢ test

bakterisi Uzerine de antimikrobiyel etkili oldugu bulunmustur. Arastirmacilar,
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antimikrobiyel etkili bakterilerin bebek badirsak florasinda potansiyel patojenlere

kargi yararl olabilecegini belirtmiglerdir.

Sirilun et al. (2010) fermente domuz ve balik Urinlerinden izole ettikleri 4 adet Lb.
plantarum susunun E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, B. cereus ATCC
11778, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Sal. typhii ve Shigella sonnei test
bakterileri (izerine antimikrobiyel etkilerini arastirmiglardir. izolatlardan elde edilen
hicre icermeyen slUpernatantlarin timUntn test bakterilerine karsi antimikrobiyel

etkili oldugu tespit edilmistir.

Ananou et al. (2005) peynirden izole ettikleri bakteriyosin Ureticisi E. faecalis A-48-
32 susunu sosis Uretiminde kullanmislardir. Calismada, sosis Uretiminde test
bakterisi olarak L. monocytogenes CECT 4032 kullaniimistir. Sosis Uretiminde 3
farkli yol izlenmistir. E. faecalis A-48-32 sosis Uretiminde kullanilan ete 6 log veya
7 log dizeyinde eklenmis ya da ilgili bakteriyosin Ureticisinden elde edilen saf
enterosin et ortamina direkt olarak ilave edilmistir. Sosis érnekleri tGretimden sonra
20 °C'de 9 gun depolanmistir. Direkt olarak enterosin katillan sosislerde
depolamanin 3. gininde L. monocytogenes sayisi belirlenebilir seviyenin altina
dusmustur. Uretiminde 6 log E. faecalis A-48-32 ilave edilen 6rneklerde
depolamanin 9. gininde L. monocytogenes sayisinda bir dedisim gbézlenmezken,
7 log Kkultir ilave edilen &6rneklerde depolamanin 9. gunid sonunda L.
monocytogenes sayisi belirlenebilir seviyenin altina dasmustir. Arastirmacilar
sosis uUretiminde L. monocytogenes’in kontroli amaciyla E. faecalis A-48-32

susunun kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

Starter kultur olarak P. pentosaceus BCC 3772 sugsunun kullanildigi geleneksel
Tayvan domuz sosisi Uretiminde fermantasyon (18-24 saat) sonunda L.
monocytogenes ATCC 19115 sayisinda 3.2 log dizeyinde azalma oldugu tespit
edilmigtir. Bu susun geleneksel sosis Uretiminde Urin kalitesini etkilemeden

kullanilabilecegi belirtiimistir (Kingcha et al., 2012).

Matijasic et al. (2007) peynir Uretiminde bakteriyosin Ureticisi Lb. gasseri K7
susunun C. tyrobutyricum Uzerine etkisini arastirmiglardir. Arastirmacilar, site 3

log/mL dizeyinde C. tyrobutyricum sporu inoklle edilerek ve Lb. gasseri K7 ile
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uretilen peynirlerde depolamanin 8. haftasi sonunda gaz olusumuna bagli olarak
hafif catlamalar gézlemlerken, kontrol grubu peynirlerin (Lb. gasseri K7 icermeyen)
yapisinin tamamen bozuldugunu bildirmiglerdir. Calismada, Lb. gasseri K7 ile
Uretilen peynirlerde 8 hafta sonunda olusan butirik asit miktarinin kontrol érnegine
gére 0.55 g/kg daha az oldugu tespit edilmistir. Arastirmacilar peynir Gretiminde
Lb. gasseri K7 kullanimi ile bozucu mikroorganizmalarin gelisiminin ve etkilerinin

azaltilabilecegini bildirmislerdir.

Sofralik yesil zeytin Uretimi ile ilgili yapilan bir ¢galismada Lb. plantarum LPC010
susunun teknolojik 6zellikleri incelenmigtir. Calismada, Lb. plantarum LPCO010
susunun Urettigi antimikrobiyel madde araciligi ile ortamda bulunan dogal
bakterilerin gelisiminin engellenebildigi ve bu sayede ortama Lb. plantarum
LPCO010 susunun hakim olmasi ile dUrinde istenen asitlik gelisiminin daha hizl

oldug@u bildirilmigtir (Jiménez-Diaz et al., 2003).

Eksi hamur Uretimi ile ilgili yapilan arastirmalarda da tretimde bakteriyosin Ureticisi
suslarin kullanilmasi ile trinde sinme etmeni Bacillus suslarinin gelisiminin

engellenebilecegi belirtiimistir (Mentes et al., 2007).

Gida endustirisinde gida formllasyonuna eklenmesine izin verilen ve Uzerinde en
cok calisilan bakteriyosin Lc. lactis suglari tarafindan Uretilen nisindir (Savadogo et
al., 2006). Lc. lactis suslar tarafindan dretilen nisin, ticari olarak gidalarda
kullanilmasina izin verilen tek bakteriyosindir. Nisin, Amerika Birlegsik Devletleri
Gida ve lla¢ Dairesi (FDA) tarafindan genel olarak guvenli kabul edilebilir (GRAS)
olarak onaylanan nisin 50’den fazla Glkede fermente st tGrnleri, yumurta Grtnleri,
konserve sebzeler, salata soslari ve fermente alkollU ickilerin Uretiminde basarili
bir sekilde kullaniimaktadir (O’Sullivan et al., 2002)

Nisin, Amerika Birlesik Devletleri Gida ve iia¢g Dairesi (FDA) tarafindan guvenli
kabul edilebilir (GRAS) olarak onaylanmis koruyucu gida katki maddesidir. Nisin
gunimizde 50°den fazla Ulkede fermente st Urlnleri, yumurta Urdnleri, konserve
sebzeler, salata soslari ve fermente alkollU igkilerin Uretiminde basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (Spelhaug and Harlander, 1989; O’Sullivan et al., 2002; Settanni
and Corsetti, 2008).
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Laktik asit bakterileri tarafindan Uretilen bakteriyosinlerin gidalarda antimikrobiyel

olarak kullanimina yénelik diger bazi arastirmalar Cizelge 6’da 6zetlenmistir.

etki

gidalarda biyo-koruyucu olarak kullaniimasindaki en blyuk problem bakteriyosin

Antimikrobiyel gOsteren bakteriyosinlerin veya bunlari Ureten suslarin

etkinliginin; gida ortaminda bulunan bakteriyosinlerin cesitli gida bilesenlerine

baglanmasi, proteazlar veya diger inhibitérlerle antimikrobiyel aktivitenin

kaybolmasi, gida ortaminda bakteriyosin ¢éztnurligindeki azalma gibi nedenlerle
degdisebilmesidir. LAB tarafindan Uretilen bakteriyosinlerin diger bir olumsuz tarafi
genellikle Gram-negatif bakteriler Uzerine etkili

ise bu bakteriyosinlerin

olmamalaridir (Settanni and Corsetti, 2008).

Cizelge 6. Bazi bakteriyosin Ureticisi laktik asit bakterileri ve kullanildiklari
gidalardaki etkileri
Bakteriyosin iireticisi Uretilen - f .
LAB Bakteriyosin Kullanilan iiriin | Inhibisyon etkisi Referans
. . Leroy and De
Lb. sakei Sakasin Sucuk L. monocytogenes Vuyst, 2005
P. acidilactici Pediosin Sucuk L. monocytogenes Albzgggat al,
Lc. lactis Nisin Vidiago peyniri C. tyrobutyricum R|II2aOEt3aI.,
Lc. lactis Nisin Gouda peyniri L. monocytogenes B%Tkzadgoet
. . Camembertii Maisnier-Patin
Lc. lactis Nisin peynir L. monocytogenes et al., 1992
) Ogden et al.,
. . : Istenmeyen laktik 1988;
Le. lactis Nisin Bira ve Sarap asit bakterileri Daeschel et
al., 1991
e e . Goff et al.,
P. acidilactici Pediosin Cig tavuk L. monocytogenes 1996
P. pentosaceus Pediosin Kiyma L. monocytogenes Skyt1tgge1t al.
. . . . Matijasic et
Lb. gasseri Gassericin Peynir C. tyrobutyricum al.. 2007
E. faecalis Enterosin Elma girasi B. licheniformis Gran;gozt al .,
. . Alicyclobacillus Grande et al .,
E. faecalis Enterosin Meyve suyu acidoterrestris 2005
. . . L. monocytogenes Saavedra et
E. faecium Enterosin Peynir ve L. inocua al.. 2003
E. faecium Enterosin Sucuk L. monocytogenes Ananz%%gt al.,
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LAB suslarinin bakteriyosin ureticisi olup olmadigini belirlemek igin cesitli
ybntemlerden yararlanilabilmektedir. Bu amagla kullanilan ydntemler direkt ve

indirekt yéntemler olarak iki ana grup altinda toplanabilir.

“Agar damlatma yéntemi” yaygin olarak kullanilan direkt yéntemdir. Bu yéntemde
bakteriyosin Ureticisi oldugu dusinulen test susu agarli besiyeri ylzeyine nokta
halinde asilanarak kolonilerin olugsmasi icin uygun sicaklikta bir gece boyunca
inkibe edilmektedir. Elde edilen kiltir ylzeyine, duyarliligi test edilecek bakteri
susu eklenmis agarli besiyeri ikinci kat olarak doékilmektedir. inkiibasyon
sonucunda bakteriyosin Ureticisi oldugu digtnulen test susunun gelistigi damlatma
kdltar alani etrafinda olugsan inhibisyon zonu test edilen susun bakteriyosin

Urettigine isaret etmektedir (Du Toit et al., 2000; Pingitore et al., 2007).

“Kuyu difizyon yéntemi” yaygin olarak kullanilan indirekt yéntemdir. Bu ydntemde
bakteriyosin Ureticisi susun sivi besiyerinde inkiibasyonu sonucunda elde edilen
kultar santrifijlenerek hicre icermeyen slUpernatant elde edilmektedir. Bu arada,
duyarlihgi test edilecek bakteri susu asilanmig agarl besiyeri steril Petri kutularina
dokulmekte ve katilagma saglandiktan sonra besiyerinde uygun sayida kuyucuklar
acllmaktadir. Daha 6nce elde edilmis olan slUpernatant kuyucuklara eklenerek
inkiibasyonu saglanmaktadir. inkiilbasyon sonunda kuyucuklar etrafinda olusan
inhibisyon zonlari gbzlenerek, zon c¢aplari dlciimektedir. Kuyucuk ¢evresinde zon
olusumu supernatantin bakteriyosin icerdigine isaret etmektedir. Bakteriyosin
aktivitesinin kantitatif olarak belirlenebilmesi icin 2 kath seri bakteriyosin
dilisyonlarinin  hazirlanarak antimikrobiyel aktiviteleri test edilmektedir.
Antimikrobiyel aktivite gOsteren en ylksek dilisyonun orani kullanilarak aktivite
(AU/mL) belirlenebilmektedir (Cosansu et al., 2007; Pingitore et al., 2007).

LAB suslarinin bakteriyosin Ureticisi olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla
yapilan testlerde, duyarlihgr test edilecek olan test bakterisinin seciminde
bakterilerin bakteriyosinlere karsi go6sterdikleri direng farliliklari gbéz &énlne
alinmalidir. Dikkate alinmasi gereken bir bagka husus ise inhibisyon zonunun LAB
tarafindan Uretilen organik asit, hidrojen peroksit vb. antogonostik maddelerin
etkisiyle olusma olasihgidir. LAB tarafindan Uretilen laktik asit ve hidrojen

peroksitten kaynaklanabilecek inhibisyon etkilerinin, nétralize edilmis (pH 6-7) ve
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icine katalaz eklenmis supernatantlarin  kullanimi ile elimine edilmesi
gerekmektedir (Oh et al., 2000; Karaoglu et al., 2003; Sirilun et al., 2010).

Yukarida belirtilen y6ntemlerle bakteriyosin aktivitesi kolaylikla
belirlenebilmekteyse de tam olarak ortamda hangi bakteriyosinin sentezlendigi
ancak ileri saflastirma teknikleri ve amino asit sekansinin belirlenmesi ile mimkin
olabilmektedir (Parada et al., 2007).

Proteaz duyarliidi, LAB’nin inhibitér etkili maddesinin bakteriyosin olup
olmadiginin ortaya konulmasinda Kkilit bir testtir. Bakteriyosinler protein yapisinda
bilesikler olduklarindan genel olarak tripsin, a-kimotripsin, pepsin ve proteinaz-K
gibi proteolitik enzimler ile inaktive olurlar. Ayrica bakteriyosinlerin proteolitik
enzimlere olan direngleri arasindaki farkhliklar izole edilen bakteriyosinin yapisi
hakkinda da bilgi verebilmektedir. Bakteriyosinlerin sindirim sistemindeki proteolitik
enzimlere kars! direnci, koruyucu olarak kullanildiklari gidanin tiketilmesi sonucu
sindirim sistemi mikrobiyel florasinda neden olacagdi degisim bakimindan 6énem
tasimaktadir (Parada et al., 2007).

Bazi bakteriyosinler yapisinda lipid yada karbonhidrat bilesenler icermektedir.
Yapida bu tip bilegenlerin bulunup bulunmadigi a-amilaz ve lipaz uygulamalari ile
dogrulanabilmektedir. Thermophilin (Aslam et al., 2011) ve lactocin 27 (Upreti et
al., 1975) lipo-karbonhidrat bakteriyosin yapilarina ve pediocin HA 6111 (Albano et
al., 2007) ve pediocin SJ-1 (Schved et al.,, 1993) glikoprotein yapilarina 6érnek
olarak verilebilirler. Lb. plantarum LPCO 10 susu tarafindan Uretilen bakteriyosinin
proteaz ile glikolitik ve lipolitik enzim uygulanmalari sonucunda aktivitesini
kaybettigi tespit edilmistir. S6z konusu bakteriyosinin belirtilen enzimlere duyarli
olmasinin, bu bakteriyosinin yapisinda karbonhidrat ve lipit yapisinda bilesenler

bulunduguna isaret ettigi belirtiimektedir (Jiménez-Diaz et al., 1993).

Anne siti, tim beslenme ihtiyaglarini kargilamasi nedeniyle yeni dogan bebekler

icin en iyi gida olarak bilinmektedir (Cizelge 7) (Prentice, 1996).
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Cizelge 7. Anne siti bilesimi (Prentice, 1996)

Bilesen
Yag Yag asitleri, coklu doymamis yag asitleri
Kazein, a-laktoalbumin, laktoferrrin, IgA,
Protein IgG, lisozim, serum albumin, p-
laktoglobulin
Karbonhidrat Oligosakkartiler, laktoz
Mineral IP;fl)lrsiyum, fosfor, sodyum, potasyum,

Anne sutlt bebeklerin hastaliklara karsgi korunmasinda 6énemli rol oynamaktadir.
Anne siatindeki bu  koruyucu etkinin  yapisindaki immunoglobulinler,
immunokomponent htcreler veya bazi antimikrobiyel bilesikler gibi bazi
bilegenlerin timlesik etkilerinden kaynaklandigi duastndlmektedir. Bilesimindeki
prebiyotik maddeler ise yeni dogmus bagirsak florasinin olusumunu
desteklemektedir. Anne sutliindeki mikroorganizmalarin yeni dogan bebeklerin
bagirsak florasinin olusumunda ve gelisiminde énemli bir faktdr olarak rol aldigi
belirtilmigtir (Martin et al., 2004).

Anne rahminde normal bir fetusun steril oldugu bilinmektedir. Yeni dogdanlarin
bagirsak dokusunun olusumunda bakteri kolonizasyonunun dogum kanalindan
gecerken basladidi ve annenin fekal ve vajinal mikroflorasi ile c¢apraz
kontaminasyonundan olustugu gorisu buyuk oranda kabul gdérmektedir.
isaretlenmis E. faecium susu ile beslenen gebe fareler ile yapilan calismalar susun
bebek bagirsagina dustk oranda ve meme bezlerine ylksek oranda tasindigini
g6stermistir. Genel olarak, bu sonug¢ bir ka¢ kommensal bakteri tlrindn
plasentaya gecebildigini ve bu nedenle de bagirsak dokusunda kolonizasyonun
dogumdan énce baslayabildigi gérisini kuvvetle desteklemektedir (Martin et al.,
2003; Martin et al., 2004).

Bebeklerin bagirsak mikroflorasinin kompozisyonu bebegin beslenme tipinden
blyuk O6l¢ide etkilenmektedir. Anne sitl ve bebek mamasinin mikrobiyolojik
kompozisyonundaki  farklihklar, bunlarla beslenen bebeklerin  bagirsak
mikroflorasinin bakteriyel kompozisyonundaki farkliliklarin kaynagini

olusturmaktadir. Anne sttlyle beslenen bir bebegin giinde 800 mL sit emerek
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yaklasik 10°-10" adet/giin kommensal bakteriyi aldigi tahmin edilmektedir. Boyle
bir tiketim sonucu yeni dogan bagirsak florasi kompozisyonunun anne siti
florasini yansitmasi surpriz degildir (Martin et al., 2004; Martin et al., 2005b;
Olivares et al., 2006). Nitekim, anne sutlyle beslenen bebeklerin badirsak
mikroflorasinin tipki anne satindeki gibi birkag predominant Gram-pozitif tirden
olustugu, sutten kesilmenin ardindan bebedin bagirsak mikroflorasinin daha
cesitlendigi belirtimektedir (Heikkila and Saris; 2003; Martin et al., 2004; Martin et
al., 2005b; Reviriego et al., 2005). Rinne et al. (2005) anne sitl ile beslenen
bebeklerin digkilarinda, mama ile beslenen bebeklere gére daha fazla oranda
LAB’ne rastlandigini belirtmislerdir. Ayrica literatirde anne sutu ile beslenen
bebeklerde enfeksiyon hastaliklara rastlanma oraninin mama ile beslenen

bebeklere gbre daha az oldugu belirtiimektedir.

Anne sutinde bulunan bakterilerin kaynagi halen tartisma konusu olmakla birlikte,
bazi tlrlerin anne bagirsagindan meme bezlerine endojen olarak tasinmis
olabilecegi dustnutlmektedir (Martin et al., 2003; Martin et al., 2004).

Anne sutiinin dogal mikroflorasinda bulunan ve genellikle izole edilen bakteriler
stafilokoklar, streptokoklar, mikrokoklar, laktobasiller ve enterokoklardir (Heikkila
and Saris, 2003; Martin et al., 2004). Saglkli annelerin sutiinden izole edilen LAB
turleri bakteriyoterapétik ya da probiyotik ajan olarak kullanilabilecek suslari
icermektedir. Bu LAB turlerinin genellikle Lb. gasseri, Lb. rhamnosus, Lb.
acidophilus, Lb. plantarum, Lb. fermentum, E. faecium ve E. faecalis oldugu
belirtiimektedir. Bu bakterilerden Lb. gasseri, Lb. rhamnosus ve E. faecium
potansiyel probiyotik bakteriler arasinda degerlendiriimekte ve bunlardan bazilar

ticari probiyotik Grtnlerde kullaniimaktadir (Martin et al., 2004).

Albesharat et al. (2011) yaptiklari ¢alismada anne satinden Lb. brevis, Lb. oris,
Lb. animalis, E. durans, E. hirae, Pediococcus spp., Str. gallolyticus, Str.
vestibularis, Str. australis ve S. haemolyticus bakterilerini izole etmislerdir.
Arastirmacilar, galisma sonucunda anne mide bagirsak sisteminden anne sutine,
anne sitinden de bebek mide bagirsak sistemine dikey olarak bakteri transferleri

olabildigini belirtmiglerdir.
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Son yillarda klinik dneme sahip patojen bakterilerin, antibiyotiklere karsi yaygin
olarak direng kazanma o6zelliklerinden dolayi, konakginin mikroflorasinda baskin
hale geldigi bilinen bir gercektir. Bu patojenlerin baskin hale gelmesini
Onleyebilecek ya da bu patojenlerden koruyacak yararli bakterilerin kullanimi
enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotik kullanimina kargi alternatif bir yaklagim
olusturmustur. Bu yaklagsim, kommensal ya da probiyotik bakterilerin potansiyel
patojenlerle basarili bir sekilde rekabet edebilme 6zelligine dayanmaktadir.
Saglikli annelerin sitleri, anneleri ve/veya bebekleri enfeksiyon hastaliklarina karsi
korumada rolil olan potansiyel probiyotik ya da biyoterapotik LAB’nin kaynagi
olabilmektedir. Anne sutinden izole edilen bakteriler patojenlere karsi koruma
saglamanin yani sira insan probiyotikleri i¢cin genel olarak 6nerilen insan orijinli
olma, bebekler tarafindan uzun sure guvenle tiketilebilme, sit ve bagirsak
mukoza yapisina adaptasyon ve mukozaya tutunabilme gibi 6zellikleri de
tasidigindan dikkatleri Gzerlerine ¢ekmistir (Martin et al., 2004; Martin et al.,
2005b).

Yapilan calismalar saglikli annelerin sitlerinden izole edilen laktobasillerin
probiyotik potansiyellerinin ticari probiyotik tGrtnlerinde kullanilan suslarla benzerlik
goOsterdiklerini ortaya koymaktadir. Anne sidtinden izole edilen kommensal
bakterilerin, S. aureus’un neden oldugu yeni dogan enfeksiyonlari ve annedeki
meme enfeksiyonlarini dnlemede bakteriyoterapétik ajan olarak kullaniima

potansiyeli oldugu goésterilmistir (Heikkila and Saris, 2003).

Anne siUtiinde bulunan Lactobacillus spp. gibi LAB’nin bulunduklari ortamda pH’yi
duslUrerek patojen bakterilerin Uremesine engel oldugu ve bu sekilde
enfeksiyonlara karsi savunma gelistirdigine inaniimaktadir (Lénnerdal, 2000).
Bununla beraber anne sitindeki LAB Urettikleri bakteriyosin gibi antimikrobiyel
etkili metabolitler sayesinde patojenleri inhibe ederek vyararh etki de

saglayabilmektedir (Olivares et al., 2006).

Anne siutinin pediatrik patojenlere (Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Vibrio cholera, Shigella
flexneri) kargl antimikrobiyel aktivitesinin in-vitro olarak arastirildigi bir ¢alismada,

test edilen tUm patojen bakterilerin ¢esitli oranlarda inhibe oldugu bildirilmistir. Bu
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inhibisyonlarin, sutte bulunan imminoglobluinler, I6kositler, laktoperoksidaz,
lisozim ve laktoferrinin yani sira ortamdaki LAB’nin metabolitlerinden
kaynaklanabilecegine de dikkat cekilmistir (Esperanza and Ricarchito, 1989).
Benzer bir ¢calismada, anne sutinden izole edilen Lb. gasseri CECT 5715, Lb.
gasseri CECT 5714 ve Lb. fermentum CECT 5716 suslarinin pediatrik patojenlere
(Salmonella Choleraesuis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria spp.)

karsi antimikrobiyel etkili oldugu tespit edilmistir (Olivares et al., 2006).

Martin et al. (2004) anne sutinden izole edilen ve Leu. mesenteroides, Lc. lactis,
Lb. crispatus, Lb. rhamnosus ve E. faecalis olarak tanimlanan LAB suglarinin yeni
dogan bebeklerde S. aureus enfeksiyonlarina karsi korunmasinda rol
alabileceklerini belirtmiglerdir. Bebeklerin diyareye kargi korunmasinda anne
sutindn yararli oldugu pek ¢ok calisma bulgulariyla desteklenmektedir (Brown et
al.,1989; Janice and Vickerstaff, 1992; Lopez-Alarcon et al., 1997).

Antibiyotiklerin klinik olarak kullanimi ile enfeksiyon hastaliklari kaynakli élimlerde
Onemli oranda azalma saglanmigtir. Bu amagla yaygin olarak kullanilan
antibiyotikler ve etki mekanizmalari asagidaki gibi siralanabilir. Streptomisin,
kanamisin ve gentamisin aminoglikozit grubu antibiyotikler olup ribozomun 30S alt
birimine baglanarak protein sentezini inhibe ederler. Vankomisin glikopeptid
yapisinda olup Gram-pozitif bakteriler Gzerine etkilidir ve hiicre duvari sentezini
engellerler. Tetrasiklin’ler ise ribozom 30S alt birimine bagdlanarak protein sentezini
Onlerler. Makroloid grubu antibiyotiklerden olan eritromisin ise ribozom 50S alt
birimine baglanarak protein sentezini engellerler. p-laktam grubu antibiyotiklerden
penisilin ve ampisilin hiicre duvari sentezini engelleyerek etki géstermektedirler.
Kloramfenikol ise ribozom 50S alt birimine baglanarak protein sentezini inhibe

ederek etki gostermektedir (Cingi ve Erol, 1996).

Antibiyotik kullaniminin giderek yayginlagmasi normal hiicre genlerinin mutasyonu
ya da hucre digindan antibiyotik diren¢ genlerinin kazanimina neden olmakta ve
bu sekilde olusan antibiyotik direncliligi, giderek artan bir problem halini almaktadir
(Mathur and Singh, 2005; Ammor et al., 2007b; Pan et al., 2011). Bu durum, cesitli
antimikrobiyel diren¢ determinantlarinin (antibiyotik direngliligine neden olan

faktdrler) kazanim ve yayilimina yol agmaktadir.
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Mikroorganizmalarin antibiyotiklere direng 6zellikleri dogal ve kazaniimis direng
olarak ikiye ayriimaktadir (Citak et al., 2004). Dogal antibiyotik direng 6zellikleri
bakteriden bakteriye transfer edilemez. Fakat mutasyon veya bakteriyel genoma
gen kazanimi ile elde edilen antibiyotik direng 6zelligi mikroorganizmalar arasinda

paralel olarak transfer edilebilir 6zelliktedir (Mathur and Singh, 2005).

Antibiyotik diren¢c genlerinin transferinde plazmidlerin édnemli bir rol oynadigi
bilinmektedir (Cataloluk and Gé&gebakan, 2004). Yapilan calismalarda bazi
bakterilerde plazmide bagli antibiyotik diren¢ &zelliginin ortamdaki plazmidin
uzaklastiriimasi ile kayboldugu belirtiimektedir (Morelli et al., 1983). Ulkemizde
yapilan bir ¢calismada, yogurtlardan izole edilen 34 adet Str. thermophilus susunun
plazmid DNA icerigi ve antibiyotik direnclilik 6zellikleri arastiriimis ve bazi suslarda
antibiyotik direnclilik ve plazmid igerigi arasinda bir etkilesim oldugu g6zlenmistir
(Aslim ve Beyath, 2004). Bu ¢alismada bir adet plazmid igeren veya plazmide
sahip olmayan bazi suglarin birgok antibiyotige duyarl oldugu, buna karsilik 5 adet
plazmid DNA’ya sahip U¢ susun da bir¢ok antibiyotige direncli oldugu bildirilmigtir.
Elde edilen bulgular antibiyotik diren¢ 6zelligi ile plazmid arasindaki iligkiyi dogrular

niteliktedir.

LAB’inde belirlenen antibiyotik direngliliklerinin ¢ogu dogdal olsa da vyapilan
calismalarda LAB’inde bugine kadar transfer edilebilir kloramfenikol
asetiltransferaz (cat-TC), eritromisin [erm(B)] ve tetrasiklin [tet(M) ve tet (S)] direng
genleri de tanimlanmistir (Tannock et al., 1994; Ammor and Mayo, 2007b).
Plazmide bagli antibiyotik direnci igeren LAB suslarinin insan ve hayvanlarda
probiyotik olarak kullaniminin giivenli olmadigi belirtimektedir. Plazmide badgl
antibiyotik direnci, bu 6zelligin suslarin yapisindaki plazmidler araciligi ile gida
ortaminda bulunabilecek patojen ya da starter bakterilere aktariima olasiligi

nedeniyle dnem arz etmektedir (Salminen et al., 1998).

Gida endustrisinde ve Kklinik uygulamalarda probiyotik olarak giderek kullanimi
artan LAB’nin antibiyotiklere kargi diren¢ kazaniminin ve antibiyotik direng
genlerinin yayllmasinin bu bakterilerin gulvenilirligi agisindan Uzerinde 6nemle
durulmasi gereken bir konu oldugu belirtiimektedir. Antibiyotiklere direngli suslarin

kullanildigi fermente et, sebze ve sut Urlnleri ile hazir gidalar gibi Grlnlerin
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tuketilmesi, ortamda bulunabilecek antibiyotige direncli bakterilerle kolon florasinin
interaksiyona girmesine yol agabilir. Yapilan c¢alismalarda, laktik asit
bakterilerinden bagirsak florasinda bulunan patojen bakterilere sinirli oranda da
olsa antibiyotik diren¢ genlerinin transferinin mimkin olabilecegi bildiriimektedir
(Mathur and Singh, 2005). Bu nedenle saglik ve gida guvenligi acilarindan
bakildiginda, tespit edilen fenotipik antibiyotik direnglilik mekanizmalarinin
molekuler dizeyde aciklida kavusturulmasi gerekmektedir (Eaton and Gasson,
2001; Franz et al., 2001; Semedo et al., 2003; Cataloluk and G&égebakan, 2004;
Foulquie-Moreno et al., 2006; Ammor and Mayo, 2007b; Ortu et al 2007).

Gidalardan izole edilen enterokoklarin antibiyotik direnclilik &zelliklerinin
belirlenmesi Uzerine yapilmis g¢esitli calismalar bulunmaktadir (Franz et al., 2001;
Mannu et al., 2003; Peters et al., 2003; Citak et al., 2004; Canzek-Majhenic et al.,
2005; Citak et al., 2005; Jurkovic et al., 2006; Cariolato et al., 2008; Gomes et al.,
2008; Sanchez-Valenzuela et al., 2009). Slovenya’da yodresel “Tolminc”
peynirlerinden izole edilen E. faecium suslarinin ampisilin, vankomisin, kanamisin,
penisilin, eritromisin ve klindamisin gibi antibiyotiklere diren¢ durumlari
degerlendiriimis ve suslarin sadece klindamisine diren¢ gdsterdikleri bunun
yaninda vankomisin diren¢ genleri olan vanA ve vanB genlerini de tagsimadiklari
belirlenmistir (Canzek-Majhenic et al., 2005). Peters et al. (2003) et ve st
drunlerden elde ettigi 101 adet E. faecalis susu ile yaptigi ¢galismada, bu suslarin
tumUnun ampisilin, penisilin ve vankomisine duyarli oldugunu géstermiglerdir. Ayni
calismada bu suslarin % 74’Unun eritromisine kargi orta ve yuksek derecede, %
38'’inin ise tekrasiklin’e karsi yliksek derecede dirence sahip oldugu belirlenmigtir.
Cariolato et al. (2008), italya’da Uretilen sut Urinlerinden ve dogal starter
kiltarlerden izole edilen E. faecium ve E. faecalis suglarinin gesitli antibiyotiklere
direng durumlarini degerlendirmis ve suslarin genellikle tetrasiklin, streptomisin ve
eritromisin’e kargi diren¢ goésterdigini belirlemistir. Brezilya’da sut, et Grlnleri,
peynir ve sebze gibi bazi gidalardan izole edilen Enterococcus suglarinin
karakterize edildigi bir arastirmada gentamisin, tetrasiklin ve eritromisine direng
gOsteren E. faecalis suslarinin sayisinin E. faecium’dan daha fazla oldugu, ayrica
s6z konusu antibiyotiklere ¢oklu direng gbésteren E. faecalis izolatlarinin varligi

tespit edilmistir (Gomes et al., 2008).
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Laktobasillerin hiicre duvari sentezini inhibe den antibiyotiklerden penisiline
duyarli, oksasilin ve sefalosporinlere ise daha direncli; protein sentezini inhibe
eden antibiyotiklerden kloramfenikol, eritromisin ve tetrasikline duyarli, kanamisin,

streptomisin ve gentamisine ise direngli oldugu bildirilmistir (Ammor et al., 2007b).

Zhou et al. (2005) Lb. rhamnosus, Lb. plantarum ve Lc. lactis suglari ile yaptigi
calismada, bu izolatlarin eritromisin, tetrasiklin, kloramfenikol, penisilin ve
ampisiline karsi duyarli, gentamisin ve kanamisine kargi ise direncli olduklarini
belirlemislerdir. S6z konusu c¢alismada kullanilan Lb. plantarum izolatlarinin tima

vankomisine kars! direncli bulunmustur.

Temmerman et al. (2003) 55 adet probiyotik Uriinden izole ettigi 187 adet LAB
izolatinin % 79’unun kanamisin, % 65’inin vankomisin, % 26’sinin tetrasiklin, %
23’Unun penisilin, % 16’sinin etiromisin, % 11’inin ise kloramfenikole direncli
oldugunu bildirmigtir. Bu suslarinin % 64 Unde ise coklu antibiyotik direncliligi

bulunmustur.

Martin et al. (2005b) anne sutinden izole ettikleri Lb. rhamnosus GG, Lb.
fermentum CECT5714, Lb. gasseri CECT5714 ve Lb. gasseri CECT5715
suslarininin gentamisin, siprofloksasin, kanamisin, nalidiksik asit ve trimethoprime
karsi direncli, ampisilin, amoksisilin, kloramfenikol, sefalotin, eritromisin, penisilin

ve tetrasikline ise duyarli oldugunu belirlemiglerdir.

Str. salivarus spp. thermophilus'un genel olarak kloramfenikol, tetrasiklin,
eritromisin ve siprofloksasin’e duyarli, gentamisin, kanamisin ve streptomisin’e ise
direncli oldugu bildirilmistir (Ammor et al., 2007b). Aslim ve Beyatli (2004)
yaptiklari ¢aligsmada yogurttan izole ettikleri Str. salivarus spp. thermophilus
suglarinin % 79’unun gentamisin ve % 64’Unun penisilin’e direngli, % 94’Gnin

kolramfenikol ve % 88’inin ise tetrasikline duyarli oldugunu bildirmiglerdir.

Pediokoklara kargi penisilin, gentamisin, eritromisin, kloramfenikol, daptomisin, ve
ramoplanin’in etkili oldugu bildiriimistir. Buna karsilik, pediokoklarin vankomisin,
streptomisin, kanamisin, tetrasiklin ve siprofloksasin’e direngli olduklari yapilan

cesitli calismalarla ortaya konmustur (Ammor et al., 2007b). Danielsen et al.
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(2007) yaptiklari calismada, pediokok suslarinin penisilin, gentamisin, eritromisin
ve kloramfenikol’e genel olarak duyarli; vankomisin kanamisin ve tartasikline ise

genel olarak daha direncli olduklari bildirilmistir.

Biyojen aminler amino asitlerin dekarboksilasyonu veya aldehit ve ketonlarin
aminasyon ya da transaminasyonu ile olusan, ugucu olmayan ve dustuk molekul
agirhikh, biyolojik aktiviteye sahip azotlu organik bilegiklerdir. Biyojen aminler insan,
hayvan, bitki ve mikroorganizmalarin normal metabolik aktiviteleri sonucunda
olugmaktadir. Protein, hormon ve nikleik asit sentezinin ilk basamagini
olugturmalarinin yani sira, kan basincinin kontroll, hicre blylmesi ve sinaptik
transmisyon gibi énemli dogal biyolojik proseslerde de rol alirlar. Biyojen aminler
yapisina gére hetorosiklik aminler (histamin, triptamin), alifatik aminler (putresin,
kadaverin) veya aromatik aminler (tiramin, feniletil amin) olarak siniflandirilabilirler.
icerdigi amin grubunun sayisina gére ise monoaminler (tiramin, feniletil amin) ve

diaminler (histamin, putresin, kadaverin) olarak ikiye ayrilirlar (EFSA, 2011).

Yuksek miktarda biyojen amin igeren deniz urunleri, peynir, sarap, bira ve sosis
gibi fermente gidalarin tiketimi ile cesitli toksikolojik problemler ortaya
cikabilmektedir. Histamin, triptamin, tiramin, kadaverin, putresin ve feniletilamin
bilinen toksik etkilerinden dolayl gidalarda bulunmalari istenmeyen biyojen
aminlerdir. Histamin vucutta alerjik reaksiyonlar, kizariklik, bas agrisi, bas
dénmesi, karin agrisi, ishal ve bulanti gibi reaksiyonlara neden olabilmektedir.
Tiraminin vicutta etkileri bas dénmesi, kusma, migren hipertansiyon ve bas agrisi
olarak goérulebilmektedir, ayrica mono-amin oksidaz inhibitéri ile antidepresyon
tedavi edilen hastalarda migren ve yiksek tansiyon nedeni olarak belirlenmislerdir.
Putresin ve kadaverin gibi diaminler ise nitritlerle reaksiyona girerek potansiyel
karsinojen nitrozamin olusturmalari nedeniyle, mutajenik 6nctl maddeler olarak
degerlendirilirler. Putresin ve kadaverin ayrica diger biyojen aminleri detoksifiye
eden enzimlerle reaksiyona girmeleri nedeniyle yukarida s6zi edilen biyojen
aminlerin toksik etkilerini arttirabilmektedir (Colak ve Aksu, 2002; EFSA, 2011;
Garcia-Ruiz et al., 2011). Biyojen aminlerin detoksifikasyonunu saglayan amin
oksidaz enzimlerinin bulunmadigi bireylerin sayisindaki artig biyojen aminlere olan

ilginin artmasina yol agmistir (Ammor and Mayo, 2007a).
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Gidalarda mikrobiyolojik amino asitlerin dekarboksilasyon aktivitesi sonucu olusan
biyojen amin miktari ve g¢esidi su aktivitesi, pH, kompozisyon, depolama sicakligi
ve mikroflora gibi faktérlerden etkilenmektedir (EFSA, 2011). Biyojen aminler
yuksek sicakliga direncli olup gida proseslerinde uygulanan isil islemlerle inaktive
edilemezler. Bakterilerin amino asitleri dekarboksilize etme yetenekleri tir, sus ve
cevre etmenlerine badli olarak degismektedir (Munoz-Atienza et al., 2011).
LAB’nin starter kiltir ve probiyotik olarak kullaniminda biyojen amin olusturma
potansiyelleri istenmeyen bir 6zelliktir. Bu nedenle gida endustrisinde kullanilacak
laktik asit bakterilerinin teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde biyojen amin
olusturma potansiyelinin arastirilmasi gerekliligi tzerinde de énemle durulmaktadir
(Dewan and Tamang, 2007). Amino asit dekarboksilasyon aktivitesi bulunmayan
veya duslk olan starter kdlturlerin kullanimi ile fermente gidalarda biyojen amin
olusumu azaltilabilmektedir. Bununla beraber fermente trtnlerde kullanilan starter
kaltarler, dogal floradaki LAB ve diger bakteriler ile rekabet ederek ortamda diger
bakteriler tarafindan olusturulabilecek biyojen amin miktarinda azalmaya vyol
acabilmektedirler (Colak ve Aksu, 2002). Ayrica amin oksidaz aktivitesine sahip
starter kdultdrlerin  kullanimi  ile ortamda olusan biyojen amin miktari
dusurulebilmektedir. Sosis Uretimde kullanilan Lb. plantarum ve Lb. casei
suslarinin amin oksidaz aktivitesine sahip oldugu ortaya konulmustur (Ammor and
Mayo, 2007a).

Gidalarda olusan en &6nemli biyojen aminler histamin, tiramin, putresin ve
kadaverindir (Colak ve Aksu, 2002; Yildiz ve Yetismeyen, 2005). Oenococcus
onei, P. parvulus, P. damnosus, Tetragenococcus ssp., Leuconostoc ssp., Lb.
curvatus ve Lb. buchnerii suslarinin histamin olusturdugu bildirilmistir. Genel
olarak tiramin olusturan LAB ise Enterococcus, Lactobacillus, Leuconostoc ve
Lactococcus cinsleridir. Putresin ve kadaverinin ise Lb. plantarum, Lb. hilgardii ve
O. onei tarafindan olusturuldugu bildiriimistir (Bover-Cid and Holzapfel, 1999;
Colak ve Aksu, 2002; EFSA, 2011).

Fermente sosislerden izolen edilen laktik asit bakterileri ile yapilan bir calismada
izole edilen 16 adet enterokok susunun tamaminin tiramin Uretme yetenegine

sahip oldugu, diger LAB’nin ise sadece % 42’sinin tiramin olusturabildidi
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belirlenmistir. Calismada izole edilen Lb. brevis ve Lb. curvatus suslarinin putresin
ve kadaverin olugturabildigi belirlenirken, enterokok suglarinda bu bakteriyosinleri
olusturma yetenegi tespit edilememistir (Bover-Cid et al., 2001). Garai et al. (2007)
P. parvulus, Lb. plantarum ve Lb. suebicus suslarinin histamin tiramin ve putresin

olusturmadigini tespit etmislerdir.

Tiramin Uretimi enterokoklar arasinda yaygin olarak gérilmektedir (Munoz-Atienza
et al., 2011). Leuschner et al. (1999) E. faecalis LTH 4159 susunu kullanarak
yaptiklari peynir Uretimi calismasinda, Uretimi takiben depolamanin 6. haftasi
sonunda Urinde putresin ve histidin olusumu bulunmadigini ancak 170 mg/kg
konsantrasyonunda tiramin olusumu bulundugunu bildirmislerdir. Durlu-Ozkaya et
al. (2001) yaptiklari ¢alismada ¢ig koyun sitiinden Uretilmis beyaz peynirlerden
izole edilen tim E. faecalis ve E. faecium suslarinin tirozini dekarboksile ederek
tiramin olusturabildigini belirtmisler ve bu suglar tarafindan sutte Uretilen tek

biyojen aminin tiramin oldugunu vurgulamiglardir.

Starter ya da probiyotik olarak kullanilan LAB’nin enzimatik profillerinin ortaya
konulmasi, bu bakterilerin gida teknolojisi ve insan sagligi agisindan yararlarinin
belirlenmesinde oldukga 6énemli bir agsama olarak degerlendiriimektedir (Denkova
et al., 2012). LAB’nin Urettikleri peptidolitik (I6sin arilamidaz, valin arilamidaz, sistin
arilamidaz) enzimler Urinin duyusal o6zeliklerinin gelisimi acisindan 6nemlidir
(Ghrairi et al., 2008; Dewan and Tamang, 2007). Proteolitik enzim aktivitesi
sonucunda olugsan peptid ve amino asitler, Grinin yapi, tat ve aromasinin
olusumuna katki saglanmaktadir (Barry and Kolstad, 1983; Visser, S., 1993).
Lipolitik enzim (esteraz, lipaz) aktivitesi sonucunda olusan yag asitleri, keton ve
aldehitler de Uriin aromasinin gelisiminde rol Ustlenebilmektedirler (Longo and
Sanroman, 2006; Dewan and Tamang, 2007). Butin bunlarin yani sira, laktoz
intolerant bireylerin st Grdnlerini glvenle tiketmeleri icin bu Urlnlerde yiksek -
galaktosidaz aktivitesine sahip LAB’nin starter kiltur olarak kullanimi ayri bir Snem

tasimaktadir (Dewan and Tamang, 2007).

API-ZYM (Bio-Merieux, Fransa) test kiti mikroorganizmalarin enzimatik aktivite
profillerini belirlemek amaciyla sik olarak basvurulan bir test kitidir. Bu test kiti ile

bakterilerin alkalin fosfataz, esteraz, esteraz lipaz, lipaz, 16sin arilamidaz, valin
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arilamidaz, sistin arilamidaz, tripsin, a-kimotripsin, asit fosfataz, naftol-AS-BI-
fosfohidrolaz, a-galaktosidaz, B-galaktosidaz, B-glukuronidaz, ao- glukosidaz, B-
glukosidaz ve N-asetil- B-glukozaminidaz, a-mannosidaz ve a-fukosidaz enzim
aktivitelerine sahip olup olmadiklari test edilebilmektedir (Dewan and Tamang,
2007).

Literatirde enterokoklarin sahip olduklari glikolitik, proteolitik ve lipolitik enzim
aktiviteleri ile sucuk vb. geleneksel fermente gidalarin tat, koku ve Kkalite
gelisiminde 6nemli role sahip oldugunu belirten pek cok calisma bulunmaktadir.
(Sarantinopoulos et al., 2001; Hugas et al., 2003; Foulquie-Moreno et al., 2006;
Ayhan ve Durlu-Ozkaya; 2007). Belgacem et al. (2010) tarafindan API-ZYM test
kiti kullanilarak yapilan bir calismada fermente et Urlnlerinden izole edilen
enterokok suslarinin genis bir enzim spektrumuna sahip oldugu, suslarin disuk
proteinaz (tripsin ve kimotripsin) ve ylksek peptidaz (I6sin aminopeptidaz)
aktivitesine sahip olduklari belirlenmis ve bu &6zelligin fermente sut Grunleri gibi
bazi gidalarin olgunlastiriimasinda ve tipik aromalarinin olusumunda arzu edilen
bir kalite kriteri oldugu belirtilmistir. Calismada enterokok suslarinin diger LAB’den
daha yuksek dizeyde esterolitik aktiviteye sahip olduklari ifade edilmigtir. Ayrica -
glukosidaz gibi karbonhidrat metabolizmasinda gérevli enzimlerin aktivitelerinin
izolatlarin gidalarda bulunan sekerleri kullanabilme potansiyelleri yéniyle 6nemli
oldugu vurgulanmigtir. Enterokoklar proteolitik ve lipolitik aktiviteleri ve diasetil gibi
Odnemli ugucu bilegikleri Uretebilme 6zellikleri ile peynirlerin olgunlagsmasi ve aroma

gelisiminde de katki saglamaktadir.

LAB et drtnlerinde miyofibriler proteinler Uzerine zayif proteolitik aktiviteye sahiptir.
Fakat bazi Lb. casei, Lb. plantarum, Lb. curvatus ve Lb. sakei susglarinin
sarkoplazmik proteinleri de hidrolize edebildidi bildirilmigtir. Sosislerden izole
edilmis Lb. curvatus, Lb. sakei ve Lb. plantarum suslarinda API-ZYM test kiti ile
yapilan analiz sonucunda peptidaz (I6sin ve amino peptidaz) aktivitesi rapor

edilmigtir (Ammor and Mayo, 2007a).

Martin et al. (2005b) anne sitinden izole ettikleri laktik asit bakterilerinin enzim
profillerini API-ZYM test kiti kullanarak belirlemiglerdir. Lb. rhamnosus GG

susunda alkalin fosfotaz, asit fosfataz, esteraz, esteraz lipaz, I6sin ve valin

40



arilamidaz, naftol, AS-Bl-fosfohidrolaz ve B-galactosidaz aktivitesi belirlemiglerdir.
Lb. fermentum CECT5714 susunda ise Lb. rhamnosus GG susundan farkli olarak
alkalin ve asit fosfataz aktivitesi belilenmemigtir. Lb. gasseri CECT5714 ve Lb.
gasseri CECT5715 suslarinda sadece [6sin arilamidaz ve naftol-AS-BI-

fosfohidrolaz aktivitesi tespit edilmigtir.

Dewan and Tamang (2006) geleneksel fermente sut Urinidnden (Chhu) izole
ettikleri LAB’nin (Lb. salivarus, Lb. brevis, Lb. farmicinis, Lb. alimentarius, Lc. lactis
spp. cremoris, Lb. bifermentans) enzim profillerini belirlemiglerdir. Suslarda yuksek
derecede peptidaz aktivitesi (I6sin arilamidaz) ve esteraz-lipaz (C4 ve C8)
aktivitesi bulunmasinin Urinde tipik tat, aroma ve kalitenin olusumda rol aldigi ve
bu enzim aktivitelerinin “Chhu” Uretiminde kullanilacak kultirlerde istenildidi
belirtiimigtir. Suslarda tespit edilen ylksek B-galaktosidaz aktivitesinin ise “Chhu”

uretiminde kullanilan LAB’nin elzem 6zelliklerinden birisi oldugu vurgulanmstir.

Fermente st Grlnlerinden izole edilen Lb. delbrueckii spp. bulgaricus ve Str.
salivarus spp. thermophilus suslarinda laktoz intolant bireylerin diyetlerinde énem
tasiyan ylksek B-galaktosidaz aktivitesi tespit edilmistir (Trojanova and Rada,
2005).

LAB gibi starter kultir olarak kullanilabilen bakterilerin gida ortaminda canli
kalabilmesi ve gelisim hizi gida teknolojisi agisindan ayri bir 6nem arz etmektedir.
Bakterilerin bu 6zellikleri ortam sicakhgi, gidanin pH’si, tuz ve nitrit icerigi gibi

faktorlerden buyulk élgtide etkilenmektedir (Ammor and Mayo, 2007a).

Tuz toleransi, fermente Urlnlerde (sucuk, peynir, tusu vb.) kullanilacak starter
kultarlerin segiminde istenilen Ozellikler arasindadir. Ayrica, et drinlerinde
kullanilacak olan starter kulturlerin nitriti de degisik dizeylerde (50-150 ppm) tolere

edebilmesi gerekmektedir (Sawitzki et al., 2009).

Safra direnci probiyotik LAB’nin sahip olmasi gereken énemli 6zelliklerinden bir
tanesidir. Safra (% 0,30) ortamina direngli 114 adet laktobasil ile yapilan bir
calismada, 43 adet susun pH 3 - 5 aralidindaki ortamlarda 2 saat sonunda %

90'dan fazla oranda canhliklarini koruduklari tespit edilmistir. Ancak pH 2
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ortaminda bu suslarin sadece 27 tanesinin % 50 oraninda canhligini korudugu
belirtilmistir (Sirilun et al., 2010).

Kolesterol, basta kardiyovaskuler rahatsizliklar ve kolon kanseri olmak lzere
birgok hastaligin olusumunda bir risk faktéri olarak rol oynamaktadir. Kandaki
kolesterol seviyesinin normal degere gére 1 mmol vyilkselmesi kalp
hastaliklarindan &6lum riskini % 45 oraninda arttirmaktadir. Son yillarda yapilan
calismalar kan kolesterol seviyesinin azaltiimasiyla bu hastalik risklerinin de
dusurulecegini gostermektedir (Dilmi-Bouras, 2006; Lavanya et al., 2011;
Raghavan et al., 2011). Kolesterol serum seviyesinin % 1 oraninda azalmasinin
kalp hastaliklari riskini % 2 -3 oraninda azalttigi belirtiimektedir (Sirilun et al.,
2010). Yuksek kolesterol tedavisinde kullanilan cesitli farmakolojik ajanlar ile
kolesterol seviyelerini etkili bir gsekilde digturmek mumkindur, ancak bu ilaglar
pahali olmalarinin yani sira bir takim yan etkilere de sahiplerdir. Son yillarda,
kandaki yuksek kolesterol seviyelerinin dusurilmesinde yeni yaklagimlar ortaya
citkmistir. Bu uygulamalar arasinda, probiyotik LAB’nin kullanimi konusunda
yapilan ¢alismalar 6n plana ¢ikmaktadir. Konu tzerinde yapilan in-vitro ve in vivo
calismalarda &6zellikle belirli Lactobacillus veya Bifidobacterium turlerini iceren
probiyotik drtnlerin  kandaki ylksek kolesterol dizeylerini dnemli derecede
azalttigi gosterilmigstir (Pereira et al. 2003; Tok ve Aslim, 2007; Sirilun et al., 2010).

Fermente gidalarla birlikte kolesterol dustrtct etkisi olan LAB’nin tlketimi
viucuttaki kolesterol seviyesinin azaltimasina yardimci olmaktadir (Raghavan et
al., 2011). Gidalar ile alinan kolesterolin sindirim sisteminde kana gecisini azaltma
yetenegdi laktik asit bakterilerinin probiyotik etkileri arasinda &énemli bir yer
tutmaktadir. Yapilan calismalarda LAB’nin kolesterol azaltici etkileri bu bakterilerin
safra tuzlarini dekonjuge edebilme yetenekleri ile iligkilendiriimektedir (Saavedra et
al., 2003; Sirilun et al., 2010). Safra tuzlar karacigerde kolesterolden olusturulurlar
ve kolesterollin safra icerisinde ¢6zUnurliguini saglayarak vicuttan kolesterolin
atiiminda rol alirlar (Onir and Beyler, 2000). Safra tuzu hidrolaz aktivitesi
sonucunda olusan dekonjuge olan safra tuzlar karaciger tarafindan daha az geri
absorbe olmakta ve blyuk bir kismi diskiyla birlikte atilmaktadir. Béylece safra

tuzunu absorbe edemeyen karacigerin, safra tuzu sentezlemek icin fazla miktarda
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serum kolesterolU kullanmasiyla serum kolesterol miktari azalabilmektedir. Ayrica
bagirsakta laktik asit bakterilerinin aktivitesi ile dekonjuge olan safra tuzlari yaglari
ve Kkolesteroli daha az c¢6zdugiunden gidalarla birlikte alinan kolesterolin

bagirsaklardaki emilimi de azalmaktadir (Begley et al., 2006).

Ramasamy et al. (2010) safra tuzu hidrolaz aktivitesi ile serum kolesterol seviyesi
arasindaki iligkiyi inceledikleri arastirmada test ettikleri Lb. reuteri, Lb. brevis, Lb.
salivarus, Lb. gallinarum, Lb. panis suslarinin timinin safra tuzlarini dekonjuge
edebildigini ve in-vitro kolesterol seviyesini dusurebildiklerini (% 26.74 - 85.41
oranlarinda) belirtmislerdir. Arastirmacilar suslardaki safra tuzu hidrolaz aktivitesi
ile kolesterol miktarini diagturme etkileri arasinda tam bir korelasyon olmadigini ve
dusuk safra tuzu hidrolaz aktivitesi bulunan suslarin da kolesteroll etkili bir sekilde
dusurebildigini belirtmiglerdir. Benzer sekilde Usman (1999) 28 adet Lb. gasseri
susu ile yaptigi bir calismada, bu suslarin 27 adedinin kolesteroli % 29 - 87
oraninda azalttigini fakat safra tuzu hidrolaz aktivitesi ile kolesterol disirme
yetenekleri arasinda 6nemli bir korelasyon (p<0.05) bulunmadigini bildirmistir.
Yapilan bu c¢aligmalar LAB'nin kolesterol azaltici etkisinin sadece safra tuzu
hidrolaz aktivitesi ile agiklanamayacagini ve bagska mekanizmalarin da bu konuda
etkili oldugunu go6stermektedir. Literatirde, kolesterol miktarindaki azalmanin,
kolesteroliin bu bakteriler tarafindan asimile edilmesi ya da kolesterolin bakteri
hicre duvarina baglanarak vicuttan atilmasi yoluyla olabilecegi de belirtiimektedir
(Begley et al., 2006; Ramasamy et al., 2010).

LAB’nin in-vitro ortamda kolesterol azaltici etkisine iliskin yapiimis cesitli
calismalar bulunmaktadir (Pereira and Gibson, 2002; Dilmi-Bouras, 2006; Ziarno
et al., 2007; Ziarno, 2008). Hlivak et al. (2005) tarafindan gerceklestirilen bir
calismada ise probiyotik kontrol susu olarak kullanilan E. faecium M74’Gn klinik
calismalarda serum kolesterol seviyesini % 12 oraninda azalttigi ifade edilmigtir.
Ev yapimi geleneksel peynirlerden izole edilen 9 adet probiyotik E. faecium izolat
kullanilarak yapilan bir g¢alismada, izolatlarin in-vitro olarak kolesterol
konsantrasyonunu (% 28.8-47.2 oraninda) azalttiklar bildirilmistir (Saavedra et al.,
2003). insan kaynakli 4 adet Lb. plantarum susu ile yapilan calismada ise suslarin

in-vitro kolesterol miktarini % 25.41-81.46 oranlarinda dusurdigu tespit edilmigtir.
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Ramasamy et al. (2010) tavuklardan izole edilen Lb. reuteri, Lb. brevis, Lb.
salivarus ve Lb. gallinaruim suslarinin besiyeri ortaminda bulunan kolesterol
konsantrasyonunu % 31-85 oranlarinda azaltabildigini bildirmiglerdir. Hyeong Jun
ve ark (Lavanya et al., 2011) Streptococcus HJS-1 ve Lactobacillus HJL-37
suslarinin in-vitro kolesterol seviyesini sirasiyla % 57 ve % 64.4 oranlarinda

dusurduklerini tespit etmiglerdir.

Yuksek yag icerikli diyetle beslenen farelerin diyetlerine probiyotik bakterilerin
eklenmesi sonucunda farelerdeki serum kolesterol seviyesinin % 22-33 oraninda
azaldigi ya da kolesterol seviyesinin yukselmesinin engellendigi belirtiimigtir
(Begley et al., 2006).

Yapilan bir ¢alismada, Lb. plantarum TGCM 26 ve Lb. plantarum TCGM 128
suslarinin safra tuzu hidrolaz aktivitesi gdéstermemesine ragmen kolesterol
seviyesini sirasiyla % 25.41 ve % 32.76 oraninda dusurebildigi belirtmistir. Bu
durum, Lb. plantarum TGCM 26 ve Lb. plantarum TCGM 128 suslarinin laktik asit
fermantasyonu sonucu ortam pH’ini distrmeleri ile iligkilendirilmistir. DUsUk pH‘da
safra tuzlannin  ¢6zUnurlugunin  azaldigr  bildirilmektedir. Bu durumda
¢6zUnUrligin azalmasi sonucu safra tuzlan ile birlikte kolesterolin de

cOkelebilecegi belirtilmistir (Sirilun et al., 2010).
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Materyal
3.1.1. Laktik asit bakteri siipheli izolatlar

Bu calismada; Togay (2010) tarafindan gerceklestirilen “Dogal Fermente Gidalar
ve Anne Siitiinden Enterokoklarin izolasyonu, Karakterizasyonu ve Bunlarin
Probiyotik Kiltur Olarak Kullanilabilme Potansiyelinin Arastiriimasi” isimli doktora
tez calismasi kapsaminda toplanan 60 adet anne sitl drneginden izole edilip
stoklanan laktik asit bakteri stpheli 204 adet izolat kullaniimistir. Anne sitl
drneklerinden laktik asit bakteri suglarinin izolasyonu amaciyla MRS (Lactobacillus
Agar acc. to De Man, Rogosa and Sharpe) agar (Merck, Almanya), M17 agar
(Merck, Almanya) ve KAA (Kanamycin Aesculine Azide) agar (Merck, Almanya)
besiyerleri kullaniimigtir. Laktik asit bakteri izolatlari -20 °C’de % 30 gliserol iceren

MRS broth (Merck, Almanya) besiyerinde muhafaza edilmistir.
3.1.2. Kontrol ve test bakteri suslari

Bu calismada Enterococcus faecium M74, E. faecalis NCIMB 700584, E. faecalis
ATCC 292112, E. faecalis H1, E. faecalis S01-05, Lactobacillus acidophilus ATCC
4356, Lb. plantarum, Listeria monocytogenes ATCC 7644, L. monocytogenes H1,
L. monocytogenes H2, L. inocua, Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 35211 ve Salmonella
Typhimurium ATCC 19302 kontrol ve test bakteri suslari olarak kullanilmiglardir.
E. faecium M74 susu Isve¢’deki Medifarm firmasindan liyofilize formda, E. faecalis
NCIMB 700584 susu ingiltere Ulusal Kiiltiir Kolleksiyonu’ndan liyofilize formda, E.
faecalis ATCC 292112 susu Gazi Universitesi Molekiiler Biyoloji Laboratuvari’ndan
gliserol icerisindeki soguk stok kultiru seklinde temin edilmistir. Diger kontrol
suslarinin timi Hacettepe Universitesi Gida Mihendisligi Bolumi Mikrobiyoloji
Arastirma Laboratuvari’ndan gliserol igerisindeki soguk stok kultiri seklinde temin
edilmigtir. Aktiflestirilen laktik asit bakterileri % 30 gliserol iceren MRS broth
besiyerinde, diger bakteriler ise % 30 gliserol iceren BHI (Brain Hearth Infusion)

broth (Himedia, Hindistan) besiyerinde -20 °C’de saklanmislardir.
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3.2. Metot
3.2.1. izolatlarin aktiflestiriimesi ve saf kiiltiirlerinin elde edilmesi

MRS agar besiyeri kullanilarak izole edilen ve -20 °C’de gliserol icerisinde
muhafaza edilen izolatlar MRS broth besiyerinde 37 °C’de 24-48 saat sire ile
aerobik ve anaerobik kosullarda (Anaero B, Bio-Meriux, Fransa) ayri ayri
aktiflestiriimeye alinmistir. M17 agar ve KAA agar besiyerleri kullanilarak izole
edilen ve -20 °C’de gliserol icerisinde muhafaza edilen izolatlar ise BHI broth ve
MRS broth besiyerleri kullanilarak 37 °C’de 24-48 saat aerobik kosullarda

aktiflestiriimeye alinmistir.

MRS broth ve BHI broth besiyerinde aktiflestiriiemeyen ve saf kultirleri elde

edilemeyen 32 adet izolat calisma kapsamindan cikariimisgtir.

Aktiflestirilen izolatlarin Petri kutusundaki MRS agar ve M17 agar besiyerleri
kullanilarak elde edilen kudlturleri Gzerinden morfolojileri incelenerek saflik
kontrolleri yapilmis ve daha sonra da MRS broth ve BHI broth besiyeri kullanilarak
izolatlarin saf kalturleri elde edilmistir. Saf kiltlrlerden preparatlar hazirlanarak
kristal violet ile basit boyama yapilmis ve mikroskobik morfolojileri Uzerinden

izolatlarin saflik kontrolti dogrulamasina gidilmistir.

MRS agar besiyerinden izole edilen izolatlar aktiflestiriimeleri ve saf kilturlerinin
elde edilmesi asamalarinda hem aerobik hem de anaerobik kosullarda basariyla
gelisebildikleri igin, bu izolatlarla yapilan ileri ¢aligmalarin tumu aerobik kosullarda

gerceklestiriimistir.
3.2.2. izolatlarin tanimlanmasi
3.2.2.1. izolatlarin cins diizeyinde tanimlanmasi

Laktik asit bakteri sipheli izolatlar ilk agsamada cins dizeyinde tanimlanmaya
calisiimistir. Bu amagla izolatlarin saf kultirlerine Gram boyama ile katalaz,
glukozdan gaz Uretimi, 10 °C ve 45 °C’'de Ureme, % 2 , % 4 ve % 6.5'lik tuz

ortaminda Ureme, pH 9.6’'da Ureme, arjinin hidrolizi ve hemoliz testleri
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uygulanmigtir (Schillinger and Lucke, 1987; Temiz, 1989; Sinton et al., 1993;
Harwood et al., 2004).

Gram boyama

izolatlara ve kontrol suslari olarak kullanilan S. aureus ATCC 25923 ve E. coli
ATCC 35211 bakterilerinin 18 - 24 saatlik kultirlerine Gram boyama islemi
uygulanmistir. Gram-pozitif gubuk ve kok sekilli bakterilere daha sonra asagidaki
biyokimyasal ve fizyolojik testler uygulanmistir. Gram-negatif izolatlar ise ¢alisma

kapsamindan gikariimistir.
Katalaz testi

izolatlar MRS agar'da gelistirilerek Uzerine 1 mL % 3'lik hidrojen peroksit
aktariimistir. Gaz kabarciklarinin gérilmesi pozitif sonug olarak kabul edilmigtir.

Testte pozitif kontrol olarak S. aureus ATCC 25923 kultard kullaniimisgtir.
Hemoliz testi

izolatlarin 18 — 24 saatlik kiiltirlerinden Koyun Kanli agar (Salubris, ABD)
besiyerine yluzeye surme ydntemiyle ekim yapilarak 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda izolatlarin hemolitik aktivitesi belirlenmistir
(Temiz, 2010). Pozitif kontrol olarak a-hemolitik S. aureus ATCC 25923 susu

kullaniimigtir.
Glukozdan gaz liretimi

Bu test izolatlarin homofermantatif ya da heterofermantatif olup olmadigini
belirlemek amaciyla uygulanmistir. Bu testte Durham tlpla test tlpleri igerisinde
10’ar mL olarak hazirlanan sitrat icermeyen MRS broth besiyeri kullaniimigtir.
izolatlardan besiyerine 0.1 mL ekim yapilmis ve 37 °C’de 24 - 48 saat inkiibasyon
sonunda gaz olugsumu gdzlemlenen tupler pozitif, gbzlemlenmeyen tlpler ise

negatif olarak degerlendirilmistir.
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Farkl sicakliklarda geligim

izolatlarinin 10 °C ve 45 °C sicakliklarda gelisiminin belirlenmesi icin 18 — 24
saatlik kudltirlerden MRS broth besiyerine ekimler yapilmig ve 2 — 7 gin

inklibasyonun ardindan besiyerinde kultur geligimi kontrol edilmistir.
Farkl tuz konsantrasyonlarinda geligsim

izolatlarinin farkl tuz konsantrasyonlarinda gelisiminin belirlenmesi amaciyla % 2,
% 4 ve % 6.5 oraninda tuz (NaCl) iceren MRS broth besiyerleri hazirlanmistir.
Hazirlanan besiyerlerine izolatlarin 18 — 24 saatlik kultirlerinden ekimler yapiimis
ve 37 °C’de 2 — 7 gun inkibasyonun ardindan besiyerinde kultlr gelisimi kontrol

edilmistir.
pH 9.6’da geligsim

izolatlarinin pH 9.6’da gelisiminin belilenmesi amaciyla 6 N NaOH kullanilarak
pH'si 9.6’ya ayarlanmis MRS broth besiyerinden yararlaniimistir. Hazirlanan
besiyerlerine izolatlarin 18 — 24 saatlik kulttrlerinden ekimler yapilmis ve 37 °C’de

2 — 7 gin inkiibasyonun ardindan besiyerinde kultir gelisimi kontrol edilmigstir.
Arjinin hidrolizi

izolatlarin arjininden amonyak olusumunu belirleyebilmek amaciyla % 0.3
oraninda arjinin icerecek sekilde hazirlanan MRS broth besiyeri kullaniimistir.
Hazirlanan besiyerlerine izolatlarin 18 — 24 saatlik kdltirlerinden 0.1 mL ekimler
yapilarak 37 °C’de 24 - 48 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kiilturlere
Nessler reaktanti eklenerek renkteki degisim gézlemlenmigtir. Parlak turuncu renk
olusumu pozitif, sari renk ise negatif reaksiyon olarak degerlendirilmigtir (Albano et
al., 2009).

3.2.2.2. izolatlann tiir diizeyinde tanimlanmasi

Cins dizeyinde dogrulanan laktik asit bakteri sipheli izolatlar daha sonra APl 50

CHL ve API 20 Strep (Bio-Merieux, Fransa) biyokimyasal test kitleri kullanilarak tir
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dizeyinde tanimlanmigtir. Tanimlanan izolatlar 16S rRNA dizi analizi ile tur

dizeyinde dogrulanmistir.
API 50 CHL testleri

Bu test Gram-pozitif, katalaz negatif ve spor olusturmadigi belirlenen tim izolatlara
uygulanmistir. Bu amagla ilk asamada izolatlarin saf kdltUrlerinden Petri
kutusundaki MRS Agar besiyerine ekimler yapilarak 37 °C’de 18 — 24 saat inkibe
edilmistir. inkibasyon sonunda olusan koloniler steril ekiivyon yardimiyla
toplanarak steril serum fizyolojik icerisinde slspanse edilmistir. Bu bakteri
suspansiyonundan APl 50 CHL Medium besiyerine belli élcide aktarilarak (10 —
20 damla) homojenize edilmistir. Daha sonra bu besiyeri ile API 50 stribindeki
kuyucuklar inoklle edilmis ve kuyucuklarin Uzeri mineral yag ile kaplanmigtir. Strip
37 °C’de 48 saat inkibe edilmis, 24. ve 48. saatin sonunda stripteki biyokimyasal
gelisimler degerlendirmeye alinmistir. Bir test stribi gliserol, eritritol, D-arabinoz, L-
arabinoz, riboz, D-ksiloz, L-ksiloz, adonitol, B-metil-D-ksilozid, galaktoz, D-glukoz,
D-fruktoz, D-mannoz, L-sorboz, ramnoz, dulkitol, inositol, mannitol, sorbitol, o-
metil-D-mannosid, a-metil-D-glukozid, N-asetil-glukozamin, amigdalin, arbutin,
eskulin, salisin, sellobioz, maltoz, laktoz, melibioz, sakkaroz, trehaloz, inulin,
melezitoz, D-raffinoz, amidon, glikojen, ksilitol, B-gentiobioz, D-turanoz, D-liksoz,
D-tagatoz, D-fukoz, L-fukoz, D-arabitol, larabitol, glukonat, 2-keto-glukonat, 5-keto-

glukonat ve kontrolden olusan 50 adet biyokimyasal testi icermektedir.

Besiyeri igindeki bromkresol moru indikatérinin asitlik gelisimine bagl olarak
renginin sartlya dénmesi pozitif sonug olarak degerlendirilmigtir. Eskulin

hidrolizinde ise pozitif sonug kuyucuk renginin mordan siyaha dénisgmesidir.
API 20 Strep testleri

Bu test Gram-pozitif, katalaz negatif kok sekilli izolatlara uygulanmistir. Bu amacla
ilk asamada izolatlarin saf kultirlerinden Kanli Agar besiyerine ekim yapilarak 37
°C’de 18 — 24 saat inkibe edilmigtir. Besiyerinde gelisen koloniler hemoliz
yoénunden degerlendiriimis ve daha sonra da koloniler steril ektivyon ile toplanarak

APl Suspension Medium igerisinde 4 McFarland tlbidite degerinde homojenize
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edilmigtir. Bu homojenizattan yaklagik 0.5 mL APl GP medium igerisine
aktarilmigtir. Stripler dretici firmanin verdigi direktifler dogrultusunda inokule
edilerek 37 °C'de 24 saat inkibe edilmis ve 4. ve 24. saatin sonunda
degerlendirmeye alinmistir. Bir test stribi pirivat, hippurat, eskulin, pirolidonil 2
naftilamid, 6-bromo-2 naftil a D-galaktopiranozid, Naftol AS-BI B-D-glukuronat, 2-
naftil-B-D-galaktopiranozid, 2-naftilfosfat, L-lI8sin-2-naftilamid, arjinin, riboz, L-
arabinoz, mannitol, sorbitol, laktoz, trehaloz, indlin, raffinoz, nisasta ve glikojen

substratlarini iceren 20 adet biyokimyasal testten olusmaktadir.

API 50 CHL ve API 20 Strep tanimlama kitlerinden elde edilen izolatlara sonuclar
Apiweb™ (Bio-Merieux, Fransa) yazilimyla karsilagtirilarak tir dizeyinde
tanimlanmiglardir. API 50 CHL ve API 20 Strep test kiti ile tanimlama sonuclari “%

tanimlama” ve “T (yakinhk)” deg@erleri olarak alinmaktadir.
izolatlarin 16S rRNA dizi analizi ile tiir diizeyinde dogrulanmasi

API 50 CHL ve API 20 Strep tanimlama test kitlerinden alinan sonuglar bir batin
halinde dederlendirilerek izolat sec¢imi yénine gidiimis ve bu anlamda 53 adet
izolat 16S rRNA analizlerine alinmistir. Secilen izolatlarin 16S rRNA analizleri
Ankara Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii Genom Bilim Anabilim Dal’'nda hizmet
alimi yoluyla gerceklestiriimistir. izolatlarin tir diizeyinde dogrulanmasi amaciyla
yapilan 16S rRNA dizi analizlerinde 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) ve
907R (CCGTCAATTCMTTTRAGTTT) evrensel primerleri kullaniimigtir.

3.2.3. izolatlarin enzimatik aktivite profilleri

Laktik asit bakterisi olarak tanimlanan izolatlarin enzimatik aktivite profilleri API-
ZYM (Bio-Merieux, Fransa) test kiti kullanilarak belirlenmistir. API-ZYM test kiti ile
izolatlarin; alkalin fosfotaz, esteraz (C4), esteraz (C8), lipaz (C14), |6sin arilamidaz
valine arilamidaz, sistein arilamidaz, tripsin, a-kimotipsin, asit fosfotaz, naftol-AS-
Bl-fosfohidrolaz, a-galaktosidaz, B-galaktosidaz, -glukurodinaz, a-glukosidaz, [3-
glukosidaz, N-asetil-B-glukoaminidaz, a-mannosidaz, a-fukosidaz’'dan olusan 19

adet enzim aktivitesinin varligi test edilebilmektedir.
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izolatlarin saf klturlerinden MRS Agar besiyerine ekimler yapilarak 37 °C’de 18 —
24 saat inkilbe edilmistir. inkiibasyon sonunda olusan koloniler steril ekiivyon
yardimiyla toplanmis ve 2 mL API Suspension Medium icerisinde 5 McFarland
tubidite degerinde homojenize edilmistir. Strip Gzerinde bulunan 20 adet mikro
kuyucuga 65 pl hacimde izolat sispansiyonundan aktariimis ve 4 saat 37 °C’de
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda kuyucuklara 1’er damla ZYM A ve ZYM B
reaktanti eklenerek 5 dakika renk olugsumu igin birakilmistir. Kuyucuklarda
meydana gelen renk olusumuna, 0 ile 5 arasinda de@er verilerek test sonuclari
alinmistir. Verilen deger araliginda “0” negatif reaksiyonu ifade ederken, “5”
maksimum reaksiyon yogunlugunu ifade etmektedir. Pozitif reaksiyon olarak 3, 4

ve 5 degerleri kabul edilmigtir.
3.2.4. izolatlarin antibiyotik direngliliklerinin belirlenmesi

izolatlarin antibiyotik direnclilik ézelliklerinin belirlenmesinde Klinik ve Laboratuvar
Standartlari Enstitisi (NCCLS, 2006) tarafindan &nerilen disk diflizyon test
yontemi kullanilmistir. Kullanilan ticari antibiyotik diskler (Oxoid, UK) gentamisin
(10 pg), ampisilin (10ug), eritromisin (15ug), penicilin G (10pg), tetrasiklin (30 pg),
vankomisin (30ug), kloramfenikol (30 pg) ve kanamisin (30 pg)’dir.

Test edilecek izolatlar MRS Agar besiyerine ekilip 24 saat slreyle inkiibe edilerek
canlandiriimig ve bu kiltirlerden 0.5 McFarland standardina uygun bulanikhkta
suspansiyon hazirlanmistir.  Hazirlanan suspansiyonlardan steril  eklivyon
yardimiyla Petri kutusundaki Muller Hinton Agar besiyeri (Merck, Almanya)
ylzeyine yayillmig ve ardindan antibiyotik diskler Antibiyotik Disk Dispenser
(Oxoid, UK) kullanilarak her Petri kutusuna 4 adet disk olacak sekilde
yerlestiriimigtir. 35-37 °C’de 24 saatlik inkiibasyonun ardindan antibiyotik diskler
etrafinda olugan inhibisyon zon ¢aplari él¢tlerek (Sekil 1) izolatlarin antibiyotiklere
duyarlilik ya da direnglilik durumlari ilgili standartlarla (Cizelge 8) karsilastirilarak

degerlendirilmigtir.
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Sekil 1. Disk difizyon yéntemi ile izolatlarin antibiyotik direng testi

Cizelge 8. Laktik asit bakteri izolatlari igin inhibisyon zon ¢ap standartlari (NCCLS,
2006)

Diskteki Zon Capi (mm)*
antibiyotik
Antibiyotik derigimi R I S
(n9)
Penisilin G 10 <14 - 215
Ampisilin 10 <16 - 217
Vankomisin 30 <14 15-16 217
Eritromisin 15 <13 14-22 223
Tetrasiklin 30 <14 15-18 219
Kloramfenikol 30 <12 13-17 218
Gentamisin® 10 <12 - 213
Kanamisin* 30 <13 14-17 218

" R: direngli, I: orta, S: duyarli
3.2.5. izolatlarin biyojen amin olusturma o6zellikleri

Tlr duzeyinde tanimlanan laktik asit bakteri izolatlarinin biyojen amin (tiramin,
histamin, putresin veya kadaverin) olusturma &zellikleri incelenecek 6ncul
aminoasiti (tirozin, histidin, ornitin veya lizin) iceren dekarboksilaz besiyerleri

(Cizelge 9) kullanilarak belirlenmistir.
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Cizelge 9. Dekarboksilaz Besiyeri (Bover-Cid and Holzapfel, 1999)

Bilesen %
Tripton 0.5
Yeast Ekstrakt 0.5
Meat Ekstrakt 0.5
NaCl 0.25
Glukoz 0.05
Tween 80 0.1
MgSO,4 0.02
MnSO,4 0.005
FeSO4 0.004
Amonyum sitrat 0.2
Tiamin 0.001
K2PO4 0.2
C.COs3 0.01
Piridoksal-5-fosfat 0.005
Amino asit (tirozin, histidin, ornitin veya lizin) 1.0
Bromkresol moru 0.006
Agar 2
pH=5.3

Hazirlanan besiyeri ylzeyine izolatlarin 18 - 24 saatlik kultUrlerinden yuzeye
sturme ekimler yapilarak 37 °C’de 24 - 48 saat inkube edilmigtir. Besiyeri icindeki
bromkresol moru indikatorinin asitlik degisimine bagh olarak renginin mora

dénmesi pozitif sonug olarak degerlendiriimistir (Bover-Cid and Holzapfel, 1999).
3.2.6. izolatlarin antimikrobiyel aktivite dzellikleri

Laktik asit bakteri izolatlarin antimikrobiyel aktivitelerin belilenmesi amaciyla
Boélum 3.1.2.’de verilen kontrol ve test bakterileri kullaniimigtir. Test suslarinin
aktiflestirimesinde ve antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesinde laktik asit
bakterileri icin MRS broth ve MRS agar, diger test bakterileri icin ise TSA (tryiptic
soy agar, Merck) ve TSB (tryiptic soy broth, Merck) besiyerleri kullaniimistir.

izolatlarin antimikrobiyel aktivitesinin belirlenmesi icin “agar damlatma” ve “agar
difizyon” teknikleri ayri ayri uygulanmigtir (Harris et al., 1989; Arihara et al., 1991;
Saavedra et al., 2003; Hajikhani ve ark., 2007).

Agar damlatma tekniginin ilk asamasinda, 10 mL MRS broth besiyerinde 37 °C'de

24 saat sure ile gelistiriimis laktik asit bakteri izolatlarindan steril kirdan
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kullanilarak Petri kutusundaki MRS agar ylzeyine nokta ekimler yapilmigtir. Petri
kutulari daha sonra 30 °C'de 18-24 saat inkube edilmistir. MRS broth veya TSB
besiyerinde 37 °C'de 24 saat aktiflestiriimis test bakterisi kilttrlerinden % 0.75
agar iceren 10 mL MRS agar veya TSA besiyerine 10 pl miktarda eklenip
karistirlmis ve bu karisim MRS agar veya TSA besiyerinde gelistirilen damlatma
kiltdrlerin Gzerine doékulmustar. Petri kutulari daha sonra 37 °C'de 24 saat daha
inklibe edilmistir. Laktik asit bakteri izolatlarinin test bakterilerine karsi
antimikrobiyel aktiviteleri, inkibasyon sonunda damlatma kulturler etrafinda olugan

seffaf inhibisyon zonlar yénuyle dederlendirilmistir.

Agar difuzyon tekniginde ise MRS broth besiyerinde 37 °C'de 24 saat sire ile
aktiflestirilen laktik asit bakteri izolatlari 10000 rpm’de 10 dakika sure ile 4 °C'de
santrifijlenerek supernatant kisim kullaniimak UGzere ayrilmigtir. Elde edilen
stpernatantlar 0.22 pym gbzenek capli steril membran filtreden (Millipore, USA)
gecirilerek hicre icermeyen stpernatantlar elde edilmigstir. Aktiflestiriimis 0.1 mL
test bakteri kultart % 0.75 agar (w/v) iceren 20 mL miktardaki MRS agar veya TSA
besiyeri icine ilave edilip karigtirilarak steril Petri kutularina dékulmus ve buzdolabi
icerisinde 2 saat bekletilerek katilasmasi saglanmistir. Katilasan agar ylizeyine 1
mL’lik steril otomatik pipet uclari kullanilarak 9 mm c¢apinda kuyucuklar aciimis ve
her bir kuyucuk icine ¢aligilan izolatlarin hiicre icermeyen sipernatantlarindan 100
bl miktarda ayri ayri eklenmistir. Laktik asit bakteri izolatlarinin antimikrobiyel
aktiviteleri, Petri kutularinin 37 °C'de 24 saat inkiibasyonunun ardindan kuyucuklar
etrafinda olusan seffaf inhibisyon zonlari kumpas yardimi ile &lgllerek
belirlenmistir (Todorov and Dicks, 2006).

3.2.7. izolatlarin yiiksek sicakhga direng 6zellikleri

Yuksek sicakliga direng 06zellikleri sadece antimikrobiyel etkiye sahip oldugu
belirlenen izolatlara uygulanmig ve yiksek sicakliga karsi direng 6zelligi 60 °C ve
70 °Cl’lerde belirlenmistir. Cahisilan izolatlarin saf kultarleri 10 mL MRS broth
besiyerine ekilerek 37 °C'de 24 saat inklbe edilmistir. Gelisen kultirler 10000
rom'de 10 dakika sidreyle sogutmali santrifijde (Sigma, USA) 4 °C’de santrifij

edilmigtir. Elde edilen bakteri hicresi pelletleri 7 mL steril serum fizyolojik
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kullanilarak suspanse edilmistir. Kultirel sayim yéntemi ile s6z konusu bakteri

stispansiyonlarinda 10%-10"° kob/mL diizeyinde bakteri bulundugu tespit edilmistir.

iki farkli su banyosunda 60 °C ve 70 °C sabit sicakliklara getirilen 50 mL steril
serum fizyolojik ¢dzeltileri icerisine her bir test bakteri sispansiyonundan % 2 (v/v)
oraninda asilama yapilmistir. Ornekler s6z konusu sicakliklarda 30 dakika siire ile
inkiibe edilmistir. inkiibasyonun 0., 5., 10. ve 30. dakikalarinda her bir érnekten 1
mL alinip seri seyreltmeleri yapilarak MRS agar besiyerine dékme plak yéntemiyle
mikrobiyolojik ekimleri gerceklestiriimis ve 37 °C'de 48-72 saat inkibe edilen Petri
kutularindan  sayim  sonuglart  alinmistir.  Kontrol  amaciyla  bakteri
suspansiyonlarindan % 2 (v/v) oraninda steril serum fizyolojik igine inokulasyon
yapilarak 37 °C'de 30 dakika inkiibasyona alinmistir. inkiibasyonun 0., 10. ve 30.
dakikalarda alinan drneklerden de yukarida sdzu edilen sekilde ekimler yapilmistir.
Orneklerin sayim sonuglari yine 37 °C'de 48-72 saat inkiibasyonun ardindan

alinmistir. Calisma, iki tekrarli olarak yUrGtalmustar (Ahmad et al., 2003).
3.2.8. izolatlarin diisiik pH’ya direng 6zellikleri

Dusik pHya karsi direng 6zellikleri sadece antimikrobiyel etkiye sahip oldugu
belirlenen izolatlara uygulanmis ve distk pH’a karsi direng 6zelligi pH 2, 3 ve 4'de
belirlenmistir. Calisilan izolatlarin saf kultirleri Bolim 3.2.7.de anlatildigi sekilde
stspanse edilmigtir. Calisma, 1 N steril HCI ¢ézeltisi kullanilarak pH 2, 3 ve 4’e
ayarlanmig 50 mL steril serum fizyolojik ¢ozeltileri igerisine bakteri
suspansiyonlarinin % 2 (v/v) oraninda asilanmasi seklinde gerceklestirilmistir.
Asllanan &rnekler daha sonra 37 °C'de 1 ve 3 saat sire ile inkube edilmistir.
inkiibasyonun 0., 1. ve 3. saatlerinde her bir 6érnekten 1 mL alinip seri
seyreltmeleri yapilarak MRS agar besiyerine dékme plak yéntemiyle ekimleri
gerceklestiriimis ve 37 °C'de 48-72 saat inkibe edilen Petri kutularindan sayim
sonuglari alinmistir. Kontrol amaciyla bakteri sispansiyonlarindan % 2 (v/v)
oraninda steril serum fizyolojik (pH 6.5) icine asilanip 37 °C'deki inkiibasyonun 0.,
1. ve 3. saatlerinde yukarida s6zi edilen sekilde ekimler yapilip sayim sonucu
alinmigtir. Calisma, iki tekrarli olarak yuratilmustar (Prasad et al., 1998; Lian et
al., 2003; Sener ve Temiz, 2008; Sener, 2009).
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3.2.9. izolatlarin safraya direng 6zellikleri

Safraya direng 6zellikleri sadece antimikrobiyel etkiye sahip oldudu belirlenen
izolatlara uygulanmistir. izolatlarin safraya direng 6zellikleri, insan sindirim
sistemini modellemesi amaciyla secilen % 0.5’lik (w/v) derisimindeki safra ¢dzeltisi
icerisinde test edilmigtir. Calismada kullanilan bakteri sispansiyonlari BélUm
3.2.7.de anlatildidi sekilde hazirlanmistir. Bakteri stspansiyonlarindan, saf su
kullanilarak % 0.5 (w/v) derisimde hazirlanip 121 °C’de 15 dakika sureyle sterilize
edilen safra c¢o6zeltisine (Oxgall, Merck) % 2 (v/v) dizeyinde asilamalar
gerceklestirilmistir. Asilanan érnekler daha sonra 37 °C'de 24 saat sire ile inklbe
edilmistir. inkiibasyonun 0. 4. ve 24. saatlerinde her bir érnekten 1 mL alinip seri
seyreltmeleri yapilarak MRS agar besiyerine dékme plak yéntemiyle ekimleri
gerceklestiriimis ve 37 °C'de 48 saat inkibe edilen Petri kutularindan sayim
sonuglari alinmistir. Kontrol amaciyla bakteri sispansiyonlarindan % 2 (v/v)
oraninda steril serum fizyolojik icine asilamalar yapilarak 37 °C’de inklibasyona
alinmistir. inkilbasyonun 0., 4. ve 24 saatlerinde yukarida sézii edilen sekilde
ekimler yapilip sayim sonucu alinmigtir. Calisma, iki tekrarli olarak yUratGimustar
(Lian et al., 2003; Sener ve Temiz, 2008; Sener, 2009).

3.2.10. izolatlarin nitrite direng 6zellikleri

Nitrite direng Ozellikleri sadece antimikrobiyel etkiye sahip oldugu belirlenen
izolatlara uygulanmig ve nitrite direng &zellikleri; 50, 100 ve 200 ppm nitrit
derigsimindeki cozeltiler icerisinde test edilmistir. Calismada kullanilan bakteri
suspansiyonlari Boélum 3.2.7.’de anlatildiyi sekilde hazirlanmigtir. Bakteri
stspansiyonlarindan 50, 100 ve 200 ppm derisimlerinde hazirlanarak otoklavda
121 °C'de 15 dakika sure ile sterilize edilen 50 mL’lik nitrit ¢dzeltilerine ayri ayri
olmak lizere % 2 oraninda asilamalar yapilmistir. Ornekler daha sonra 37 °C'de 24
saat siire ile inkiibe edilmistir. inkiibasyonun 0. ve 24. saatlerde her bir drnekten 1
mL alinip seri seyreltmeleri yapilarak MRS agar besiyerine dékme plak yéntemiyle
ekimleri gerceklestiriimis ve 37 °C'de 48-72 saat inkibe edilen Petri kutularindan
sayim sonuglari alinmigtir. Kontrol amaciyla bakteri stspansiyonlarindan % 2

oraninda steril serum fizyolojik icine asilanmis ve 37 °C'de inkibasyonun 0. ve 24.
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saatlerinde yukarida s6zU edilen sekilde ekimler yapilip sayim sonucu alinmigtir.

Calisma, iki tekrarli olarak yuratiimustar (Houben, 2003; Sener, 2009).
3.2.11. izolatlarin tuza (NaCl) direng 6zellikleri

Tuza (NaCl) direng 6zellikleri sadece antimikrobiyel etkiye sahip oldugu belirlenen
izolatlara uygulanmstir. izolatlarin tuza direng ézellikleri; % 6.5 (w/v), % 10 (w/v)
ve % 15lik (w/v) tuz (NaCl) derisimindeki ¢ozeltiler icerisinde test edilmigtir.
Calismada kullanilan bakteri stuspansiyonlari Bélum 3.2.7.'de anlatildigi sekilde
hazirlanmistir. Bakteri stispansiyonlarindan % 6.5 (w/v), % 10 (w/v) ve % 15'lik
(w/v) derisimlerinde hazirlanarak otoklavda 121 °C'de 15 dakikada sterilize edilen
50 mL’lik tuz ¢dzeltilerine ayri ayri olmak Uzere % 2 (v/v) oraninda asilamalar
yapilmistir. Asilanan &érnekler daha sonra 37 °C'de 24 saat sire ile inklbe
edilmigtir. inkiibasyonun 0. ve 24. saatlerde her bir drnekten 1 mL alinip seri
seyreltmeleri yapilarak MRS agar besiyerine dékme plak yéntemiyle ekimleri
gerceklestiriimis ve 37 °C'de 48 saat inkibe edilen Petri kutularindan sayim
sonuglari alinmistir. Kontrol amaciyla bakteri stispansiyonlarindan % 2 oraninda
steril serum fizyolojik icine asilanmis ve 37 °C'de inkibasyonun 0. ve 24
saatlerinde yukarida s6zU edilen sekilde ekimler yapilip sayim sonucu alinmigtir.

Calisma, iki tekrarl olarak yuratiimustar (Houben, 2003; Sener, 2009).
3.2.12. izolatlarin in-vitro olarak kolesterolii diisiirme 6zellikleri

Kolesterolu dusirme 6zelligi sadece antimikrobiyel etkiye sahip oldugu belirlenen
izolatlara uygulanmisg ve in-vitro olarak kolesterolli dusirme &zelliklerinin
arastirlmasi amaciyla Pereira and Gibson (2002) ve Ziarno (2008) tarafindan

belirtilen yéntemler modifiye edilerek uygulanmistir.

Bu amacla ilk asamada steril serum fizyolojik icine % 0.3 (w/v) safra ve % 0.1 (v/v)
oraninda Tween 80 eklenerek hazirlanan ve otoklavda sterilize edilen ¢dzeltiye
derisimi 100 mg/L olacak sekilde suda ¢ézunir kolesterol (Sigma, ABD) aktarilip

karistirilmis ve elde edilen ¢ézelti 10 mL olacak sekilde tiplere dagitiimistir.

Calisilan izolatlarin saf kdlttrleri 10 mL MRS broth besiyerine ekilerek 37 °C'de 24
saat inkibe edilmistir. Gelisen kultirlerin 10000 rpom’de 15 dakika sireyle 4 °C'de
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santrifijlenmesi (Sigma, USA) ile elde edilen hicre peletleri 1 mL steril serum
fizyolojik icinde ¢oézilerek bakteri slispansiyonlari elde edilmistir. Kiltirel sayim
yontemi ile séz konusu bakteri stispansiyonlarinda 10%-10"° kob/mL diizeyinde
bakteri bulundugu tespit edilmistir. Bakteri siispansiyonlarindan kolesterol igeren
tiplere 1 mL asilama yapilmis ve tipler 37 °C'de 24 saat inkibe edilmigtir.
inkiibasyonun sonucunda her bir kiltir tipinden elde edilen siipernatantlarda
spektrofotometrik &lgiim teknigine dayali Cholesterol CHOD/POD (Spinreact,

Ispanya) test kiti kullanilarak kolesterol miktar tayini yapilmistir.

3.2.13. izolatlarin antimikrobiyel aktivitesinin bakteriyosinlerden kaynaklanip

kaynaklanmadiginin belirlenmesi

Test bakterilerine kargi antimikrobiyel aktivite belirlenen izolatlarin antimikrobiyel
etkisinin  bakteriyosinden kaynaklanip kaynaklanmadigini  belirlemek igin
bakteriyosinler disindaki inhibisyon etkenlerinin elimine edilerek bir c¢aligsma
yapilmasi gerekmektedir. Bu amacgla antimikrobiyel etkinin kultir ortamindaki
dustk pH (organik asit olusumuna bagli) ve hidrojen peroksit kaynakli olup
olmadiginin belirlenmesi yoluna gidilmistir. Distk pH ve hidrojen peroksit etkisinin
asagida belirtildigi sekilde elimine edilmesinden sonra proteolitik enzimler
kullanilarak antimikrobiyel etkiye neden olan maddenin protein yapisinda olup

olmadigi ortaya konmaya calisiimistir (Todorov and Dicks 2005).

3.2.13.1. Dusiik pH’In izolatlarin antimikrobiyel aktivitesinden sorumlu olup

olmadiginin belirlenmesi

Laktik asit bakteri izolatlarinin test bakterileri Gzerindeki antimikrobiyel
aktivitelerinin ~ yuksek  asitlikten  kaynaklanip  kaynaklanmadigi kaltar
supernatantlarinin  pH degerleri nétrallegtirilerek, agar difuzyon teknigi ile

belirlenmistir.

MRS broth besiyerinde 37 °C'de 24 saat sure ile aktiflestirilen laktik asit bakteri
izolat kaltarleri 10000 rpm'de 10 dakika sure ile 4 °C'de santrifijlenerek
stpernatantlar elde edilmistir. Stpernatant pH’lari, 6 N NaOH veya 6 N HCI

kullanilarak pH 6.5 — 7.0 olarak ayarlanmistir. Nétral pH’lardaki sUpernatantlar
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0.22 ym gdzenek capli steril membran filtreden (Millipore, USA) gegirilerek sterilize
edilmis ve bunlarin antimikrobiyel etkileri agar difizyon teknigi ile Bélim 3.2.6.'da
belirtilen sekilde test edilmistir (Akgelik et al., 2006).

3.2.13.2. Hidrojen peroksit varliginin izolatlarin antimikrobiyel aktivitesinden

sorumlu olup olmadiginin belirlenmesi

Laktik asit bakteri izolatlarinin test bakterileri Uzerindeki antimikrobiyel
aktivitelerinin hidrojen peroksit varligindan kaynaklanip kaynaklanmadigi katalaz
enzimi (Sigma, USA) kullanilarak, agar damlatma ve agar difizyon teknikleriyle

ayri ayri belirlenmigtir.

Agar damlatma tekniginde, 10 mL MRS broth besiyerinde 37 °C'de 24 saat sire ile
geligtirilmis izolat kultirlerinden steril kiirdan kullanilarak Petri kutusundaki MRS
agar ylzeyine nokta ekim yapilmistir. Petri kutulari daha sonra 30 °C'de 18-24
saat inkiibe edilmigtir. Gelisen koloniler Uzerine olasi hidrojen peroksit etkisinin
elimine edilmesi amaciyla 1 mg/mL derigsimindeki katalaz enzim c¢dzeltisi
uygulanmis ve 37 °C'de 2 saat inkibe edilmistir. Laktik asit bakteri izolatlarinin
antimikrobiyel etkileri B6lum 3.2.6.da belirtilen sekilde kulturler etrafinda olusan

seffaf inhibisyon zonlar belirlenerek degerlendiriimigtir.

Agar difuzyon tekniginde ise MRS broth besiyerinde 37 °C'de 24 saat sire ile
aktiflestirilen izolat kualtdrleri 10000 rpm'de 10 dakika sure ile 4 °C'de
santrifijlenerek sUpernatantlar elde edilmistir. Stpernatantlar Bélim 3.2.13.1°de
anlatildigi sekilde nétralize edildikten sonra 0.22 ym gézenek ¢apl steril membran
filtreden (Millipore, USA) gegcirilerek sterilize edilmistir. Supernatantlara olasi
hidrojen peroksit etkisinin elimine edilmesi amaciyla 1 mg/mL derisiminde katalaz
enzim ¢ozeltisi uygulanmig ve 37 °C'de 2 saat inkiibe edilmigtir. Bu slire sonunda
80 °C'de 5 dakika 1sil islem uygulanarak enzim aktivitesi inhibe edilmistir. Bu
stpernatantlarin antimikrobiyel etkileri Bolim 3.2.6.da belirtilen sekilde test
edilmistir (Du Toit et al., 2000; Uymaz et al. 2009).
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3.2.13.3. Protein yapidaki maddelerin izolatlarin antimikrobiyel aktivitesinden

sorumlu olup olmadiginin belirlenmesi

izolatlarin antimikrobiyel etkisinin protein yapida bir madde olup olmadigi
proteolitik enzimler kullanilarak Agar damlatma ve Agar difizyon teknikleri

kullanilarak belirlenmigtir.

Agar damlatma tekniginde, 10 mL MRS broth besiyerinde 37 °C'de 24 saat sire ile
geligtirilmis izolat kultirlerinden steril kiirdan kullanilarak Petri kutusundaki MRS
agar yuzeyine nokta ekimler yapiimistir. Petri kutulari daha sonra 30 °C'de 18-24
saat inkUbe edilmistir. Gelisen koloniler tzerine 1 mg/mL derisiminde proteaz
(Sigma, USA), pepsin (Sigma, USA) veya tripsin (Sigma, USA) enzimleri ayri ayri
uygulanmis ve 37 °C'de 2 saat inkibe edilmigtir. Antimikrobiyel etki B&lUm

3.2.6.’da belirtilen sekilde degerlendirilmistir.

Agar difuzyon tekniginde ise MRS broth besiyerinde 37 °C'de 24 saat sire ile
aktiflestirilen izolat kdltdr sivilari 10000 rpm’de 10 dakika sure ile 4 °C'de
santrifijlenerek (Sigma, USA) slpernatantlar elde edilmistir. SUpernatantlar B&Iim
3.2.13.1°de anlatildigi sekilde nétralize edildikten sonra 0.22 um gbzenek capli
steril membran filtreden (Millipore, USA) gegirilerek sterilize edilmistir. Elde edilen
stpernatantlar tGge ayrilmis ve her bir sipernatanta 1 mg/mL konsantrasyonda
proteaz, pepsin veya tripsin enzimi ayri ayri uygulanmis ve 37 °C'de 2 saat inkiibe
edilmigtir. Bu sure sonunda 80 °C'de 5 dakika 1sil islem uygulanarak enzim
aktivitesi inhibe edilmigtir. Bu sUpernatantlarin antimikrobiyel etkileri B&lim
3.2.6.’da belirtilen sekilde test edilmigstir (Akcelik et al., 2006).

3.2.14. izolatlarin besiyerinde gelisimi ile bakteriyosin iiretim iliskisinin

belirlenmesi

Bakteriyosin Ureticisi olduklarina karar verilen laktik asit bakteri izolatlari MRS
broth besiyerinde 37 °C'de 18 saat sire ile aktiflestiriimistir. Aktiflestirilen her bir
kiltdrden, icinde 10’ar mL MRS broth besiyeri bulunan 9 adet test tipinin her
birine ayri ayri olmak Uzere % 0.1 oraninda ekimler yapilmis ve tupler 37 °C'de 27

saat inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresince her 3 saatte bir olmak tizere
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bir test tupu alinarak 600 nm dalga boyunda absorbans o6lgimleri yapilmigtir
(Cheigh et al.,, 2002). Okunan absorbans degerleri inklibasyon siresine kargi

grafide gecirilerek test edilen izolatin gelisim egrisi elde edilmistir.

inkiibasyon siresince her 3 saatte bir olmak Uizere bir test tiipiiniin alinarak 600
nm dalga boyunda absorbans 6lcimleri yapildiktan sonra bu tlp igerigi ayrica
izolatin bakteriyosin aktivitesinin belirlenmesi amaciyla antimikrobiyel aktivite
testine alinmistir. Laktik asit bakteri izolatlarinin zamana kargi bakteriyosin
aktivitelerindeki degisim “kritik dilisyon ydntemi” kullanilarak agar difizyon
yontemi ile belirlenmigtir. Bu yontemde test bakterisi olarak daha O6nceki
denemelerde bakteriyosin Ureten suglara karsi en duyarli test bakterisi oldugu
belirlenen L. monocytogenes ATCC 7644’e kullaniimistir (Khedid et al., 2009).
Kritik dilisyon yonteminde, incelenmekte olan izolat kiltirininin Bolim 3.2.6.da
belirtildigi sekilde stipernatanti hazirlanmis ve bu sUpernatanttan iki kath dilisyon

serileri hazirlanarak kuyucuklara bu dilisyonlardan 100 pl miktarlarda eklenmistir.

Laktik asit bakteri izolatlarinin bakteriyosin aktivitesi asagidaki formile goére
AU/mL (arbitrary unit) olarak belirlenmigtir (Abriouel et al. 2006);

BA (AU/mL)= D x 1000 / V

Bakteriyosin aktivitesi (AU/mL) ‘BA
Inhibisyon zonu belirlenen en yiksek dilisyon faktori :D
Aktarilan miktar (pl) vV

3.2.15. Kaba bakteriyosin preparatlarinin hazirlanmasi

Bakteriyosin Ureticisi olduklarina karar verilen laktik asit bakteri izolatlarindan MRS
Broth besiyerine % 1 oraninda asilama yapilip 37 °C'de 18 saat inkibasyona
birakilmistir. Elde edilen kudltir 10000 rpm’de 10 dakika sure ile 4 °C'de
santrifijlenerek slUpernatantlar elde edilmistir. SUpernatant pH’lart 6 N HCI
kullanilarak pH 6.5 — 7.0 olarak ayarlanmistir. Bu sipernatantlar 0.22 ym g6ézenek
capli steril membran filtrelerden (Millipore, USA) gecirilerek hlicre icermeyen
stUpernatantlar elde edilmistir. Hicre icermeyen bu slUpernatantlar “kaba

bakteriyosin preparati” olarak -20 °C'de muhafaza edilmigtir (Krier et al., 1998).
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3.2.16. izolatlarin bakteriyosin aktivitesi lizerine enzimlerin etkisi

Laktik asit bakteri izolatlarinin bakteriyosin aktivitesi tzerine enzimlerin etki
derecesini belirlemek amaciyla lipaz (Sigma, USA), pepsin (Sigma, USA), katalaz
(Sigma, USA), tripsin (Sigma, USA), a-amilaz (Sigma, USA) veya proteinaz K
(Sigma, USA) enzimleri kullanilmistir. Test edilen enzim kaba bakteriyosin
preparati igerisine 1 mg/mL derisiminde eklenmis ve 37 °C'de 2 saat inkibe
edilmistir. Enzim ile muamele edilmig kaba bakteriyosin preparatinin bakteriyosin
aktivitesi Bolum 3.2.14°de belirtildigi sekilde “kritik dilisyon yéntemi” kullanilarak
agar difizyon yoéntemi ile belirlenmistir. Bu denemelerde kontrol olarak
bakteriyosin icermeyen enzim ¢o6zeltileri ile enzim icermeyen bakteriyosin érnekleri
kullanilmigtir (Xiraphi et al., 2008).

3.2.17. izolatlarin bakteriyosin aktivitesi lizerine pH’in etkisi

Kaba bakteriyosin preparatlarinin pH’lari 6 N NaOH veya 6 N HCI kullanilarak pH
2 — 12 arasinda birer birim artirilarak ayarlanmigtir. Buzdolabi sicakliginda 24 saat
bekletildikten sonra o6rneklerin aktiviteleri kritik dilisyon yontemi kullanilarak
belirlenmistir. MRS broth besiyeri (pH’lari 2 — 12 arasinda birer birim artirilarak

ayarlanmig) kontrol olarak kullaniimistir (Akgelik et al., 2006).
3.2.18. izolatlarin bakteriyosin aktivitesi iizerine isil islemin etkisi

Bakteriyosin aktivitesi Uzerine 1sil iglemin etkisini belirlemek amaciyla kaba
bakteriyosin preparatlari 60 °C, 80 °C ve 100 °C’de 10 dakika ve 30 dakika, 121
°C'de ise 15 dakika sl isleme tabi tutulmustur. Orneklerin antimikrobiyel
aktiviteleri oda sicakligina sogutulduktan sonra kritik dilisyon ydntemi kullanilarak
belirlenmistir. Isil islem uygulanmamis kaba bakteriyosin 6rnekleri kontrol olarak
kullaniimigtir (Robin et al., 2006).

3.2.19. izolatlarin bakteriyosin aktivitesi iizerine bazi organik g¢éziiciiler ve

kimyasallarin etkisi

Bu asamada organik ¢bézlculer ve kimyasallar olarak proteinlerin saflastiriimasi

esnasinda (Bo6lum 3.2.20) da kullanilabilen; etanol, metanol, kloroform, SDS
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(sodyum dodesil sulfat) ve R-merkaptoetanol test edilmistir. Kaba bakteriyosin
preparatlari ayri ayri olmak tzere % 10 etanol, % 10 metanol, % 10 R-
merkaptoetanol, % 10 kloroform, % 1 SDS ve % 10 SDS varlidinda 37 °C'de 2
saat sure ile inklibe edilmig ve daha sonra bakteriyosin aktiviteleri kritik diltisyon
yéntemi kullanilarak belirlenmistir. Bakteriyosin icermeyen organik ¢oézuciler ve
kimyasallar ile bunlari icermeyen kaba bakteriyosin preparatlari kontrol olarak

kullaniimigtir.

Proteinlerin saflastirilmasi asamasinda kullanilan R-merkaptoetanol ve SDS
karigiminin  bakteriyosin aktivitesine etkisini belirlemek i¢in ayri bir deneme
yapilmistir. Bu amacla kaba bakteriyosin preparati supernatantina % 10 B-
merkaptoetanol ve % 1 SDS ilave edilerek 100 °C'de 5 dk 1sil isleme tabi
tutulmustur. Daha sonra karigim oda sicakligina sogutulmus ve bakteriyosin
aktivitesi kritik dilisyon yontemi kullanilarak belirlenmistir. Kontrol olarak isil islem
uygulanmis bakteriyosin icermeyen [3-merkaptoetanol - SDS ¢dzeltisi ile 1sil islem
uygulanmamis ve uygulanmig kaba bakteriyosin preparatlari kullanilmistir
(Rehaiem et al., 2010).

3.2.20. izolat kiiltiir sivilarindan kismi saf bakteriyosin preparatlarinin elde

edilmesi

Bakteriyosin Ureticisi olduklarina karar verilen laktik asit bakteri izolatlari MRS
broth besiyerinde 37 °C'de 18 saat sire ile aktiflestirildikten sonra 10000 rpm’de
10 dakika sure ile 4 °C'de santrifijlenerek sUpernatantlari elde edilmistir. Elde
edilen stupernatantlarin pH’lari 6 N NaOH kullanilarak pH 6.5 — 7.0‘a ayarlanmistir.
Supernatant ¢dzeltilerine % 45 oraninda amonyum sdlfat ilave edilmis ve 4 °C'de
gece boyunca manyetik karistirici ile karnistiriimistir. Karisim 10000 rpm’de 1 saat
sure ile 4 °C'de santrifijlendikten sonra pellet alinarak 10 mL 50 mM sodyum
fosfat tamponunda (pH 6.5) c¢6zinduUrldimustir. Daha sonra Uzerine 15 mL
klorofom— metanol (2:1, v/v) karigimi ilave edilerek manyetik karistiricida 4 °C'de 1
saat tutulmustur. Karisim 10000 rpm’de 1 saat slreyle 4 °C’de santrifljlenmis ve
elde edilen pellet agik havada kurutulduktan sonra “kismi saf bakteriyosin

preparati” olarak -20 °C’de muhafaza edilmistir (Menozzi et al., 2006).
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3.2.21. Kismi saf bakteriyosin preparati 6rneklerinin protein tayini

Amonyum stilfat presipitasyonu ile kismen saflastirilan bakteriyosin érneklerindeki
toplam protein miktari Bradford yontemi (Bradford, 1976) kullanilarak belirlenmistir.

Protein standardi olarak BSA (Bovine serum albumin, Merck) kullaniimistir.

BSA ile 0.25 - 2 mg/mL derisimleri arasinda standart protein c¢dzeltileri
hazirlanmistir. Standard protein c¢o6zeltileri 6rneklerinden 100’er mL alinarak
Uzerine 5 mL Bradford ¢dézeltisi ilave edilmis ve 5 dakika sonra UV-visible
spektrofotometre (Agilent, USA) ile 595 nm’de absorbanslari okunmustur.
Standartlardan elde edilen derigsim — absorbans verilerinden yararlanarak standart

egri gizilmigtir.

Protein tayini yapilacak “kismi saf bakteriyosin preparati” 6rnekleri, yukarida
belirtildigi  sekilde hazirlanarak absorbanslari  6lglilmis ve bakteriyosin

drneklerindeki protein miktari standart egriden yararlanarak hesaplanmigtir.

3.2.22. Kismi saf bakteriyosin preparatlarinin molekiiler biyiikligiiniin SDS-
PAGE ile belirlenmesi

Kismi saf bakteriyosin preparatlarinin molekdl agirligi trisin sodyum dodezil silfat-
poliakrilamit jel elektroforez (Trisin-SDS-PAGE) yéntemi kullanilarak belirlenmistir.
Elektroforez jelleri % 16 ve % 10’luk ayirma ve % 4’luk yigma jel kullanilarak
hazirlanmistir. Molekdl agirliklari 1.7 ile 42 kDa arasinda olan marker (Fermentas,

USA) standart olarak kullaniimistir.

Bakteriyosin iceren érnekler “6rnek tamponu” ile 2:1 oraninda karistirilip 100 °C’de
5 dakika 1sil islem uygulanmistir. Hazirlanan érnekler 10 ul hacimde jele iki paralel
olarak yuklendikten sonra &rnekler yigma jeli terk edene kadar 30 mA’de,
sonrasinda ise 50 mA sabit akimda elektroforez islemi uygulanmistir. Elektroforez

sonrasinda parelel spotlama yapilan jel iki kisima boélinmustur.

Jelin bir kismi gimis boyama ydntemi ile boyanmistir. Jel fiksasyon ¢dzeltisinde 1
saat tutulmus, iki kere saf su ile yikandiktan sonra 1 saat % 0.005 sodyum

tiyosilfat ¢ozeltisi icinde tutularak boyamaya duyarli hale getirilmistir. Jel bunu
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takiben % 0.1 AgNO; cozeltisi icerisinde 1 saat bekletildikten sonra Uzerine
gelistirme c¢dzeltisi (% 0.036 formaldehit, % 2 amonyum karbonat) ilave edilip
protein bantlari gézlemlene kadar 1 — 2 dakika bu ¢ézelti icinde tutulmustur. Jel
daha sonra 50mM EDTA c¢dzeltisi icinde 1 saat bekletilerek protein bantlarinin

gelisimi durdurulmustur.

Diger jel kismi ise “fiksasyon ¢o6zeltisi’/nde 1 saat bekletildikten sonra 1’er saat
sure ile iki kere damitik su ile yikanmistir. Daha sonra jel 20 cm ¢apli buyuk Petri
kutusuna alinarak Gzerine icerisinde %1 oraninda L. monocytogenes ATCC 7644
test bakterisi (bu test bakterisi daha ©6nceki denemelerde bakteriyosin Ureten
suslara kargi en duyarli test bakterisi olarak belirlenmistir) iceren % 0.75’lik BHI
agar besiyeri dékulmustar. Petri kutusu 37 °C’de 24 saat inkibe edilerek olusan
inhibisyon zonlari g6zleme alinmistir. Kismi saf bakteriyosin preparatinin
elektroforezinde inhibisyon zonu gbézlenen bdélge, boyama yapilmis elektroforez
jelindeki bdlgenin yeri ile karsilastirilarak inhibisyon zonu veren protein bandi

tespit edilmigtir.

Kismi saf bakteriyosin preparatinin molekdl bayukltikleri inhibisyon zon olugumu
gbzlenen protein bandinin Rf (bagdil hareketlilik) degerleri ve marker proteinlerinin

Rf degerleri kullanilarak belirlenmigstir (Du Toit et al., 2000).
Trisin-SDS-PAGE ydnteminde kullanilan jel ve ¢ézeltiler agagida verilmigtir;

Ornek Tamponu

1 M Tris-HCI (pH 6.8) 1.2mL
Gliserol (%50) 10 mL
SDS (%10) 4 mL
2-merkaptoetanol 1mL
Bromfenol mavisi (%1) 2 mL
Damitik Su 1.8 mL
Ayirma Jeli Tamponu (pH 8.45)

Tris 36.3 g
SDS 0349
Damitik su 100 mL
Ayirma jeli tamponu (3X)

Gliserol 3 mL
Damitik Su 11 mL
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APS (%10)
TEMED (N’'N’'N’N’-Tetra-Metilendiamin)

Katot tamponu (10X, pH 8.25)
Tris

Trisin

SDS

Damitik su

Anot tamponu (10X, pH 8.9)
Tris
Damitik su

Ayirma Jeli (%16)

Akrilamit (%46.5)-Bisakrilamit (%3)
Ayirma jeli tamponu (3X)

Gliserol

Damitik Su

APS (Amonum persilfat, %10)
TEMED (N’'N’'N’N’-Tetra-Metilendiamin)

Ayirma Jeli (%10)

Akrilamit (%46.5)-Bisakrilamit (%3)
Ayirma jeli tamponu (3X)

Gliserol

Damitik Su

APS (Amonum persilfat, %10)
TEMED (N’'N’N’N’-Tetra-Metilendiamin)

Yigma Jel (%4)

Akrilamit (%46.5)-Bisakrilamit (%3)
Ayirma jeli tamponu (3X)

Damitik Su

APS (%10)

TEMED (N’'N’'N’N’-Tetra-Metilendiamin)

Fiksasyon ¢ozeltisi
Metanol

Asetik asit

Damitik su

150 mL
15 mL

1214
189
19
100 mL

1219
500 mL

10 mL
10 mL
3mL
7 mL
100 mL
10 mL

6 mL
10 mL
3mL
11 mL
150 ml
15 mL

1mL
3 mL
8 mL
90 mL
9mL

400 mL
100 mL
500 mL
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Anne Sitii Orneklerinden izole Edilen Laktik Asit Bakteri izolatlarinin

Cins ve Tiir Diizeyinde Tanimlanmasi

Bu calismada, anne suti érneklerinden izole edilmis olan laktik asit bakteri stpheli

toplam 204 adet izolat incelemeye alinmistir.

Bu laktik asit bakteri supheli izolatlar ilk asamada, Bdlum 3.2.2’de anlatildidi
sekilde hareket edilerek cins dizeyinde tanimlanmistir. Laktik asit bakteri stpheli
izolatlarin cins diUzeyinde dogrulama test sonuglari Cizelge 10’da topluca
gosterilmistir. Bu izolatlardan 74 adedi MRS agar, 23 adedi M17 agar ve 23 adedi
KAA agar besiyerleri kullanilarak izole edilen laktik asit bakteri stipheli izolatlardir.
Bu asamada; katalaz pozitif bulunan 50 adet izolat ile Gram-negatif bulunan 2 adet
izolat ve aktiflestirilemeyen ve saf kiltlrleri elde edilemeyen 32 adet izolat ¢calisma

kapsami digina alinmistir.

Cins dizeyinde tanimlamasi gergeklestirilen izolatlarin, daha sonra Bélim 3.2.2’de
anlatildigi sekilde hareket edilerek APl 50 CHL ve API 20 strep test kitleri ile tur
dizeyinde tanimlanmasina gecilmistir. Laktik asit bakteri gtpheli izolatlarin tar
dizeyinde dogrulama test sonuclari Cizelge 11 ve Cizelge 12'de topluca
gosterilmistir. Bu agsamada 40 adet laktik asit bakteri izolatinin API 20 strep test kiti
ile, 13 adet laktik asit bakteri izolatinin ise APl 50 CHL test kiti ile tir dizeyinde %
90 ve Uzerinde tanimlama ytzdesine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu izolatlardan
23 tanesinin Enterococcus faecalis, 6 tanesinin E. faecium, 4 tanesinin
Streptococcus mitis, 4 tanesinin Str. salivarus, 8 tanesinin Leuconostoc lactis, 1
tanesinin Str. salivarus spp. thermophilus, 1 tanesinin Lactococcus lactis spp.
lactis, 2 tanesinin Lactobacillus delbrueckii spp. delbrueckii, 1 tanesinin Lb.
acidophilus, 1 tanesinin Pediococcus spp, 1 tanesinin Str. pneumoniae ve 1

tanesinin Gamella haemolysans olduklari belirlenmistir (Cizelge 11 ve Cizelge 12).
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API test kitleriyle fizyolojik ve biyokimyasal olarak tir dizeyinde tanimlanan
izolatlara, tanimlama sonuglarinin dogrulanmasi amaciyla 16S rRNA analizi
uygulanmistir (Bélim 3.2.2.2). izolatlarin 16S rRNA dogrulama test sonuglari
Cizelge 11 ve Cizelge 12'de gdsterilmistir. 16S rRNA analizleri sonucunda
izolatlardan 23 adedinin E. faecalis, 6 adedinin E. faecium, 8 adedinin Str.
salivarus, 5 adedinin Str. mitis, 1 adedinin Str. perois, 2 adedinin Lb. gasseri, 1
adedinin Str. parasanguinis, 1 adedinin E. durans ve 1 adedinin P. acidilactici susu
olduklari belirlenmig, 5 adet izolat ise 16S rRNA analizi ile tur dizeyinde

tanimlanamamistir.

Bu calismada yalnizca API 50 CHL ve API 20 strep test kiti tanimlama ytzdeleri %
90 ve Uzerinde bulunan izolatlar dikkate alinmig, API tanimlama yutzdeleri % 90’in

altinda bulunan izolatlar ¢aligma kapsami digina alinmiglardir.

APl tanimlama ylUzdeleri % 90 ve Uzerinde bulunan izolatlarin 16S rRNA dizi
analizi sonuglariyla kargilastirmasi yapildiginda bazi izolatlar igin celigkili tar
tanimlamalari oldugu ortaya ¢ikmistir. APl ve 16S rRNA test sonuclarinin celiskili
oldugu durumlarda 16S rRNA analiz sonuglar esas alinmigtir. Bakteri
kromozomunda yer alan ylksek dizeyde korunmus rRNA (5S, 16 S ve 23 S)
operonlarinin tanimlama ve siniflandirma c¢alismalarinda guvenilir bir sekilde

kullanilabilecegi bildiriimektedir (Yilmaz ve Temiz, 2003).

API test kiti sonuclari ile 16S rRNA analizleri karsilastirildiginda, bu iki yéntem
arasinda yaklasik % 26 oraninda farkli tanimlama sonugclari alindigi gértlmastar.
Dimitonova et al. (2008) vajinal salgilardan laktik asit bakterilerinin fenotipik ve
molekiler olarak tanimlanmasi ile ilgi yaptiklari bir calismada APl 50 CH test Kkiti
ile molekuler tanimlama sonuglari arasinda tutarsizliklar oldugunu bildirmigtir.
Laktik asit bakterilerinin APl 50 CH test kiti ve kromozomal DNA problari ile
tanimlanmasinin yapildigi bagka bir galismada ise molekuler analizler ile
tanimlanan 90 adet izolat icersinde sadece 4 adedinin API testi ile uyumlu sonug
verdigi bildirilmistir (Boyd et al., 2005). insan kaynakli laktobasil tirlerinin API
kitleri ile tanimlandigi bir galismada, test kiti ile Lb. acidophilus olarak tanimlanan
turlerin godunlukla Lb. crispatus’a ait oldugu bildirilmistir (Dimitonova et al., 2008).

Chagnaud et al. (2001) API test kiti kullandiklari tanimlama c¢alismalarinda Lb.
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salivarus UCC 43321 referans susunu Lb. paracasei olarak belirtmiglerdir. Bu
sonuglar g6z o6ndne alindiginda, APl tanimla sisteminin veri tabaninin

guncellenmesi ve yeni turlerin eklenmesi gerekliligi ortaya ¢gikmaktadir.

Anne sutinde bulunan bakteriler ile ilgili bilgiler sinirli olmakla beraber, yapilan
calismalarda anne sutunden izole edilen bakterilerin genellikle stafilokok,
streptokok, laktobasil ve enterokok cinsleri oldugu bildiriimektedir (Martin et al.,
2004) (Cizelge 13).

Cizelge 13. Saglikli annelerin sitlerinden genellikle izole edilen bakteri turleri
(Martin et al., 2004)

Bakteri cinsi Tiir

S. epidermidis
S. hominis
S. capitis
S. aureus

Staphylococcus

Str. salivarius
Str. mitis
Str. parasanguis
Str. peroris

Streptococcus

Lb. gasseri
Lb. rhamnosus
Lactobacillus Lb. acidophilus
Lb. plantarum
Lb. fermentum

E. faecium

Enterococcus .
E. faecalis

Bu caligsmada tanimlanan laktik asit bakteri izolatlar1 (Cizelge 11 ve 12) ile anne
sutinde genel olarak bulunan laktik asit bakterileri arasinda genelde bir uyum
oldugu gdrilmektedir. Ancak bu calismada, anne sitinden Cizelge 13’'deki

bakterilerden farkl olarak E. durans ve P. acidilactici suglari da izole edilmistir.

Bu calismada anne sitiinden izole edilen katalaz pozitif bakterilerin annenin gégus
ylzeyinden kontamine oldugu dusuntlmektedir. Literatirde de bu yénde benzeri
tespitler mevcuttur (Heikilld and Saris 2003; Martin, et al. 2003; Martin, et al. 2004;
Martin, et al. 2005; Reviriego et al., 2005).
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Tez galigmasinin amaci dogrultusunda gida teknolojisi agisindan énemi olan laktik
asit bakterileri 16S rRNA sonuglari géz énlne alinarak secilmis ve yalnizca bu
izolatlar ileri agama testlerine alinmigtir. Buna gére de; E. faecalis (EK A17-01, EK
A17-02, EK A17-03, EK A17-04, EK A17-05, EK A17-06, EK A17-07, EK A17-08,
EK A17-09, EK A17-10, EK A21-01, EK A21-02, EK A21-03, EK A40-01, EK A40-
02, EK A40-03, EK A40-04, EK A40-05, EK K19-01, EK K19-02, EK K19-03, EK
K19-04 ve EK K19-05) , E. faecium (LB A01-01, LB A13-01, LB A39-01, LB K02-
03, LB K04-03 ve M17 K09-02), Str. salivarus (LB A07-03, LB A15-01, LB A32-02,
LB A33-01, LB A36-01, M17 A36-01, M17 K17-01 ve M17 A11-01), Lb. gasseri
(LB A14-01 ve LB A41-02) ve P. acidilactici (LB A06-02) turlerinden olusan toplam
40 adet laktik asit bakteri susu ileri denemeler icin secilmis, diger izolatlar calisma

kapsami diginda birakilmistir (Cizege 11 ve Cizelge 12).
4.2. izolatlarnin Enzimatik Aktivite Profilleri

Starter ya da probiyotik olarak kullanilan laktik asit bakterilerinin (LAB) enzimatik
profillerinin ortaya konulmasi, bu bakterilerin gida teknolojisi ve insan saghgi
acisindan vyararlarinin belirlenmesinde olduk¢a 6nemli bir asama olarak
degerlendiriimektedir. LAB’larin peptidaz, proteaz ve esteraz gibi enzimleri, bu
bakterilerin kullanilacagdi fermente Uriinlerde olgunlagmanin yani sira tat, koku ve
yapinin gelisiminde de etkin bir sekilde rol oynamaktadir (Dewan and Tamang,
2006).

Tez kapsaminda anne sitinden izole edilen 40 adet LAB susunun enzimatik
aktiviteleri yari kantitatif API-ZYM sistemi kullanilarak belirlenmistir (Cizelge 14).
Bu enzim kitinde 19 adet farkli enzim aktivitesi ayni anda belirlenebilmektedir
(Alkalin fosfataz, esteraz (C4), esteraz (C8), lipaz (C14), 16sin arilamidaz, valin
arilamidaz, sistein arilamidaz, tripsin, a-kimotripsin, asit fosfataz, naftol-AS-BI-
fosfohidrolaz, a-galaktosidaz, B-galaktosidaz, B-glukoronidaz, a-glukosidaz, -

glukosidaz, N-asetil- B-glukoaminidaz, a-mannosidaz, a-fukosidaz).
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Suslarin higbirinde tripsin, a-mannosidaz, lipaz (C14) ve o-fukosidaz aktivitesine
rastlanmamistir. B-glukoronidaz aktivitesi ise sadece Lb. gasseri olarak
tanimlanmis suslarda goérilmastir. Delgado et al. (2007) yaptiklari galismada
insan mide-bagirsak kanalindan izole edilen Lb. gasseri susunda B-glukorinidaz,
I6sin arilamidaz ve Naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz aktivitesi tespit etmislerdir. Bu
sonuglar ¢alismamizda izole edilen Lb. gasseri suslarinin enzim profili ile uyum

gostermektedir.

E. faecalis olarak tanimlanan suslarin tuminde I6sin arilamidaz aktivitesi
gérulurken; esteraz (C4), esteraz (C8) ve asit fosfataz aktivitesi E. faecalis EK
K19-03 susu disindaki tim izolatlarda, B-glukosidaz, aktivitesi ise E. faecalis EK
A21-01 susu digindaki tim izolatlarda go6zlemlenmistir. E. faecalis olarak
tanimlanan 23 adet sus diger enzim aktiviteleri bakimindan incelendiginde; 6 adet
sus valin arilamidaz, 19 adet sus sistein arilamidaz, 17 adet sus a-kimotripsin, 19
adet sus Naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz, 1 adet sus B-galaktosidaz, 12 adet sus a-
glukosidaz ve 1 adet sus N-asetil- B-glukoaminidaz aktivitesi acisindan pozitif
bulunmustur. E. faecalis izolatlarinin hi¢ birinde a-galaktosidaz aktivitesi

gorulmemigtir.

E. faecium olarak tanimlanan suslarin timinde esteraz (C4) ve esteraz (C8)
aktivitesi gézlemlenmigtir. Ayrica E. faecium olarak tanimlanan 6 adet sustan 3
adedi I6sin arilamidaz, 1 adedi Naftol-AS-Bl-fosfohidrolaz, 1 adedi a-galaktosidaz,
3 adedi B-glukosidaz ve 2 adedi ise N-asetil- B-glukoaminidaz aktivitesi
bakimindan pozitif bulunurken; bu izolatlarin hi¢ birinde fosfataz alkalin, lipaz
(C14), valin arilamidaz, sistein arilamidaz, tripsin, a-kimotripsin, asit fosfataz, -
glukoronidaz, a-glukosidaz, a-mannosidaz ve a-fukosidaz aktivitesine

rastlanmamistir.

Belgacem et al. (2010) tarafindan yapilan bir ¢calismada fermente et Urlinlerinden
izole edilen enterokok suslarinin genis bir enzim spektrumu bulundugu, suslarin
dusuk proteinaz (tripsin ve kimotripsin) ve ylksek peptidaz (I6sin aminopeptidaz)
akitivitesine sahip olduklari belirlenmis ve bu 6zelligin fermente st Grunleri gibi
bazi gidalarin olgunlastiriimasinda ve tipik aromalarinin olusumunda arzu edilen

bir kalite kriteri oldugu belirtiimigtir.
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Lb. gasseri olarak tanimlanan 2 adet sus I6sin arilamidaz, valin arilamidaz, Naftol-
AS-Bl-fosfohidrolaz, B-glukoronidaz, B-glukosidaz ve N-asetil-B-glukoaminidaz

aktivitesi pozitif olarak bulunurken diger enzim aktivitelerine rastlaniimamistir.

P. acidilactici olarak tanimlanan sus ise |6sin arilamidaz, valin arilamidaz ve Naftol-

AS-Bl-fosfohidrolaz aktivitesi agisindan pozitif bulunmustur.

Str. salivarus olarak tanimlanan 8 adet susun timinde fosfataz alkalin, |6sin
arilamidaz ve asit fosfataz aktivitesi gorulturken; bu suslarin hi¢birinde lipaz (C14),
tripsin, B-glukoronidaz, B-glukosidaz, a-mannosidaz ve a-fukosidaz aktivitesine
rastlanmamistir. Diger enzimler agisindan ise 2 adet sus esteraz (C4) ve esteraz
(C8), 4 adet sus valin arilamidaz, 1 adet sus sistein arilamidaz, 7 adet sus Naftol-

AS-Bl-fosfohidrolaz aktivitesi agisindan pozitif bulunmusgtur.

API-ZYM test kiti ile suslarin enzim profilinin ortaya konmasi potansiyel starter
kultarlerin secilmesinde faydali olabilmektedir (Ling et al., 1994; Trojanova and
Rada, 2005). Lipolitik aktiviteye sahip kuiltarlerin peynir veya fermente st
drdinlerinde starter veya yardimci kulttr olarak kullaniimasi bu drinlerde aroma
olusumunda énemli bir rol almaktadir. B-galaktosidaz aktivitesi bulunan izolatlar
ise laktoz intolerans gosteren bireyler acisindan ilgi cekmektedir (De Vrese et al.,
2001; Mathara et al., 2004; Cebrian et al., 2012).

Asit fosfataz aktivitesinin  vicutta kalsiyum ve fosfor absorbsiyonunun
arttinlmasinda énemli rol oynadidi rapor edilmigtir. YlUksek fosfataz aktivitesi
gosteren suslar fermente sut Urlnlerinde fitik asit degradasyonu amaciyla
kullanilabilmektedir. Ayrica bu enzimler tahil GrlUnlerindeki fitat molekllinin
parcalanmasinda rol alarak minerallerin kullanilabilirligini arttirmaktadir (Cebrian et
al., 2012).

izolatlarin proteinaz aktivitesi géstermemesi (tripsin, kimotripsin), I8sin arilamidaz
ve sistein arilamidaz gibi peptidaz aktivitesine sahip olmasi ve esteraz (C4, C8)
aktivitesi gbstermesi, bu izolatlarin kullanilacaklari Griinde istenen tipik aroma ve
istenen 6zelliklerin olusumuna katki saglamaktadir (Thapa et al., 2006; Dewan and

Tamang, 2007). Str. salivarus ve E. faecium suslarinda belirlenen (-galaktosidaz
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aktivitesi ise yogurt kulturleri igin karakteristik bir enzimdir (Trojanova and Rada,
2005).

Probiyotik olarak kullanilacak kultirlerde prosesin geregine gére bazi durumlarda
yiksek probiyotik bakteri sayisi ve disuk enzimatik aktivite istenebilmektedir
(Trojanova and Rada, 2005). Yapilan bir calismada susglarin API-ZYM kullanilarak
belirlenen enzimatik aktiviteleri ile bu suslarin dogal ortamda belirlenen enzimatik
aktiviteleri arasinda bir eslesme olmadigi, API-ZYM testinin sadece potansiyel
enzimatik aktivite hakkinda bilgi verdigi bildiriimektedir (Mudryk and Podgoérska,
2006). Bu nedenle izolatlarin belirlenen enzimatik aktivitelerin Uriin denemeleri ile

dogrulanmasi gerekmektedir.

Esteraz ve lipaz aktivitesi, yaglari yag asitlerine ve gliserole donustlirmesi
nedeniyle bebeklerin ve yaglilarin diyetlerinde yararli olabilmektedir. Ayrica bu
enzimlerin hiperkolesterol gibi metabolik hastaliklarin tedavisinde de rol alabilecegi
vurgulanmaktadir (Huang and Zheng, 2009; Cebrian et al., 2012). B-glukoronidaz,
B-glukosidaz ve N-asetil-B-glukoaminidaz enzimlerinin bagirsak hastaliklariyla
iligkili olmalari nedeni ile bu enzimlerin kolon Uzerine zararli olabilecegi
belirtiimektedir (Delgado et al., 2007). B-glukoronidaz enzimi kolona ulasan safra
glukuronidlerini hidrolize etmesi acisindan 6nemlidir. Bu glukuronidlerin ¢ogu
karacigerde olusan detoksifiye edilmis Urtnlerdir ve bunlarin hidrolize edilmesi ile
yapilarindaki toksin serbest hale gecebilmekte ve bagirsak tarafindan
emilebilmektedir. Kolondaki mikrobiyel B-glukoronidaz aktivitesi kolon kanseri
riskini arttirabilmektedir (Malini et al., 1998; Wollowski et al., 2001).

4.3. Suslarin Antibiyotik Direngliliklerinin Belirlenmesi

Calisilan laktik asit bakteri suglarinin antibiyotiklere kargi gésterdikleri direng (Sekil

2) ve duyarlilik 6zellikleri Cizelge 15°de topluca gosterilmistir.
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Sekil 2. Disk difuzyon ydntemi ile izolatlarin antibiyotik duyarliliklari (6rnek: E.
faecium LB A13-01)

Calismamizda, antibiyotik direnglilik testinin sonucunda, suslarin test edilen
antibiyotiklere karsi genellikle duyarl olduklari belirlenmistir. Literatlrde laktik asit
bakterilerinin  6zellikle kloramfenikol, ampisilin, gentamisin, vankomisin ve
penisiline kargi duyarlihgin daha ylksek oldugu vurgulanmaktadir (Zhou et al.,
2005; Ammor et al., 2007b).

Tez kapsaminda izole edilen bazi enterokok suslarinin yiksek dizeyde kanamisin
(% 65.5), tetrasiklin (% 17.2) ve eritromisin (% 10.3) direnci go&sterdikleri
belirlenmistir. Buna ek olarak izole edilen bazi enterokok suglarinin orta dizeyde

kanamisin (% 41.4) ve eritromisin’e (% 37.9) direncli olduklari tespit edilmistir.

Lb. gasseri suslarinda yuksek dizeyde gentamisin (% 100) ve orta dizeyde
kanamisin (% 50) direnci tespit edilmistir. P. acidilactici susunda ise orta dizeyde
kloramfenikol ve tetrasiklin direnci gorulirken, yiksek dizeyde vankomisin direnci

tespit edilmigtir.

Bazi Str. salivarus suslarinda yiksek dizeyde kanamisin (% 25), tetrasiklin
(%12.5), gentamisin (%12.5), eritromisin (%12.5) ve vankomisin (%12.5) direnci
tespit edilmigtir. Str. salivarus suslarinda ayrica orta dizeyde tetrasiklin (%25) ve

eritromisin (%50) direnci gdzlemlenmistir.
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Calisilan anne sitl kaynakli laktik asit bakteri suglarinda ayrica ¢oklu antibiyotik
direnci oldugu da ortaya ¢cikmigtir. Anne sttl izolatlarinda ¢oklu yiksek antibiyotik
direnci gérinen 3 adet E. faecalis susunun tetrasiklin ve kanamisine, 1 adet E.
faecium susunun ise kanamisin ve eritromisine, 1 adet E. faecium susunun
tetrasiklin, ampisilin, penisilin ve eritromisine ve 1 adet Str. salivarus susunun
kanamisin ve tetrasikline direng gosterdigi belirlenmigtir. Ayrica 40 adet susun 22
adedinde 2 farkl ve 1 adedinde ise 4 farkli antibiyotige karsi orta veya yuksek

duzeyde direng oldugu tespit edilmistir.

E. feacalis ve E. faecium tirleri penisilin, tetrasiklin, kloramfenikol, eritromisin,
gentamisin ve vankomisinden bir veya birkagina kargi direngli olabilmektedirler
(Citak et al., 2004). Temmerman et al. (2003) probiyotik Urtinlerden izole edilen 29
adet E. faecium susunun kanamisin (% 90), tetrasiklin (% 24), penisilin G (% 41),
eritromisin (% 97), kloramfenikol (% 34) ve vankomisin’e (% 38) direncli oldugunu
belirterek probiyotik susglarin segiminde aktarilabilir antibiyotik diren¢ 6zelligi
yénunden guvenilirligin kontrol edilmesi gerektigini vurgulamiglardir. Citak et al.
(2004) yaptiklarn calismada peynirden izole edilen E. faecalis ve E. faecium
izolatlarinin eritromisin, vankomisin ve kloramfenikol’e karsi direngli, gentamisin ve
ampisiline karsli ise duyarh olduklarini bildirmiglerdir. Peters et al. (2003) et ve siit
drunlerden izole ettigi 101 adet E. faecalis susu ile yaptiklari bir calismada suslarin
tumandn ampisilin, penisilin ve vankomisin’e duyarli oldugunu tespit etmislerdir.
Calismada bu suglarin %74’Gnan eritromisin’e kargi orta ve yuksek derecede ve %
38’inin tekrasiklin’e karsi ylUksek derecede dirence sahip olduklarini bildirilmigstir.
incelenen enterokok suslarinin %43’tinde kloramfenikol direncine rastlanmistir. Bu
tez kapsaminda ise, s6z konusu c¢alismadan elde edilen sonuclardan farkli olarak,
incelenen tim E. faecalis suslarinin kloramfenikol’'e duyarli oldugu

gbzlemlenmistir.

Pediokoklarin  antibiyotik duyarhliklari  Uzerine literatirde yeterince veri
bulunmamaktadir. Yapilan c¢alismalarda pediokoklarin penisilin, gentamisin,
eritromisin ve kloramfenikol’e genel olarak duyarli; vankomisin kanamisin ve
tartasiklin’e ise genel olarak daha direngli olduklar bildirilmistir (Temmerman et al.,

2003, Ammor et al., 2007b; Danielsen et al., 2007). Str. salivarus susglari genel
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olarak kloramfenikol, tetrasiklin ve eritromisin’e karsi duyarli olmakla beraber
gentamisin ve kanamisin’e karsi direnglidir. Penisilin ve ampisiline karsi direng
Ozellikleri ise degisken olabilmektedir (Temmerman et al., 2003; Aslim and Beyatli,
2004; Ammor et al., 2007b). Aslim and Beyatl (2004) yogurttan izole ettikleri Str.
thermophilus suslarinin gentamisin ve penisiline direncli, kloramfenikol ve

tetrasiklin’e duyarli olduklarini tespit etmislerdir.

Laktobasiller genel olarak penisilin, kloramfenikol, eritromisin ve tetrasiklin’e kargi
duyarli iken, vankomisin, kanamisin ve gentamisin’e kargi ise direnglidir (Zhou et
al.,2005; Ammor et al., 2007b). Zhou et al. (2005) Lb. rhamnosus, Lb. plantarum
ve Lb. lactis ile vyaptiklari calismada bu suslarin eritromisin, tetrasiklin,
kloramfenikol, penisilin ve ampisilin’e kargi duyarli, gentamisin ve kanamisine kargi
ise direncli bulmuslardir. Calisilan tim Lb. plantarum suslarinin vankomisine karsi
direncli olduklarini tespit etmislerdir. Pan et al. (2011) 11 farkli fermente Cin
gidasindan izole ettikleri laktik asit bakterileri ile yaptiklari ¢galisma sonucunda, bu
suslarin tetrasiklin ve ampisilin’e duyarli, eritromisin ve kanamisin’e ise direncli

olduklarini belirtmislerdir.

Bu calismada tanimlanan laktik asit bakterilerinin en direngli oldugu antibiyotigin
kanamisin oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuca paralel olarak, Herreros
et al. (2005) peynirden izole ettigi 18 adet laktik asit bakterisi ile yaptiklari bir
calismada, bu bakterilerin en direngli oldugu antibiyotigin kanamisin oldugunu

belirtmiglerdir.

Antibiyotiklerin klinik olarak kullaniminin giderek yayginlagsmasi bunlara karsi
direncli suslarin olusumuna yol agmaktadir (Mathur and Singh, 2005; Ammor et
al., 2007b; Pan et al.,, 2011). Fermente ve probiyotik Urlnlerde laktik asit
bakterilerinin kullaniimasi bu bakterilerin ytksek oranda viicuda alinmasina ve bu
bakterilerin kolon florasi ile etkilesime girmesine yol acar. Yapilan ¢aligmalar kisitl
olmasina ragmen bagirsak florasinda patojen bakterilere antibiyotik direng
genlerinin transferinin mimkin olabilece@i bildiriimektedir (Mathur and Singh,
2005). Laktik asit bakterilerinin givenligi agcisindan bu bakterilerde fenotipik olarak
tespit edilen antibiyotik diren¢g mekanizmalarinin molekuler duzeyde agikliga

kavusturulmasi gerekmektedir. Transfer edilebilir antibiyotik diren¢ genlerinin
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varliginin  belirlenmesi laktik asit bakterilerin gidalarda ya da yemlerde
kullanimindan &énce belilenmesi gereken ©6nemli fizyolojik ve teknolojik
Ozelliklerinden birisidir (Ammor et al., 2007b). Bu acidan bakildiginda
calismamizda tanimlanan laktik asit bakteri suslarinin transfer edilebilir antibiyotik

direng genleri varliginin arastiriimasi geregi ortaya gikmaktadir.
4.4. izolatlarin Biyojen Amin Olusturma Ozellikleri

Bu asamada, secilen laktik asit bakteri izolatlarinin ortamda bulunan tirozin,
histidin, ornitin ve lizin gibi serbest aminoasitlerden biyojen amin (tiramin, histamin,

putresin ve kadaverin) olusturma potansiyelleri test edilmigstir.

Calismamizda elde edilen bulgular toplu olarak degerlendirildiginde ¢aligilan laktik
asit bakteri suslarinin higbirisinin histidin’i dekarboksilize edemedigi, buna karsilik
yuksek oranda tirozin dekarboksilasyonu goésterdikleri belirlenmistir. E. faecalis
suglarinin timunun tirozini dekarboksilize ettigi; ornitin, lizin ve histidin’i ise
dekarboksilize edemedikleri tespit edilmistir. Lb. gasseri ve P. acidilactici
suglarinin hi¢bir amino asiti dekarboksilize edemedigi gdzlemlenmigtir. Str.
salivarus LB AQ07-03, Str. salivarus LB A15-01, Str. salivarus M17 A11-01, E.
faecium LB A01-01, E. faecium LB A13-01, E. faecium LB A39-01, E. faecium LB
K04-03 ve E. faecium LB K09-02, suslarinin tirozini hidrolize edebildikleri tespit
edilmigtir. Str. salivarus suglarinin tiuminde histidin dekarboksilizasyon 6zelligi
bulunmazken, sadece Str. salivarus LB A07-03 susunun ornitin, tirozin ve lizini

dekarboksilize edebildigi tespit edilmistir (Cizelge 16).

Cizelge 16. Laktik asit bakteri suglarinin dekarboksilaz aktiviteleri

izolat No Tur Ornitin | Tirozin | Lizin | Histidin
EK A17-01 E. faecalis -8 + " - -
EK A17-02 E. faecalis - + - -
EK A17-03 E. faecalis - + - -
EK A17-04 E. faecalis - + - -
EK A17-05 E. faecalis - + - -
EK A17-06 E. faecalis - + - -
EK A17-07 E. faecalis - + - -
EK A17-08 E. faecalis - + - -
EK A17-09 E. faecalis - + - -
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Cizelge 16. (Devam ediyor)

izolat No Tur Ornitin | Tirozin | Lizin | Histidin
EK A17-10 E. faecalis - + - -
EK A21-01 E. faecalis - + - -
EK A21-02 E. faecalis - + - -
EK A21-03 E. faecalis - + - -
EK A40-01 E. faecalis - + - -
EK A40-02 E. faecalis - + - -
EK A40-03 E. faecalis - + - -
EK A40-04 E. faecalis - + - -
EK A40-05 E. faecalis - + - -
EK K19-01 E. faecalis - + - -
EK K19-02 E. faecalis - + - -
EK K19-03 E. faecalis - + - -
EK K19-04 E. faecalis - + - -
EK K19-05 E. faecalis - + - -
LB A01-01 E. faecium - + - -
LB A06-02 P. acidilactici - - - -
LB A07-03 Str. salivarus + + + -
LB A13-01 E. faecium - + - -
LB A14-01 Lb. gasseri - - - -
LB A15-01 Str. salivarus - + - -
LB A32-02 Str. salivarus - - - -
LB A33-01 Str. salivarus - - - -
LB A36-01 Str. salivarus - - - -
LB A39-01 E. faecium - + - -
LB A41-02 Lb. gasseri - - - -
LB K02-03 E. faecium - - - -
LB K04-03 E. faecium - + - -
M17 A11-01 Str. salivarus - + - -
M17 A36-01 Str. salivarus - - - -
M17 K09-02 E. faecium - + - -
M17 K17-01 Str. salivarus - - - -

% dekarboksilaz aktivitesi yok. ® dekarboksilaz aktivitesi var.

Straub et al. (1995) streptokok ve pediokoklarda aminoasit dekarboksilaz
aktivitesine cok sik rastlaniimadigini bildirmigtir. Calismamizda bu sonuca benzer
olarak P. acidilactici susunda amino asit dekarboksilaz aktivitesi bulunmazken, Str.
salivarus aminoasit dekarboksilaz aktivitesi

suglarinda dustk dizeyde

gorulmustar.

91



Bover-Cid et al. (2001) fermente domuz sosisinden izole ettigi 66 laktik asit
bakterisinden 21 adet laktobasil ve 16 adet enterokok’un biyojen amin Urettigini
bildirmistir. Tiramin baglica olusan biyojen amin olmakla beraber putresin ve
kadaverin olusumu da gézlemlenmistir. Arastirmacilar izole ettikleri laktobasillerin
% 42’sinde tiramin olusumu belirlemiglerdir. Putresin ve kadaverin olusumu ise
sadece Lb. brevis (sirasiyla % 33 ve % 33 oranlarinda) ve Lb. curvatus suslarinda
(sirasiyla % 25 ve %17 oranlarinda) gézlemlenmigtir. Arastirmada izole edilen
enterokok suglarinin tamaminda tiramin olusumuna rastlanirken, diger biyojen
amin olugumlari tespit edilmemistir. Calismamizda elde edilen bulgularin bu

sonuglarla uyum icerisinde oldugu gorilmektedir.

Enterokoklar arasinda genel olarak tiramin olusumu yaygin olarak goérilmektedir
(Suzzi and Gardini, 2003; Munoz-Atienza et al., 2011). Leuschner et al. (1999) E.
faecalis LTH 4159 susu ile yaptiklari peynir tretim calismalarinda depolamanin 6.
haftasi sonunda peynirlerde putresin ve histidin olusumu belirlemezken, 170
mg/kg konsantrasyonunda tiramin olugsumu tespit etmiglerdir. Bu sonug¢
calismamizda izole edilen E. faecalis suslarinin biyojen amin olusturma sonuclari
ile uyum go6stermektedir. Bover-Cid and Holzapfel (1999) Enterococcus spp.,
Lactobacillus spp. ve Streptococcus spp. ile yaptiklar bir calismada enterokoklarin
timdnde, diger bakterilerin ise %38.9’unda tiramin olusumu belirlemislerdir.
Putresin, kadaverin ve histamin olusumu ise daha dusuk oranda tespit edilmistir.
Histamin olusumu Lb. acidophilus (% 20) ve Lb. delbrueckii spp. bulgaricus (%
50), putresin olusumu Lb. brevis (% 25) ve Lb. curvatus (% 20), kadaverin

olugsumu ise Lb. brevis (% 25) ve Lb. curvatus (% 13) suslarinda belirlenmigtir.

Durlu-Ozkaya et al. (2001) yaptiklari ¢alismada ¢ig koyun sdtinden Uretilmis
beyaz peynirlerden izole edilen tim enterokok suslarinin tirozin amino asidini
dekarboksile ettigini ve tiraminin serbest aminoasit varliginda E. faecalis ve E.

faecium tarafindan sutte Uretilen tek biyojen amin oldugunu vurgulamislardir.

Calismamizda izole edilen P. acidilactici ve Lb. gasseri suglarinin biyojen amin
olusturma &zellikleri Garai et al. (2007) yaptiklari ¢alisma sonugclari ile uyumlu
bulunmustur. Bu arastiricilarin ¢alismasinda P. parvulus, Lb. plantarum ve Lb.

suebicus izolatlarinin histamin, tiramin ve putresin olusturmadigi belirtiimigtir.

92



Yapilan calismalarda Str. salivarus spp. thermophilus, Lc. lactis ve Lb. plantarum
gibi bazi laktik asit bakterilerinin tiramin olusturdugu bildirilmistir (Kuley et al.,
2011). Calismamizda tanimlanan 8 adet Str. salivarus susundan sadece 3

adedinde tiramin olusumu belirlenmigtir.

insan ve hayvanlarin biyolojik fonksiyonlarinda énemli gérevleri sahip olan biyojen
aminler, bunlari iceren gidalarin fazla tiketilmesiyle saglik problemlerine neden
olabilmektedirler (Colak ve Aksu, 2002; EFSA, 2011). Gidalarda biyojen amin
olusumu gida isleme ve depolama sirasinda bakteriyel aktivite sonucunda
olmaktadir. Yuksek miktarda biyojen amin igeren gidalar daha iyi hijyen ve
kontrollere ihtiyaci ortaya koyarken, bu gidalarin tiiketimi gida intoksikasyonlarina
yol acabilmektedir (Colak ve Aksu, 2002). Laktik asit bakterileri hizli Gremesi ve
asit olusturmasi ile bulunduklari ortamdaki amin Ureten dogal mikrofloranin
gelisimini engelleyerek amin olusumunu azaltabilmektedir. Ayrica amin oksidaz
aktivitesine sahip kulttrlerin kullanimi ortamda olugan amin miktarinin azaltiimasi

icin bir alternatif olabilmektedir (Ammor and Mayo, 2007a).

Tum bu Ozellikler dikkate alindiginda starter ya da probiyotik kultir olarak
kullanilacak laktik asit bakterilerinin biyojen amin olusturma 6zelliklerinin
incelenmesi gerekKliligi ortaya g¢ikmaktadir. Calismamizda incelenen laktik asit
bakteri suslarinin higbirisinin histidin’i dekarboksilize edemedigi belirlenmigtir.
Laktik asit bakteri suslarinda genel olarak tirozin dekarboksilizasyon aktivitesi
tespit edilirken, Str. salivarus LB A07-03 susu haricinde higbir sugun lizin ve ornitin

dekarboksilizasyon aktivitesine sahip olmadigi belirlenmigtir.
4.5. izolatlarin Antimikrobiyel Aktivite Ozellikleri

izolatlarin antimikrobiyel aktivite dzellikleri Blum 3.2.6’da anlatildigi sekilde agar
damlatma ve agar difizyon yéntemiyle ayri ayri test edilmistir. Laktik asit bakteri
izolatlarinin antimikrobiyel aktivitelerinin belirlenmesinde Enterococcus faecium
M74, E. faecalis NCIMB 700584, E. faecalis ATCC 292112, E. faecalis H1, E.
faecalis S01-05, Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, Lb. plantarum, Listeria
monocytogenes ATCC 7644, L. monocytogenes H1, L. monocytogenes H2, L.
inocua, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus ATCC 6538,
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Escherichia coli ATCC 35211 ve Salmonella Typhimurium ATCC 19302 suslari

kontrol bakteri suslari olarak kullaniimistir (Bélim 3.1.2).

Agar damlatma ve agar difizyon ydnteminden elde edilen inhibisyon zonu

sonugclarina Sekil 3’de bir 6rnek verilmigtir.

Sekil 3. Suslarin antibakteriyel etkinligi (a. agar damlatma yoéntemi, b. agar
difizyon yéntemi)

Agar damlatma yonteminden elde edilen test sonuglari Cizelge 17°'de, agar
difizyon ydénteminden elde edilen test sonuclari ise Cizelge 18’de ayri ayri

verilmigtir.

Agar damlatma testi sonuclarina gore; antimikrobiyel aktivitesi test edilen laktik
asit bakteri suslarinin blyidk cogunlugu S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC
35211, S. aureus ATCC 25923, L. inocua, E. faecalis NCIMB 700584, E. faecalis
ATCC 292112, E. faecium M74 ve Sal. Typhimurium ATCC 19302 kontrol
suslarina karsi antimikrobiyel etkili bulunmustur. L. monocytogenes ATCC 7644, L.
monocytogenes H1 ve L. monocytogenes H2 kontrol suslarinin ise antimikrobiyel
aktivitesi test edilen tim laktik asit bakterisi suslarina karsi duyarli oldugu tespit
edilmistir. Bunlara karsilik, Lb. acidophilus ATCC 4356, Lb. plantarum ve E.
faecium S1-5 Kkontrol suslari antimikrobiyel aktivitesi test edilen laktik asit

bakterilerinin blytk ¢cogunluga karsi direncli bulunmustur.
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Agar difizyon testi sonuglarina gére; Staphylococcus aureus ATCC 6538, E. coli
ATCC 35211, Lb. acidophilus ATCC 4356, Lb. plantarum ve Sal. Typhimurium
ATCC 19302 kontrol suslari antimikrobiyel aktivitesi test edilen tim suslara,
Urettikleri antimikrobiyel maddeler bazinda direngli bulunmustur. Antimikrobiyel
aktivitesi test edilen suslarin higbirisi E. faecalis EK A17-07, E. faecalis EK A17-
10, E. faecalis EK A21-01, E. faecalis EK A21-02, E. faecalis EK A21-03, E.
faecalis EK K19-01, E. faecium LB K02-03 ve Str. salivarus M17 A11-01 kontrol
suslari Uzerinde inhibitor etki gbstermemigtir. L. monocytogenes kontrol suglari,
agar damlatma testinde oldugu gibi, antimikrobiyel aktivitesi test edilen laktik asit
bakterilerine karsi en duyarli bakteriler olarak tespit edilmistir. E. faecium LB A01-
01, P. acidilactici LB A06-02, E. faecium LB A13-01, Lb. gasseri LB A14-01, Str.
salivarus LB A15-01, E. faecium LB K04-03 ve E. faecium M17 K09-02 kontrol
bakterilerine karsi antimikrobiyel agidan en etkili suslar olarak belirlenmigtir. Daha
dusuk dizeyde antimikrobiyel aktivitesi belirlenen diger suslar, genel olarak L.
monocytogenes, L. inocua ve E. faecalis NCIMB 700584 kontrol suslari (zerine
etkili bulunmustur. Agar difizyon testi sonuglarina gére Gram-negatif bakterilere
(E. coli ATCC 35211, Sal. Typhimurium ATCC 19302) kargi herhangi bir
antimikrobiyel etki belirlenmemigtir. Literatire go6re, bakteriyosinler genellikle
Uretici suslara yakin tirlere karsi etki gbstermektedir (Saavedra et al., 2003).

Calismamizda elde edilen sonuglar da bunu dogrular niteliktedir.

Agar damlatma testi ve agar difizyon testi sonuclari karsilastirmali olarak
incelendiginde; agar damlatma yonteminde antimikrobiyel aktivitesi test edilen
suglarin kontrol bakterilerine karsi daha yiksek oranda etkili oldugu seklinde bir
sonuca varilmaktadir. Agar difizyon testinden ise kontrol bakterileri Uzerinde
antimikrobiyel etkiye sahip sinirli sayida sus oldugu seklinde bir sonug¢ elde

edilmistir.

Calismamizda elde edilen sonuglara paralel olarak, literatirde de agar damlatma
teknigi ve agar difizyon yéntemleri arasinda antimikrobiyel etkinin belirlenmesi
acisindan farkh sonuglar elde edildigi bildiriimektedir (Schillinger and Licke, 1989;,
Con and Godkalp, 2000). Altuntas ve ark. (2010) ¢ig sut ve peynir érneklerinden

izole ettikleri 25 adet laktik asit bakterisinin L. monocytogenes ve S. aureus’a karsi
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antimikrobiyel etkisi Uzerine bir aragtirma gercgeklestirmiglerdir. Bu arastiricilar
agar damlatma yéntemine gére incelenen tim suslarin, agar difiizyon yéntemine
gbre ise sadece 7 susun bu kontol bakterilerine kargi antimikrobiyel aktiviteye
sahip oldugunu belirlemislerdir. Con ve Gdkalp (2000) sucuk érneklerinden izole
edilen laktik asit bakteri izolatlariyla agar damlatma teknigi ile gergeklestirdikleri
antimikrobiyel aktivite testinde 19 adet Lb. plantarum susunun indikatér bakterilere
karsi inhibitdr aktivitesini gdézlemlerken, agar difizyon yénteminde sadece 2 Lb.
plantarum susunun inhibitér etkisini tespit etmislerdir. Ayni calismada 57 adet
laktik asit bakteri susunun agar damlatma yodntemi ile C. perfringens’e karsi
inhibitér etkisi oldugu belirlenirken, agar difiizyon yéntemi ile bu suslarin sadece 7
adedinin C. perfringens’e inhibitér etkisi oldugu saptanmistir. Bu g¢alismanin
sonuglarina gére agar damlatma ydnteminde tespit edilen inhibisyon etkisinin
bakteriyosin veya diger metabolitlerden kaynaklanabilecegi belirtiimis ve bu
nedenle de agar damlatma yo6ntemi ile bulunan sonuglardaki inhibisyon etkisinin
bakteriyosin kaynakli olup olmadigini belirlemek icin agar difizyon yontemiyle
dogrulama yapilmasinin gerekli oldugu tzerinde durulmustur. Uymaz et al. (2009)
yaptiklari calismada agar difizyon ve agar damlatma ydntemleri sonuclari
arasinda benzer farkliklar tespit etmislerdir. Arastirmacilar sonuglardaki bu
farklihgr kullanilan yéntemlerdeki bakteriyosin miktari ile iligkilendirmistir. Agar
damlatma ydntemindeki bakteriyosin  konsantrasyonunun agar difiizyon
yonteminde bulunan bakteriyosin konsantrasyonundan daha yiksek olmasindan
dolayi, agar difizyon testinde gb&zlenen antimikrobiyel etkinin daha dusik

oldugunu belirtmiglerdir.

4.6. izolatlarin Antimikrobiyel Aktivitesinin Bakteriyosinlerden Kaynaklanip

Kaynaklanmadiginin Belirlenmesi

Bu kapsamda yalnizca agar difizyon yéntemi ile antimikrobiyel etkisi belirlenen

izolatlar denemeye alinmigtir.

Laktik asit bakterileri geligsme ortaminda bakteriyosinlerin yani sira antimikrobiyel
etkili bir takim metabolitler (asitler ve hidrojen peroksit gibi) de Uretebilmektedirler.
Bu nedenle, bu denemelerde izolatlarin antimikrobiyel etkisinin bakteriyosinden mi

yoksa gelisme ortaminda olusturduklar asitlikten veya hidrojen peroksitten
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kaynakli olup olmadiginin belirlenmesi gerekmektedir. Antimikrobiyel etkiye neden
olan metabolitin protein yapisinda olup olmadiginin test edilmesi ise antimikrobiyel

etkinin bakteriyosn kaynakli olup olmadiginin belirlenmesi agisindan édnemlidir.

Laktik asit bakteri izolatlarinin antimikrobiyel aktivitelerinin besiyerinde olusan
asitlikten kaynakli olup olmadidinin belirlenmesi amaciyla agar difliizyon yéntemi
ile antimikrobiyel etkisi belirlenen izolatlarin hiicre igermeyen supernatantlari
B6lum 3.2.13.’de anlatildid1 sekilde 6N NaOH ile nétralize edilmis ve pH’lari 6.5-
7.0 duzeyine getirilmistir. Laktik asit bakteri izolatlarinin agar difizyon teknigine

gbre noétralizasyon sonrasindaki antibakteriyel etkinligi Cizelge 19'da gésterilmigtir.

Supernatant nétralizasyonu 6ncesinde c¢esitli  kontrol bakterilerine  karsi
antimikrobiyel etkisi oldugu tespit edilen E. faecalis EK A17-01, E. faecalis EK
A17-02, E. faecalis EK A17-03, E. faecalis EK A17-04, E. faecalis EK A17-05, E.
faecalis EK A17-06, E. faecalis EK A17-08, E. faecalis EK A17-09, E. faecalis EK
A40-01, E. faecalis EK A40-02, E. faecalis EK A40-03, E. faecalis EK A40-04, E.
faecalis EK A40-05, E. faecalis EK K19-02, E. faecalis EK K19-03, E. faecalis EK
K19-04, E. faecalis EK K19-5, Str. salivarus LB A07-03, Str. salivarus LB A32-02,
Str. salivarus LB A33-01, Str. salivarus LB A36-01, E. faecium LB A39-01, Lb.
gasseri LB A41-02, Str. salivarus M17 K17-01 ve Str. salivarus M17 A36-01
suslarinin sUpernatant noétralizasyonu sonrasinda herhangi bir antimikrobiyel
aktivite gostermedigi tespit edilmistir. Bu sonuglar, s6z konusu izolat suslarinin
antimikrobiyel etkisinin gelisme ortaminda olusturduklari asitlikten kaynaklandigina

isaret etmektedir.
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Arici et al. (2004) bebek diskilarindan izole ettikleri laktobasil suslariyla (Lb.
rhamnosus, Lb. fermentum, Lb. buchneri, Lb. paracasei spp. paracasei) agar
difizyon metoduna gére yaptiklari calismada patojen test bakterilerine (B. cereus
FMC 19, E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 2392, S. aureus ATCC 28213, Y.
enterocolitica ATCC 1501) karsi nétralizasyon éncesi inhibisyon etkisini tespit
etmis, sUpernatant pH’larinin 6.5’e ayarlanmasi ve ortama katalaz ilave edilmesi
sonrasinda ise patojenik bakterilere karsi olusan inhibisyon etkisinde 6nemli
azalma meydana geldigi ve bazi suslarda inhibisyon etkisinin kayboldugunu

belirtmiglerdir.

SuUpernatant nétralizasyonu sonrasinda kontrol suglarina karsi antimikrobiyel etkisi
belirlenen E. faecium LB A01-01, P. acidilactici LB A06-02, E. faecium LB A13-01,
Lb. gasseri LB A14-01, Str. salivarus LB A15-01, E. faecium LB K04-03 ve E.
faecium M17 K09-02 izolatlari ileri asama testler igin olasi bakteriyosin Ureticisi
suslar olarak secilmigtir. Bu suglara karsi en duyarli olan L. monocytogenes ATCC
7644 daha sonraki asamalarda kullaniimak Uzere kontrol bakterisi olarak

secilmistir.

Literatirde genel olarak tum bakterilerin en az bir bakteriyosin Urettigi
belirtiimektedir (Klaenhammer, 1993). Ancak bakteriyosinlerin antimikrobiyel etkisi
hedef mikroorganizmanin cinsi, turl ve susuna, test yénteminde kullanilacak
ortamin bilesimine, antimikrobiyel maddeye uygulanacak islemlere (filtrasyon vb.),
ortamin pH’sina ve inkibasyon kosullarina bagl olarak degisebilmektedir (Yildirim
and Johnson, 1998; Todorov and Dicks, 2005). Kullanilan test kosullarinda diger
suglarin Uretmesi olasi antimikrobiyel metabolitlerinin tespit edilememesinin
yukarida belirtilen nedenlerden kaynaklandigi dustundlmektedir. Yukarida deginilen
nedenlerden dolayi ileri asamalarda agar difizyon yéntemi sonugclar baz alinarak
devam edilmig, agar damlatma ydntemi ile elde edilen sonuglar ise gz dnline

alinmamistir.

OlasI bakteriyosin Ureticisi olarak belirlenen suslarin antimikrobiyel etkisinin
hidrojen peroksit kaynakli olup olmadigi ve antimikrobiyel etkiye neden olan
metabolitin protein yapisinda olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla mikrobiyel

aktiviteye sahip hicre icermeyen supernatantlar Uzerinde ayri ayri olmak lzere
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katalaz, proteinaz-K, pepsin ve tripsin uygulamasi yapilmistir. Proteinaz-K, pepsin
(Lb. gasseri LB A14-01 harig) ve tripsin enzimlerinin antimikrobiyel aktivitesi test
edilen suslarin stpernatantlari Gzerine etkili oldugu tespit edilmistir. Katalaz’in ise

suslarin sipernatantlar Uzerine herhangi bir etkisi bulunmamigtir (Cizelge 20).

Bu sonuglar elde edilen stpernatantlardaki antimikrobiyel etkinin hidrojen peroksit
kaynakli olmadigi ve bu slUpernatantlarda aktivite gdsteren metabolitin protein

yapisinda olduguna igaret etmektedir.

Cizelge 20. Kuyucuk yoéntemi ile test suslarinin Listeria monocytogenes ATCC
7644’e karsi antimikrobiyel aktivitesi Uzerine proteinaz-K, pepsin, tripsin ve
katalazin etkisi

Zon Capi (mm)
Test susu Proteinaz
Kontrol | Katalaz K Pepsin| Tripsin
E. faecium LB A01-01 14.5 12.3 -2 - -
P. acidilactici LB A06-02 18.3 19.1 - - -
E. faecium LB A13-01 15.0 12.3 - - -
Lb. gasseri LB A14-01 12.8 12.4 - 10.6 -
S. salivarus LB A15-01 14.4 11.6 - - -
E. faecium LB K04-03 15.1 13.2 - - -
E. faecium M17 K09-02 14.7 13.1 - - -

Fantimikrobiyel aktivite yok

Laktik asit bakterilerinin Urettigi bakteriyosinlerin proteolitik enzimlere genellikle
duyarli oldugu daha 6nce yapilan cgalismalarda tespit edilmistir. Du Toit et al.
(2000) domuz digkisindan izole ettikleri E. faecium ve E. faecalis suslari ile
yaptiklari calismada bu bakterilerin Urettigi enterosinlerin proteinaz K, tripsin ve
pepsine duyarli oldugunu bildirmistir. Ttkel et al. (2007) Lc. lactis spp. lactis MC38
susunun Urettigi bakteriyosinin tripsin ve pepsin’e direngli, proteinaz K ve
kimotripsin’e duyarl oldugunu tespit etmislerdir. Fermente sosisten izole edilen P.
acidilactici  suslarinin  Urettigi  bakteriyosinlerin  proteinaz K ve tripsin
uygulamalarina duyarh oldugu bildirilmistir (Osmanagaoglu et al., 1998; Albano et
al., 2007).

Elde edilen analiz sonuglarina gére E. faecium LB A01-01, P. acidilactici LB A06-
02, E. faecium LB A13-01, Lb. gasseri LB A14-01, Str. salivarus LB A15-01, E.
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faecium LB K04-03 ve E. faecium M17 K09-02 suslarinin antimikrobiyel aktivite
gbsteren metabolitlerinin protein yapisinda bakteriyosinler oldugu tespit edilmigtir.
Cizelge 20’de goéruldigu gibi bu hususta yalnizca Lb. gasseri LB A14-01 susunun
dusik duzeyde de olsa pepsine direncli oldugu ortaya cikmistir. Bu durumun

pepsinin spesifikligindeki farkliliktan kaynaklandigi disinilmektedir.
4.7. izolatlarin Yiiksek Sicakliga Direng Ozellikleri

izolatlarin yiiksek sicakliga direng ézellikleri sadece antimikrobiyel etkiye sahip
oldugu belirlenen yedi adet izolat ve iki adet kontrol (Lb. acidophilus ATCC 4356
ve E. faecium M74) uygulanmis ve ylksek sicakliga karsi direng ézelligi 60 °C ve
70 °C’lerde belirlenmistir. izolatlarin 60 °C ve 70 °C sicaklik degerlerine karsi

diren¢ durumlarina iliskin sonuglar Cizelge 21 ve Sekil 4’de verilmistir.

B P. acidilactici LB A06-02 M Lb. gasseri LB A14-01 M E. faecium LB A01-01
W E. faecium LB K04-03 M E. faecium M17 K09-02 B E. faecium LB A13-01
W Str. salivarus LB A15-01 M E. faecium M74 " Lb. acidophilus ATCC 4356

[}
I

w
Il

o
!

Canli bakteri sayisi (kob/ml)

w
’

5 10 5 10
60 °C 70 °C kontrol (37 °C)
Siire (dakika)

Sekil 4. Laktik asit bakteri suslarinin 60 °C’ve 70 °C sicakliklara karsi direng
durumlari
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Test edilen yuksek sicaklik derecelerine en dayanikli suglar E. faecium LB A01-01,
E. faecium LB KO04-03, E. faecium M17 K09-02, E. faecium LB A13-01 ve Str.
salivarus LB A15-01 olarak belirlenmistir. Bu suslar 60 °C’de nispeten canliliklarini
koruyabilmigtir. Bu sicaklikta 30 dakika sonunda suslarin canh bakteri sayisinda
yaklasik 4-5 log birimlik bir azalma oldugu belirlenmistir. E. faecium LB A01-01, E.
faecium LB K04-03, E. faecium M17 K09-02, E. faecium LB A13-01 ve Str.
salivarus LB A15-01 70 °C'lik sicaklhkta da 30 dakika 1sil islem sonunda canliligini
korumus ve canl bakteri sayisinda yaklasik 6-7 log birimlik azalma oldugu
belirlenmistir. P. acidilactici LB A06-02 ve Lb. gasseri LB A14-01 susglari 60 °C’de
30 dakika 1sil islem sonunda canlihdini korurken 70 °C’de 30 dakika sonunda
canliliklarini kaybetmiglerdir. Kontrol susu olarak ¢alismaya dahil edilen E. faecium
M74 susunun 60 °C sicaklikta 10 dakika, Lb. acidophilus ATCC 4356 susunun ise
ayni sicaklikta 5 dakika canli kalabildigi belirlenmigtir. S6z konusu suslarin da 70
°C'lik sicaklik uygulamasinda 10 ve 30 dakikada canliligini tamamen kaybettikleri

g6zlenmistir.

Panagea ve Chadwick (1996) tarafindan enterokoklarin 60 °C’de 30 dakikalik isil
islem uygulamasinda canli kalabilen sicakliga nispeten direngli bakteriler oldugu,
bunun yaninda 71 °C’deki 1sil isleme tabi tutulan enterokoklarin canli bakteri
sayisinda 6 log birimden daha fazla dizeyde azalma gdéruldigd bildiriimigtir.
Ayrica 65 °C’de 10 dakikalik isil islem uygulamasinin enterokoklarin canli bakteri
sayisinda 5 log birime kadar azalma sagladidi ve E. faecium suslarinin ¢alisilan E.

faecalis kontrol suglarina gére sicakhga daha direncgli bulundugu bildirilmistir.

Sustackova et al. (2004) yaptiklari ¢alismada 1sil islem gérmis (70 °C’de 10
dakika) et Urlnlerinden enterokoklarin % 46,2 oraninda izole edilebildigi ve bu
durumun da s6z konusu bakterilerin yuksek sicakliga direng 6zelliklerini
kanitladigini belirtmislerdir. Arastirmacilar ayrica cesitli calismalarda E. faecium
suglarinin baglangi¢ bakteri yukiunun yiksek oldugu durumlarda 68 °C’de 30
dakika ve 80 °C’de 1 dakika gibi yuksek 1sil islemlerde canh kalabildiginin
belirtiimesine karsilik kendi arastirmalarinda yiksek 1sil islem gérmis et
drinlerinden E. faecalis suglari izole edildigini, E. faecium suglarinin izole

edilemedigini bildirmiglerdir.
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Arastirma sonugclarina gore test edilen E. faecium LB A01-01, E. faecium LB K04-
03, E. faecium M17 K09-02, E. faecium LB A13-01 ve Str. salivarus LB A15-01

suslarinin 60 °C’ ve 70 °C’deki 1s1l igslemlere dayanikli olduklar belirlenmistir.
4.8. izolatlarin Diisiik pH’ya Direng Ozellikleri

Calismada antimikrobiyel aktivitesi belirlenen suglarin dusik pH ortamlarina direng

Ozellikleri ile ilgili veriler; Sekil 5 ve Cizelge 22’de gdsterilmigtir.

Calismada antimikrobiyel aktivitesi belirlenen yedi sus ile kontrol suslarinin pH 2
ortaminda 1. ve 3. saatin sonunda canli kalamadiklari belirlenmigtir. pH 3
ortaminda ise P. acidilactici LB A06-02 susunun 1. saatin sonunda canhligini
korudugu 3. saatin sonunda ise canli kalamadigi tespit edilmistir. Diger suslarin
ise pH 3 ortaminda 3. saatin sonunda canliliklarini koruduklari fakat canl bakteri
sayisinda 3. saat sonunda 4 - 6 log birimlik azalma oldugu tespit edilmistir. E.
faecium M74 kontrol susunun sayisinda pH 3 ortaminda 1. saat sonunda 4.57 log
birimlik azalma olmus ve bu susun 3. saat sonunda canliligini tamamen kaybettigi
gorulmustar. Lb. acidophilus ATCC 4356 probiyotik kontrol susunun ise pH 3
ortamina en direncli sus oldugu ve 3 saat sonunda bu sustan alinan sayimda 2.25
log diizeyinde bir azalma oldugu tespit edilmistir. izolatlarin hepsinin pH 4

ortaminda canlliklarini 3 saat slrresince koruyabildikleri belirlenmistir.
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Gidalarla birlikte alinan probiyotik bakterilerin bagirsak sistemine ulasmadan énce
mide asitliginde, starter bakterilerin ise kullanilacagi gida ortaminda canli
kalabilmesi zorunludur (Dunne et al., 2001). Gidalarin mideden yaklasik gecis
suresi 3 saat ve pH’1 ise yaklasik 1 - 4 olarak bildiriimistir (Fernandez et al., 2003;
Vinderola. and Reinheimer, 2003). Houben (2003), enterokok suslarinin pH 4.0-
5.5 gibi dustk pH ortamlarina direncli olduklarini belirtirken, Vassos et al. (2009)
geleneksel st Grtnleri ve bebeklerin sindirim sisteminden izole ettikleri E. faecium
ve E. faecalis suslarinin ¢codunun pH 3.0-6.5 araligindaki ortamlara direng
gosterdiklerini, pH 2 ortaminda ise 15 E. faecium susundan 4’Unun, 12 E. faecalis

susundan ise 2’sinin inhibe oldugunu belirtmistir.

Sut drlnlerinden izole edilen 29 adet laktobasil susu ile yapilan bir baska
calismada, bu suslarin pH 1 — 3 deg@erleri arasinda diren¢ 6zellikleri arastirilmistir.
incelenen tiim suslarin pH 3’de 3 saat boyunca canli kaldigi, pH 1’de ise ¢ogunun

1 saat sonra canliligini yitirdigi belirlenmistir (Maragkoudakis et al., 2005).

Park et al. (2006) insan ve hayvan diskisindan izole edilen potansiyel probiyotik
Lb. acidophilus suslarinin pH 3 ortaminda 3 saat boyunca canh kaldigini
belirlemiglerdir. Fermente zeytinlerden elde edilen Lb. plantarum suslari ile yapilan
bir calismada, pH 3 ortaminda 4 saat sonunda suslarin %50 -74’Gnin canlihdini
korudugu, pH 2 ortaminda ise canli kalma oranlarinin %18 — 54’e distugunu
bildirmislerdir (Mourad and Nour-Eddine, 2006).

Tavuk bagirsagindan izole edilen Enterococus 1LC, Pediococcus L4 ve
Lactococcus NPL suslar ile yapilan calismada, bu bakterilerin pH 2’de 2 saat
sonunda canliliklarini yitirdikleri, pH 3’de ise 3 saat sonunda Pediococcus L4
susunun %80, Enterococcus 1LC susunun %55, Lactococcus NPL susunun ise

%75 oraninda canlliklarini yitirdikleri bildirilmigtir (Bakari et al., 2011).

Kabore et al. (2012) gercgeklestirdikleri calismada yoéresel fermente Boabab agaci
tohumlarindan izole edilen 3 adet E. faecium ve 2 adet P. acidilactici susunun asit
ortama direnclerini incelemislerdir. Arastirmacilar E. faecium suslarinin pH 2,5

ortaminda 4 saat sonunda 2 tanesinin canlilidini yitirdigini, 1 tanesinin canliiginda
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ise yaklasik 5 log disis oldugunu ve 2 adet P. acidilactici susunun ise ayni

sartlarda canliliklarint korudugunu bildirmislerdir.

Yapilan calismalarda laktik asit bakterilerinin pH 2 ortaminda canliliklarini blyuk
oranda yada tamamen kaybettikleri bildirilmistir (Bakari et al., 2011; Pelinescu et
al., 2011). Calismamizda dusik pH direnci acisindan incelemeye alinan suslar pH
2 ortamina duyarl, pH 3 ortamina daha direngli bulunmuslardir. Genel olarak
susglarin direncine yoénelik elde edilen bulgular yukarida dedinilen literatir

verileriyle uyum icerisindedir.
4.9. izolatlarin Safraya Direng Ozellikleri

Calismada antimikrobiyel aktivitesi belirlenen susglarin % 0.5 (w/v) safra derisimine

direng 6zellikleri; Cizelge 23 ve Sekil 6’da gosterilmigtir.

W P. acidilactici LB A06-02 m Lb. gasseri LB A14-01 m E. faecium LB A01-01
M E. faecium LB K04-03 M E. faecium M17 K09-02 M E. faecium LB A13-01
W Str. salivarus LB A15-01 M E. faecium M74 | Lb. acidophilus ATCC 4356

log kob/ml
w

0 4 24 0 4 24
% 0,5 Safra Kontrol

Stire (Saat)

Sekil 6. Laktik asit bakteri suslarin % 0.5’lik (w/v) safra derigimine kargi direng
durumlari
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Suslarin tamaminin % 0.5 (w/v) safra derisimine direncli oldugu ve bu ortamda 4

ve 24 saat inkibasyon sonunda kontrol grubuna kiyasla canli bakteri sayilarinda

belirgin bir azalma olmadigi tespit edilmistir. E. faecium M74 kontrol susunun %

0.5 (w/v) safra derigimine direncli oldugu ve bu ortamda 4 ve 24 saat inklibasyon

sonunda kontrol grubuna kiyasla canli bakteri sayilarinda belirgin bir azalma

olmadigi tespit edilmistir. Buna karsilik Lb. acidophilus ATCC 4356 probiyotik

kontrol susunun % 0.5 safra derisimine fazlaca direngli olmadigi ve bu ortamda 4

saat sonundaki canli bakteri sayisinda kontrol grubuna gére 3.24 log dizeyinde,

24 saat sonunda ise 2.10 log duzeyinde bir azalma oldugu belirlenmistir.

Cizelge 23. Laktik asit bakteri suslarinin % 0.5 (w/v) safra derigsimine direng
6zelliklerini gdsteren sayim sonuglari log (kob/mL)

Canli hiicre sayisi log (kob/mL)?

Sus Adi Safra (% 0.5) Kontrol

0. saat 4. saat 24. saat 0. saat 4. saat 24 .saat
P. acidilactici LB A0B-02 | 8.01+0.04 | 7.73+0.05 | 7.6140.09 | 8.0240.02 | 7.9140.12 | 7.33+0.04
Lb. gasseri LB A14-01 7.91£0.33 | 7.9040.10 | 7.67+0.12 | 8.33+0.01 | 8.05:0.01 | 7.66+0.25
E. faecium LB A01-01 8.07-+0.10 | 7.96+0.02 | 7.7640.16 | 7.9940.01 | 7.63+0.08 | 7.65:0.06
E. faecium LB K04-03 7.83£0.01 | 7.7640.12 | 7.47+0.07 | 7.69+0.12 | 7.62+0.06 | 7.35+0.17
E. faecium MA7 K09-02 | 8.26+0.08 | 8.04+0.02 | 7.89+0.31 | 7.69+0.09 | 7.77+0.09 | 7.67+0.24
E. faecium LB A13-01 7.84+0.06 | 7.6040.12 | 7.58+0.37 | 7.47+0.24 | 7.59+0.02 | 7.48+0.01
Str. salivarus LB A15-01 | 8.22+0.20 | 7.86£0.03 | 7.35:0.26 | 8.04+0.31 | 7.58+0.15 | 7.27+0.08
E. faecium M74 7.88:0.00 | 7.710.13 | 6.82:0.28 | 7.90£0.19 | 7.5420.21 | OF
igégc"d"ph"’“SATCC 691:0.18 | 322% | 15340.16 | 7.11£0.14 | 6.46£0.11 | 3.63:0.17

®Sayilar iki tekrar galismanin ortalamasidir

E. faecium M74 ve Lb. acidophilus ATCC 4356 suslarinin kontrol gruplari

calismasinin 24. saat inkibasyon sonunda alinan canh bakteri sayim sonuclarinda
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sirastyla 2.16 log ve 3.48 log birimlik azalma tespit edilmistir. Bu sonugclarin, serum
fizyolojik icindeki suslarin 24 saat stresince canliliklarini belli oranda kaybediyor

olmasindan kaynaklanabilecegi digtunulmektedir.

Safra tuzuna diren¢ mekanizmasinin suslarin safra tuzu hidrolaz aktiviteleri ve
membran yapilari ile ilgili oldugu belirtiimektedir (Begley et al., 2006). Saavedra et
al. (2003) geleneksel peynirlerden izole edilen E. faecium suslarinin % 0.3’10k
safra ortamina direng gdsterdigini belirtirken, Vassos ve ark. (2009) geleneksel sut
drtnleri ve bebeklerin sindirim sisteminden izole edilen tum E. faecium ve E.
faecalis susglarinin % 0.15 ve % 0.5’lik safra ortamina 24 saat suresince direng

gOsterdiklerini ifade etmiglerdir.

Uymaz et al. (2009) insan diskisindan izole edilen E. faecium ve P. pentosaceus
suglarinin % 0.3 safra ortaminda 4 saat sonunda canlliklarinda herhangi bir

azalma olmadigini belirtmislerdir.

Maragkoudakis et al. (2005) sut GrUnlerinden izole edilen 29 adet laktobasil
susunun % 0.3 safra ortaminda 4 saat sonunda canliliklarini koruduklarini tespit

etmiglerdir.

Yapilan calismalarda % 0.3 - 0.5 safra konsantrasyonlarinin laktik asit bakterileri
Uzerine inhibisyon etkisi yaratabilecegi de g&sterilmigtir. Papamanoli et al. (2003)
Lb. curvatus ve Lb. sakei suslari Gzerine % 0.3 Uk safra ¢dzeltisinin inhibisyon
etkisi gosterdigi bildiriimiglerdir. Tavuk bagirsagindan izole edilen Enterococcus
1LC, ve Pediococcus L4 suslari ile yapilan ¢alismada bu bakterilerin % 0.4 safra
ortaminda 4 saat sonunda suslarin canliliklarinda sirasiyla % 40 ve % 45, 24 saat
sonunda ise % 55 ve % 58 oraninda azalma oldugu belirlenmistir (Bakari et al.,
2011). Mourad and Nour-Eddine (2006) fermente zeytinlerden elde edilen Lb.
plantarum susglari ile yaptiklari calismada % 2 safra ortaminda 24 saat sonunda bu
suslarin canliiklarinda % 35 - % 89 oranlari arasinda disis oldugunu

bildirmiglerdir
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4.10. izolatlarin Nitrite Direng Ozellikleri

Antimikrobiyel aktivitesi belirlenen suslarin 50, 100 ve 200 ppm’lik nitrit
derisimlerine karsi gosterdikleri direng &zellikleri; Sekil 7 ve Cizelge 24’de
verilmigtir.

Calismada, suslarin 50, 100 ve 200 ppm’lik nitrit konsantrasyonlarina direncli
olduklari, ancak Lb. acidophilus ATCC 4356 probiyotik susunun her Uc¢ nitrit
konsantrasyonunda da 24 saat inkibasyon sonucunda canlilidini kaybettigi
belirlenmistir. Suslarda 24 saatlik inkibasyon sonucunda canli bakteri sayilarinda
kontrol grubuna gére blyuk bir disme gdzlenmezken; E. faecium M74 probiyotik
kontrol susunun 50, 100 ve 200 ppm’lik nitrit ortamlarinda 24 saatlik inkiibasyon
sonucundaki canli bakteri sayisinda sirasiyla 1.08, 1.50 ve 1.94 log diizeyinde bir
azalma oldugu goralmuastar. Lb. acidophilus ATCC 4356 probiyotik kontrol
susunun 24 saat inokulasyon sonundaki canli bakteri sayisindaki azalmalar

uygulanan g nitrit konsantrasyonu igin de yaklasik 5.60 log dizeyindedir.

B P. acidilactici LB AO6-02 WM Lb. gasseri LB A14-01 M E. faecium LB A01-01
m E. faecium LB K0O4-03 m E. faecium M 17 K0S-02 m E. faecium LB A13-01
m Str. salivarus LB A15-01 mE. faecium M74 Lb. acidophilus ATCC 4356

Canli bakteri sayisi (kob/ml)

50 ppm 100 ppm 200 ppm Kontrol

Stire (Saat)

Sekil 7. Laktik asit bakteri suslarinin nitrit direncleri
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Nitrit direnci et UrlUnlerinde kullanilacak starter kultlrler icin istenen 6zellikler
arasindadir. Dogal fermente sosisler den izole edilen Lb. plantarum suslar ile
yapilan calismada, bu suslarin 150 ppm nitrit konsantrasyonunda MRS agar
ortaminda gelisebildiklerini tespit edilmistir (Sawitzki et al., 2009). Korkeala at al.
(1992) vakum paketli sosislerden izole ettikleri 24 adet laktik asit bakterisinin 400
ppm nitrit konsantrasyonunda geligimlerinin énemli &lgtide azaldigini, 200 ppm
nitrit konsantrasyonunda ise gelisimlerdeki azalmanin daha az oldugunu

belirtmigtir.

Houben (2003) et Urlnlerinden izole edilen E. faecalis, E. faecium, E. durans, E.
hirae ve E. gallinarum suslarinin ytksek tuz ve nitrit derigsimlerinde (200 ppm - 800
ppm) ve dusik pH ortamlarinda Ureme potansiyellerini degerlendirmis ve test

edilen tum suslarin s6z konusu kosullari tolere edebildigini bildirmistir.

Benzer sgekilde cesitli calismalarda laktik asit bakterilerinin et drtnlerinin
fermentasyonu sirasinda nitrit ve tuz toleranslarindan dolay! ortamda canli kalip
Ureyebildikleri ve bu nedenle fermente et Urlinlerinden bu bakterilerin siklikla izole
edilebildigi bildirilmistir (Giraffa, 2002; Martin et al., 2005a; Gardini et al., 2008).

4.11. Suslarin Tuza (NaCl) Direng Ozellikleri

Antimikrobiyel aktivitesi belirlenen suslarin % 6.5, % 10’luk ve %15 (w/v) NaCl

iceren ortamlara gdsterdikleri direng durumlari Sekil 8 ve Cizelge 25’de verilmistir.

Yapilan denemelerde anne sitinden izole edilen suslarin timinin % 6.5, % 10
ve % 15 NaCl konsantrasyonlarina direngli olduklari bulunmustur. E. faecium M74
kontrol susunun % 6.5, % 10 ve % 15’lik tuz derisimlerine direncli olduklari, ancak
Lb. acidophilus ATCC 4356 probiyotik susunun her U¢ tuz derisimine de direngli
olmadigi belirlenmistir. Lb. acidophilus ATCC 4356 susunun 24. saat sonundaki
sayim sonucunda % 6.5 tuz ortaminda kontrole gére 3.64 log, % 10 tuz ortaminda
3.78 log, % 15 tuz ortaminda ise 4.73 log dizeyinde bir azalma oldugu tespit

edilmistir.
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B P. acidilactici LB AO6-02 M Lb. gasseri LB A14-01 M E. faecium LB A01-01
M E. faecium LB K04-03 M E. faecium M17 K0O9-02  mE. faecium LB A13-01
m Str. salivarus LBA15-01 mE. faecium M74 w Lb. acidophilus ATCC 4356

w

o]

~
|
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1

RS
Il

w
!

Canli bakteri sayisi (kob/ml)

-
1

o
Il

% 6,5 NaCl % 10 NacCl %15 Nacl Kontrol

Siire (Saat)

Sekil 8. Laktik asit bakteri suglarinin Suglarin % 6.5, % 10 ve %15’lik (w/v) tuz
derisimlerine karsi diren¢ durumlari

Enterokoklarin yiksek tuz derisimi iceren ortamlarda canli kalarak Greyebildigine
iliskin gesitli calismalar bulunmaktadir (Giraffa, 2002; Houben, 2003; Martin et al.,
2005a). Rince et al. (2000) calismalarinda E. faecalis ATCC 19433 susunun BHI
broth besiyerinde ¢ézilebilen en yiksek tuz derisimi olan % 28.5 tuz derigiminde

dahi canl kalabildigini ifade etmistir.

Papamanoli et al. (2003) dogal fermente sosislerden izole ettikleri 7 adet Lb.
plantarum susunun % 6.5 ve % 10 NaCl konsantrasyonlarinda gelisebildiklerini

bildirmislerdir.
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Cizelge 25. Farkli NaCl derisimlerine maruz birakilan laktik asit bakteri suslarin

canli bakteri sayilari log (kob/mL)®

Kullanilan Sus
= » S
Sire g N T - -— ™ o -— S - = @
NaCl | caaty| S8 o< £3 £3 £g £3 8% £ 58
=9 03 [T o =) o ® 29 oY oY
.E o ® < b o b o [ 2 o TB - b} N~ S 2)
=2 < o< o < o X @ c < @ < T = =
[ . Ll LY =~ L L o O
® @ gm o o .= o oo ) ®
| 34 w w us w sS4 wj . <
Q (%} Q
Q
0 8.02+0.02 | 8.33+0.02 | 7.994+0.02 | 7.69+0.12 | 7.69+0.21 | 7.47+0.24 | 8.04+0.31 | 7.78+0.27 7.10£0.19
Kontrol
24 | 7.33+0.04 | 7.66+0.25 | 7.65+0.06 | 7.35+0.17 | 7.67+0.24 | 7.48+0.01 | 7.27+0.08 | 7.26+0.07 5.42+0.14
0 7.08+0.04 | 6.07+0.92 | 7.62+0.08 | 7.54+0.39 | 7.63+0.07 | 7.77+0.16 | 8.01£0.45 | 7.96 + 0.26 | 6.76 + 0.21
% 6.5
24 | 7.04+0.04 | 6.51+0.92 | 7.52+0.08 | 7.43+0.39 | 7.54+0.07 | 7.59+0.16 | 7.48+0.45 | 6.98+0.92 1.78+0.25
0 7.09+0.47 | 6.17+1.12 | 7.75+0.27 | 7.68+0.5 | 7.77+0.32 | 7.83+0.41 | 7.89+0.65 | 7.82+ 0.14 | 6.68+0.37
% 10
24 7.4+0.47 | 6.84+1.12 | 7.51+0.27 | 7.12+0.5 | 7.54+0.32 | 7.54+0.41 | 7.42+0.65 | 7.06+£0.28 1.64+1.13
0 7.07£0.18 | 7.36+1.53 | 7.59+0.09 | 7.36+0.05 | 7.46+0.08 | 7.62+0.1 | 7.49+0.05 | 7.88+0.14 | 6.92+0.17
% 15
24 | 6.88+0.18 | 7.23+1.53 | 7.65+0.09 | 7.39+0.05 | 7.52+0.08 | 7.69+0.1 | 7.52+0.05 | 6.71+0.08 0.69+0.11

®Sayilar iki tekrar galigmanin ortalamasidir

4.12. Suslarin Kolesterolii in-vitro Azaltma Ozellikleri

Calismamizda antimikrobiyel aktivitesi belirlenen P. acidilactici LB A06-02, Lb.
gasseri LB A14-01, E. faecium LB A01-01, E. faecium LB K04-03, E. faecium M17
K09-02, E. faecium LB A13-01 ve Str. salivarus LB A15-01 suslarinin in-vitro
kolesterol miktarini sirasiyla % 28.7, % 25.1, % 25.3, % 47.5, % 64.1 ve % 38.2
oraninda azalttigi tespit edilmistir (Sekil 9). E. faecium M74 ve Lb. acidophilus

ATCC 4356 probiyotik kontrol suslarinin ise kolesteroll sirasiyla % 65.6 ve % 59.8

oranlarinda azalttiklari géralmustar.

Kalp-damar hastaliklari ginimuizde en énemli 6lim nedenlerinden biridir. Yuksek

kolesterol ise kalp-damar hastaliklarinin baslica nedenleri arasindadir (Lim et al.,

2004; Sirilun et al., 2010). Serum kolesterol seviyesinin 1 mmol’den yukari
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citkmasinin kalp-damar hastaliklarini ve 6lum oranini yaklasik % 35-45 arttirdigi
gosterilmigtir. (Liong and Shah, 2005). Serum Kkolesterolinin % 1 oraninda
azaltilmasi kalp damar hastaliklari riskini % 2-3 oraninda azaltabilmektedir (Sirilun
et al., 2010). Bu nedenle serum kolesterol seviyelerinin azaltiimasi bu hastaliklarin

6nlenmesi agisindan énemlidir.
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Sekil 9. Laktik asit bakteri suslarinin kolesterol in-vitro kullanim 6zellikleri

Laktik asit bakterileri kolesteroliin hiicre duvarlarina baglanmasi ya da fizyolojik
olarak kisa zincirli yag asitlerine fermantasyonu ile Kkolesterol miktarini
azaltabilmektedir (Begley et al., 2006). Laktik asit bakterilerinin in-vitro ortamda
kolesterol azaltici etkisine iliskin yapilmis ¢esitli calismalar bulunmaktadir (Pereira
and Gibson, 2002; Dilmi-Bouras, 2006; Ziarno et al., 2007; Ziarno, 2008). Hlivak
ve ark. (2005) tarafindan gergeklestirilen bir gcalismada ise probiyotik kontrol susu
olarak kullanilan E. faecium M74’Un klinik calismalarda serum kolesterol seviyesini

% 12 oraninda azalttigi ifade edilmistir.
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Ramasamy et al. (2010) tavuklardan izole edilen Lb. reuteri, Lb. brevis, Lb.
salivarus ve Lb. gallinarum suslarinin besiyeri ortamindaki kolesterol miktarini %

31 - 85 oraninda azalttigini bildirmiglerdir.

Saavedra et al. (2003) tarafindan yapilan bir calismada geleneksel peynirlerden
izole edilen 11 adet E. faecium susundan Qunun kolesteroli miktarini % 28.8 -

47.2 oraninda azalttigi ifade edilmistir.

Calismada elde edilen veriler isidinda, anne sitinden izole edilen suslarin
kolesterolli in-vitro olarak azaltici etkisi oldugu tespit edilmis ve suslarin séz
konusu bu 6zellik bakimindan fonksiyonel kultir olarak kullanilma potansiyelinin

bulunabilecegdi sonucuna variimistir.

4.13. izolatlarin Besiyerinde Gelisimi lle Bakteriyosin Uretim lliskisinin

Belirlenmesi

izolatlarin besiyerinde gelisimi ile bakteriyosin Uretim iligkisinin belirlenmesi BSlim
3.2.14’de belirtildigi sekilde bakterinin Ureme egrisi Uzerinden dederlendirme
yapilarak gerceklestiriimistir. Bu ydntemde bakteriyosin aktivitesini belirlemek
amaciyla test bakterisi olarak daha ©Onceki denemelerde bakteriyosin Ureten
suslara karsi en duyarli oldugu belirlenen L. monocytogenes ATCC 7644’e
kullanilmigtir. Bakteriyosinlerin antimikrobiyel aktiviteleri bakteri geligsiminin belli
zaman araliklarinda &rnekler alinarak agar difiuzyon yéntemi ile ortaya

konulmustur.

P. acidilactici LB A06-02 susunun Ureme edrisi ve zamana bagli bakteriyosin
dretim miktari Sekil 10°da gdsterilmigtir. Bakteriyosin Uretimi gelisimin logaritmik
fazinda baslamis (6. Saat, 20 AU/mL) ve durgun fazin baslangicinda (12. Saat,
1280 AU/mL) en yilksek seviyeye gelmistir. Bakteriyosin aktivitesi 27. saatin

sonunda 1280 AU/mL olarak belirlenmigtir.

Lb. gasseri LB A14-01 susunun Ureme egrisi ve zamana bagli bakteriyosin Uretim
miktar1 Sekil 11°de goésterilmigtir. Bakteriyosin Uretimi gelisimin logaritmik fazinda
baslamis (9. Saat, 10 AU/mL) ve durgun fazda (18. Saat, 80 AU/mL) en yuksek
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seviyeye gelmigstir. Bakteriyosin aktivitesi 21. saatten itibaren azalmaya baglamis

27. saatin sonunda ise bakteriyosin aktivitesi gérilmemistir.

2 1400
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’ 1200
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s / E
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mm Aktivite ==@=Absorbans

Sekil 10. Pediococcus acidilactici LB A06-02 susunun gelisimi ile bakteriyosin

Uretimi
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Sekil 11. Lactobacillus gasseri LB A14-01 susunun gelisimi ile bakteriyosin
aktivitesi arasindaki iligki
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E. faecium LB A01-01 susunun bakteriyosin Uretimi gelisimin logaritmik fazinda
baslamis (6. Saat, 10 AU/mL) ve durgun fazin baslarinda (15. Saat, 80 AU/ml) en
yiksek seviyeye gelmistir (Sekil 12). Bakteriyosin aktivitesi 24. saatten itibaren
azalmaya baslamis 27. saatin sonunda ise bakteriyosin 40 AU/mL olarak

belirlenmistir.

1,6 90

1,4 — | 80

12 - 70
£ 60 T
g 1 s
8 / - 50 2
20,8 >
s - 40 =
= 3
g 0,6 i 30 %

0,4 / - 20

0,2 - 10

0 yll L0

3 6 9 12 15 18 21 24 27
Siire (Saat)
mmm Aktivite ==@==Absorbans

Sekil 12. Enterococcus faecium LB A01-01 susunun gelisimi ile bakteriyosin
aktivitesi arasindaki iligki

E. faecium LB K04-03 susunun bakteriyosin Gretimi gelisimin logaritmik fazinda
baslamis (6. Saat, 10 AU/mL) ve logaritmik fazin sonlarina dogru (12. Saat, 80
AU/mL) en yiksek seviyeye gelmistir (Sekil 13). Bakteriyosin aktivitesi 27. saatin

sonunda 80 AU/mL olarak belirlenmigtir.
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Sekil 13. Enterococcus faecium LB K04-03 susunun gelisimi ile bakteriyosin
aktivitesi arasindaki iliski

E. faecium M17 K09-02 susunun bakteriyosin Uretimi gelisimin logaritmik fazinda
baslamis (6. Saat, 20 AU/mL) ve logaritmik fazin sonlarina dogru (12. Saat, 80
AU/mL) en yiksek seviyeye gelmistir (Sekil 14). Bakteriyosin aktivitesi 27. Saatin

sonu kadar 80 AU/ml olarak saptanmistir.

E. faecium LB A13-01 susunun bakteriyosin Uretimi gelisimin logaritmik fazinda
baslamis (6. Saat, 10 AU/mL) ve logaritmik fazin sonlarina dogru (12. Saat, 80
AU/mL) en yiksek seviyeye gelmistir (Sekil 15). Bakteriyosin aktivitesi 27. Saatin

sonu kadar 80 AU/mL olarak saptanmistir.
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Sekil 14. Enterococcus faecium M17 K09-02 susunun gelisimi ile bakteriyosin
aktivitesi arasindaki iligki
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Sekil 15. Enterococcus faecium LB A13-01 susunun gelisimi ile bakteriyosin
aktivitesi arasindaki iligki
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Str. salivarus LB A15-01 susunun bakteriyosin Uretimi gelisimin logaritmik fazinda
baslamis (6. Saat, 10 AU/mL) ve logaritmik fazin sonlarina dogru (12. Saat, 80
AU/mL) en yuksek seviyeye gelmigstir (Sekil 16). Bakteriyosin aktivitesi 24. saatten
itibaren azalmaa baslamis 27. saatin sonunda ise bakteriyosin 40 AU/mL olarak

belirlenmistir.
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Sekil 16. Streptococcus salivarus LB A15-01 susunun gelisimi ile bakteriyosin
aktivitesi arasindaki iligki

Cogu bakteri icin bakteriyosin Uretimi, gelisimin logaritmik fazinda baslamakta ve
bakteriyosin aktivitesi logaritmik fazin sonunda ya da durgun fazin baslangicinda

en Ust seviyeye ulagsmaktadir (Strompfova et al., 2007; Ghrairi et al., 2008).

Albano et al. (2007) fermente sosisten izole edilen P. acidilacticinin zamana karsi
bakteriyosin dretim yeteneginin ile belilenmesi c¢alismasinda, bu bakterinin
bakteriyosinin Uretiminin gelisimin logaritmik fazinda basladigini (7. saat),
duraklama fazinda ise en yiksek seviyeye ulastigini (19.saat), daha sonra ise
aktivitenin azalmaya (22. saat) bagladigini tespit etmiglerdir. Etten izole edilen P.

parvulus susu ile yapilan ¢calismada maksimum pediosin aktivitesi inkibasyonun
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12. saatinde durgun fazin baglangicinda tespit edilmigtir ve pediosin aktvitesinde

16. saat sonuna kadar bir azalma gézlemlenmemistir (Schneider et al., 2006).

Ghrairi et al. (2008) peynirden izole edilen E. faecium ile yaptiklari calismada
enterosin aktivitesinin logaritmik fazin baglangicinda gézlemlenmeye basladigini
(7. Saat) ve logaritmik fazin sonunda (15. Saat) en yiksek aktiviteye ulastigini
bildirmiglerdir. Arastiricilar enterosin aktvitesinde 34. saatin sonuna kadar

herhangi bir azalma olmadigini belirtmiglerdir.

Str. phocase P180 susu ile yapilan calismada bakteriyosin aktivitesi 2. saatin
sonunda gobzlemlenmeye baslamig, 12. saatte maksimum aktiviteye ulasmis ve
bakteriyosin aktivitesinde 24. saatin sonunda kadar herhangi bir azalma
gbrilmemistir. Ayni calismada E. faecium MC13 susunun bakteriyosin aktivitesi
inkiibasyonun 2. saatinde baglamis ve 6 saatte maksimum degere ulasmistir. E.
faecium MC13 bakteriyosin aktivitesi inkiibasyonun 16. saatinden sonra azalmaya

baslamistir (Kanmani et al., 2010).

Calismamizda bakteriyosin uretimi ile ilgili elde edilen sonuglar ile literatirde
bulunan sonuglar O&rtismektedir. Buna gbére bakteriyosin Uretimi geligimin
logaritmik fazinda baglamakta ve bakteriyosin aktivitesi logaritmik fazin sonunda

ya da durgun fazin baslangicinda en Ust seviyeye ulasmaktadir.

4.14. izolatlarin Bakteriyosin Aktivitesi Uzerine Enzim, pH, Isil islem, Bazi

Organik Coziiciiler ve Kimyasallarin Etkisi

Katalaz, proteinaz K, pepsin, tripsin, amilaz ve lipaz enzimlerinin izolatlarin
bakteriyosin aktiviteleri Uzerine etkileri Cizelge 26’da verilmigtir. Katalaz
uygulamasi sonucunda kontrole go6re izolatlarin bakteriyosin aktivitelerinde
herhangi bir degisim goérilmemigtir. Proteinaz K, ve tripsin uygulamalari
sonucunda tum bakteriyosin 6rneklerinde aktivite inhibe edilmistir. Pepsin
uygulamasinda ise P. acidilactici LB A06-02 izolatinda bakteriyosin aktivitesi % 97
oraninda azalirken, diger izolatlarin bakteriyosin aktiviteleri tamamen inhibe
olmustur. Proteolitik enzimler sonucu aktivitenin kaybolmasi antimikrobiyel aktivite

gbsteren metabolitin protein kaynakli oldugunu, dolayisiyla bakteriyosin oldugunu
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dogrular niteliktedir. Amilaz ve lipaz enzimleri le P. acidilactici LB A06-02 izolatinin
Urettigi bakteriyosin aktivitesinde herhangi bir degisim gértlmezken, diger suslarda
bakteriyosin aktiviteleri hem amilaz hem de lipaz uygulamasi sonucunda
kaybolmustur. Bu sonugclar P. acidilactici LB A06-02 susu hari¢ diger izolatlarin

bakteriyosin yapilarinda gliko- ve lipid- yapilarinin bulundugunu gdstermektedir.

Cizelge 26. Suslarin bakteriyosin aktiviteleri Gzerine enzimlerin etkisi

Suslar ve Bakteriyosin Aktiviteleri (AU/mL)
:§ T - - a - g
. 58 3 S § ) § i § < § S | S
Kullanilan Enzim Bwd | P9 | S| S| S22 | 5| S5
=8 7] [TI TR TR =] o 2 S
B | S| | 82| 8% | 8« | g%
S ) 8 8 S | 8 " 2
c M o | 1] 1] . - 1] o
Q 4|34 | Wd | Wd | Ws | Wd | =
Kontrol 1280 80 80 80 80 80 80
Katalaz 1280 80 80 80 40 80 80
Proteinaz K - - - - - - -
Pepsin 40 - - - - - -
Tripsin - - - - - - -
a-amilaz 1280 - - - - -
Lipaz 1280 20 - - - - -

Suglarin Urettigi bakteriyosinlerin pH stabiliteleri Cizelge 27°’de verilmigtir. Genel
olarak test edilen bakteriyosinler pH 2-8 arasinda stabilitelerini korumus, pH 9-10
arasinda ise aktivitelerde yaklasik %50 kayip olmustur. pH 11°de Lb. gasseri LB
A14-01 ve E. faecium LB KO04-03 suslarinin bakteriyosin aktivitelerinin % 75
oraninda azalmasina ragmen devam ettigi, diger izolatlarin bakteriyosin
aktivitelerinin ise inhibe oldugu tespit edilmistir. pH 12'de ise caligilan tim
bakteriyosinler aktivitelerini kaybetmistir. Calismada kullanilan bakteriyosinlerin
genis bir pH araliginda aktif olmasi bu bakteriyosinlerin probiyotik gidalarda ve

cesitli gidalarin formilasyonlarinda kolaylikla kullanilabilecegini géstermektedir.
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Cizelge 27. Suslarin bakteriyosin aktiviteleri Gzerine pH’in etkisi

Suslar ve Bakteriyosin Aktiviteleri (AU/mL)

38 | §5 | §5 | sE3 | §E§ | 835 | §_ | -
M 82 83 32| 33 | 3% 38 | &3 ¢

S | o< § < S x ® < & < s2 | §

°% 0 89 | w3 | w8 | uws | w3 | g7

Q (%]
2 1280 80 80 80 80 80 80 0
3 1280 80 80 80 80 80 80 0
4 1280 80 80 80 80 80 80 0
5 1280 80 80 80 80 80 80 0
6 1280 80 80 80 80 80 80 0
7 1280 80 80 80 80 80 80 0
8 1280 80 80 80 80 80 80 0
9 640 40 40 80 40 40 40 0
10 160 40 40 40 40 40 40 0
11 0 20 0 20 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 0 0

Laktik asit bakterilerinin bakteriyosin aktivitelerinin belirlenmesinde bu bakteriler
tarafindan Uretilen asit ve hidrojen peroksitin goésterdigi antogonist etkinin
bakteriyosin aktivitesi ile karigtirilmamasi gereklidir. Bu sebeple pH ve hidrojen
peroksit kaynakli inhibitor aktivitelerinin elimine edilmesi gerekmektedir. Katalaz ve
pH etkisi elimine edildikten sonra antimikrobiyel etki korunmus ancak proteaz
uygulamasi sonucu antimikrobiyel aktivite kaybolmustur. Bu veriler antimikrobiyel

etki yapan maddenin protein dogasinda oldugunu dogrular niteliktedir.

Tikel et al. (2007) Lc. lactis spp. lactis MC38 susunun Urettigi bakteriyosin
aktivitesi tzerine enzim, pH ve sicakligin etkisini arastirmigtir. Proteinaz K ve a-
kimotripsin uygulamasi sonucunda bakteriyosin aktivitesinin kayboldugunu
belirlemiglerdir. Arastirmacilar a-amilaz, katalaz, pepsin ve tripsin enzimlerinin
bakteriyosin aktivitesine herhangi bir etkisini gézlemlememislerdir. Bu susun

urettigi bakteriyosinin 100 °C’de isil isleme direngli oldugunu belirlemiglerdir.
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Ayrica s6z konusu bakteriyosin aktivitesinde pH 2-8 araliginda herhangi bir etki
kaybi olmazken pH 9'dan sonra bakteriyosin etkisinde azalma meydana gelmis ve

pH 11’de herhangi bir bakteriyosin aktivitesine rasttanmamstir.

Yapilan bir calismada Str. thermophilus susunun Urettigi bakteriyosinin pH 3-10
arahidinda aktivitesini korudugu ve 65-100 °C de 30 dakika isil isleme dayanikli
iken, 121 °C'de 15 dakikada aktivitesini kaybettigi tespit edilmistir. Bu
bakteriyosinin proteinaz K ve proteaz enzimlerine duyarli oldugu tripsin ve amilaz
uygulamasi sonucu aktivitesini korudugu belirtilmigtir. Ayrica s6z konusu
bakteriyosin aktivitesinin lipaz uygulamasi sonucu kaybolmasinin, bakteriyosin
yapisinda lipid igerikli bilesenlerin bulundudunu isaret ettigi belirtiimigtir (Aslam et
al., 2011).

Osmanagaoglu et al. (1998) P. acidilacticiden izole ettikleri pediosin ile yaptiklari
calismada bu bakteriyosinin proteaz, proteinaz K, tripsin ve a-kimotripsin
uygulamalarina duyarli oldugunu tespit etmislerdir. Pediosin katalaz ve lipaz
uygulamasina direngli bulunmustur. Bu bakteriyosin aktivitesi pH 3-9 (25 °C, 24

sa.) arasinda stabil iken, pH10’da kaybolmaktadir.

Bakteriyosinlerin proteolitik enzimlere duyarli oldugu yapilan calismalarla ortaya
konmustur. Bakteriyosinlerin amilaz ve lipaz enzimlerine karsi duyarli olmasi
yapilarinda karbonhidrat ya da lipid bilegenlerinin bulundugunun ve bu bilesenlerin
bakteriyosin aktivitesini saglamada yardimci oldugunun bir gdstergesidir.
Bakteriyosin aktivitesinin genis bir pH araliginda stabil olmasi ise bakteriyosinlerin
sindirim sisteminde etki gostermeleri agisindan avantaj saglamaktadir. Sindirim
siteminde pH mideden kalin badirsaga pH 2-7 arasinda degisebilmektedir (Du Toit
et al., 2000).

Du Toit et al. (2000) domuz diskisindan izole ettikleri E. faecalis ve E. faecium
suslarinin bakteriyosin aktiviteleri katalaz ve lipaz uygulamasi sonucunda devam
ederken, pepsin, proteinaz K ve tripsin uygulamasi sonucunda kaybolmustur. Bu
suslarinin Urettigi bakteriyosinler pH 2 - 9 arasinda aktivitesini strdirmastir. pH

10 — 11’de ise E. faecalis suslarinin Urettigi bakteriyosin aktivitesinde belirli bir
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oranda azalma olmasina ragmen aktivite gérilmus, E. faecium suslarinda ise bu

pH araliginda bakteriyosin aktivitesi kaybolmustur.

Calismamizda Lb. gasseri LB A14-01, E. faecium LB A01-01, E. faecium LB K04-
03, E. faecium M17 K09-02, Enterococcus faecium LB A13-01 ve Str. salivarus LB
A15-01 suslarinin bakteriyosin aktivitesi a-amilaz ve lipaz uygulamasi sonucu
inhibe olmustur. Bakteriyosinlerin a-amilaz ve lipaz duyarlihgi ¢ok karsilasiimayan
bir durumdur. Bu sonuglar gliko- ve lipid- yapilarinin bakteriyosinlerin
aktivitelerinde yer aldiginin bir go6stergesidir. Literatirde yapilan arastirmalarda
calismamizdaki sonuclar ile benzer sonuglar elde edilmigtir. Lb. helveticus LP27
susunun Urettigi laktosin ve Leu. paramesenteroides tarafindan izole edilen
leuconocin S a-amilaz enzimine duyarli bulunmuslardir (Lewus et al., 1992; Upreti
and Hinsdill, 1973).

Metanol, etanol ve kloroformun suglarin bakteriyosin aktivitesi tzerine herhangi bir
etkisi bulunmamigtir (Cizelge 28). Yiksek konsantrasyonda SDS’nin (% 5)
bakteriyosin icermeyen kontrol 6rnegi ylksek inhibisyon etkisi gdsterdiginden
dolayl bu konsantrasyonda suslarin bakteriyosin aktiviteleri belirlenememistir. P.
acidilactici LB A06-02 izolatinin bakteriyosin aktivitesi %1 SDS, % 1 B-
merkaptaetanol, % 10 B-merkaptaetanol ve % 10 B-merkaptaetanol - % 1 SDS
uygulamalari sonucunda sirasiyla %50, %75, %75 ve %75 oraninda azalmistir.
Diger izolatlarin Urettigi bakteriyosinler ise %1 SDS, % 1 B-merkaptaetanol, % 10
B-merkaptaetanol ve % 10 B-merkaptaetanol - % 1 SDS uygulamalarindan

etkilenmemistir.

YUksek konsantrasyonda SDS ve 3-merkaptaetanol’in disulfit baglarini etkileyerek
Ozellikle “sinif 2” bakteriyosinlerin aktivitesinde azalmaya yol actigi rapor edilmigtir.
Sahingil et al. (2011) bozadan izole edilen Lc. lactis spp. lactis BZ susunun Urettigi
laktokoksin ile yaptiklari calismada, %1 SDS, %10 kloroform ve %10 etanol
uygulamasindan sonra bakteriyosin aktivitesinde dedisim gézlemezken, %10 (-
merkaptaetanol uygulamasi sonucunda aktivitede %50 azalma gbézlemlemiglerdir.
Bu sonucun calisilan laktokoksin aktif bélgesinde sinif 2a bakteriyosinlere benzer

olarak disulfit baglarinin olabilecegdini g6sterdigini belirtmislerdir.
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Cizelge 28. Suslarin bakteriyosin aktiviteleri zerine metanol, kloroform, SDS ve -
merkaptaetanol’iin etkisi

Suslar ve Bakteriyosin Aktiviteleri (AU/mL)
S = ~ 0
kutamian | 55 | 55 |53 535953 5. s
Kimyasal =9 u¥ |35 [ S| 32|82 | 29| &
S L o o oY O | §W c
2 < o< © < o X © sl | B« o
S o s | o | o | SR Sm < | x
3 | S0 W | uW4d | WS | wa |8
Q (%]
Kontrol 1280 80 80 80 80 80 80 0
Metanol (% 10) 1280 80 80 80 80 80 80 0
Etanol (% 10) 1280 80 80 80 80 80 80 0
Kloroform (% 10) 1280 80 80 80 80 80 80 0
SDS (% 10) -2 - - - - - - 320
SDS (% 1) 640 80 80 80 80 80 80 | 40
B-merkaptaetanol
(%1) 320 80 80 80 80 80 80 0
B-merkaptaetanol
(%10) 320 80 80 80 80 80 80 0
B-merkaptaetanol +
SDS
(%10 + %1) 320 80 80 80 80 80 80 | 40

a) Kullanilan kimyasalin kontrolinde belirlenen yiksek inhibisyon nedeniyle bakteriyosin
antimikrobiyel aktivitesi belirlenememistir.

Diger bir calismada ise Str. thermophilus susunun Urettigi bakteriyosinde -
merkaptaetanol uygulamasi sonucunda aktivite kaybi olmasinin bakteriyosin
yapisinda disulfit baglarinin bulundugunun bir gdéstergesi oldudu belirtilmistir.
Calismada, bu bakteriyosin etanol (% 5), klorform (% 5), metanol (% 5) ve SDS (%

1) uygulamalarina direncli bulunmustur (Aslam et al., 2011).

Osmanagaoglu et al. (1998) P. acidilactici susundan izole ettikleri pediosini

kloroform (% 10) ve etanol (% 10) uygulamalarina direncli bulmuslardir.

izolatlarin bakteriyosin aktivesine 1sil islemlerin etkisi Cizelge 29'da verilmistir.
Bakteriyosinlerin timu 60, 80 ve 100 °C’de 1sil igsleme dayanikli bulunmustur. P.
acidilactici LB A06-02'nin bakteriyosin aktivitesinde 100 °C’de 30 dakika 1sil iglem
sonucunda sadece % 50 azalma go6rilmis diger izolatlarin bakteriyosin

aktivitelerinde ise herhangi bir degisim gérilmemistir. Otoklavda 121 °C de 15
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dakika 1sil islem sonucunda E. faecium LB A01-01 E. faecium LB KO04-03, E.
faecium M17 KO09-02, E. faecium LB A13-01 Sitr. salivarus LB A15-01’in
bakteriyosin aktiviteleri inhibe olurken, P. acidilactici LB A06-02 ve Lb. gasseri LB
A14-01 izolatinin bakteriyosin aktiviteleri sirasiyla % 98.5 ve % 50 oranlarinda
azalmistir. Calismada kullanilan bakteriyosinlerin timi  yiksek sicakliklara
dayanikh bulunmustur. Bu bakteriyosinlerin i1siya dayanikli Sinif 1 ve ya sinif 2

bakteriyosinler olduguna igsaret etmektedir.

Cizelge 29. Yuksek sicaklik uygulamasinin suslarin bakteriyosin aktiviteleri
Uzerine etkisi

Suslar ve Bakteriyosin Aktiviteleri (AU/mL)
.G ~ o »n
= A - -
Siire — Sicaklik R 2 § = § S § S § S| S_
(dakika - °C) =8 w3 | 35 | 53| 88| T2 | 292
3 g < | §< | §X | §¥ | < | ¢
S | g0 | S| S| S5 S| o<
. = y wad wad us w 3
Q
10 dakika
60 °C 1280 80 80 80 80 80 80
80 °C 1280 80 80 80 80 80 80
100 °C 1280 80 80 80 80 80 80
30 dakika
60 °C 1280 80 80 80 80 80 80
80 °C 1280 80 80 80 80 80 80
100 °C 640 80 80 80 80 80 80
15 dakika
121 °C 20 40 0 0 0 0 0

Laktik asit bakterilerinin Urettigi bakteriyosinler genel olarak 60 ile 100 °C de 30
dakika 1sil isleme dayanabilmekte, bazi bakteriyosinler ise otoklavda 121 °C 15
dakika 1sil islem sonunda (laktasin B, laktasin F) etkilerini gésterebilmektedir. Sinif
1 ve 2 bakteriyosinlerin isil iglemlere dayanikhliklari kig¢ik, hidrofobik yapida ve
Ocuncll yapi géstermemeleriyle aciklanabilmektedir (De Vuyst and Vandamme,
1994).
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Osmanagaoglu et al. (1998) P. acidilactici susundan elde ettikleri pediosin
aktivitesi 93 °C’de 15 dakika ve 121 °C de 15 dakika isil igslem sonrasi aktivitesi
devam etmistir. Pediosinin lipaz ve organik c¢o6ziculerden etkilenmemesinin

bakteriyosin yapisinda lipid bilegenlerinin bulunmadigini gésterdigi belirtiimigtir.

Du Toit et al. (2000) domuz diskisindan izole ettikleri E. faecalis ve E. faecium
suslarinin bakteriyosin aktivitelerini inceledikleri ¢aligmalarinda, bu suglarin Grettigi
bakteriyosinlerin 65, 80 ve 100 °C 30 dakikalik 1sil igsleme dayanikli olduklarini
gbrmiUs ve genel olarak bakteriyosin aktivitelerinde bir disis belirlememislerdir.
121 °C’de 15 dakikalik 1sil islem sonrasinda ise bakteriyosin aktivitelerinde %75-94

oranlarinda azalma tespit etmislerdir.

Calismamizda elde edilen bakteriyosinlerin 60, 80 ve 100 °C’de uygulanan isil
isleme dayanikh oldugu, 121 °C’de uygulanan isil isleme ise duyarli oldugu

goralmustar.

4.15. Kismi Saf Bakteriyosin Preparatlarinin Molekiiler Biyikliiginiin SDS-
PAGE ile Belirlenmesi

Amonyum stilfat ile ¢oktirulerek kismen saflastirilan P. acidilactici LB A06-02, Lb.
gasseri LB A14-01, E. faecium LB A01-01, E. faecium LB K04-03, E. faecium M17
K09-02, E. faecium LB A13-01 ve Str. salivarus LB A15-01 bakteriyosin
orneklerindeki protein icerikleri sirasiyla 0.99, 1.08, 0.87, 0.73, 1.16, 0.83 ve 1.04

mg/mL olarak tespit edilmistir.

Bakteriyosin 6érnekleri molekidl agirliginin belirlenmesi icin %4, %10 ve %16’k
gradyan jel kullanilarak Trisin-SDS elektroforez islemine alinmistir. Elde edilen
jellerdeki hangi bantlarin antimikrobiyel aktiviteden sorumlu oldugunu belirlemek
icin jeller Bolum 3.2.22.’de anlatildid1 sekilde L. monocytogenes ATCC 7644’e

karsi antimikrobiyel etki testine alinmistir.

P. acidilactici LB A06-02, Lb. gasseri LB A14-01 ve Str. salivarus LB A15-01
suslarinin Urettigi bakteriyosinlere ait boyanmis ve antimikrobiyel etkisini gosteren
jeller Sekil 17 ve 18'de verilmistir. Bu jellere gére P. acidilactici LB A06-02, Lb.
gasseri LB A14-01, ve Sir. salivarus LB A15-01 izolatlar igin bakteriyosin
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molekiler buydklikleri Bolim 3.2.22.°de belirtildigi sekilde hesaplanmis ve
yaklasik olarak sirasiyla 5.23, 5.00 ve 5.25 kDa olarak belirlenmistir. Sekil 19 ve
20'de E. faecium LB A01-01, E. faecium LB K04-03, E. faecium M17 K09-02, E.
faecium LB A13-01 suslarinin Urettigi bakteriyosinlere ait boyanmis ve
antimikrobiyel etkiyi gdsteren jeller verilmistir. Buna jellere gére E. faecium LB
A01-01, E. faecium LB K04-03, E. faecium M17 K09-02, E. faecium LB A13-01
suslarina ait bakteriyosinlerin molekiler buydklikleri yaklasik olarak sirasiyla 5.02,
4.93, 4.48 ve 4.96 kDa olarak tespit edilmistir.

42 kDa

26 kDa

17 kDa

10 kDa

4,6 kDa

1,7 kDa

Sekil 17.Molekiler marker (A), Pediococcus acidilactici LB A06-02 (B),
Lactobacillus gasseri LB A14-01 (C), Streptococcus salivarus LB A15-01 (D)
suslari Trisin-SDS-PAGE jeli.
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Sekil 18. Pediococcus acidilactici LB A06-02 (A), Lactobacillus gasseri LB A14-01
(B) ve Streptococcus salivarus LB A15-01 (C) suslarinin Listeria monocytogenes
ATCC 7644’e kars! inhibitér etkisi gdsteren Trisin-SDS-PAGE jeli. Molekiler
marker (K).

1

42 kDA &

26 kDa

17kDa

10 kDA

4,6kDa [TRTI.

Sekil 19. Molekuler marker (A); Enterococcus faecium LB A01-01 (B),
Enterococcus faecium LB K04-03 (C), Enterococcus faecium M17 K09-02 (D) ve
Enterococcus faecium LB A13-01 (E) suslari Trisin-SDS-PAGE jeli.
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Sekil 20. Enterococcus faecium LB A01-01 (A), Enterococcus faecium LB K04-03
(B), Enterococcus faecium M17 K09-02 (C) ve Enterococcus faecium LB A13-01
(D) suslarinin Listeria monocytogenes ATCC 7644’e karsi inhibitor etkisi gdsteren
Trisin-SDS-PAGE jeli. Molekiler markor (K).

Gassericin  A'nin L. monocytogenes, B. cereus ve S. auresus gibi gida
patojenlerine karsi antimikrobiyel etkili oldugu yapilan c¢alismalarla goésterilmigstir
(Itoh et al., 1995; Kawai et al., 2001). Kimyasal yapisi incelendiginde E. faecalis
suslarindan elde edilen enterosinlere benzer sekilde gassericin A'nin sinif 2
bakteriyosinler icinde ve halka yapisinda oldugu belirlenmistir (Joosten et al.,
1996; Martinez-Bueno et al., 1996).

Leer et al. (1995) Lb. acidophilus’un Urettigi acidocin B’nin molekul agirligini SDS-
PAGE ile 2.4 kDa olarak bulurken, DNA sekansina gére molekil agirhigini 5.8 kDa
olarak hesaplamiglardir. Buna benzer olarak, baska bir ¢calismada Lb. gasserinin
Urettigi gassericin A molekiler agirligi SDS-PAGE sonucunda 3.8 kDa olarak
bulunurken, kutle spektroskopisi sonucunda molekdl agirhgr 5.652 kDa olarak
tespit edilmigtir. Arastirmacilar molektl agirligindaki bu farkin bakteriyosinin
OcUncll yapisi ve bakteriyosinin saflastirlmasinda kullanilan  katkilardan
kaynaklanabilecegini belirtmiglerdir (Kawai et al., 1998). Calismamizda Lb. gasseri
LB A14-01 susunun urettigi bakteriyosin molekul agriligi ise yaklasik olarak 5.00
kDa olarak bulunmus olup, bu sonu¢ yukarida belirtilen gassericin molekil agiligi

ile uyum géstermektedir.

Aslam et al. (2011) Str. salivarus spp. thermophilus susunun Urettigi bakteriyosin

molekidl agirhgint SDS-PAGE ile 2.7 kDa olarak tespit etmislerdir.
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Osmanagaoglu et al. (1998) P. acidilactici F susundan elde edilen pediocin F in
molekdl agirligini 4.46 kDa olarak belirlemislerdir. Yapilan ¢alismalarda pediocin
agirhgr 2.7 kDa ile 16.6 kDa arasinda dedistigi bildirilmistir ve molekal
agirliklarindaki bu degisikligin nedeninin kullanilan metotlardaki farklliklardan
kaynaklanabilecegi belirtiimistir. (Gonzalez and Kunka, 1985; Anastasiadou et al.,
2008). Calismamizda P. acidilactici LB A06-02 susundan elde edilen bakteriyosin
molekdl agirhdr yaklasik 5.23 kDa olarak bulunmustur. Bu molekil agirhigi

yukarida belirtilen literattr verileri ile uyum gdstermektedir.

Parada et al. (2007) E. faecium susunun Urettigi enterosin A molekdl buyuklGguna
4.8 kDa olarak bildirmiglerdir. Cintas et al. (2001) ise enterosin P ve enterosin A
molekdl buyudklUklerini  sirasiyla 4.63 ve 4.83 kDa olarak belirtmislerdir.
Calismamizda enterokok suslarindan elde edilen bakteriyosin molekil agirliklari

belirtilen ¢alismalarla uyum géstermektedir.

Kiaguk molekul agirliklara sahip maddelerin elektroforez yéntemi ile molekiler
agirliklarinin tam olarak belirlenmesi mimkin olmamaktadir. Ayrica izolasyon
yontemine bagli olarak ortaya cikabilen bakteriyosin yan gruplarinin kaybi da
bakteriyosin molekdler  baydkligin tam  olarak tespit edilmesini
engelleyebilmektedir (Bonade et al.,, 2001; He et al., 2006). Bu sebeple
elektroforez ile yaklasik olarak molekil agirligi belirlenen bakteriyosinlerin molekul

agirhiklar kutle spektroskopisi gibi daha ileri tekniklerle dogrulanmalidir.
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5. SONUC VE ONERILER

Laktik asit bakterileri gidalarin aroma geligsiminde rol oynayan proteolitik ve lipolitik
enzim aktivitelerinden dolay! peynir ve sucuk gibi fermente gidalara starter ya da
yardimci kultir olarak eklenebilmekte ya da sahip olduklari kolesterol disurici
etki ve antimikrobiyel aktivite gibi 06zellikleri ile probiyotik kuoltir olarak

kullanilabilmektedir.

Anne sitlinden izole edilen laktik asit bakterilerinin patojenlere karsi koruma gibi
yararll etkilerinin olabilmesinin yani sira bu bakterilerin insan kaynakli olmasi,
bebekler tarafindan uzun sire tiketilmesi durumunda glvenli olmasi, sut ve
bagirsak mukoza vyapisina adaptasyon ve mukozaya tutunma gibi insan
probiyotikleri icin genel olarak énerilen 6zellikleri tagimasi dikkatlerin bu bakteriler
Uzerine yogunlasmasina neden olmustur. Ancak bu konuda Ulkemizde yapilmig
calismalar oldukga sinirlidir. Bu bakimdan, Turkiye’deki anne sitlerinin laktik asit
bakteri florasinin belirlenmesine ydnelik olarak gergeklestirilen arastirmalarin
literatirdeki 6nemli  bir boslugun doldurulmasina katkida bulunacagi

dusunulmektedir.

Bu calismada anne sitinden izole edilen laktik asit bakterileri fizyoloijk,
biyokimyasal (APl 50 CHL ve API 20 Strep test kitleri kullanilarak) testler ve 16S
rRNA dizi analiz yontemleri kullanilarak tanimlanmasi hedeflenmigstir. Elde edilen
tanimlama sonuglari karsilastirildiginda API test kitleri ile elde edilen sonuglarin
16S rRNA tanimlama sonuglari ile tutarli olmadigi gézlenmistir. Bu sonuglar g6z
ontne alindiginda kullanilan fenotipik yéntemlerin ve ticari test kitlerinin veri
tabanlarinin laktik asit bakterilerini tanimlamada yeterli olmadigi ve glincellenmesi
gerekliligi ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle laktik asit bakterilerinin
tanimlamalarinda yaygin olarak kullanilan fizyolojik ve biyokimyasal teslerin 16S
rRNA dizi analizi gibi ileri molekiler tekniklerle dogrulanmasi gerektigi

dusunulmektedir.

Calismamizda 16S rRNA analizleri sonucunda anne sitl izolatlarinin 23 adedinin
Enterococcus faecalis, 6 adedinin E. faecium, 8 adedinin Streptococcus salivarus,

5 adedinin Str. mitis, 1 adedinin Str. perois, 2 adedinin Lactobacillus gasseri, 1
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adedinin Str. parasanguinis, 1 adedinin E. durans ve 1 adedinin Pediococcus
acidilactici susu olduklari belilenmig, 5 adet izolat ise tir dizeyinde

tanimlanamamistir.

Calismamizda kullanilan suslarda belirlenen ylksek asit fosfataz aktivitesinin
vicutta kalsiyum ve fosfor absorbsiyonunun arttiriimasi, B-glukosidaz aktivitesinin
ise gidalarda bulunan sekerleri kullanabilme potansiyelleri yonleriyle 6nemli
olduklarina literatirde detayli olarak deginilmigtir. Ayrica, ¢alismamizda
tanimlanan suslarin blyik cogunlugunun sahip oldugu ylksek esteraz (C4 ve C8),
yuksek [6sin ve sistein arilamidaz ve disik proteinaz (tripsin ve kimotripsin)
aktiviteleri ile fermente gidalarin Gretiminde tipik aroma ve yapinin olusumunda rol

alabilecegi dusunulmektedir.

Gida zinciri antibiyotik direncliliginin insan ve hayvan populasyonlari arasinda
aktarilmasi icin ana yol olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle gidalarda kullanilan
laktik asit bakterilerinde antibiyotik direng 6zelliklerinin belirlenmesi 6nem
tasimaktadir. Tez kapsaminda caligilan laktik asit bakterisi olarak tanimlanmis
suslarin blytk bir bélimdndn kloramfenikol, ampisilin, penisilin, vankomisin ve
gentamisine duyarli, kanamisin ve eritromisine karsi ise direncgli oldugu tespit
edilmistir. Laktik asit bakterilerinin sahip olduklari antibiyotik direng 6zelliklerini
ayni ortamda bulunduklari bakterilere plazmitler araciligiyla aktarma potansiyelleri
g6z o6nunde bulundurulmalidir. Bu sebeple, tez kapsaminda antibiyotik direng
Ozellikleri belirlenen suslarin ileri arastirmalarda aktarilabilir direng genleri

acisindan da incelenmesi gerekmektedir.

Calismamizda, test edilen laktik asit bakteri suslarinin higbirisinin histidin’i
dekarboksilize edemedigi tespit edilmigtir. Str. salivarus LB A7-03 susu hari¢
olmak Uzere, incelenen laktik asit bakteri suslarinin hi¢ birisinin ornitin ve lizin’i
dekarboksilize edemedigi, buna karsiik buyldk bir c¢ogunlugunun tirozin

dekarboksilasyonu gdésterdikleri belirlenmigtir.

Yuksek miktarda biyojen amin iceren gidalarin tiketimi ¢esitli saglik problemlerine
yol acabilmektedir. Bu tez galismasi kapsaminda bakteriyosin Urettigi belirlenen

susglarin genel olarak disik biyojen amin olusturma potansiyelleri ve test edilen
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antibiyotiklere kargi duyarli olmalari bakimindan gida Urlnlerinde sarter ve ya

probiyotik kulttr olarak kullaniminin givenli kabul edilebilecegi digtintlmektedir.

Son yillarda patojenler Gzerine antimikrobiyel etki gdstermeleri nedeniyle
bakteriyosinlerin gidalarda kullanimi Uzerine vyapilan arastirmalar artmigtir.
Calisma kapsaminda elde edilen bakteriyosinlerin, ylksek sicakliklara direncli
olmalari, genig bir pH araliginda aktivitelerini surdUrebilmeleri ve gida
patojenlerine karsi antimikrobiyel etki gbéstermeleri nedeniyle bu bakteriyosinleri
Ureten suglarin starter kultir olarak ya da saf bakteriyosin katkisi gseklinde
gidalarin  Uretiminde  koruyucu olarak kullaniilma potansiyelleri  oldugu

dusUnulmektedir.

Calismamizda tanimlanan suglarin Urettikleri bakteriyosinler kiiguik molekul agirlikli
(4.45 — 52.5 kDa) ve yuksek sicakhda (100 °C, 30 dakika) dayanikli peptidler
olarak tanimlanmistir. Lb. gasseri LB 14-01, E. faecium LB A01-01, E. faecium LB
K04-03, E. faecium M17 K09-02, E. faecium LB A13-01 ve Str. salivarus A15-01
suglarinin  Urettigi bakteriyosinlerin a-amilaz ve lipaz uygulamasi sonucu
aktivitelerini vyitirdikleri ortaya c¢ikmistir. Bu sonuglar gliko- ve lipid- yapilarinin
bakteriyosinlerin aktivitelerinde fonksiyon Ustlenebilecedinin bir gdstergesi olarak
kabul edilebilir. S6z konusu edilinen bu laktik asit bakterilerinin
bakteriyosinlerindeki yapisal bu 6zellik pek cok laktik asit bakteriyosinlerinden
yapisal yonden farklilik arzetmektedir. Literatirde yapisinda gliko- ve lipid-
bilegenler igceren bakteriyosinler tzerine yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Tez
kapsaminda belirlenen bu bakteriyosinlerin yapisinda bulunan bu yan gruplarin
ileri biyokimyasal ve molekuler analizlerle tespiti bu konuda bilgi birikiminin

olusturulmasi acgisindan énem tasimaktadir.

Calisma kapsaminda tanimlanan laktik asit bakterilerinin probiyotik bakterilerde
bulunan patojenlere kargi antimikrobiyel etki gostermeleri, kolesterol dusuricu
etkileri, asit ve safra direngleri ve insan kaynakli olmalari gibi 6zelliklere sahip
olmalari dolayisiyla, probiyotik olarak kullanilma potansiyelleri bulunmaktadir.
Ancak bakterilerin probiyotik olarak kullanima uygunlugunun bagirsakta tutunma

gibi ilave testlerle desteklenmesi gerekmektedir.
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Elde edilen sonucglar topluca degerlendirildiginde, anne sutiinden izole edilen
bakteriyosin Ureten laktik asit bakteri susglarinin gidalarin kalitesinin ve givenliginin
iyilestirilmesinde starter kultir ve saglik Gzerine yararli etkileri ile probiyotik olarak

kullanilma potansiyellerinin bulundugu dusinulmektedir.

Diger taraftan, suslarin probiyotik potansiyellerinin in vivo arastirilmasinin yaninda
gida endustrisinde starter ya da yardimci kiltlr olarak da degerlendirilebilmeleri
amacilyla bu bakterinin gida ortamindaki davraniglarinin yapilacak drin

denemeleriyle belirlenmesi de 6nem arz etmektedir.

Son yillarda giderek dnem kazanan ve tuketimi yayginlasan starter ve probiyotik
bakteri suslarinin Uretimi ve kullanimi dinya c¢apinda buyuk bir pazar payi
olusturmustur. Ancak bu bakterilerin Uretimi ve ticari preparat olarak piyasaya
sunumu cok sinirli sayidaki bazi firmalar tarafindan gerceklestirimektedir. Tez
kapsaminda tanimlanan bu suslarin tlkemizde bir kilttr koleksiyonu alt yapisi
olusturulmasinin yanisira ve Ulkemiz gida endustrisinde yerli dogal suslarin
kullanimina olanak saglanacagi ve bu sayede de llke ekonomisinin bu yénde diga
bagimlihginin  belli 6lglilerde de olsa azaltlmasina katki saglayabilecedi

dusunulmektedir.
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