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OZET

GELENEKSEL YOGURTLARDAN LAKTIK ASIiT BAKTERILERININ
IZOLASYONU, MALDI TOF MS BIOTYPER SISTEMI iLE
TANIMLANMASI VE BAZI STARTER KULTUR OZELLIKLERININ
BELIiRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZI
SEYMA BETUL KULOGLU
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLIGI ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. IBRAHIM CAKIR)

BOLU, TEMMUZ - 2019

Bu c¢alismada Bolu ve g¢evre illerinden toplanan geleneksel yontemlerle
tiretilmis yogurt Orneklerinden laktik asit bakterilerinin (LAB) izolasyonu,
tanimlanmas1 ve bazi starter kiiltiir 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmistir.
Izole edilen suslarmn tanimlanmast MALDI-TOF MS Biotyper sistemi ile
gerceklestirilmisgtir. Calisma kapsaminda izole edilen 84 izolattan 2 tanesi
Lactobacillus helveticus, 2 tanesi Lactobacillus plantarum, 3 tanesi Lactobacillus
fermentum, 1 tanesi Enterococcus faecalis ve 76 tanesi Lactobacillus delbrueckii
olarak tanimlanmistir. izole edilen bu suslarin antibiyotik direnglerinin
belirlenmesi amaciyla 16 farkli antibiyotik kullanilmistir. Sonug olarak izolatlarin
eritromisin, teikoplanin, streptomisin, rifampisin, amfisilin, klindamisin,
sefotaksim, kloramfenikol, tetrasiklin ve vankomisin antibiyotiklerine karsi
duyarliliklarmin fazla oldugu, buna karsin nalidiksik asit, siprofloksasin,
ofloksasin, gentamisin ve trimethoprim siilfametoksazol antibiyotiklerine direngli
olduklar1 tespit edilmistir. Izolatlarin asit iiretim yetenekleri, diasetil iiretimi,
antimikrobiyal aktiviteleri ve bazi izolatlarin da proteinaz aktivitesi arastirilmistir.
Antimikrobiyal aktivitenin analizi amaciyla Escherichia coli 0157:H7,
Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ve
Bacillus cereus indikatér mikroorganizma olarak kullanilmis ve sonug¢ olarak
izolatlarin ¢ogunlugu Bacillus cereus, Listeria monocytogenes ve Staphylococcus
aureus patojenlerine karst inhibe edici etki gdstermezken, izolatlarin
cogunlugunun Salmonella Typhimurium ve E. coli O157:H7 patojenlerine karsi
antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Yine izolatlarin ¢gogunlukla
diasetil iiretimi gergeklestirdigi tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Laktik asit bakterileri, MALDI TOF MS, Starter
kiiltir 6zellikleri, Antibiyotik direnglik



ABSTRACT

ISOLATION OF LACTIC ACID BACTERIA FROM TRADITIONAL
YOGHURTS, IDENTIFICATION BY MALDI TOF MS BIOTYPER
SYSTEM AND DETERMINATION OF SOME STARTER CULTURE
CHARACTERISTICS
MSC THESIS
SEYMA BETUL KULOGLU
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY GRADUATE SCHOOL OF
NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR: PROF. DR. IBRAHIM CAKIR)

BOLU, JULY 2019

In this study, yogurt samples which were produced by traditional methods from
some provinces around Bolu were collected and lactic acid bacteria (LAB) were
isolated. Isolated strains were identified by MALDI-TOF MS Biotyper system. Of
the 84 isolates isolated from the study, 2 were identified as Lactobacillus
helveticus, 2 Lactobacillus plantarum, 3 Lactobacillus fermentum, 1 Enterococcus
faecalis and 76 Lactobacillus delbrueckii. In order to determine the antibiotic
resistance of the isolates, 16 different antibiotics were used and as a result, the
susceptibility to erythromycin, teicoplanin, streptomycin, rifampicin, ampicillin,
clindamycin, cefotaxime, chloramphenicol, tetracycline and vancomycin
antibiotics was higher, whereas the majority of the isolates were nalidixic acid,
ciprofloxacin, ofloxacin, gentamicin and showed resistance to trimethoprim
sulfamethoxazole antibiotics. Acid production capabilities, diacetyl production,
antimicrobial activities and protease activity of some isolates were investigated.
For the analysis of antimicrobial activity, Escherichia coli O157:H7, Salmonella
Typhimurium, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus and Bacillus
cereus were used as indicator microorganisms. As a result, while the majority of
the isolates did not show any inhibitory effect against Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes and Staphylococcus aureus pathogens, the majority of isolates
were found to have antimicrobial effect against Salmonella Typhimurium, E. coli
O157:H7 pathogens. It was determined that the isolates mostly produced diacetyl
production.

KEYWORDS: Lactic acid bacteria, MALDI TOF MS, Starter culture properties,
Antibiotic resistance
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1. GIRIS

Yogurt, siitiin fermantasyon yoluyla asitlendirilmesi ve olumlu organoleptik
ozellikler kazanmasi ile ortaya ¢ikan, asirlardir Anadolu’da sevilerek tiiketilen en
yaygin fermente siit iiriinlerinden biridir. Yogurdun siite nazaran ¢ok daha uzun raf
Omriine sahip olmasi nedeniyle de siitiin yogurda islenmesi, siitliin muhafazasi i¢in
oldukca tercih edilen bir yontemdir (Herdem, 2006). Ayn1 zamanda yogurt sahip
oldugu ytiksek asitlik sayesinde bilinyesinde patojen mikroorganizmalarin gelisimini
engellemektedir. Siitiin yogurda doniisiimiinii kapsayan fermantasyon siirecinde ise

laktik asit bakterileri hakim mikroorganizma grubunu olusturmaktadir.

Laktik asit bakterileri (LAB) fermantasyon siirecinde merkezi rol oynayan ve
gida endiistrisinde fermente yiyecek ve icecek iiretiminde uzun yillardir giivenle
kullanilan 6nemli bir bakteri grubunu olusturmaktadir. Bu bakteriler basta laktik asit
olmak {izere organik asitlerin {liretimi yoluyla hammaddenin hizla asitlendirilmesine
neden olmakta, ayrica asetik asit, etanol, aroma bilesikleri, bakteriyosinler,
ekzopolisakkaritler ve gesitli enzimlerin {iretimini de saglamaktadir. Bu sekilde raf
Omriine ve lrliniin mikrobiyal a¢idan giivenligine katki saglamakta, {iriiniin yapisin
gelistirmekte ve boylece nihai {iriiniin duyusal profiline de olumlu yonde katki

saglamaktadirlar (Leroy ve Vuyst, 2004).

Starter kiiltlir, fermantasyon siirecini hizlandirip fermantasyona yon veren en
az bir mikroorganizmanin ¢ok sayida hiicresinin mikrobiyal bir preparati olarak
tanimlanmaktadir (Leroy ve Vuyst, 2004). Siit endiistrisinde kullanilan starter
kiiltiirlerin biiyiik ¢cogunlugunu laktik asit bakterileri olusturmakta ve uzun yillardir
giivenle kullanilmaktadir. Gida sektoriinde seri iiretime uygun, gilivenilir ve kaliteli
gida dretimi, gida endistrisinin temel hedefini olusturmaktadir. Gliniimiizde
tilkketicilerin daha bilingli olmas1 ve katki maddelerine olan bakis agisi, dogal veya
dogala yakin {riinlere olan talebi artirmaktadir. Bu sebeple gidalara uygun dogal
koruyucularin ve katkilarin kullanimi 6nem kazanmakta ve bu konuyla ilgili
caligmalar giderek artmaktadir. Bu agidan bakildiginda laktik asit bakterileri
tirettikleri metabolitler ile hem dogal gida koruyucusu gorevini gérmekte hem de

saglik iizerine 6nemli etkileri bulunmaktadir (Hurst, 1981).



Laktik asit bakterileri siit {irlinleri endiistrisinde starter kiltiir, diyet
takviyeleri, probiyotik olarak kullanim gibi sayisiz endiistriyel uygulamada
kullanilmaktadir (Horvath wvd, 2009). Laktik asit bakterilerinin bakteriyosin
iiretebilme kabiliyeti, probiyotik olma ozelligi ve fermente ettigi iiriine kattig
duyusal 6zellikler hem nihai iriiniin raf émriinii uzatmakta hem de {irliniin besin
degerini artirmaktadir. Bu nedenle laktik asit bakterileri Starter kiiltiir olarak
kullanim1 en cazip mikroorganizmalar olarak kabul edilmektedir (Soomro vd., 2002).
Ozellikle Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus,
Pediococcus, Vagococcus ve Weisella cinsleri gida endiistrisinde kullanilan tiirleri ve
yine bu cinslerden Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus ve Lactobacillus
cinsleri siit fermantasyonunda kullanilan suslari i¢ermektedir (Klein vd., 1998;

Gezging, 2010).

Bu ¢alismada Bati Karadeniz Bolgesine ait illerden inek veya manda siitii
kullanilarak, geleneksel yontemlerle yapilmis yogurtlar toplanilmis, bu yogurtlardan
laktik asit bakterilerin izolasyonu ve MALDI TOF MS Biotyper sistemi ile
tanimlanmas1 yapildiktan sonra, antibiyotik direnglilikleri, cesitli gida patojenlerine
kars1 antimikrobiyal aktivitesinin yani sira, starter kiiltiir olarak kullanilabilmeleri

konusunda gerekli olan bazi teknolojik 6zellikleri aragtirilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1 Laktik Asit Bakterileri ve Genel Ozellikleri

Laktik asit bakterileri genel olarak Gram pozitif, katalaz negatif,
Sporolactobacillus inulinus disinda spor olusturmayan, sitokroma sahip olmayan
bakterilerdir. Kok veya g¢ubuk seklinde morfolojik Ozellik gosteren bu bakteriler
aerotolerant anaeroblar olup, termofil veya mezofil gelisebilme 6zelligi
gostermektedirler. Hayvan ve insan bagirsak sisteminden, bitkilerden ve bitki
atiklarindan, siit ve siit {irinlerinden, diger fermente gidalardan izole edilebilmekte

ancak toprak ve sudan izole edilememektedir (Horvath vd, 2009).

Laktik asit bakterileri gelisebilmek i¢in amino asitlere, B grubu vitaminlerine,
piirin ve pirimidin bazlarina ihtiya¢ duyarlar (Reddy, 2008). Laktik asit bakterileri,
Gram pozitif bakteriler igerisinde genellikle %50’den daha az guanin ve sitozin
(G+C) oranina sahip olan bir bakteri grubudur ve bu grupta bulunan bakterilerin
genom buyitikliikleri genel olarak 1.8-3.4 Mbp arasinda degismektedir (Giirsoy,
2011; Yilmaz ve Temiz, 2003). Geneli mezofilik olan laktik asit bakterilerinin bazi
tiirleri 5°C’nin altinda veya 45°C gibi yiiksek sicakliklarda gelisebilmektedir, aym
sekilde genel gelisme aralig1 pH 4,0-4,5 olmasina karsin bazi tiirleri 3,2 gibi diisiik
veya 9,6 gibi yiiksek pH’larda da gelisebilmektedir (Caplice ve Fitzgerald, 1999).

Laktik asit bakterileri, isimlerini karbonhidrat metabolizmalar1 sonucunda
urettikleri laktik asitten alirlar ve glikozu farkli metabolik yollar izleyerek kullanir,
buna bagli olarak da farkli son iriinler iretirler. Bununla birlikte laktik asit
bakterilerinin en belirgin 6zellikleri Gram pozitif olmalari ve porfirin gruplarini
sentezleyememesidir. Porfirin gruplarinin sentezlenememesi sonucu laktik asit
bakterileri katalaz ve sitokromdan yoksun kalmakta ve elektron tasiyicisi
bulundurmamakta ve bu nedenle de enerji kazanimlarini yalnizca substrat diizeyinde
fosforilasyonu ile gergeklestirmektedirler (Reddy, 2008). Laktik asit bakterilerinden
bazilar1 glikolizisi EMP (Embden-Meyerhof-Parnas) yolunu izleyerek tamamlamakta
ve son iriin olarak %90 laktik asit ve %10 COz iretmeleri durumunda
homofermantatif laktik asit bakterisi olarak adlandirilmaktadir. Ancak fermantasyon

6-fosfoglukonat/ fosfoketolaz yoluyla tamamlanir ve laktik asit yaninda etil alkol,
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asetik asit gibi diger son triinler de iretilirse bu bakteriler heterofermantatif laktik

asit bakterisi olarak adlandirilmaktadir (Salminen ve VVon, 2004).

Laktik asit bakterileri laktozu fermente ederek son iiriin olarak basta laktik
asit ve bunun yaninda asetik asit, formik asit gibi organik asitler, diasetil, alkol, COz,
hidrojen peroksit, bakteriyosin ve benzeri tirlinler tiretebilmektedirler (Mohania vd.,
2008). Laktik asit ilk defa Isvecli bilim adami C. W. Scheele tarafindan 1780 yilinda
eksi siitte bulunmus olup L (+) ve D (-) olmak iizere iki optik izomeri bulunmaktadir.
D (-) laktik asit insanlar i¢in zararli olmasina ragmen L (+) izomeri basta gida sanayii
olmak tizere ilag, tekstil, deri, biyoteknoloji ve kimya endistrisinde de

kullanilmaktadir (Gezging, 2010).

Laktik asit bakterileri iirettikleri asitler ile ortam pH’mi diisiirerek ve
tirettikleri bakteriyosinin antimikrobiyal etkisi sayesinde patojenlerin ve kontamine
diger mikroorganizmalarin gelisimlerini inhibe etmekte, ayni zamanda {irettikleri
organik asitlerle gidanin duyusal profiline katki saglamaktadirlar (Hurst, 1981).
Bunun yani sira bazi laktik asit bakterileri iirettikleri ekzopolisakkaritlerle 6zellikle
stit Uriinlerinde istenilen tekstiiriin olusmasina katki saglamaktadir (Sanlibaba ve
Cakmak, 2016). Laktik asit bakterileri Amerika Birlesik Devletleri'nde GRAS
(Genellikle giivenli kabul edilen) statiisiinde kabul edildiklerinden, bu bakterilerinin
ve bazi metabolitlerinin gidalarda kullanilmasina veya ilave edilmesine izin
verilmektedir (Osmanagaoglu ve Beyatli, 2002). Ancak laktik asit bakterilerinden
Enterokoklar suda bulunduklari icin fekal kontaminasyon indikatorii olarak kabul
edilmekte ve bu nedenle de GRAS statiisiinde kabul edilmemektedir. Buna ragmen
proteolitik ve lipolitik aktiviteleri, sitrat metabolizmalari, probiyotik 6zellikleri ve
bakteriyosin  gibi  antimikrobiyel aktiviteye sahip bilesikleri sentezleme
yeteneklerinden dolay1 fermente gida sanayinde 6nemli bir yere sahip durumdadirlar

(Gezging, 2010).
2.1.1 Laktik Asit Bakterilerinin Siniflandirilmasi
Laktik asit bakterileri terimi, “siitte eksime yapan organizmalar” anlaminda

kullanilmis ve bu bakterilerin ilk saf kiiltiirii, 1873'te J. Lister tarafindan elde edilen

"Bacterium lactis" (muhtemelen Lactococcus lactis) olmustur (Peighambardoust vd.,



2011). Laktik asit bakterilerinin bir grup olarak ilk tanimlanmasi, koliform
bakterilerle birlikte laktiklerin siitli fermente ve koagiile etme ozellikleri iizerine
yapilmis ancak 1901 yilinda Lactobacillus mikroorganizmalarinin Gram pozitif
olarak tanimlanmasi1 ile koliform grubu bakteriler, laktik asit bakterilerinden

ayrilmistir (Yoriik ve Gliner, 2011).

[lk olarak Orla-Jensen 1919 yilinda laktik asit bakterilerini, morfolojik
ozellikleri glikozu fermente etme sekilleri, belirli sicakliklarda gelisebilme ve seker
kullanim araliklarin1 g6z 6niinde bulundurarak siiflandirmistir (Salminen ve Von

Wright, 2004) (Cizelge 1.1.).

Cizelge 1.1. Orlo Jensen'in siniflandirmasi
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+: Pozitif, -: Negatif, B: Belirlenemedi

a: Weisella suslar1 ¢ubuk seklinde olabilir.

b: Glukozdan CO; iiretimi ile homo- veya heterofermentatif 6zellige bakilmigtir. Negatif ve
pozitif sirasiyla homofermentatif ve heterofermentatif anlamina gelir.

C: Besiyerine gore kiigiikk miktarda CO {iretimi goriilebilir.

d: %8 NaCl’de iireme rapor edilemedi.

e: Glukozdan tiretilen laktik asidin konfigiirasyonu.

f: D-, L- veya DL- laktik asit tiretimi tiirler aras1 farklilik gosterir.

Laktik asit bakteri 16S ve 23S rRNA sekans verilerine dayanarak, Firmicutes
ve Actinobacteria olmak tizere iki ayr1 filumda incelenmektedir (Liu vd. 2014; Wood
& Holzapfel, 1992).



Firmicutes filumunda, Lactobacillales ailesine ait olan diisiik guanin-sitozin
icerikli  (%31-49) Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Symbiobacterium, Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella yer almaktadir.
Actinobacteria filumunda ise yiiksek guanin-sitozin igerigine (%58-61) sahip olan
Bifidobacterium cinsi yer almaktadir (Liu vd. 2014; Wood & Holzapfel, 1992).

2.2 Laktik Asit Bakterilerini Tam1 Yontemleri

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasi ve smiflandirilmasi endiistriyel ve
bilimsel ag¢idan Onem tasimaktadir. Tanimlamada bakterilerin  morfolojik,
biyokimyasal ve fizyolojik Ozelliklerinin yaninda antibiyotik duyarliliklari, faj
tiplerinin belirlenmesi ve serolojik ozelliklerinin belirlendigi klasik yontemlerle
birlikte giincel tekniklerden de yararlanilmaktadir. Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), restriksiyon fragment uzunluk polimorfizmi (RFLP), ¢ogaltilmis rDNA’nin
restriksiyon analizi (ARDRA), pulsed field jel elektroforezi (PFGE), sodyum dodesil
stilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ve DNA dizilim analizi gibi
molekiiler biyoloji teknikleri, kullanilan giincel tekniklerdendir (Busch ve Nitschko,

1999).

Erkus (2007), Anadolu’daki geleneksel yontemlerle yapilmis dogal yogurt
orneklerinden, starter kiltiirlerinin izolasyonu, biyokimyasal ve molekiiler
tanimlamasini1 yapmistir. Calismanin sonucunda toplam 66 kok ve 71 basil izolati
elde edilmistir. Biyokimyasal tanimlama sonuglarina gore tiim basil izolatlar1 L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, kok izolatlarin ise 7 tanesi tam olarak S. thermophilus
olarak tanimlanmistir. Tiim izolatlarin tanisinin molekiiler metotlarla basarili bir

sekilde yapilabildigi bildirilmistir.

Laktik asit bakterilerinin tanimlanmasinda kullanilan yontemler fenotipik ve

molekiiler (genotipik) yontemler olmak tizere iki sinifta incelenebilir.



2.2.1 Fenotipik yontemler

Laktik asit bakterilerinin fenotipik olarak siniflandirilmasinda morfolojik
Ozellikleri ve biyokimyasal 6zellikleri dikkate alinmaktadir. Cins ve tiir diizeyinde
simiflandirmaya olanak saglayan fenotipik yontemler arasinda fizyolojik, metabolik
ve kemotaksonomik markorler (hiicresel yag asitleri, mikolik asit, polar lipitler,
quininler, poliaminler, hiicre duvar1 bilesikleri, ekzopolisakkaritler) ile hiicre
ylizeyindeki antijenler, faj tiplendirmeleri, antimikrobiyal duyarlilik karakterleri,
toplam hiicre ya da hiicre duvari proteinlerinin bir boyutlu ya da iki boyutlu

elektroforetik paternleri yer almaktadir (Kiran ve Osmanagaoglu, 2015).

Ik olarak mikroskobik inceleme laktik asit bakterilerinin cinsi hakkinda ve
safligi agisindan bize bilgi vermektedir (Bulut, 2003). Bu dogrultuda boyama
teknikleri kullanilarak hiicrelerin ayrimi saglanabilmektedir. Gram boyama teknigi
ile laktik asit bakterilerinin Gram negatif bakterilerden ayrimi saglanmakta ve ayni
zamanda mikroskobik inceleme ile hiicrelerin eni, boyu ve ¢ap1 ile beraber flagella
bulundurup bulundurmadigi, hiicre sekillerinin ¢ubuk veya kok olmasi durumlar

tespit edilmektedir (Kilig, 2008).

Orlo-Jensen tarafindan laktik asit bakterilerinin siniflandirtlmasinin temelini
olusturmus olan farkli pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonunda gelisme, glikozdan gaz
tiretimi gibi bazi basit fizyolojik testler bunun yaninda katalaz reaksiyonu,
karbonhidrat fermantasyonu, iretilen laktik asidin konfigiirasyonu, arjininden
amonyak T{retimi, indol, Voges-Proskauer, jelatin hidrolizi ve {ireaz testleri,
sukrozdan dekstran olusturma gibi biyokimyasal testler laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasinda kullanilmaktadir. Boylece tiir bazinda ayrim saglanabilmektedir

(Kiran ve Osmanagaoglu, 2015; Yilmaz ve Temiz, 2003).

Bu analizlerin yani sira ticari olarak iretilmis cins ve tiir diizeyinde hizl
biyokimyasal tan1 yapabilen test kitleri de bulunmaktadir. Bu test kitlerinden alinan
sonuglar, ilgili Kitin veri tabaninda yer alan bakteri tiirleri ile smirl olarak
tanimlanmakta ve sonuglar “% tanimlama” seklinde verilmektedir (Y1lmaz ve Temiz,
2003). Ancak bu fenotipik yontemlerin az tekrarlanabilir olmasi, baz1 tekniklerin
belirsizligi genis c¢apli arastirma gerektirmesi ve ayirt etmede kesinlik

saglamamaktadir (Mohania vd, 2008).



Ertiirkmen ve Oner (2015) Beyaz peynirlerden izole ettikleri laktik asit
bakterilerinin starter kiiltiir 6zelliklerini biyokimyasal yontemlerle incelemis ve
caligma sonunda laktik asit bakterilerinin tanisinda biyokimyasal ve karbonhidrat test
sonuglart arasinda farkliliklarin olmasmin genotipik taninin G6nemini ortaya

koydugunu belirtmistir.

2.2.2 Molekiiler/Genotipik yontemler

Laktik asit bakterilerini smiflandirmak i¢in fenotipik 6zelliklerinden
yararlanmak 6nemli olmakla birlikte, kesin tanimlama yapilabilmesi i¢in fenotipik
ozellikler yeterli olmamaktadir. Bakterilerin tanisini yapabilmek i¢in bakterinin DNA
baz diziliminin belirlenmesi en 1iyi bilinen yontemlerdendir. Molekiiler
karakterizasyon yontemleri yakindan iligkili tiirlerin ayriminda bile etkilidir. Ayrica
boylece tiirler arasi genetik iliskiler daha iyi incelenebilmektedir (Al-Bayati, 2014).
Tiirkiye’de yapilan aragtirmalarda en c¢ok kullanilan molekiiler tanimlama
yontemlerinin basinda PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis), PCR (Polymerase
Chain Reaction) ve 16S rDNA dizilim analizi gelmektedir (Cetinkaya ve Ayhan,
2012).

2.2.3 MALDI-TOF MS Biotyper yontemi ile bakteri tanisi

MALDI-TOF MS (Matris Destekli Lazer Desorpsiyon Iyonizasyonu/ Ucus
Siiresi Kiitle Spektrometresi) Biotyper sistemi bir organizmanin 6zgiin proteomik
parmak izini belirlemek icin kullanilarak, dakikalar i¢inde mikroorganizmalarin

spesifik ve gilivenilir bir sekilde tanimlanmasini saglamaktadir (Bruker, 2019).

Kiitle spektrometri tekniginin gelismesi ve mikrobiyal tan1 alaninda
kullanima girmesiyle, biyomolekiiler bilesenlerin HPLC (Yiiksek performansl sivi
kromatografisi) ya da elektroforez islemine tabi tutularak ayrilmasi gerekmeksizin,
biiyiik molekiiller ile mikroorganizmalarda tiir tanimlanmasi olanakli hale gelmistir.
Boylelikle MALDI-TOF MS Biotyper, ¢cok sayida geleneksel ve biyokimyasal
tanimlama yonteminin yerine gegmis ve bu yontem DNA dizi analizlerindeki birden

fazla adim ve farkli gereksinimlerinin  yiikiinii ortadan  kaldirmustir.
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Oligoniikleotidler, PCR iiriinleri, peptit ve proteinler gibi biliylik molekiillerin
kimyasal bir on islem gerektirmeksizin incelenebilecek olmasi bu yontemin

avantajin1 olmusturmaktadir (Bruker, 2019; Akyar, 2011).

Ik kez 1975 yilinda Anhalt ve Fenselau tarafindan patojen bakterilerin
tamimlanmasinda MALDI-TOF MS cihaz1 kullanilmistir (Anhalt, 1975). Ancak
yontemin rutin kullanimi olduk¢a yenidir. MALDI-TOF MS’de tanimlanmasi
istenilen mikroorganizmanin saf kiiltiirii kiigiik daireler igeren metal bir plak iizerine,
daireleri dolduracak sekilde yayilir, lizerine matriks soliisyonu konur ve havada
kurutulur. MS aygit1 igine yerlestirilip lazer 1sinlar ile atislar yapilir (Sekil 2.1.)
(Bruker, 2019). Matriks 15181 emer, biyomolekiillerin ve biiyiik organik molekiillerin
iyonize edilmesi saglanir, ardindan elektrik ve/veya manyetik alandan gegirilerek
protein profilleri ¢ikarilir. Ortaya ¢ikan protein profillerinin sistemin veri tabanindaki
referans spektra ile karsilagtirilmasi sonucuna gére mikroorganizmalarin cins veya

tiir bazinda tanisi1 yapilir (Yilmaz vd., 2014; Akyar, 2011).

Duskova ve ark. (2012) yaptiklari bir ¢alismada laktobasillerin, PCR ve
MALDI-TOF MS ile tanisin1 yapmis Ve her iki yontemi kiyaslamistir. Sonug olarak
tiir tanimlanmasinda PCR i¢in %77 ve MALDI-TOF MS i¢in %93 oraninda basaril
oldugunu, ayrica yakindan iliskili Lactobacillus tiirleri arasinda ayrim yapmak igin,
MALDI-TOF MS’in diger genotipik tekniklerle birlikte kullanilmasinin daha

giivenilir olacagi bildirilmistir.



1. Hedef plaka MALDI-TOF MS

Biotyper proje listesine eklenir.

2. Izole edilmis kolonilerden biri

secilir.

3. Koloni hedef plakaya aktarilir ve

tizerine matris eklenir.

4. MALDI-TOF spektrumu yazilim

tarafindan otomatik olarak

olusturulur.

5. Spektrum tani i¢in referans

kiitiiphaneye kars1 eslestirilir.

6. Son inceleme ve sonug onaylama
yapilir.

Sekil 2.1. MALDI TOF MS ile analiz akis semasi.

Yine ayn1 sekilde Nacef ve ark. (2016) Maroilles peynirlerinden izole ettikleri
laktik asit bakterilerinin MALDI-TOF MS ile tanisin1 yapmis ve ardindan segilen
bazi suslarin 16S rDNA bazli tanisim1 gergeklestirmistir. Sonug olarak elde edilen
verilerin uyumlu oldugunu bunun yaninda, bakteri tanisi i¢in MALDI-TOF MS
yonteminin hizli, ekonomik ve giivenilir oldugu bdylece diger yaygin olarak

kullanilan yontemlere bir alternatif olabilecegini vurgulamistir.

MALDI-TOF MS Biotyper yonteminin klasik yontemlere gore belki de en
biiyiikk avantaji ¢ok kisa bir siirede tanimlamanin yapilabilmesidir. Diger yaygin
molekiiler tan1 yontemlerinde tani iglemi 1-2 giin siirebilirken, MALDI-TOF MS
Biotyper sistemi ile tanimlama ydnteminde bu siire 1 saatten daha kisa bir siire

igerisinde gergeklestirilebilmektedir (Bruker, 2019).

MALDI-TOF MS Biotyper teknigi, tanisi1 yapilacak kiiltiir i¢in kullanilan
besiyerlerinden ve tireme kosullarindan etkilenmeden ¢alisabilmektedir ancak analiz

icin alinacak koloninin 48 saatten daha yashi olmamasi tercih edilir. Yaslanan
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kiiltiirlerde meydana gelen ribozomal proteinlerin pargalanmasi ve buna bagli olarak

ayirt edici pik sayist ve bu piklerin yogunlugu diismektedir (Wieser vd., 2012).

MALDI-TOF MS Biotyper yontemi mikrobiyolojik tanimlama igin nispeten
yeni bir yontem oldugundan yanlis tanimlama yapilmasi ya da tanimlama
yapilamamasinin nedeni genellikle veri tabaninda yeterli referans spektrumlarinin
bulunmamasidir. Veri tabaninin giin gectikce gelismesi ile beraber bu eksikligin
giderilecegi distiniilmektedir. MALDI-TOF MS Biotyper’in tiir bazinda dogru
tanimlama oraninin %84,1 ile %95,2 arasinda degistigi bildirilmistir (Y1lmaz, 2014).
MALDI-TOF MS Biotyper tiir saptamasinda olduk¢a basarili olmasina ragmen alt
tiirlerin saptanmasinda simdilik ¢ok giivenilir bulunmamaktadir. Anaerobik
bakterilere ait verileri kisith oldugu i¢in basarili bir tanimlama %50’nin altina

diismektedir (Kanak ve Yilmaz, 2018a).

2.3 Yogurt

Yogurt, siitiin laktik asit bakterileri tarafindan mayalanmasi ile olusan yogun
kivamli, hafif eksimsi tadi olan fermente bir siit iirliniidiir. Yogurdun tarihi ¢ok eski
zamanlara dayanmakla birlikte ilk olarak ne zaman yapildigina dair kesin bilgi
yoktur, ancak kokeni konusunda en ¢ok kabul edilen goriis Orta Asya’dan ¢ikmis
oldugu yoniindedir (Yurdakdk, 2013; Yaygin, 1981).

Yogurt ¢cok uzun zamanlardan beri tiikketilmekle birlikte, yogurdun besleyici
Ozelligi ve insan saghigi iizerine olumlu etkileri arastirmalar ile kanitlandiktan sonra
yogurda olan ilgi iyice artmistir (Yaygim, 1981). Yogurdun besleyici degeri, siitiin
tim besin 6gelerini icermesiyle birlikte ihtiva ettigi canli mikroorganizmalar ve bu

organizmalarin faaliyetleri sonucu olusturdugu bilesiklerden olugmaktadir.

Yogurdun saglik lizerine etkileri uzun zamandir bilinmesine ragmen bilimsel
olarak arastirilmast 20. yiizyilla dayanmaktadir. Rus bilim insani1 Elie Metchnikoff
Balkanlar’da ve Anadolu’da daglik bdlgelerde yasayan insanlarin uzun Omiirlii
oldugunu gormiis ve bu insanlarin giinliik yasamlarini incelemistir. Buradaki
koyliilerin bol miktarda yogurt tiikettiklerini tespit etmis ve bu yilizden uzun 6miirlii

olduklar1 teorisini sunmugtur. Metchnikoff yedigimiz gidalardan bagirsaklara atik
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olarak gecen materyallerin bagirsaklarda piitrefaksiyona, yani kokusmaya ugrarken
toksik maddelerin agiga ¢iktigini ve bunun da kronik zehirlenmeye yol agarak yasami
kisalttigini ileri siirmiistiir. Metchnikoff devamli yogurt yiyerek faydali enzimlerin

almacag ve zararli mikroplarin etkisinin dnlenebilecegini bildirmistir (Ozden, 2008).

Laktik asit bakterileri, dogal bir antibiyotik olarak tanimlanan nisin ve laktik
asit gibi maddeler iiretirler ve bu metabolitler Salmonella, Shigella, Escherichia coli,
Listeria, Candida gibi patojenlere kars1 aktiftirler. Yogurt, antimikrobiyal maddelerin
varligi sayesinde gastrointestinal ve lirogenital hastaliklara neden olan enfeksiyonlara
kars1 koruyucu etki gosterir. Ayrica yogurdun, dis plaklarinin olusumuna sebep olan
mikroorganizmalarin olusumunu da engelledigi yapilan c¢alismalarla ortaya

konmustur (Petti vd., 2001).

Ulkemizde yogurdun hazir olarak alinip tiiketilmesinin yam sira evlerde
geleneksel yontemlerle iiretimi ve tiiketimi de oldukca yaygindir. Evlerde geleneksel
olarak yapilan yogurtlarda ¢ok farkli yontemler kullanilmaktadir. Genel olarak
kaynatilan ¢ig siit, mayalanma sicakligina getirilmekte ve yine ayni yoOntemle
yapilmis Onceki yogurttan bir miktar katilarak (mayalama) inkiibasyona

birakilmaktadir (Sekil 2.2).

sUT

!

KAYNATMA

!

MAYALAMA
(Bir Onceki Giniin Yogurdu ile)

!

SOGUTMA
[KONTROLSUZ)

!

iINKUBASYON
(KONTROLS0Z)

!

SOGUTMA

!

TUKETIM

Sekil 2.2. Yogurdun geleneksel olarak tiretilmesi.

12



Siitlin - yogurda donilisimii  temelde  Streptococcus thermophilus  ve
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus bakterileri ve bu bakterilerin is birligi
sayesindedir (Yurdakok, 2013). Bu bakteriler siit sekeri olan laktozu enerji eldeleri
i¢in tiiketirken sonug olarak laktik asit liretirler ve bu asit sayesinde ortamin pH’1m
disiirtirler. Ortam pH’min diismesiyle pH 5,2 civarinda piht1 olusumu baslar ve 4,6-
4,7 pH’da tamamlanir. Piht1 olusum mekanizmasi, yiikselen asitlikle birlikte kazein
misellerinin stabilitesini kaybetmesi ve sicaklik etkisiyle serum proteinlerinin
(6zellikle B-laktoglobulin) denatiirasyonu sonucu bu proteinlerin interaksiyona

girmesi prensibine dayanir (Yetisemiyen, 2013).

Pourahmad ve Assadi (2007), geleneksel starter kiiltiirlerin kullanimi ile
yogurt iretimini gergeklestirmislerdir. Bu amacla geleneksel olarak {iretilmis
yogurtlardan Lb. bulgaricus ve S. thermophilus 'u izole etmisler ve bu suslart yogurt
tiretiminde kullanmislardir. Uretim sonrasi yogurtlarm kimyasal, mikrobiyal ve
organoleptik &zelliklerini incelemislerdir. Orneklerin soguk depolama sirasinda
asetaldehitte onemli artig, mikrobiyal populasyon ve pH’sinda azalis belirlemislerdir.
Soguk depolama sirasinda tat, koku ve yap1 Ozelliklerinde 6nemli bir farklilik
olmadigini, yogurt iiretiminde geleneksel starter kiiltiirlerin yeterli olabilecegini ve
bu kiiltlirlerin kullanilabilecegi, ulusal kiiltiir koleksiyonuna eklenebilecegini

Onermislerdir.

Singh ve ark. (2009)’nin yaptiklar1 bir arastirmada, Lactobacillus tiirlerinin
gida agisindan giivenilir laktik asit bakterileri arasinda en Onemli tiirlerden biri
oldugunu, giiniimiizde endiistriyel ag¢idan 6nemli olanlarindan yaklagik 140 tiiriin
kullanildigini belirtmistir. Gida {iretiminde; dogal flora basta olmak {izere, ¢ig siit,
fermente siit iirlinleri, meyve, sebzeler, et iirlinlerinin iiretiminde, starter kiiltiirlerin
kullaniminin saghga faydalarimin yaninda kaliteyi artirmada da etkili oldugunu

bildirilmistir.

Fermente gidalarin iiretimi, ham materyalin hizli asidifikasyonunun
baslangici, laktik asit bakterilerinin  starter kiiltiir olarak  kullaniminin
gerceklestirilmesine baglhdir. Laktik asit bakterilerinin endiistriyel olarak onemli
islevselligi olan yeni starter kiiltiirleri gelistirilmektedir. Laktik asit bakterileri gida
giivenligi, daha iyi duyusal, teknolojik, besinsel 6zellik ve saglik agisindan avantaj

saglayabilir. Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal maddeler, seker polimerleri,
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tatlandiricilar, aromatik bilesikler, vitaminler ya da enzimler gibi faydali probiyotik
ozelliklere genetik olarak sahip olmasi starter kiiltiir olmalar1 agisindan 6nem arz

eder (Leroy ve Vuyst, 2004).

Molekiiler biyoloji ¢alismalarinin artmasi ile ekonomik Onemi olan
organizmalarin gelismesinin endiistriyel agidan ¢ok faydali oldugu, bilimsel agidan
onemli olan starter ve starter olmayan kiiltlirlerin elde edilmesi ve bagisiklik
sisteminde rol oynayan probiyotik laktik asit bakterileri iizerinde c¢alisildigt

bildirilmistir (Cogan ve ark., 2007).

Klasik yogurt yapiminin yani sira probiyotik bakterilerin kullanilmasiyla
probiyotik yogurtlarin yapimi da yaygindir. Probiyotik bakteriler bagirsak ylizeyine
tutunarak bagirsak mikroflorasint olumlu yonde degistirir. Saglikli bir sindirim
sisteminde Lactobacillus ssp. ve Bifidobacterium ssp. baslica olarak rol
oynamaktadir (Yetisemiyen, 2013). Ancak klasik yogurt yapiminda kullanilan starter
kiiltiirlerin bagirsaklara tutunma ve kolonize olma o6zellikleri olmadigindan tek
baslarina probiyotik mikroorganizma olarak nitelendirilememektedir (Cakir, 2003).
Lactobacillus acidophilus ve Bifidobacterium tiirleri gibi probiyotiklerin biyoyogurt

yapiminda kullanimi yaygin olarak gériilmektedir (Lourens ve Viljoen, 2001).

Gezging (2010), Tiirkiye’nin farkli yorelerine ait rastgele toplanilmis yogurt
orneklerinden izole edilen S. thermophilus ve Lb. bulgaricus tiirlerinin kimyasal ve
molekiiler yontemlerle tanisim yapmustir. Izole edilen suslarin plazmit igerigi ve
biyojen amin {iretimi bakimindan gida endiistrisinde kullanilabilirligi arastirilmistir.
Izolatlarin antibiyotik direncleri incelenmis ve en fazla direncliligi kanamisin
(%53)’e gosterdikleri ayrica rifampisin (%17)’e karsi ise duyarli olduklar1 tespit
edilmistir. Antibiyotik direnci ile plazmit igerigi arasinda dogrusal bir iligki tespit
edilmemistir. Biyojen amin {iiretme Ozelliginin ise tiirler arasinda ve tiir icinde
farklilik gosterdigi rapor edilmistir. Sonu¢ olarak toplanan geleneksel yogurt
orneklerindeki mikroorganizmalarin gida kalite ve giivenligi agisindan risk unsuru
tasiyabilecegi, gidalarda kullanilacak kiiltiirlerin kalite ve gilivenlik saglama adina

teyitlerinin yapilmasinin gerekli ve yararli olacag: kanisina varilmistir.

Al-Bayati (2014), yaptig1 bir caligmada Irak’tan alinmis olan fermente sucuk
ve geleneksel olarak yapilmis olan peynir, yogurt, sarimsakli peynir ve kasar

peynirinden toplamda 141 laktik asit bakterisi izole etmistir. izoleler PZR teknikleri
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kullanilarak 16S rRNA bolgelerine gore genetik karakterizasyonu saglanmustir.
Suslardan ikisinin Streptococcus ssp, 36 susun Enterococcus ssp. ve 8 susun
Enterococcus durans olarak tanimlamasi gergeklestirilmistir. Tanimlamalar1 yapilmis
olan izolatlarin antimikrobiyal ozellikleri, bakteriyosin iretimleri ve proteaz

aktiviteleri lizerine ¢aligilmistir.

Uzunsoy (2018) iilkemiz tiiketicisinin taleplerine yanit verebilecek yogurt
tiretiminde kullanilmak iizere yerel kaynaklardan izole edilmis bakterilerin starter
kiltiir 6zelliklerini belirlemis ve endiistriyel iiretime uygun starter kombinasyonlari
gelistirmistir. Calisma kapsaminda izole edilen suslarin asit gelistirme, seri pasajlama
stireclerine direng gostererek canliliklarini koruma ve yogurt igin tipik tat/aroma ve
tekstiir gelistirebilme potansiyeli olan 12 S. thermophilus ve 8 Lb. bulgaricus izolati
secilmis ardindan bu suslar ile yogurt lretimleri gerceklestirilmistir. Teknolojik
performans testleri sonucunda ise 1 S. thermophilus ve 7 Lb. bulgaricus
kombinasyonunun endiistriyel yogurt liretimine uygunluk gosterdigi ve yine bu
kombinasyonlarin hem tanimlayict hem de hedonik duyusal degerlendirmelerde
yiilksek duyusal skorlar aldigi bildirilmistir. Sonug¢ olarak kombinasyonlar igin

ticarilesebilir degerlendirilmesi yapilmustir.

2.3.1 Streptococcus thermophilus’un genel ozellikleri

Streptococcus  thermophilus, bakterilerin ~ Terrabacterium  grubunun,

Streptococcaceae ailesinin Streptococcus cinsine ait bir tiirdiir (NCBI, 2019b).

Yuvarlak veya oval formda bulunabilir, hiicreleri ikili veya zincir halinde
olan homofermentatif laktik asit bakterisidir. Hiicrelerin ¢aplar1 0,7-0,9 um

civarindadir. Optimum gelisme sicakligi 40-45°C’dir (Mitchell ve Sandine, 1984).

S. thermophilus heteropolisakkarit iireten baslica laktik asit bakterileri
tiirlerindendir. Boylelikle yogurt olusumunda istenen kivamli yapinin meydana
gelmesi, viskozitenin artmasi ve serum ayrilmasinin azalmasi gibi faydalar1 vardir
(Pektas, 2014). Proteolitik aktivitesi zayif olan S. thermophilus suslar1 yogurt disinda
Emmental, Cheddar gibi pihtis1 pisirilen peynirler ile baz1 Italyan tipi peynirlerin
tiretiminde kullanilmaktadir (Oberg ve Broadbent, 1993).
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2.3.2 Lactobacillus bulgaricus’un genel ézellikleri

Lactobacillus  bulgaricus,  bakterilerin  Terrabacterium  grubunun,
Lactobacillaceae ailesinin Lactobacillus cinsine ait bir tiirdiir (NCBI, 2019a)

Lb. bulgaricus diiz ya da hafif kivrik ¢ubuk sekilli olup homofermentatiftir bir
laktik asit bakterisidir. Tek veya zincir seklinde goriiliir. Optimum gelisme sicakligi
45-50°C’dir. Proteolitik aktivitesi S. thermophilus gibi zayiftir ancak S.
thermophilus’dan daha yiiksektir. Lb. bulgaricus, yogurt disinda Bulgar tipi
yayikalti, kefir, kimiz ve Italyan tipi peynitlerin iiretiminde de kullanilmaktadir
(Ozyurt, 2005).

2.4 Laktik Asit Bakterilerinin Starter Kiiltiir Olarak Kullanimi

Fermantasyon islemi mikroorganizmalarin kesfinden c¢ok daha once
bilinmekteydi, ancak proses anlagilamadigi igin gizemli goriinmekteydi.
Mikroorganizmalarin kesfiyle ve mikrobiyolojinin bilimsel bir disiplin haline
dontismesiyle birlikte artik gida fermantasyonu kontrol edilebilir hale gelmistir.
Boylece uygun kosullarda ve gidanin 6zelligine gore istenilen 6zellikleri optimum
Olclide saglayan mikroorganizmalarin starter kiiltiir olarak kullanilmasi baslamistir.
Fermente gida tiretiminde en ¢ok kullanilan ve ticari starter kiiltiir olarak en degerli

grubu olusturan mikroorganizmalar laktik asit bakterileridir (Demirgiil ve Sagdig,
2017).

Starter kiiltiir olarak kullanilacak bakterilerin kesin tanisinin yapilmis olmasi
ve endiistriyel 6zelliklerinin dogru bir sekilde belirlenmesi gerekmektedir. Laktik asit
bakterilerinin starter kiiltiir olarak kullanilabilmeleri konusunda belirleyici olan
endiistriyel Ozellkleirden bazilari, laktik asit iiretimi, proteolitik aktivite, aroma
maddeleri {iretimi, ekzopolisakkarit iiretimi, antimikrobiyal aktivite, antibiyotik

direnclilik ve bakteriyofaj direnclilik 6zellikleridir.
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2.4.1 Laktik Asit Uretimi

Laktik asit bakterilerinin laktozu fermente ederek laktik asit olusturmalari
stiphesiz ki en 6nemli 6zelliklerinden biridir. Bu bakteriler ortamdaki laktozu, hiicre
zarindan igeriye alarak, B-galaktozidaz enzimi ile glukoz ve galaktoz 6-fosfat’a
hidroliz ederler. Glukoz dogrudan piruvata doniistiirir ve piruvatdan da laktat
dehidrogenaz enzimi ile laktik asit meydana getirmektedir (Aslim vd., 2000).

Laktik  asit ortam  pH’sim1  diislirerek  ortamda  istenmeyen
mikroorganizmalarin gelisimini inhibe eder. Yine aymi sekilde heterofermentatif
laktik asit bakterileri laktik asit yaninda baska asitlerde iiretir ve bu asitlerin de farkli

diizeylerde antimikrobiyal etki gosterdigi bilinmektedir (Celikyurt ve Arici, 2008).

Asit iiretimini 6nemli kilan bir diger 6zellik ise pH’1n diisiisiine bagli olarak
proteinlerin koagiile olmasini yani siitiin pithtilasmasini1 saglayarak yogurt olusum

mekanizmasinin temelini olusturmasidir.

Iyi bir yogurtta %0,9-0,95 laktik asit bulunmasi gerekir. Ayn1 zamanda,
yogurt aromasinda son derece 6nemli olan laktik asit, yogurdun keskin ve hosa giden
tadin olusmasimi saglar (Kormaz, 2011). Uriindeki laktik asit miktar1 kullanilan
starter kiiltiir, siitiin cinsi, liretim ve depolama kosullarina bagl olarak degisiklik
gosterir (Celik, 2007). Bu yiizden kiiltiirlerin asit olusturma kapasitesi incelenirken
dinlendirme ve tliketim sirasindaki asitligi de g6z Onilinde bulundurulmalidir.
Genellikle yogurt icin hazirlanan kiiltiirlerin asitligine bakilirken steril yagsiz siite
%2 oraninda asilama yapilir ve 42°C’de 3 saatlik inkiibasyon sonucu 38-40 SH
seviyesinde asitlik olusumu beklenir (Kilig, 2008).

Zhou ve ark. (2019), Lactobacillus helveticus H9 susunu yogurt iiretiminde
yardimer kiiltlir olarak kullanmis ve fermantasyon ile depolama iizerine etkilerine
bakmigtir. Caligma kapsaminda yogurtlarin 28 giin boyunca 4 C°’de pH, titre
edilebilir asitlik, serbest amino gruplari, ACEI aktivitesi, fiziksel 6zellikler, ugucu
lezzet bilesikleri ve duyusal kalite parametreleri takip edilmistir. Sonug¢ olarak
Lactobacillus helveticus H9 susunun ilavesi ile proteolizin arttig1 buna baglh olarak
fermantasyonun kisaldigr bununla birlikte ACEI aktivitesini 6nemli 6lgiide arttigi,

H9 susunun ilave edildigi yogurtlarda daha fazla alkol, aldehid ve azotlu bilesik,
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ozellikle asetoin ve benzaldehit tespit edildigi rapor edilmis ve Lactobacillus

helveticus H9 fermente siit endiistrisinde ilgi ¢ekici olabilecegi bildirilmistir.

2.4.2 Proteolitik Aktivite

Proteoliz 0Ozellikle kazeinin olmak {izere proteinlerin, polipeptid ve

oligopeptidler iizerinden serbest aminoasitlere kadar parcalanmasi olayidir.

Laktik asit bakterileri yasamsal dongiileri i¢in gerekli olan aminoasitleri
sentezleyemezler bu yiizden bu aminoasitlerin ekzogen kaynaklardan kargilanmasi
zorunludur. Siit teknolojisi i¢in 6nemli olan tiirlerin ihtiya¢ duyduklar1 belli bagh
amino asitler belirlenmistir. Lb. bulgaricus i¢in treonin ve serinin; St. thermophilus
icin glutamik asit, histidin, sistein, metionin, valin, losin ve triptofan veya tirosinin
onemli oldugu belirtilmistir. Bu bakteriler s6z konusu aminoasitlerin agiga

¢ikabilmesi i¢in proteinaz ve peptidaz gibi enzimler bulundururlar (Kilig, 2008).

Proteolitik aktivite ile bakterilerin hem gelismeleri tesvik edilir hem de
glikoliz olayr hizlanir. Bununla beraber proteinin pargalanma firiinleriyle diger
bakterilerin metabolik gereksinimleri karsilanmis olur ve de tipik aroma ve tat

bilesenlerinin olugumu saglanir.

Yogurt kiiltiirlerinde yer alan Lb. bulgaricus, S. thermophilus’tan daha
proteolitiktir ve bdylece yogurt icerigi amino asit ve peptitlerce zenginlesir.
Proteolitik aktivitenin orta diizeyde olmast yogurt yapisinin stabilitesi ve
dayaniklilig1 agisindan 6nemlidir (Kilig, 2008). Yiiksek proteolitik 6zellik gdsteren
suslarin yogurt yapiminda kullanilmasi durumunda yogurtta aci tat olusabilir. Aci
peptitler, diisiik inkiibasyon sicakliginda ve soguk depolamadaki enzimatik

faaliyetler sonucunda olusur (Korkmaz, 2011).

2.4.3 Aroma Maddeleri Uretimi

Fermente siit iiriinlerinin karakteristik tat ve aromasi genel olarak starter
bakteriler tarafindan sentezlenen laktik asit, asetik asit, formik asit, biitirik, piruvik

ve sitiksinik asit gibi organik asitler ile asetaldehit, diasetil, aseton gibi karbonil
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bilesiklerinden kaynaklanmaktadir. Ayrica, bir¢ok laktik asit bakterisi amino

asitlerden aroma bilesenlerini sentezleyebilirler (Kirmaci, 2010).

Laktik asit, yogurt i¢in gerekli olan pihtinin olusumunu sagladigi gibi
yogurdun kendine has eksimsi tadinin olusumdan da sorumludur. Bunun yaninda
fermente siit iirtinlerinde diasetil ve asetaldehit ana aroma bilesiklerindendir. Siitte
bulunan sitrat veya ara iriin olan piruvatin fazlasindan yararlanilarak diasetil
olusturulur. Diger bir aroma bileseni olan asetaldehitin baglica kaynaginin da

laktozun indirgenmesi oldugu diistiniilmektedir (Aslim vd., 2000).

Yogurdun tipik tat ve aromasinin olusumunda olgun bir tadin olusmasi i¢in
asetaldehit/asetoin oraninin 2,8:1 olmasi1 gerektigi belirtilmistir. Lb. bulgaricus,
asetaldehit olusumundan, S. thermophilus’un ise daha fazla asetoin ve diasetil

olusumundan sorumlu oldugu bildirilmistir.

Asetaldehit ve diasetil dogrudan ortam pH’ina baghdir. Ayrica diasetil
iretimi siitte bulunan sitrat ve mangan miktarina bagli degisir. Bununla birlikte bazi
suslar aromatik bilesikleri aromatik olmayan veya daha az aromatik olan bilesiklere
indirgeyebilen enzimlere sahiptir. Bu gibi nedenlerden dolay1 suslarin aromatik
madde iiretme yetenekleri tam olarak belirlenemeyebilir. Bu ylizden suslarin farkli
sicakliklarda aroma iiretim kinetigi Ol¢iilmelidir. Bu sayede iiriin i¢in daha uygun sus

kombinasyonlarinin yapilabilir (Kilig, 2008).

2.4.4 Ekzopolisakkarit Uretimi

Ekzopolisakkarit (EPS)’ler organizmalarin bulunduklar1 ortama salgiladiklar
monosakkaritlerin glikozidik bag ile baglanmasiyla olusan, yliksek molekiil
agirligina sahip, geri doniisebilen ve suda ¢oziinebilen biyopolimerleridir (Ergene ve

Avci, 2016; Soyugok vd., 2016).

EPS’ler siit sanayisinde; gida katki maddesinin kullanimini azaltmak,
yogurdun viskozitesini gelistirmek, yapiy1 ve aromayi iyilestirmek, fermantasyon
siiresi boyunca ve depolama sirasinda sinerezisi onlemek, tekstiiriin olusmasinda,

agizdaki istenilen hissin ve yapinin olusmasinda temel rol oynar (Schwab vd., 2008).
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Bugiine kadar bildirilen en yiiksek iiretim seviyeleri Lactobacillus rhamnasus
9595M (1200 mg/L) ve Lactobacillus sakei 0-1 (1375 mg/L) i¢in elde edilmistir
(Sanlibaba ve Cakmak, 2016).

Hassan ve ark. (2001) tarafindan yapilan arastirmada yogurttaki ticari kiiltiire
(%1,5) ek olarak EPS iiretimi tespit edilmis Lb. bulgaricus B3 ve S. thermophilus
W22 suslart ile iretilen yogurtlarda viskozite degerleri acgisindan bu suslarin

kullanildig1 yogurtlarin daha kivamli oldugu belirtilmistir.

2.4.5 Antimikrobiyal Aktivite

Gidalarda yalmizca gida kaynakli patojen ve bozulma etmeni
mikroorganizmalari inhibe etmek ve/veya raf omriinii uzatmak i¢in kullanilan, bu
sirada da gidanin duyusal ozelliklerinde herhangi bir degisime sebep olmayan
antogonistik kiiltiirlere “koruyucu kiiltiirler” denir ve laktik asit bakterileri de

koruyucu kiiltiir 6zelligi gostermektedir (Y 6riik ve Giiner, 2011).

Laktik asit bakterilerinin patojen mikroorganizmalara kars1 gostermis oldugu
inhibe edici etki laktik asit iireterek ortamin pH’sii diistirmeleriyle bilinir. Ancak
bunun yaninda trettikleri diger organik asitler, H2O2, bakteriyosin, bakteriyosin
benzeri bilesikler, diasetil, alkol ve CO2 gibi metabolitlerinde inhibe edici 6zelligi

bulunmaktadir.

Ozellikle bakteriyosinlerin insan ve hayvan bagirsak sisteminde kolayca
parcalanmalar1 ve bulundugu gidalarin fizikokimyasal yapilarinda herhangi bir
degisime neden olmadan bozulma ve hastalik etmeni bakterileri inhibe etmeleri
bakteriyosinler iizerinde yapilan caligmalarin sayisinin artisina sebep olmustur

(Bayram ve Yildirim, 2016).

Ozellikle de son zamanlarda basta peynir ve yogurt gibi birgok gidanin
fermantasyonu i¢in starter kiiltiirlerin bakteriyosin iiretme yetenekleri se¢im igin bir

kriter olmustur (Demirgiil ve Sagdig, 2017).
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2.4.6 Antibiyotik Direnclilik

Laktik asit bakterilerinin birgok tiirii plazmit tasir ve bu plazmitler ¢ogunlukla
bakterinin metabolik aktivitesi i¢in gerekli enzimleri kodlayan genleri tasir. Ancak
baz tiirler bu genler disinda gesitli antibiyotiklere kars1 direng gostermeyi saglayan
genleri tagityan plazmitleri de igerebilir. Bu bakteriler ¢esitli gida iirlinlerinde direng

tastyici ve aktarici gorevi gorebilirler (Alp ve Oner, 2014).

Laktik asit bakterileri genellikle antibiyotiklere karsi duyarlidirlar. Ancak
bakterilerin sahip oldugu antibiyotige direnglilik karakteri plazmidlerle patojen
mikroorganizmalara aktarilabilmesi miimkiin oldugundan tiretim i¢in se¢ilen suslarda

direnclilik istenmeyen bir 6zelliktir (Kilig, 2008).

2.4.7 Bakteriyofaj Direnglilik

Starter kiiltiirlerde aranan en 6nemli Ozelliklerden birisi de suslarin fajlara
kars1 direngli olmasidir. Bakteriyofajlar yalnizca bakterileri hiicrelerini enfekte eden
veya bakterinin lize olmasini saglayan virlislerdir (Temelli ve Cetin, 2011).
Kullanilan starter kiiltiirlerden birinin bile ortamda bulunabilecek faj veya fajlara
duyarli olmasi1 demek hiicrelerin lize olmasi, fermantasyonun yavaslamasi veya
durma noktasina gelmesi demektir. Dolayisiyla bu durum ciddi bir {iriin kayb1 ve
isletmenin ekonomik olarak zorlanmasi anlamma gelmektedir. Kiiltiiriin faj
duyarliliginin olmasi sahip oldugu diger 6zelliklerin bir anlaminin olmadigidir (Acar

Soykut ve Tunail, 2009).

Isletmelerde yasanan bu faj problemini dnleyebilmek icin, starter kiiltiirlerin
hazirlanmasinda faj inhibitdr ortamlarin kullanimi, yeni bir fabrika dizayni, kiiltiir
hazirlama boliimiiniin fabrika ortamindan farkli bir yerde bulunmasi, sanitasyon
prosediirlerinin gelistirilmesi, kapali sistemlerin kullanilmasi, ¢alisilirken hijyen
kurallarma uyulmasi gibi bir¢ok Onlem alinabilir. Ancak bu onlemler fajlarin
cogalmasini yalnizca siirlandirabilir, fakat tamamen ortadan kaldirmaz. Bu yiizden,
starter kiiltiir segiminde ortamda baskin bulunan faj/fajlara direngli suslarin rotasyona

sokulmasi tercih edilmelidir (Acar Soykut ve Tunail, 2009).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Orneklerin Toplanmasi

Arastirmada kullanilan yogurtlar Bat1 Karadeniz Bolgesine ait Bolu, Bartin,
Kastamonu, Karabiik / Yenice ve Zonguldak illerinden temin edimistir. Yogurt
ornekleri 6zellikle yerel iireticilerden, maya olarak yillardir kendi mayasini kullanan
ve geleneksel yontemlere gore evde iiretilmis yogurtlardan toplanmistir. Toplanan
ornekler hizli bir sekilde laboratuvara getirilmis ve izolasyon yapilincaya kadar

4°C’de muhafaza edilmistir.

3.1.2 Indikatér Mikroorganizmalar

Bu ¢alismada izole edilen suslarin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi
icin kullanilan indikatér mikroorganizmalar Bolu Abant izzet Baysal Universitesi
Gida Miihendisligi Bolimii  Gida  Mikrobiyolojisi  Laboratuvar1  Kiiltiir
Koleksiyonundan temin edilmistir. Arastirmada Escherichia coli 0157:H7,
Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ve

Bacillus cereus tiirleri indikator olarak kullanilmustir.

3.1.3 Kullanilan Antibiyotikler

Bu calismada izole edilen suslarin antibiyotiklere olan duyarliliklarinin 6l¢tilmesi
amactyla gesitli antibiyotik diskleri (Liofilchem, italya) kullanilmistir. Kullanilan
antibiyotikler ve kodlari: E: Erytromycin (15 pg/disk), TM: Trimethoprim (5
ug/disk), NA: Nalidixic acid (30 pg/disk), CIP: Ciprofloxacin (5 pg/disk), TEC:
Teicoplanin (30 pg/disk), S: Streptomycin (300 pg/disk), RD: Rifampicin (5
pg/disk), AMP: Ampicillin (10 pg/disk) CTX: Cefotaxime (30 pg/disk), OFX:
Ofloxacin (5 pg/disk), CD: Clindamycin (2 pg/disk), C: Chloramphenicol (30
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ng/disk), TE: Tetracycline (30 pg/disk), SXT: Trimethoprim sulfamethoxazole (25
ug/disk), CN: Gentamicin (10 pg/disk), VA: Vancomycin (5 pg/disk).

3.1.4 Kullanilan Cozeltiler

a-Naftol cozeltisi: 5 g a-Naftol, 100 mL %95°1ik etil alkol igerisinde ¢oziindiiriilerek

hazirlanmistir.

%40°’hik KOH c¢ozeltisi: 40 g potasyum hidroksit (KOH) bir miktar saf su i¢inde

¢oziindiiriilmiis ve sonra saf su ile 100 mL’ ye tamamlanarak hazirlanmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu

Calismada Bat1 Karadeniz Bolgesine ait Bolu, Bartin, Kastamonu, Karabiik /
Yenice ve Zonguldak illerinden temin edilen yogurt numuneleri laboratuvara
getirildikten sonra, aseptik kosullarda 10’ar gram alinmis ve 90 mL MRD
(Maximum Recovery Diluent) diliisyon sivisinda homojenize edilmistir. Daha sonra
10® desimal diliisyona kadar seyreltme yapilmustir. Her bir diliisyondan 2 paralelli
olacak sekilde 0,1 mL alinarak MRS Agar ve M17 Agara yayma kiiltiir yontemi ile
ekim yapilmigtir. MRS Agar olan Petriler 37°C’de, M17 Agar olan Petriler ise 42°C
sicaklikta 2-3 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda Petrilerde olusan farkli
tipteki koloniler seg¢ilmis ve izole edildigi besiyerinin ayni olan sivi besiyerlerini
iceren tiiplere inokiile edilmistir. Inkiibasyon sonucu gelisen kiiltiirler 6ze yardimu ile
agara siirme ekim yontemi ile inokiile edilmis ve tek koloni diisiiriiliinceye kadar bu

islem tekrarlanarak saf kiiltiirler elde edilmistir.
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3.2.2 izole Edilen Laktik Asit Bakterilerinden Stok Kiiltiir Hazirlama

Saflastirmalar1 yapilan izolatlarin tanis1 yapildiktan sonra izolata uygun sivi
besiyerinde gelistirilmis 18 saatlik aktif kiiltiirlerden alinarak %20 oraninda steril
gliserol ile karigtirildiktan sonra -18°C’de stoga alinarak muhafaza edilmistir

(Randazzo vd., 2004).

3.2.3 lzolatlarm Morfolojik, Fenotipik ve Biyokimyasal Ozelliklerinin

Belirlenmesi

3.2.3.1 Gram Boyama

Izole edilen Kkiiltiirlerin Gram boyamalariin yapilmas: amaciyla kati
besiyerinde bulunan aktif kiiltiirlerden steril bir 6ze ile bir koloni alinmis ve bir lam
lizerine 1 damla su ile yayilmistir. Lam kurumaya birakilmistir. Kuruyan lam bek
alevinden 2-3 kez gegirilerek fiksasyon yapilmistir. Daha sonraki asamalar su sekilde

ilerlemistir:
1. Preparata kristal viyolet damlatilarak 1-2 dakika beklenir.
2. Preparat su ile yikanir.
3. Liigol-iyot ¢cozeltisi damlatilir.
4. Preparat yikanir.
5. %95°1ik etil alkol ile muamele edilir ve 10-15 sn. beklenir.
6. Preparat yikanir.
7. Safranin damlatilir ve 45-60 sn. beklenir.
8. Preparat yikanir.
9. Preparat kurutulur.

Kuruyan preparatin {izerine immersiyon yagi damlatilmistir. Koloniler

immersiyon objektifinde (x100’liikk objektif) incelenmistir. Boylelikle suslarin Gram
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reaksiyonlart ve koloni morfolojisi incelenmistir. Mavi-mor renkteki koloniler Gram
pozitif, pembe renkli koloniler ise Gram negatif olarak degerlendirilmistir (Temiz
1996, Tamer vd., 1989).

3.2.3.2 Katalaz Testi

Katalaz enzimi, elektron transfer zincirinin sonunda agiga ¢ikan hidrojen
peroksiti (H202) pargalayip, Su ve oksijen gazina donistirir. Gaz olusumu,
kabarciklar seklinde gozlemlenir ve boylelikle katalaz enziminin varligr goriilmiis

olur.

Katalaz testinin yapilabilmesi i¢in kati besiyerinde gelismis laktik asit
bakterilerinin kolonilerinden biri steril 6ze ile alinmis ve bir lam tizerine yayilmistir.
Yayilan koloni Tlzerine %3’lik H>O damlatilmis ve kabarcik olusumu
gbzlemlenmistir. Reaksiyon sonucu kabarcik olusumu var ise katalaz (+) yok ise

katalaz (-) olarak degerlendirilmistir (Temiz, 1996).

3.2.3.3 Glukozdan Gaz Olusumu Testi

Analiz icin MRS broth ve M17 broth besiyerlerine %2 olacak sekilde glukoz
ilave edilmistir. Hazirlanan besiyerleri 10’ar mL tliplere dagitilmistir. Tiiplerin
igerisine kabarcik olmamasina dikkat edilerek Durham tiipleri atilmistir. Besiyerleri
otoklavlandiktan sonra kiiltlirler %1 oraninda inokiile edilmistir ve 3-5 giin boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda Durham tiipleri igerisinde gaz
kabarciklar1 varsa pozitif (+) yoksa negatif (-) olarak degerlendirilmistir (Randazzo
vd., 2004).

3.2.3.4 Farkh Sicakhiklarda Gelisme Testi

Izolatlarin farkli sicakliklarda gelisimini belirlemek amaciyla 5’er mL MRS
broth ve M17 broth siv1 besiyeri igeren tiiplere %1 oraninda inokiilasyon yapilmstir.

Her bir bakteri 10°, 15° ve 45°C sicakliginda 5-7 giin inkiibasyona birakilmistir.
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Inkiibasyon sonucunda gelisme gosteren suslar pozitif (+) gostermeyen suslar ise

negatif (-) olarak degerlendirilmistir (Ongiin, 2015).

3.2.3.5 Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisme Testi

Bakterilerinin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelismesini tespit etmek
amaciyla %2, %4 ve %6,5 NaCl iceren MRS broth ve M17 broth sivi besiyerleri
hazirlanmistir. Bu besiyerleri 5’er mL olacak sekilde tiiplere ayristirilmis ve sterilize
edildikten sonra %]l oraninda inokiilasyon yapilmistir, 5-7 giin inkiibasyona
birakilmstir. Inkiibasyon sonucunda bulanik tiipler pozitif (+) bulaniklik goriilmeyen

tiipler ise negatif (-) olarak degerlendirilmistir (Ongiin, 2015).

3.2.3.6 Farkh pH’ larda Gelisme Testi

Izole edilen suslarin asidik ve bazik ortamda gelisebilmelerinin dlgiilmesi i¢in
pH 3,5 ve pH 9 olan MRS broth ve M 17 broth besiyerleri hazirlanmistir. Bazik ortam
icin 1M NaOH kullanilarak pH 9 ve asidik ortam i¢in fosforik asit kullanilarak pH
3,5 olan sivi besiyerleri hazirlanmistir. Hazirlanan besiyerleri 5’er mL tiiplere
aynistirtlmig ve sterilize edilmistir. Steril besiyerlerine %1 oraninda inokiilasyon
yapilmis ve 5-7 giin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu bulaniklik
goriilen tlipler pozitif (+) bulaniklik goriilmeyenler ise negatif (-) olarak

degerlendirilmistir (Ongiin, 2015).

3.2.4 izolatlarin Molekiiler Tanisi

Izolatlarin kesin tamlarinn yapilabilmesi igin MALDI-TOF MS Biotyper
sistemi kullanilmigtir. Bu amagla izole edilen suslar MRS ve MI17 Agarda
gelistirilmis ve 18-24 saatlik aktif kolonilerin bulundugu petriler analizlerinin
yapilabilmesi igin Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi, Bilimsel Endiistriyel ve

Teknolojik Uygulama ve Arastirma Merkezi (BETUM)’ ne gonderilmistir.
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3.2.5 Izolatlarin Antibiyotik Direnclilikleri

Izole edilen laktik asit bakterilerinin antibiyotik duyarhiliklarnin 6lgiimii

amaciyla disk diflizyon yontemi kullanilmistir.

Mikroorganizmalarin antiboyitk duyarliliklarin 6l¢timii i¢in steril ekiivyonlar,
sivi besiyerinde gelistirilmis olan 18-24 saatlik aktif kiiltiirlere aseptik kosullarda
daldirilmis ve ardindan MRS ve M17 Agar yiizeyine tiim yiizeyi kapayacak sekilde
yayilmistir. Daha sonra antibiyotik diskleri (Kullanilan antibiyotikler boliim 3.1.3’te
verilmistir.) disk dagitic1 (Liofilchem, italya) ile bir Petriye 6 tane disk gelecek
sekilde yerlestirilmistir ve Petriler diiz bir sekilde inkiibatére konularak uygun
sicakliklarda inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucu disklerin etrafinda

olusan zonlar 6l¢iilmiistiir (Monica, 2002).

3.2.6 izolatlarin Baz Starter Kiiltiir Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.6.1 Yiizde Asitlik Ol¢iimii ve Asidifikasyon

Izole edilen laktik asit bakterilerinin % asit iiretim miktarlarmi bulmak
amactyla 18 saatlik aktif kiiltiirlerden 0,1 mL alinarak 10 mL yagsiz siit tozu (skim
milk) besiyerine ilave edilmis ve 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyona
birakilan 6rneklerden steril bir sekilde 6. ve 24. saat sonunda 2 mL alinarak 1-2
damla fenol fitalein damlatilmis ve 0,1 N NaOH ile titre edilmistir. Titrasyonda
harcanan NaOH miktarina gore tiretilen asitlik bulunmus ve % laktik asit miktar
olarak hesaplanmistir (Kirmaci, 2010). Hesaplama kullanilan formiil asagida

verilmistir.
(3.1) Laktik Asit (%) = (VNaOH x NNaOH x FNaOH x 90x10 — 3x100)/m

V: Harcanan NaOH miktar1 (mL)
m: Siit miktar1 (mL)

F: 0.1 N NaOH ¢ozeltisinin faktorii
N: NaOH normalitesi
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Asidifikasyon
Izolatlarin asidifikasyon kapasitesi pH degerinin zaman igindeki degisiminin
Ol¢timii ile belirlenmistir. Bu amagcla 18 saatlik aktif kiiltiirlerden 10 mL skim milk
besiyerine 0,1 mL ilave edilerek inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyona birakilan
kiiltiirlerden 6. ve 24. saat sonunda 2’ser mL 6rnek alinarak pH metre ile pH’lar

dl¢iilmiistiir ve sonuglar ApH olarak verilmistir (Ertiirkmen ve Oner, 2015).

3.2.6.2 Proteinaz Testi

Proteinaz testi i¢in 1 g yagsiz siit tozu ve 1,5 g agaroz 100 mL distile su
igerisinde ¢Oziindiiriilmiis ve mikrodalgada kaynatilarak besiyeri hazirlanmistir.
Hazirlanan besiyeri Petrilere dokiilmiis ve herbir Petriye 6 6rnek konulacak sekilde
Petriler ¢izilmistir. Ekim amaciyla her 6rnekten 10 pL. damlatilmis ve kurumasi
beklendikten sonra Petriler 37°C’de 5 saat inkiibasyona birakilmis ardindan

Petrilerde olusan zon caplari 6l¢iilmiistiir (Fox, 1989).

3.2.6.3 Antimikrobiyal Aktivite Testi

Izolatlarin antimikrobiyal aktivite testleri agar yiizeyine nokta ekim ydntemi
ile yapilmistir. Bu amagla 6nce MRS agar yiizeyine aktif kiiltiirlerden yaklagik 1-2
pL olacak sekilde izolatlar damlatilmis ve 24 saat inkiibatorde gelismeleri
saglanmigtir. Antimikrobiyal aktivite testi i¢in kullanilacak patojenler (E. coli
0157:H7, Salmonella Typhimurium, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
ve Bacillus cereus) ise TSB besiyerinde gelistirilmistir. Izolatlarin gelismelerinin
ardindan 5 mL yumusak agarli TSB besiyerlerine 100 pL aktif patojenlerden ilave
edilerek karistirllmis ve gelismis olan izolatlarin iizerine Petri ylizeyini kaplayacak
sekilde dokiilmiistiir. Daha sonra Petriler patojenlerin gelismesine uygun olan 37°C
ye birakilmis ve gelismeleri saglanmistir. Ardindan olusan zonlarin ¢aplari

Ol¢iilmiistiir (Fleming vd., 1975).
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3.2.6.4 Diasetil Olusumu Testi

Izolatlarin sitrati metabolize ederek diasetil olusturup olusturmadiklarini
incelemek amaciyla 18-24 saatlik aktif kiiltiirler 5’er mL steril skim milk besiyeri
iceren tiiplere inokiile edilmis ve 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonucu tiiplerden 1’er mL alinarak iizerlerine 0,5 mL o-Naftol (% 1w/v)
cozeltisi ve KOH (%16 w/v) eklenmis ve 30°C’de 1 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonucu kirmizi renkte halka olusumu diasetil iiretiminin oldugunu

gostermistir (Franciosi vd, 2009).
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada Bati Karadeniz’in 5 farkli ilinden geleneksel olarak iiretilmis
inek ve manda yogurdu numuneleri toplanmis ve aseptik kosullarda numunelerden
laktik asit bakterileri izole edilmistir. Numunelerin toplandigi iller ve yogurt

yapiminda kullanilan siitlerin tiirti Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Yogurt numunelerinin toplandig iller ve izolat sayisi

Numune Toplanan

filer Numune Cesidi Izolat Sayisi
Bartin Manda yogurdu 23
Bolu Manda yogurdu, inek yogurdu 39
Yenice/Karabiik Manda yogurdu 6
Kastamonu Manda yogurdu 3
Zonguldak Manda yogurdu 13

4.1 Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Izolasyon igin MRS ve MI17 besiyerleri kullamlmistir. Boliim 3.2.1°de
anlatildig1  sekilde suslarin izolasyonu saglanmistir. Besiyerlerinde olusan
kolonilerden farkli koloni morfolojisine ait kolonilerin se¢imine dikkat edilmistir.
Boylelikle farkli laktik asit bakterilerinin izole edilmesi hedeflenmistir. Izole edilen
suglara Gram boyama ve katalaz testleri yapilmis ve Gram pozitif, katalaz (-) sonug
veren suslarin muhtemel laktik asit bakterisi oldugu diisiiniilerek izolatlarin fenotipik
ve biyokimyasal analizleri yapilmstir. Izole edilen suslari %20 gliserol igeren MRS

broth ortaminda stok kiiltiirleri hazirlanmis ve -18 °C’de muhafaza edilmistir.

4.2 Morfolojik, Fenotipik ve Biyokimyasal Tani Sonuclari

Petrilerden secilen olasi laktik asit bakterilerinin saflagtirilmasindan sonra
izolatlarin Boliim 3’te anlatildigi gibi Gram boyama, katalaz reaksiyonularina

bakilmistir. Mavi-mor renkteki koloniler Gram pozitif ve pembe renkli koloniler ise
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Gram negatif olarak degerlendirilmistir. Katalaz testinde ise koloniler iizerine H20>
damlatilmis ve kabarcik olusturan koloniler katalaz (+) olarak degerlendirilmistir.

Suslardan Gram pozitif ve katalaz (-) suslar se¢ilmis ve diger suslar elenmistir.

Secilen suslarin fenotipik tanisinin  yapilabilmesi amagh farkli tuz
konsantrasyonlarinda gelisme, farkli sicakliklarda gelisme ve farkli pH’larda gelisme
testleri ile glukozdan gaz olusturma testleri uygulanmistir. izolatlarm kodlar1 ve

fenotipik tan1 sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Secilen suslarin izole edildigi yerler, kodlar1 ve fenotipik

karakterizasyonu
: Farkh
iolat Srnek Tl:)jal\ll)lrcelnc Faék:.l Slcal:l(ljkta pHrlarda  Glukozdan
G- clisme (°C) Gelisme Gaz

Kodu Toplanan il
4 65 10 15 45 35 9,0 Olusumu

Al Bolu @ 660 6 666 6" )
A2 Bolu 660 60 60 6H 6" )
P1 Bolu @ 660 60 60 6H 6" )
P2 Bolu H H H HH oz 6" )
P3 Bolu B 660 60 60 #H z @ )

P3-2 Bolu B 60 60 60 60 6 60 ()
P3-3 Bolu B H 6 60 60 6O z ()

P4 Bolu " H H 60 ®H oz (W ©)
C1 Bolu 660 60 60 6H 6" )
C2 Bolu @ 6600 6 6 6 2 ® )
C3 Bolu @ 6060 60 60 6H z9® )
C4 Bolu 66060 60 6H z o )
D1 Bolu @ 660 6 6 6H 606 )
D2 Bolu @ 660 6 6066 6" )
D3 Bolu 660 60 60 6H 6" )
D4 Bolu 660 60 60 6H 6" )
D5 Bolu @ 660 6 6066 6" )
E2 Bolu @ 6060 60 z H z & )
E2-2 Bolu 660 60 60 6H 6" )
E3 Bolu 660 6 6066 6" )
E4 Bolu 66060 60 66H 6" )
E5 Bolu 6060 60 z H 60> )
F3 Bolu 66060 60 6H 6" )
F5 Bolu 660 60 60 6H 6" )
F6 Bolu 6060 60 60 6H " )
B4 Bolu 6060 60 60 6H 6" )
B6 Bolu 660 60 60 6H 6" )
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Cizelge 4.2 (devam)

B7

B8

B9
B9-2
B10-2
B10-3
B11-2
B12
B14
B15-2

Y1

Y1-2

Y2

Y3-2

Y5

Y15

Z1
Z3-3
Z4
Z4-3
Z5
Z5-2
Z5-3
Z5-4
Z6
Z6-2
Z6-3
Z6-4
Z7
Z8
Z8-2
Brl
Bri-2
Br6
Br7-2
Bril
Bri2
Br12-2
Br15

Bolu
Bolu
Bolu
Bolu
Bolu
Bolu
Bolu
Bolu
Bolu
Bolu
Yenice/
Karabiik
Yenice/
Karabiik
Yenice/
Karabiik
Yenice/

Karabuk
Yenice/

Karabiik
Yenice/
Karabiik
Zonguldak
Zonguldak
Zonguldak
Zonguldak
Zonguldak
Zonguldak
Zonguldak
Zonguldak
Zonguldak
Zonguldak
Zonguldak
Zonguldak
Zonguldak
Zonguldak
Zonguldak
Bartin
Bartin
Bartin
Bartin
Bartin
Bartin
Bartin
Bartin

(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
()

(+)
(+)
(+)
(+)
()

(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
*+)
*+)
(+)
(+)
*+)
(+)
(+)
*+)
(+)
(+)
(+)
(+)
(+)
+)
+)
(+)
)
)

()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()

()
()
()
)
*)

™)
()
()
*)
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()

()
()
()
()
()
()
()
()
()
()
()

()
()
()
()
()

(+)
()
()
(+)
()
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()
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()
()
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()
()
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()
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()
()
()
()
()
()
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()
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()
()

()
()
()
()
()

()
()
()
()
()
()
()
()
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()
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)
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Cizelge 4.2 (devam)

Brl7 Barttm () () (O O O *H 6 &) ()
Bri7-2 Bartn (*) () (O () (O *) O 0O ()
Bri7-3 Bartm (¥) () (O (O O *) (O ®) ()
Brig-2 Bartm (*) () (O (O O *) (O ®) ()
Br22 Bartm (*) () (O O O *H 6 &) ()
Br222 Bartm (*) () (O (O O *) (O ®) ()
Br223 Bartm (*) () (O (O O *) (O ®) ()
Br23 Bartm (+) () (O (O O *H 6 &) ()
Br23-2 Bartm  (*) () (O (O O *) (O ®) ()
Br25 Barttm () () (O O O *H 6 &) ()
Br25-2 Bartm  (*) () (O (O O *) (O ®) ()
Br25-3 Bartm  (*) () (O (O (O *) (O ®) ()
Br26 Barttm () () (O O (O *H 6 &) ()
Br29 Barttm () () (0 O O ®*H 6 &) ()
Br29-2 Bartm (*) () (O (0 (O *) (O ®) ()
Ks7 Kastamonu () (9 () (O (O ) (O ©) ()
Ks9 Kastamonu () () (O (O (O ) (O ©) ()
Ks9-2 Kastamonu (+) () () (O O * O &) ()

(+): Gelisme var, (-): Gelisme yok, z: Zay1f gelisme

Cizelgeden anlasildig1 gibi izolatlardan yalnizca 2 tanesi (Y15, Z1) glukozdan
gaz iiretmistir. Yani muhtemel laktik asit bakterisi olan bu suslarin heterofermantatif

oldugu, ¢ogunlugun ise homofermantatif karakterde oldugu anlasilmaktadir.

Izolatlarin farkli sicakliklarda gelismelerine bakildiginda Z4-3 izolat1 harig
tim suslar 45°C’de gelisme gostermis, P2, P4, E2, E5, Y15, Z1 kodlu izolatlar
15°C’de gelisme gostermis buna karsin yalnizca P2 izolati 10°C’de gelisebilmistir.
Genel olarak izolatlarin 45°C’de iyi gelistigi ancak 10-15°C gibi diistik sicakliklarda

gelisimin zay1f oldugu belirlenmistir.

Izolatlarin farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisimlerine bakildiginda %2
NaCl icerikli besiyerinde tiim izolatlarin gelisebildigi, %4 NaCl icerikli besiyerinde 7
izolatin geligebildigi (P2, P3-3, P4, Y15, 71, Z4-3, Brl7-2), %6,5 NaCl igerikli
besiyerinde ise 5 izolatin (P2, P4, Y15, Z1, Z4-3) gelisebildigi tespit edilmistir.
Genel degerlendirme yapildiginda artan tuz konsantrasyonu suslarin yasam sansini
siirlandirmakta ve suslarin yalnizca yaklasik %81, %4 NaCl igerikli ortamda ve

yine suglarin yaklasik %6°s1 %6,5 NaCl igerikli ortamda gelisebilmistir.
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Izolatlarin farkli pH degerlerinde gelismelerine bakildiginda 4 izolat (Br17-2,
Y1, P1, Z3-3) hari¢ tiim izolatlarin pH 9’da gelisme gosterdigi, buna karsin pH
3,5’da ise yanlizca 6 izolatin (P3, P3-3, C2, C3, C4, E2) zayif gelisme gosterdigi,

geri kalan izolatlarin ise gelisme gostermedikleri belirlenmistir.

Yoriik ve Giiner (2011) yaptiklar1 galismada 10-45°C’de ve %6,5 NaCl iceren
besiyerinde gelisen suslarin genel olarak enterokok tiirlerine ait olduklarini
belirtmislerdir. Benzer olarak bu c¢alismada izole ettigimiz 84 izolattan dordii

enterokok olarak tanimlanmustir.

Hebert vd. (2000), peynirlerden izole ettikleri muhtemel laktobasillus
suslariin higbirinin glukozdan gaz {retmedigini, izolatlarin 37°C ve 45°C’de
gelistigini ancak higbir izolatin 15°C’de gelismedigini bildirmistir. Caligmamiza

benzer sekilde elde edilen izolatlarin termofil karakterde oldugu goriilmektedir.

Yiice (2017), farkl illerden toplanmis olan peynir ve yogurt drneklerinden
izole ettigi 101 adet laktik asit bakterisinin tamaminin 15, 30 ve 45°C’de iyi
gelistigini ancak Lc. lactis PLc23B, E. faecalis PLj43C, Lb. bulgaricus YLr12A ve
Lactobacillus subsp. YLj63’iin hi¢ gelismedigini rapor etmistir. Yine ayni ¢alismada
izolatlardan 47 bakterinin %6 NaCl kontsantrasyonunda iyi gelistigi, 53 bakterinin
zay1f gelistigi, ancak Lb. bulgaricus YLa27C’nin ise hi¢ gelisme goéstermedigi

belirlenmistir.

Yine calismamiza paralel olarak Hindistan’da ‘dahi’ olarak adlandirilan bir
slit iiriinii tizerine ¢alisilmis ve izole edilen Lactobacillus cinsine ait izolatlarin %4
NaCl igeren ortamda gelisebildikleri ve en iyi pH 5,5-6,5 arasinda gelisme
gosterdiklerini belirtilmistir (Chakraborty ve Bhowal, 2015).

Aym sekilde Isleroglu vd., (2008) yéresel peynirlerden izole ettikleri laktik
asit bakterilerinin %3,0-6,5 NaCl konsantrasyonuna, pH 4,5-9,6 ve 10-45°C’de
gelisebildigini tespit etmistir. Farkli olarak Tabak (2018), geleneksel yolla iiretilmis
yogurtlardan izole ettigi Streptococcus ssp. izolatlarinin yalnizca 2’sinin (27 ve MS5-

1) %6,5 NaCl+M17 broth varliginda gelisemedigini rapor etmistir.
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4.3 MALDI TOF MS Biotyper Tam Sonuclari

MRS Agar ve M17 Agar kullanilarak izole edilen muhtemel laktik asit
bakteri suslarinin Oncelikli olarak Gram reaksiyonlari ve katalaz reaksiyonlarina
bakilmistir. Gram pozitif ve katalaz (-) olan suslar muhtemel laktik asit bakterisi
olarak degerlendirilmis; suslarin farkli sicaklik, tuz konsantrasyonu ve farkli pH
degerlerinde gelisme ve glukozdan gaz olusumu test edilerek suslarin fenotipik ve

biyokimyasal degerlendirilmesi yapilmustir.

Biiyiikyoriikk ve Soyutemiz (2010), Izmir Tulum peynirinden Lactococcus
lactis suslarinin izolasyonunu saglamis ardindan fenotipik ve biyokimyasal testler
sonucu izolatlarlardan 36 tanesinin laktokok o6zelligi gosterdigini belirtmistir. Daha
sonra ¢aligmada izole edilmis olan 90 izolatin tiimii PCR teknigi ile analizi yapilmus,
sonug olarak 18 izolatin laktis primeriyle 11 izolatin da kremoris primeri ile pozitif
bant verdigi yani baslangicta fenotipik testler sonucu laktokok 6zelligi gosteren 17
izolatin fenotipik ve biyokimyasal analizlerle yanlis sonu¢ verdigi ortaya
konulmustur. Bu ¢alismadan da anlasildig: gibi izolatlarin tanimlanmasinda fenotipik

ve biyokimyasal testler yetersiz kalmakta veya yanlis sonug verebilmektedir.

Fransa’da yapilmis bir ¢alismada yerel marketlerden yogurt ve probiyotik
ornekleri alinarak laktik asit bakterilerinin izolasyonu ve tanist yapilmistir. Bu
calisgmada mikroorganizma tanisinda MALDI-TOF MS ve PCR teknikleri
kullanilmistir. Yogurtlardan izole edilmis olan Lb. delbrueckii ve S. thermophilus

izolatlarinin tani sonuglari birbiriyle uyumlu ¢ikmistir (Angelakis vd., 2011).

Calismamizda fenotipik ve biyokimyasal karakterizasyonu saglanan suslarin
kesin tanisinin yapilabilmesi amaciyla MALDI TOF MS Biotyper sistemi
kullanilmistir. Izolatlarn tamist Bolu Abant izzet Baysal Universitesi, Bilimsel
Endiistriyel ve Teknolojik Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde bulunan MALDI
TOF MS Biotyper sistemi yazilimi kullanilarak, veritabaninda bulunan
mikroorganizma tiirleri ile karsilastirilarak gerceklestirilmistir. Izolatlarm tani

sonuclar1 Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. izolatlarm MALDI TOF MS Biotyper tan1 sonuglari

IKzg:ja: Tam Sonucu IKZZ:;J Tam Sonucu
Al Lactobacillus helveticus = Y15 Lactobacillus fermentum
A2 Lactobacillus helveticus @ Z1 Lactobacillus fermentum
P1 Lactobacillus delbrueckii = Z3-3 Lactobacillus delbrueckii
P2 Lactobacillus plantarum  Z4 Lactobacillus delbrueckii
P3 Lactobacillus delbrueckii ~ Z4-3 Lactobacillus delbrueckii
P3-2 Lactobacillus delbrueckii = Z5 Lactobacillus delbrueckii
P3-3 Lactobacillus delbrueckii =~ Z5-2 Lactobacillus delbrueckii
P4 Lactobacillus plantarum = Z5-3 Lactobacillus delbrueckii
C1 Lactobacillus delbrueckii =~ Z5-4 Lactobacillus delbrueckii
C2 Lactobacillus delbrueckii = 26 Lactobacillus delbrueckii
C3 Lactobacillus delbrueckii =~ Z6-2 Lactobacillus delbrueckii
C4 Lactobacillus delbrueckii =~ Z6-3 Lactobacillus delbrueckii
D1 Lactobacillus delbrueckii = Z6-4 Lactobacillus delbrueckii
D2 Lactobacillus delbrueckii = Z7 Lactobacillus delbrueckii
D3 Lactobacillus delbrueckii = Z8 Lactobacillus delbrueckii
D4 Lactobacillus delbrueckii  Z8-2 Lactobacillus delbrueckii
D5 Lactobacillus delbrueckii = Brl Lactobacillus delbrueckii
E2 Lactobacillus delbrueckii  Bri-2 Lactobacillus delbrueckii
E2-2 Lactobacillus delbrueckii  Br6 Lactobacillus delbrueckii
E3 Lactobacillus delbrueckii  Br7-2 Lactobacillus delbrueckii
E4 Lactobacillus delbrueckii = Bril Lactobacillus delbrueckii
E5 Lactobacillus delbrueckii = Bri2 Lactobacillus delbrueckii
F3 Lactobacillus delbrueckii  Brl12-2 = Lactobacillus delbrueckii
F5 Lactobacillus delbrueckii  Br15 Lactobacillus delbrueckii
F6 Lactobacillus delbrueckii  Br17 Lactobacillus delbrueckii
B4 Lactobacillus delbrueckii  Brl7-2 = Lactobacillus delbrueckii
B6 Lactobacillus delbrueckii  Brl17-3 = Lactobacillus delbrueckii
B7 Lactobacillus delbrueckii = Br18-2 = Lactobacillus delbrueckii
B8 Lactobacillus delbrueckii = Br22 Lactobacillus delbrueckii
B9 Lactobacillus delbrueckii  Br22-2 = Lactobacillus delbrueckii
B9-2 Lactobacillus delbrueckii = Br22-3 = Lactobacillus delbrueckii
B10-2 Enterococcus faecalis Br23 Lactobacillus delbrueckii
B10-3 Lactobacillus delbrueckii  Br23-2 = Lactobacillus delbrueckii
B11-2 Lactobacillus delbrueckii = Br25 Lactobacillus delbrueckii
B12 Lactobacillus delbrueckii = Br25-2 = Lactobacillus delbrueckii
B14 Lactobacillus delbrueckii = Br25-3 = Lactobacillus delbrueckii
B15-2 Lactobacillus fermentum  Br26 Lactobacillus delbrueckii
Y1 Lactobacillus delbrueckii = Br29 Lactobacillus delbrueckii
Y1-2 Lactobacillus delbrueckii = Br29-2 = Lactobacillus delbrueckii
Y2 Lactobacillus delbrueckii = Ks7 Lactobacillus delbrueckii
Y3-2 Lactobacillus delbrueckii = Ks9 Lactobacillus delbrueckii
Y5 Lactobacillus delbrueckii = Ks9-2 Lactobacillus delbrueckii
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MALDI TOF MS Biotyper tan1 sonuglarina gore izole edilen 84 izolattan 2
tanesi Lb. helveticus, 2 tanesi Lb. plantarum, 3 tanesi Lb. fermentum, 1 tanesi E.
faecalis ve 76 tanesi Lb. delbrueckii olarak tanimlanmistir. Sonuglara bakildiginda
izolatlarin %90’min Lb. delbrueckii, %4’tinin Lb. fermentum, %2,5’inin Lb.
helveticus, %2,5’inin Lb. plantarum ve %1°’inin de E. faecalis oldugu belirlenmistir.
Izolatlarin dagilimlar1 Sekil 4.1 ve Sekil 4.2°de, Lb. delbrueckii Z4-3, Lb. fermentum
Z1 izolatlarina ait MALDI TOF MS Biotyper tani sonuglar1 ise Sekil 4.3 ve Sekil

4.4’te verilmistir.

Izolatlarin Dagilim1

80
60
40
20
0 — — — -
Lactobacillus  Lactobacillus  Lactobacillus  Lactobacillus  Enterococcus
delbrueckii fermentum helveticus plantarum faecalis
Sekil 4.1. Tiim izolatlarin dagilimlari.
izolatlarin Illere Gore Dagilimi
40
30
20
10 I I
0 — m m_ —
Bartin Bolu Kastamonu  Yenice/Karabiik ~ Zonguldak
m L actobacillus delbrueckii m Lactobacillus fermentum
Lactobacillus plantarum m Lactobacillus helveticus

m Enterococcus faecalis

Sekil 4.2. izolatlarin illere gore dagilimu.
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Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus DSM 20081T DSM

miz (10*3)

Sekil 4.3. Lb. delbrueckii Z4-3’tin MALDI TOF MS Biotyper sonucu.

Lactobacillus fermentum DSM 20381 DSM
T T T

05 + -

rel.int
=]
=]
L
—
—

05 1 ]

\ : :
t t t t t t t t t
0 2 4 5] 2] 10 12 14 16

miz {103}

Sekil 4.4. Lb. fermentum Z1’in MALDI TOF MS Biotyper sonucu.

Erkus (2007), Anadolu’daki dogal yogurt drneklerinden yogurt kiiltiirlerinin
izolasyonunu yapmis ve toplam 66 kok ve 71 basil izolati elde etmistir.
Biyokimyasal tanimlama sonuglarina gore tiim basil izolatlart Lb. delbrueckii ssp.
bulgaricus olarak bulunmusken, kok izolatlarin sadece 7 tanesi tam olarak S.
thermophilus olarak tanimlamistir ve tamimlamalari molekiiler yontemlerle

desteklemistir.

Boliikbast  (2007) calismasinda, Trakya’da farkli koylerden alinmis
yogurtlardan laktik asit bakterilerini izole etmis ve API 50 CHL biyokimyasal tani
sonuglarina gore izolatlarin 7 adedini S. thermophilus, 3 adedini Lactococcus lactis
ssp. lactis, 1 adedini E. faecium, 1 adedini E. durans, 12 adedini ise Lactobacillus

delbrueckii subsp. bulgaricus susu olarak tanimlamastir.
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Ozteber (2013), fermente siit iriinlerindeki laktik asit bakterilerinin
izolasyonunu ve antibiyotik direncliliklerini belirledigi ¢alismasinda yogurt
orneklerinden 16S rRNA analizi ile yalnizca Lactobacillus cinsine ait tiirler izole
edilebilmistir. Calismamizin sonuglarina bakildiginda izolatlarin yaklasik %901 Lb.
delbrueckii oldugu ve Ozteber (2013) ile Béliikbasi (2007)’nin calismalarina
paralellik gosterdigi goriilmektedir. Buna karsin Aslim ve Yavuz (2001) yaptiklari
caligmada Tirkiye’nin farki yorelerine ait yogurt 6rnekleri toplamis ve 6rneklerden
34 S. thermophilus susu izole etmistir. Yine benzer sekilde Gezging (2010),
Tiirkiye’nin farkli yorelerinden topladigi geleneksel yontemlerle yapilmis yogurt

orneklerinden 115 adet S. thermophilus ve 35 adet Lb. bulgaricus tiirii izole etmistir.

Tavsanli (2015), gelencksel yontemlerle {iretilen yogurtlardan ve bitki,
yagmur suyu ve ¢iy damlalarindan iiretmis olduklari yogurt o6rneklerinden laktik asit
bakterilerinin izolasyonunu gergeklestirmistir. Arastirma sonucuna gore geleneksel
yollarla tiretilmis yogurtlardan MALDI-TOF yontemi ile 27 adet Lb. delbrueckii ve
42 adet S. thermophilus susu tanimlanmistir. Bu suslarin disinda ayrica 19 adet Lb.
fermentum, 5 adet Pediococcus acidilactici, 3 adet Lb. plantarum, 3 E. faecium, 1
adet Lb. casei, 1 adet Lb. acidophylus susu tanimlanmistir. Calismada elde edilen
farkli tiirdeki Lactobacillus izolatlar1 ve Enterococcus varligi ¢alismamiza benzerlik

gostermektedir.

Tabak (2018), geleneksel yontemlerle iiretilen 39 yogurt 6rneginden 283 adet
S. thermophilus, 101 adet Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus stipheli
kolonisi elde etmistir ve daha sonra incelenmek iizere tekrar besiyerlerinde aktive
edilen izolatlardan 153’i S. thermophilus ve 28°i ise Lb. bulgaricus siipheli izolati
tespit edilmistir. MALDI-TOF MS ile yapilan analizlere gore izolatlarin 53 tanesi S.
thermophilus, 23 tanesi Lb. bulgaricus olarak tanimlanmistir. Gergek-zamanli PZR
ile yapilan analiz sonuglarna gore ise 49 tane S. thermophilus, 22 tane Lb.

bulgaricus susu tanimlanmustir.

4.4  Antibiyotik Duyarhhk

Bu ¢alisma kapsaminda izolatlarin antibiyotik disklerine karsi olusturduklar

zon caplar1 ve antibiyotik duyarliliklarin saptanmasinda CLSI standartlar1 (Clinical
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and Laboratory Standarts Institute) esas alinmistir (EK A). Buna gore suslarin
antibiyotiklere karsi olusturdugu zon ¢aplart Cizelge 4.4.’te, direnglilik veya

duyarlilik durumlari ise Cizelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.4. Izolatlarin antibiyotiklere kars1 olusturdugu zon caplar

o

izolat Ady L B Y § S o

S S < o= T, = a) S

w z o ~ 9} @ <

Lb. helveticus Al 3 (B ) 28 24 24 3
Lb. helveticus A2 32 (B 0O ) 26 26 2 4
Lb. delbrueckii P1 34 14 () 8 22 16 28 3
Lb. plantarum P2 32 (B () - 8 14 2 26
Lb. delbrueckii P3 34 16 () 1 2 16 28 26
Lb. delbrueckii P3-2 34 14 () 8 22 2 3 3
Lb. delbrueckii P3-3 34 1 ) ) 22 16 22 26
Lb. plantarum P4 24 () () “) 22 16 18 24
Lb. delbrueckii C1 4 () ) 38 3 16 32
Lb. delbrueckii C2 46 () () ) 38 4 3 46
Lb. delbrueckii C3 46 3 ) ) 44 38 42 >
Lb. delbrueckii C4 48 (1) () ) 34 36 4 >
Lb. delbrueckii D1 42 () () ) 4 36 29 42
Lb. delbrueckii D2 4 () () ) 38 32 36 36
Lb. delbrueckii D3 4 (5 () ) 32 26 34 48
Lb. delbrueckii D4 38 2 ) ) 3 ) 3 32
Lb. delbrueckii D5 23 14 () ) 4 44 36 16
Lb. delbrueckii E2 38 2 ) ) 26 26 32 )
Lb. delbrueckii E2-2 3 12 (9 1 22 28 2 )
Lb. delbrueckii E3 38 16 () 12 26 2 26 28
Lb. delbrueckii E4 4 () () 14 3 22 > >
Lb. delbrueckii E5 4 () () 16 24 24 2 26
Lb. delbrueckii F3 ONEOEENC) 1 26 24 34 4
Lb. delbrueckii F5 4 () () ) 36 26 15 1
Lb. delbrueckii F6 4 24 (9 ) 46 2 38 42
Lb. delbrueckii B4 40 26 (9 ) 28 22 38 36
Lb. delbrueckii B6 42 () () ) 34 3 34 42
Lb. delbrueckii B7 4 26 (9 ) 3 24 36 44
Lb. delbrueckii B8 46 42 (5 ) 42 38 3 44
Lb. delbrueckii B9 32 () 0O ) 34 34 36 32
Lb. delbrueckii B9-2 4 () () ) 36 36 3 32
E. faecalis B10-2 4 ) () ) 34 38 32 42
Lb. delbrueckii B10-3 4 () () ) 38 34 26 26
Lb. delbrueckii B11-2 46 3 ) ) 32 32 38 52
Lb. delbrueckii B12 4 16 (5) ) 34 3 26 34
Lb. delbrueckii B14 46 16 (-) 8 3 3 38 36
Lb. fermentum B15-2 36 (1) () ) 22 3 34 4
Lb. delbrueckii Y1 46 () () ) 26 26 34 34
Lb. delbrueckii Y1-2 4 () () ) 4 4 28 4
Lb. delbrueckii Y2 5 (1 () ) 36 28 34 54
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Cizelge 4.4 (devam)

Lb. delbrueckii Y3-2 38
Lb. delbrueckii Y5 42
Lb. fermentum Y15 28
Lb. fermentum Z1 28
Lb. delbrueckii Z3-3 46
Lb. delbrueckii Z4 42
Lb. delbrueckii Z4-3 28
Lb. delbrueckii Z5 34
Lb. delbrueckii Z5-2 34
Lb. delbrueckii Z5-3 4
Lb. delbrueckii Z5-4 38
Lb. delbrueckii Z6 4
Lb. delbrueckii Z6-2 4
Lb. delbrueckii Z6-3 44
Lb. delbrueckii Z6-4 “)
Lb. delbrueckii Z7 42
Lb. delbrueckii Z8 4
Lb. delbrueckii Z8-2 44
Lb. delbrueckii Brl 28
Lb. delbrueckii Br1-2 28
Lb. delbrueckii Bré 34
Lb. delbrueckii Br7-2 36
Lb. delbrueckii Bril 34
Lb. delbrueckii Br12 28
Lb. delbrueckii Br12-2 28
Lb. delbrueckii Br15 3
Lb. delbrueckii Br17 3
Lb. delbrueckii Br17-2 3

Lb. delbrueckii Br17-3 36
Lb. delbrueckii Br18-2 44
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Lb. delbrueckii Br22 38
Lb. delbrueckii Br22-2 32
Lb. delbrueckii Br22-3 4
Lb. delbrueckii Br23 42
Lb. delbrueckii Br23-2 34
Lb. delbrueckii Br25 34
Lb. delbrueckii Br25-2 44
Lb. delbrueckii Br25-3 3
Lb. delbrueckii Br26 38
Lb. delbrueckii Br29 34
Lb. delbrueckii Br29-2 42
Lb. delbrueckii Ks7 32
Lb. delbrueckii Ks9 48
Lb. delbrueckii Ks9-2 4
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Lb. helveticus Al 38
Lb. helveticus A2 46
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Cizelge 4.4 (devam)

Lb. delbrueckii P1
Lb. plantarum P2
Lb. delbrueckii P3
Lb. delbrueckii P3-2
Lb. delbrueckii P3-3
Lb. plantarum P4
Lb. delbrueckii C1
Lb. delbrueckii C2
Lb. delbrueckii C3
Lb. delbrueckii C4
Lb. delbrueckii D1
Lb. delbrueckii D2
Lb. delbrueckii D3
Lb. delbrueckii D4
Lb. delbrueckii D5
Lb. delbrueckii E2
Lb. delbrueckii E2-2
Lb. delbrueckii E3
Lb. delbrueckii E4
Lb. delbrueckii E5
Lb. delbrueckii F3
Lb. delbrueckii F5
Lb. delbrueckii F6
Lb. delbrueckii B4
Lb. delbrueckii B6
Lb. delbrueckii B7
Lb. delbrueckii B8
Lb. delbrueckii B9
Lb. delbrueckii B9-2
E. faecalis B10-2
Lb. delbrueckii B10-3
Lb. delbrueckii B11-2
Lb. delbrueckii B12
Lb. delbrueckii B14
Lb. fermentum B15-2
Lb. delbrueckii Y1
Lb. delbrueckii Y1-2
Lb. delbrueckii Y2
Lb. delbrueckii Y3-2
Lb. delbrueckii Y5
Lb. fermentum Y15
Lb. fermentum Z1
Lb. delbrueckii Z3-3

()

42

22
26
32
32
34
24
24
36

42

34
32

36

32
26

26
34
16
38
44
34
32
38
36

32
16

32
38

w

42
38

15
36

34
26
26

26
16

34

34
32
34
24

22
24
26

28
28
28

48
36

36
32
26
34
28
28
28
26
32
32
24
36
34
44
34
24
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Cizelge 4.4 (devam)

Lb. delbrueckii Z4 4 1 38 3 3 ) 18 24
Lb. delbrueckii Z4-3 52 3 4 38 6 38 24 2
Lb. delbrueckii Z5 3 () 28 4 22 ) ) 2
Lb. delbrueckii Z5-2 28 () 42 38 26 ) 1 18
Lb. delbrueckii Z5-3 38 (-) 46 12 32 ) 12 24
Lb. delbrueckii Z5-4 32 () 28 28 32 ) ) 28
Lb. delbrueckii Z6 48 () 4 4 4 ) 12 26
Lb. delbrueckii Z6-2 > () 5 > 24 ) 1 32
Lb. delbrueckii Z6-3 4 (1) 34 4 3 ) 1 28
Lb. delbrueckii Z6-4 3 () 2 34 3 ) 14 22
Lb. delbrueckii Z7 28 (v) 3 42 25 ) ) )
Lb. delbrueckii Z8 38 (0 3 34 32 ) 16 24
Lb. delbrueckii Z8-2 36 () 38 42 31 ) 12 26
Lb. delbrueckii Brl 3 () 28 26 32 ) ) 22
Lb. delbrueckii Brl1-2 24 () 32 4 22 ) 8 24
Lb. delbrueckii Br6 4 () 5 4 28 ) 12 12
Lb. delbrueckii Br7-2 48 (-) 46 3 22 ) ) 22
Lb. delbrueckii Bri1l 28 () 32 22 38 ) O] 22
Lb. delbrueckii Br12 44 (- 4 36 34 ) ) 22
Lb. delbrueckii Br12-2 48 () 38 26 32 ) 1 24
Lb. delbrueckii Bri15 4 () 32 4 28 ) 16 2
Lb. delbrueckii Br17 36 () 44 42 26 ) 1 2
Lb. delbrueckii Br17-2 3 () 4 26 13 ) O] 2
Lb. delbrueckii Br17-3 3 () 52 38 26 ) 8 16
Lb. delbrueckii Br18-2 OBEORENCG) 18 42 ) 1 36
Lb. delbrueckii Br22 42 (-) 44 46 32 ) 12 28

Lb. delbrueckii Br22-2 26 () 3 32 28 () 1 26
Lb. delbrueckii Br22-3 36 () 36 36 3 () 12 24

Lb. delbrueckii Br23 26 (v) 3 34 28 ) 1 18
Lb. delbrueckii Br23-2 36 () 32 3 28 ) 12 24
Lb. delbrueckii Br25 38 () 42 38 28 ) 12 24
Lb. delbrueckii Br25-2 42 (0 4 3 18 ) 1 2
Lb. delbrueckii Br25-3 3 () 3 O] 22 ) 14 2
Lb. delbrueckii Br26 22 () 26 28 28 ) 12 16
Lb. delbrueckii Br29 3 () 34 24 24 ) 2 2
Lb. delbrueckii Br29-2 36 () 36 32 28 ) 1 24
Lb. delbrueckii Ks7 3 () 38 34 3 ) 1 2
Lb. delbrueckii Ks9 34 () 46 38 3 ) 14 24
Lb. delbrueckii Ks9-2 42 (9) 4 4 32 ) 12 2

TMS: Trimethoprim 5Spg, NA30: Nalidixic acid 30 pg, CIPS: Ciprofloxacin 5 pg, TEC30:
Teicoplanin 30 ug, S300: Streptomycin 300 pg, RDS5: Rifampicin 5 pg, AMP10: Ampicillin 10 pg,
CTX30: Cefotaxime 30 pg, OFXS5: Ofloxacin 5 pg, CD2: Clindamycin 2 pg, C30: Chloramphenicol
30 pg, TE30: Tetracycline 30pg, SXT25: Trimethoprim sulfamethoxazole 25 nug, CN10: Gentamicin
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10 pg, VAS: Vancomycin 5 pg. Sonuglar mm olarak verilmistir, (-): zon olusumu yok, >:60 mm’den
biiyiik zon

Cizelge 4.5. Izolatlarin antibiyotiklere kars1 direng sonuglari

izolat Adx

E15
TM5
NA30
CIP5
TEC30
S300
RD5
AMP10

Lb. helveticus Al
Lb. helveticus A2
Lb. delbrueckii P1
Lb. plantarum P2
Lb. delbrueckii P3
Lb. delbrueckii P3-2
Lb. delbrueckii P3-3
Lb. plantarum P4
Lb. delbrueckii C1
Lb. delbrueckii C2
Lb. delbrueckii C3
Lb. delbrueckii C4
Lb. delbrueckii D1
Lb. delbrueckii D2
Lb. delbrueckii D3
Lb. delbrueckii D4
Lb. delbrueckii D5
Lb. delbrueckii E2
Lb. delbrueckii E2-2
Lb. delbrueckii E3
Lb. delbrueckii E4
Lb. delbrueckii E5
Lb. delbrueckii F3
Lb. delbrueckii F5
Lb. delbrueckii F6
Lb. delbrueckii B4
Lb. delbrueckii B6
Lb. delbrueckii B7
Lb. delbrueckii B8
Lb. delbrueckii B9
Lb. delbrueckii B9-2
E. faecalis B10-2
Lb. delbrueckii B10-3
Lb. delbrueckii B11-2
Lb. delbrueckii B12
Lb. delbrueckii B14
Lb. fermentum B15-2
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Cizelge 4.5 (devam)

Lb

Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.

. delbrueckii Y1
delbrueckii Y1-2
delbrueckii Y2
delbrueckii Y3-2
delbrueckii Y5
fermentum Y15
fermentum Z1
delbrueckii Z3-3
delbrueckii Z4
delbrueckii Z4-3
delbrueckii Z5
delbrueckii Z5-2
delbrueckii Z5-3
delbrueckii Z5-4
delbrueckii 26
delbrueckii Z26-2
delbrueckii 26-3
delbrueckii 26-4
delbrueckii Z7
delbrueckii Z8
delbrueckii Z8-2
delbrueckii Brl
delbrueckii Br1-2
delbrueckii Bré
delbrueckii Br7-2
delbrueckii Br11
delbrueckii Bri12
delbrueckii Br12-2
delbrueckii Br15
delbrueckii Br17
delbrueckii Br17-2
delbrueckii Br17-3
delbrueckii Br18-2
delbrueckii Br22
delbrueckii Br22-2
delbrueckii Br22-3
delbrueckii Br23
delbrueckii Br23-2
delbrueckii Br25
delbrueckii Br25-2
delbrueckii Br25-3
delbrueckii Br26
delbrueckii Br29
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Cizelge 4.5 (devam)

Lb. delbrueckii Br29-2
Lb. delbrueckii Ks7
Lb. delbrueckii Ks9
Lb. delbrueckii Ks9-2

izolat Adx

Lb. helveticus Al
Lb. helveticus A2
Lb. delbrueckii P1
Lb. plantarum P2
Lb. delbrueckii P3
Lb. delbrueckii P3-2
Lb. delbrueckii P3-3
Lb. plantarum P4
Lb. delbrueckii C1
Lb. delbrueckii C2
Lb. delbrueckii C3
Lb. delbrueckii C4
Lb. delbrueckii D1
Lb. delbrueckii D2
Lb. delbrueckii D3
Lb. delbrueckii D4
Lb. delbrueckii D5
Lb. delbrueckii E2
Lb. delbrueckii E2-2
Lb. delbrueckii E3
Lb. delbrueckii E4
Lb. delbrueckii E5
Lb. delbrueckii F3
Lb. delbrueckii F5
Lb. delbrueckii F6
Lb. delbrueckii B4
Lb. delbrueckii B6
Lb. delbrueckii B7
Lb. delbrueckii B8
Lb. delbrueckii B9
Lb. delbrueckii B9-2
E. faecalis B10-2
Lb. delbrueckii B10-3
Lb. delbrueckii B11-2
Lb. delbrueckii B12
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Cizelge 4.5 (devam)

Lb

Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.

delbrueckii B14
fermentum B15-2
delbrueckii Y1
delbrueckii Y1-2
delbrueckii Y2
delbrueckii Y3-2
delbrueckii Y5
fermentum Y15
fermentum Z1
delbrueckii Z3-3
delbrueckii Z4
delbrueckii Z4-3
delbrueckii Z5
delbrueckii Z5-2
delbrueckii Z5-3
delbrueckii Z5-4
delbrueckii 26
delbrueckii Z26-2
delbrueckii 26-3
delbrueckii 26-4
delbrueckii 27
delbrueckii Z8
delbrueckii Z8-2
delbrueckii Brl
delbrueckii Br1-2
delbrueckii Bré
delbrueckii Br7-2
delbrueckii Bril
delbrueckii Br12
delbrueckii Br12-2
delbrueckii Br15
delbrueckii Br17
delbrueckii Br17-2
delbrueckii Br17-3
delbrueckii Br18-2
delbrueckii Br22
delbrueckii Br22-2
delbrueckii Br22-3
delbrueckii Br23
delbrueckii Br23-2
delbrueckii Br25
delbrueckii Br25-2
delbrueckii Br25-3
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Cizelge 4.5 (devam)

Lb. delbrueckii Br26 I
Lb. delbrueckii Br29 S
Lb. delbrueckii Br29-2 S
Lb. delbrueckii Ks7 S
Lb. delbrueckii Ks9 S
Lb. delbrueckii Ks9-2 S

A 0 0 0 0 O
nu nmnmuunuumwuonun
nu nmnmuonuumuonun
nu nm nmuonuumuon
O 0 X0V O XV O
O — 0 0 nvw O
munmnmuonuumwon

TMS5: Trimethoprim 5Spg, NA30: Nalidixic acid 30 pg, CIP5: Ciprofloxacin 5 pg, TEC30:
Teicoplanin 30 pg, S300: Streptomycin 300 pg, RD5: Rifampicin 5 pg, AMP10: Ampicillin 10 pg,
CTX30: Cefotaxime 30 pg, OFXS: Ofloxacin 5 pg, CD2: Clindamycin 2 pg, C30: Chloramphenicol 30
pg, TE30: Tetracycline 30pug, SXT25: Trimethoprim sulfamethoxazole 25 pg, CN10: Gentamicin 10
pg, VAS: Vancomycin 5 pg, S: Duyarly, I: Orta diizeyde duyarli, R: Direngli

Izolatlarin antibiyotik diskleri etrafinda olusturdugu opak zonlar dlgiilmiis ve

(Sekil 4.5) CLSI standartlarina gore degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeye gore
izolatlardan Lb. delbrueckii Z4-3 susu yalnizca nalidiksik aside ve siproflaksasine
direng gostermekte olup diger 14 antibiyotige karst duyarlilik gdstermistir. Caligma
kapsamindaki duyarli oldugu antibiyotik sayisi en fazla olan izolat Lb. delbrueckii
Z4-3 izolati olmustur. Lb. plantarum P4 izolati ise 11 antibiyotige karsi direngli

bulunmustur. Calisma kapsaminda direngli oldugu antibiyotik sayisi en fazla olan

izolat Lb. plantarum P4 izolat1 olarak tespit edilmistir.

Sekil 4.5. Izolatlarin antibiyotiklere kars1 duyarlilig1.

Antibiyotiklerin bilingsizce kullanimi1 patojen bakterilerde antibiyotik
direncliligine sebep olmakta ve hem insan sagligini hem de hayvan sagligini
tehlikeye sokmaktadir (Alp ve Oner, 2014).

Starter kiiltiir olarak gida endiistrisinde biiyilk 6neme sahip olan laktik asit
bakterilerinin, antibiyotige karsi direng genlerini tasimalari istenilen bir 6zellik gibi
dursa bile, bu genlerini gastrointestinal sistemde patojenlere aktarabildigi gbz dniinde
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bulunduruldugunda istenilen bir 6zellik olmadigi anlasilmaktadir (Meral ve
Korukluoglu, 2014).

Izolatlarin antibiyotik duyarlhiliklarina genel olarak bakildiginda eritromisin,
teikoplanin,  streptomisin, rifampisin, amfisilin, klindamisin,  sefotaksim,
kloramfenikol, tetrasiklin ve vankomisin antibiyotiklerine karsi duyarliligin fazla
oldugu goriilmektedir. Lb. delbrueckii Br23-2 izolat1 rifampisine karsi direngli, Lb.
delbrueckii C1 ve Lb. fermentum Z1 izolatlar1 orta diizeyde duyarli olmak iizere
diger tiim suslar rifampisine kars1 duyarlidir. Yalnizca Lb. delbrueckii Brl17-2 izolati
tetrasikline kars1 direngli, Lb. plantarum P4 ile Lb. delbrueckii Br25-2 orta derecede
duyarl ve diger tiim izolatlar da tetrasikline duyarli bulunmustur. Yine yalnizca Lb.
delbrueckii F3 ve Lb. delbrueckii Z6-4 izolatlar1 eritromisine karsi direngli olmakla
birlikte diger tiim izolatlar eritromisine kars1 duyarlidir. Izolatlardan Lb. plantarum
P4, Lb. fermentum Y15, Lb. fermentum Z1, Lb. delbrueckii Z7 izolatlar1 vankomisine
kars1 direngli ve diger izolatlar Lb. delbrueckii Br6 izolati orta diizeyde duyarli
olmak iizere vankomisine kars1 duyarli bulunmustur. izolatlarin duyarlilik sonuglari
Hummel ve arkadaslarinin (2007) yaptigi calismaya paralellik gostermektedir.
Hummel vd. (2007), icerisinde yogurt, peynir, sosis gibi fermente gidalardan izole
edilmis laktik asit bakterileriyle birlikte ticari olarak satilan birka¢ probiyotik
susunda bulundugu calismalarinda toplamda 45 laktik asit bakterisinin antibiyotik
direngliligini analiz etmistir. Sonug olarak Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc
ve Streptococcus cinsine ait izolatlarin penisilin G, ampisilin, tetrasiklin, eritromisin
ve kloramfenikol gibi tibbi amagh kullanilan antibiyotiklere karsi olduk¢a duyarh

oldugu belirtilmistir.

Calismamizda nalidiksik aside kars1 yalnizca Lb. delbrueckii Br25-2 izolati
duyarl, diger izolatlarin ise direnc¢li oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde yalnizca
Lb. delbrueckii E5 izolat1 siproflaksasine orta diizeyde duyarli, bunun digindaki tiim
izolatlar siproflaksasine karsi direncli bulunmustur. Suslarin  ¢ogunlugunun
oflaksasin ve trimetoprim siilfametoksazol antibiyotiklerine karsi direngli oldugu

tespit edilmistir.

Hoque vd. (2010), Banglades'teki iki farkli yoresel yogurttan (Bogra ve
Khulna) fenotipik ve biyokimyasal tan1 yontemleriyle izole ettikleri Lactobacillus

suslarmin 9 farkli antibiyotige olan duyarliligini test etmistir. Bogra yogurdundan
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izole edilen Lactobacillus ssp. izolatinin amoksisiline duyarli, gentamisin,
klindamisin, azitromisin antibiyotiklerine nispeten duyarli ve kanamisin, nalidiksik
asit, metronidazol, sefradin ve tetrasikline karsi direngli oldugunu rapor etmistir.
Bununla birlikte Khulna yogurdundan izole edilen suslarin da gentamisin ve
klindamisine duyarli oldugu, tetrasiklin, kanamisin, nalidiksik asit, metronidazol,
sefradin, amoksisilin ve azitromisine antibiyotiklerine ise direngli oldugu
bildirilmistir. Bildirilen sonuglara bakildiginda iki farkli bolgeden alinmis yoresel
yogurtlardan izole edilen Lactobacillus ssp. suslarinin farkli antibiyotik duyarlilig

gosterdigi goriilmektedir.

Ahi (2011), Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus ve
Leuconostoc cinslerine ait bazi suslarin antibiyotik direngligini arastirmistir ve
izolatlarin tiimiiniin ¢alismamiza benzer sekilde nalidiksik aside direngli oldugu
bulunmustur. Calismadaki tiim izolatlarin nalidiksik asit, polimiksin B ve kanamisin
disinda tiim antibiyotiklere duyarlilik gosterdiklerini tespit edilmistir. Sonug olarak
calismadaki laktik asit bakterilerinin amfisilin (%13) ve rifampisin (%4)
antibiyotiklerine diisiik seviyede direngli olduklari, en yiiksek direngliligin nalidiksik
asit (%100), polimiksin B (%100) ve kanamisin (%100) antibiyotiklerine karsi
oldugu tespit edilmistir.

Ozteber (2013), fermente siit iiriinlerinden izole ettigi 168 laktik asit
bakterilerisinin antibiyotik direngliliklerini arastirmis ve sonug olarak izolatlarin en
yiiksek direnci linkomisin (%25,59) antibiyotigine karsi, daha sonra tetrasiklin
(%19,04), meropenem (%16,66), ampisilin  (%16,16), gentamisin (%7,14),
eritromisin (%5,35), siprofloksasin (%5,35), kloramfenikol (%4,16) ve vankomisin
(%3,06) antibiyotiklerine karsi bulmustur. Teikoplanin antibiyotigine ise direng
gozlenmedigi ifade edilmistir. Calismamizda da Ozteber (2013)’e benzer olarak
izolatlarin ¢ogunlukla tetrasiklin, siprofloksasine karsi direngli oldugu, teikoplanine

kars1 duyarli oldugu tespit edilmistir.

Al-Bayati (2014), fermente iiriinlerden laktik asit bakterilerini izole etmis ve
izole ettigi tim Enterococcus ve Streptococcus tiirlerinin 1 izolat hari¢ ¢aligmamiza
paralel olarak ampisilin, kloramfenikol, tetrasiklin, rifampisin, penisilin, eritromisin
antibiyotiklerine duyarli oldugunu fakat c¢alisgilan tiim izolatlarin ¢alisma

sonuglarimizdan farkli olarak vankomisine direngli olmadigini tespit etmistir.
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Tavsanli (2015), geleneksel iiretilmis yogurtlardan izole ettigi Suslarin
antibiyotik  direngliliklerini  Ol¢tiigii ¢alismasinda Lb. delbrueckii suslarinin
tamaminin  quinupristin/dalfopristin, tetrasiklin ve kloramfenikole duyarlilik
gosterdigini bildirmistir. izolatlarm 8 tanesi tiim antibiyotiklere duyarli, 21 sus ise
sadece bir antibiyotige direngli ve ¢oklu direng profili olarak da 1 susun 7 adet
antibiyotige direngli oldugu rapor edilmistir. Ayrica S. thermophilus suslarinin 8
tanesinin kullanilan 14 antibiyotigin tamamina duyarli oldugu, 3 adedinin ise sadece

1 antibiyotige direngli oldugu saptanmaistir.

Unal Turhan ve Erginkaya (2016), bazi ticari probiyotik gidalardan izole
edilen laktik asit bakterilerinin antibiyotik direnglerinin belirlenmesini amagladiklar
calismalarinda Lactobacillus ssp., Lb. acidophilus ve Bifidobacterium subsp. tiirlerini
izole etmiglerdir. Calisma kapsaminda izole edilen 5 adet Lactobacillus izolatinin
vankomisin (%20), tetrasiklin (%20), ampisilin (%20), gentamisin (%20) ve
siprofloksasine (%80) kars1 direngli oldugu ve tiim Lactobacillus izolatlarinin
eritromisin (%100), kloramfenikol (%2100) ve nitrofurantoine (%100) karsi ise

duyarli oldugunu belirlemislerdir.

Tabak (2018) yaptig1 ¢alismada geleneksel yogurtlardan izole etmis oldugu
61 S. thermophilus ve 21 Lb. bulgaricus izolatinin, 9 farkli antibiyotige (gentamisin,
tetrasiklin, Kkloramfenikol, penisilin G, Klortetrasiklin, ampisilin, roksitrimosin,
linkomisin ve streptomisin) karsi direngliligini arastirmistir. Sonug olarak S.
thermophilus izolatlarinin kloramfenikole karsi direngliligi %90,2 olarak, tetrasikline
kars1 %73,8’inin direncli, ampisiline kars1 %98,4’linlin duyarl oldugu saptanmastir.
Lb. bulgaricus izolatlarinin ise hepsinin streptomisin ve kloramfenikole kars1 direngli

oldugunu rapor etmistir.
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4.5 izole

Edilen

Suslarin

Degerlendirilmesi

Bazx

451 Yiizde Asitlik ve Asidifikasyon

Starter

Kiiltiir

Ozelliklerinin

Laktik asit bakterileri laktozu fermente ederek laktik asit olusturmakta ve

bunun sonucunda ortamin pH’sinda diismeye neden olmaktadir. Asitligin artmasi ile

birlikte bakterilerin gelisimi, bakterilerin bulundugu gidanin aroma, tekstiir gibi

ozelliklerinde degisiklik meydana gelmesi sebebiyle bakterilerin asitligi 6zellikle siit

endiistrisinde 6nemli bir parametredir. Ayrica fermantasyon sirasinda yavas gelisen

asitlik serum ayrilmasi gibi kalite kusurlarina neden olmakla birlikte, fermantasyon

sliresinin uzamasi ekonomik kayiplara da yol agmaktadir (Uzunsoy, 2018).

Aragtirma sonuglarina gore izolatlara ait yiizde asitlik ve asidifikasyon

degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir ve % laktik asit tiretimi (3.1) esitligi yardimiyla

hesaplanmustir.

Cizelge 4.6. izolatlarm yiizde laktik asitlik ve asidifikasyon sonugclari

pH Degeri ApH Laktik

izolat Adi 6.sa 24.sa ApH6 ApH24 Aot

. . p p Uretimi
sa sa (%)
Lb. helveticus Al 6,40 3,96 1,10 3,54 1,71
Lb. helveticus A2 5,59 4,02 1,91 3,48 1,30
Lb. delbrueckii P1 5,76 4,10 1,74 3,40 1,17
Lb. plantarum P2 6,52 5,79 0,98 1,71 0,18
Lb. delbrueckii P3 5,68 4,09 1,82 3,41 0,90
Lb. delbrueckii P3-2 5,84 4,10 1,66 3,40 1,17
Lb. delbrueckii P3-3 6,00 4,10 1,50 3,40 0,94
Lb. plantarum P4 6,61 6,18 0,89 1,32 0,13
Lb. delbrueckii C1 6,51 4,44 0,99 3,06 0,99
Lb. delbrueckii C2 6,88 4,24 0,62 3,26 0,90
Lb. delbrueckii C3 6,93 5,69 0,57 1,81 0,45
Lb. delbrueckii C4 7,28 4,21 0,22 3,29 1,08
Lb. delbrueckii D1 6,85 6,20 0,65 1,30 0,04
Lb. delbrueckii D2 6,71 4,38 0,79 3,12 0,76
Lb. delbrueckii D3 6,41 4,4 1,09 3,10 0,90
Lb. delbrueckii D4 6,46 4,58 1,04 2,92 0,81
Lb. delbrueckii D5 6,22 4,22 1,28 3,28 0,81
Lb. delbrueckii E2 6,74 4,93 0,76 2,57 0,58
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Cizelge 4.6 (devam)

Lb. delbrueckii E2-2 5,81 4,15 1,69 3,35 0,92
Lb. delbrueckii E3 5,54 4,10 1,96 3,40 0,90
Lb. delbrueckii E4 6,06 4,15 1,44 3,35 0,94
Lb. delbrueckii E5 6,36 4,24 1,14 3,26 0,85
Lb. delbrueckii F3 6,73 4,39 0,77 3,11 0,90
Lb. delbrueckii F5 6,27 4,21 1,23 3,29 1,03
Lb. delbrueckii F6 6,67 4,52 0,83 2,98 0,90
Lb. delbrueckii B4 6,56 4,95 0,94 2,55 0,49
Lb. delbrueckii B6 6,18 431 1,32 3,19 0,81
Lb. delbrueckii B7 6,50 4,28 1,00 3,22 0,85
Lb. delbrueckii B8 6,78 4,57 0,72 2,93 0,81
Lb. delbrueckii B9 6,75 4,64 0,75 2,86 0,67
Lb. delbrueckii B9-2 6,33 4,66 1,17 2,84 0,81
E. faecalis B10-2 6,86 4,50 0,64 3,00 0,85
Lb. delbrueckii B10-3 6,63 4,75 0,87 2,75 0,90
Lb. delbrueckii B11-2 6,82 4,87 0,68 2,63 0,63
Lb. delbrueckii B12 6,48 4,22 1,02 3,28 0,90
Lb. delbrueckii B14 6,79 4,39 0,71 3,11 0,85
Lb. fermentum B15-2 6,50 4,40 1,00 3,10 0,81
Lb. delbrueckii Y1 6,77 4,93 0,73 2,57 0,54
Lb. delbrueckii Y1-2 6,08 4,68 1,42 2,82 0,54
Lb. delbrueckii Y2 6,71 4,60 0,79 2,90 0,76
Lb. delbrueckii Y3-2 6,62 5,93 0,82 1,57 0,27
Lb. delbrueckii Y5 6,54 5,22 0,96 2,28 0,27
Lb. fermentum Y15 6,62 6,16 0,88 1,34 0,18
Lb. fermentum Z1 6,55 4,48 0,95 3,02 0,90
Lb. delbrueckii Z3-3 6,79 4,88 0,71 2,62 0,63
Lb. delbrueckii Z4 6,81 4,72 0,69 2,78 0,58
Lb. delbrueckii Z4-3 6,95 4,50 0,55 3,00 0,81
Lb. delbrueckii Z5 6,36 5,76 1,14 1,74 0,22
Lb. delbrueckii Z5-2 6,28 5,42 1,22 2,08 0,27
Lb. delbrueckii Z5-3 6,51 4,92 0,99 2,58 0,54
Lb. delbrueckii Z5-4 6,21 5,35 1,29 2,15 0,31
Lb. delbrueckii 26 6,54 4,68 0,96 2,82 0,81
Lb. delbrueckii Z6-2 6,73 4,75 0,77 2,75 0,40
Lb. delbrueckii Z6-3 6,22 4,61 1,28 2,89 0,58
Lb. delbrueckii Z6-4 6,18 4,56 1,32 2,94 0,67
Lb. delbrueckii Z7 6,76 5,62 0,74 1,88 0,31
Lb. delbrueckii Z8 6,63 4,80 0,87 2,70 0,67
Lb. delbrueckii Z8-2 6,69 4,71 0,81 2,79 0,54
Lb. delbrueckii Brl 6,45 4,81 1,05 2,69 0,45
Lb. delbrueckii Br1-2 6,14 4,88 1,36 2,62 0,27
Lb. delbrueckii Br6 6,73 5,81 0,77 1,69 0,18
Lb. delbrueckii Br7-2 6,38 4,59 1,12 2,91 0,40
Lb. delbrueckii Br11 6,40 4,68 1,10 2,82 0,72
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Cizelge 4.6 (devam)

Lb. delbrueckii Bri2 6,45 5,07 1,05 2,43 0,58
Lb. delbrueckii Br12-2 6,83 5,15 0,67 2,35 0,40
Lb. delbrueckii Br15 6,75 4,62 0,75 2,88 0,76
Lb. delbrueckii Br17 6,23 4,50 1,27 3,00 0,54
Lb. delbrueckii Br17-2 6,59 4,63 0,91 2,87 0,81
Lb. delbrueckii Br17-3 6,03 4,52 1,47 2,98 0,58
Lb. delbrueckii Br18-2 6,38 478 1,12 2,72 0,40
Lb. delbrueckii Br22 6,71 5,19 0,79 2,31 0,36
Lb. delbrueckii Br22-2 6,82 5,03 0,68 2,47 0,54
Lb. delbrueckii Br22-3 6,47 4,35 1,03 3,15 0,72
Lb. delbrueckii Br23 6,08 4,60 1,42 2,90 0,36
Lb. delbrueckii Br23-2 6,53 4,54 0,97 2,96 0,72
Lb. delbrueckii Br25 6,47 4,69 1,03 2,81 0,63
Lb. delbrueckii Br25-2 6,48 4,82 1,02 2,68 0,54
Lb. delbrueckii Br25-3 6,78 4,65 0,72 2,85 0,58
Lb. delbrueckii Br26 5,95 4,45 1,55 3,05 0,54
Lb. delbrueckii Br29 6,43 4,98 1,07 2,52 0,49
Lb. delbrueckii Br29-2 6,25 4,61 1,25 2,89 0,72
Lb. delbrueckii Ks7 6,29 5,06 1,21 2,44 0,42
Lb. delbrueckii Ks9 6,70 4,73 0,80 2,77 0,72
Lb. delbrueckii Ks9-2 5,99 4,24 1,51 3,26 0,67

Yogurdun olusum mekanizmasinda asitlik pH 5,1 degerinde kazein
proteinlerinde agregasyon baslamakta ve pH 4,6-4,7 diizeyinde tamamlanmaktadir.
Bu bilgiye gore izolatlarin 24 saat sonundaki pH degerlerine bakildiginda izolatlarin
19 tanesi asitlik degerini pH 4,7 veya altina diisiirememistir. Bu izolatlardan Lb.
plantarum P4 ve Lb. fermentum Y15 suslari ortam asitligini pH 6’nin altina dahi
diisiirememistir. Izolatlarin 24 saat sonundaki pH degerlerine bakildiginda Lb.
helveticus A1 pH 3,96 ile ortam pH’sin1 en ¢ok diisiiren izolat olurken, Lb.
plantarum P4, pH 6,18 ile ortam pH’sin1 en az diisiiren izolat olmustur. Lb.
helveticus Al izolatinin gostermis oldugu sonu¢ Ahi (2011)’nin ¢alismasi ile
benzerlik gostermektedir. Ahi (2011), Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,
Enterococcus ve Leuconostoc cinslerine ait bazi suslar ile yaptigi caligmasinda laktik
asit bakterilerinin uygun besi ortamindaki son pH degerlerinin birbirine yakin
oldugunu belirtmistir. Izotlar arasinda Lb. helveticus ATCC 15807 susu 4,04 degeri
ile en disiik; E. faecium DSM 20442 susu ise 4,95 ile en yiiksek ortam pH degerini

saglamistir. Bununla birlikte kiiltiirlerin titre edilebilir ylizde asit miktarlar1 en diistik
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%0,69 (Streptococcus thermophilus RSKK) ve en yiiksek %2,06 (Enterococcus
fecalis RT121) olarak belirlemistir.

Yine benzer olarak Kirmaci (2010) geleneksel Urfa peynirlerinden izole ettigi
Lactobacillus ssp. izolatimin (Sus no: 46) 6 saat sonunda pH’y1r 5,3’iin altina
diistirebildigini rapor etmistir. Enterococcus ssp. grubu bakterilerin ise 37°C’de 6
saatlik inkiibasyon sonunda ortam pH’si1 54 ile 6,0 arasinda bir degere
diisiirdiigiinii rapor etmistir. Farkli olarak Cetin (2017), geleneksel olarak iiretilmis
yogurtlardan izole ettigi 14 izolattan 16 saatlik inkiibasyonun ardindan yalnizca 6
adedinin (3B8, 3B10, 110B16, 1B2, 2B1 ve 3B7) siitiin baslangic pH’sin1 6.0’1n

altina diistirdiigiinii rapor etmistir.

Korkmaz (2011) iyi bir yogurtta %0,9-0,95 laktik asit bulunmas1 gerektigini
bildirmistir. Bu bilgiye gore Lb. delbrueckii P3-3, Lb. delbrueckii E2-2, Lb.
delbrueckii E3, Lb. delbrueckii F3, Lb. delbrueckii F6, Lb. delbrueckii B10-3, Lb.
delbrueckii B12, Lb. fermentum Z1 izolatlar1 yani 8 izolatin % laktik asit degeri 0,9

ve 0,95 arasinda bulunmustur.

Bulut (2003) peynirlerden izole ettigi Lactococcus ve Enterecoccus
cinslerinin 24 saat sonunda 0,595 g/100 mL, Lactobacillus cinslerinin ise 0,6247

2/100 mL laktik asit tirettigini rapor etmistir.

Ertirkmen ve Oner (2015) Beyaz peynirden izole ettikleri laktik asit
bakterileri ile olan c¢aligmalarinda ApH degerlerinde meydana gelen degisim 1’in
altinda olanlar diisiik diizeyde, 1-1,5 arasinda olanlar orta diizeyde, 1,5’ten yiiksek
olanlar suslar ise yiiksek dilizeyde asit iireten suslar olarak tanimlanmistir.
Arastirmacilar bu ¢alismada Beyaz peynirlerden izole ettikleri ve peynir iiretimi igin
uygun 6zelliklerde bulunan E. faecalis (IE25) susunun ApH (6 sa) degerini 0,67 ve
ApH (24 sa) degerini 2,17 olarak bulmustur.

Cizelge 4.6’da izolatlarm ApH (6 sa) degerine bakildiginda zaman
izolatlardan 9 tanesinin (Lb. helveticus A2, Lb. delbrueckii P1, Lb. delbrueckii P3,
Lb. delbrueckii P3-2, Lb. delbrueckii P3-3, Lb. delbrueckii E2-2, Lb. delbrueckii E3,
Lb. delbrueckii Br26, Lb. delbrueckii Ks9-2) yiiksek diizeyde asit iirettigi
goriilmektedir. Altinct saat sonunda yiiksek asit {ireten bu suslardan 1 tanesi LDb.

helveticus A2 digerleri ise Lb. delbrueckii olarak tanimlanmus izolatlardir. izolatlarmn
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ApH (6 sa) degerine bakildiginda en ¢ok asit iireten izolat ApH (6 sa):1,96 ile Lb.
delbrueckii E3 izolati, en az asit iireten izolat ise ApH (6 sa):0,22 degeri ile Lb.
delbrueckii C4 izolati olmustur. izolatlarin 24 saat sonundaki pH degerlerine
bakilirsa izolatlardan Lb. plantarum P4, Lb. fermentum Y15 ve Lb. delbrueckii D1
izolatlart ApH (24 sa) <1,5 ve diger tiim izolatlar ApH (24 sa) > 1,5 degerinde asit

tiretmiglerdir.

Sekil 4.6°da zamana bagli olarak izolatlarin asit tiretiminde belirgin bir artis
oldugu gériilmektedir. Inkiibasyonun ilk 6 saatlik periyodundan sonra diisiik diizeyde
asit {lireten izolat sayis1 fazla iken 24 saat sonunda tiim izolatlar en azindan orta

diizeyde asit liretmistir.
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40
30
20
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0

|
ApH (6s) ApH (24s)
® ApH<1 ®1<ApH<1,5 ® ApH>1,5

Sekil 4.6. izolatlarin zamana bagl asit iiretimi.

Akoglu vd. (2016) Mengen peynirlerinden izole ettikleri laktik asit
bakterilerinin 6. saat ve 24. saat sonundaki ApH degerlerinin laktokoklarda 0,19-1,20
ve 0,96-2,61; enterokoklarda 0,04-1,61 ve 0,74-2,34; laktobasillerde 0,11-0,36 ve
0,7-2,35 arasinda degisim gosterdigini rapor etmislerdir. Calismada izole edilen 35
laktobasil susunun 5 tanesinin ApH (24sa) degerinin 2’nin iizerinde oldugu yani
yiiksek asidifikasyon aktivitesinin oldugu belirtilmistir. Benzer olarak Uzunsoy
(2018) geleneksel yontemlerle iiretilmis yogurtlardan izole ettigi Lb. bulgaricus
izolatlarindan 3 adedinin (27, 29 ve 42 nolu izolatlar) cok giiclii asit liretme
yetenegine sahip oldugunu bulmustur. Calismamizda ise elde edilen 84 izolattan 81
tanesinin 24 saat sonunda yiiksek diizeyde asit tirettigi tespit edilmistir. Buna benzer

olarak Hoque ve ark. (2010) geleneksel olarak iiretilen iki farkli bolgelerden alinmis
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yogurtlardan izole ettikleri laktik asit bakterilerinin 24 saat sonunda olusturduklari
ortalama asit miktarint %2.290 ve %2.130 olarak Ol¢miistiir. Yine 24 saat sonunda

oOl¢iilen pH degerleri 5,09 ve 5,13 olarak rapor etmistir.

4.5.2 Antimikrobiyal Aktivite

Yogurtlardan izole edilen laktik asit bakterilerinin gida patojeni olan test
mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etkileri Boliim 3.2.6.3’te anlatildigi gibi
test edilmistir. izolatlarn antimikrobiyal aktivite sonuglar1 Cizelge 4.7°de verilmistir.
Ayrica izolatlarin test mikroorganizmalarina karsi olusturduklar1 zon c¢aplar1 ekler

boliimiinde Ek B’de verilmistir.

Cizelge 4.7. izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri

(3]
. =} 5 ~~
Izolat Ad 2 g " =] "
E 5 8 2 ¢
E © 8 8 3
- 9p] m Ll wn
Lb. helveticus Al +++ (-) (-) P
Lb. helveticus A2 S L o s s
Lb. delbrueckii P1 s S = S R S R S
Lb. plantarum P2 B I o S R s
Lb. delbrueckii P3 R = = A S e +
Lb. delbrueckii P3-2 L s e s = TS =
Lb. delbrueckii P3-3 e S o S o e S
Lb. plantarum P4 +H+ | +
Lb. delbrueckii C1 () o+ (9) (-) )
Lb. delbrueckii C2 ++ (-) +++ -)
Lb. delbrueckii C3 () () ++ ++
Lb. delbrueckii C4 8 T o e
Lb. delbrueckii D1 (-) A
Lb. delbrueckii D2 (-) +++ (-) +++ ()
Lb. delbrueckii D3 () o+ (9) ++ ()
Lb. delbrueckii D4 (<) | +++ + + +
Lb. delbrueckii D5 FH+ ++ ++4+
Lb. delbrueckii E2 B I R s
Lb. delbrueckii E2-2 +++ A A
Lb. delbrueckii E3 I s s s T =
Lb. delbrueckii E4 R LI = = S N = S S S e
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Cizelge 4.7 (devam)

Lb. delbrueckii E5 ++ o+ () o+
Lb. delbrueckii F3 + +++ () ++
Lb. delbrueckii F5 () o+ (9) ++
Lb. delbrueckii F6 () ()
Lb. delbrueckii B4 () o+ (9) (-)
Lb. delbrueckii B6 ++ o+t () (-)
Lb. delbrueckii B7 () o+ (9) ++
Lb. delbrueckii B8 () ()
Lb. delbrueckii B9 + +++ () o+
Lb. delbrueckii B9-2 () ()
E. faecalis B10-2 () () (-)
Lb. delbrueckii B10-3 (-) +++ (-) (-)
Lb. delbrueckii B11-2 () () +

Lb. delbrueckii B12 (<) o+ () 4+
Lb. delbrueckii B14 ++ |
Lb. fermentum B15-2 () 4

Lb. delbrueckii Y1 + +++ (-)

Lb. delbrueckii Y1-2 (-) +++ (-)

Lb. delbrueckii Y2 (<) +++ ()

Lb. delbrueckii Y3-2 () ()
(-) (-)
(-) (-)

Lb. delbrueckii Y4-2 - +++ - o+
Lb. delbrueckii Y5 - +++ 3 (-)
Lb. fermentum Y15 e
Lb. fermentum Z1 e
Lb. delbrueckii Z3-3 + +++ ++ +++
Lb. delbrueckii Z4 ++ o+ (9) -
Lb. delbrueckii Z4-3 +H+ + 4+

Lb. delbrueckii Z5
Lb. delbrueckii Z5-2
Lb. delbrueckii Z5-3
Lb. delbrueckii Z5-4
Lb. delbrueckii Z6

() ()
+++ + +++
+++ ++ +++
+++ (-) +++
+++ (-) +++

(-)

(-)

(-)

(-)

(-)
Lb. delbrueckii Z6-2 () o+ (9) +
Lb. delbrueckii Z6-3 () o+ (9) ++
Lb. delbrueckii Z6-4 () o+ 4
Lb. delbrueckii Z7 () o+ (9) +
Lb. delbrueckii Z8 (-) +++ |+ (-)
Lb. delbrueckii Z8-2 (-) +H+ | 4+ (-)
Lb. delbrueckii Brl () ()
Lb. delbrueckii Br1-2 () ()
Lb. delbrueckii Br6 () () 4
Lb. delbrueckii Br7-2 () A+ () ++
Lb. delbrueckii Br11l () ()
Lb. delbrueckii Br12 () ()
Lb. delbrueckii Br12-2 O O
Lb. delbrueckii Br15 () ()
Lb. delbrueckii Br17 () o+ (9) (-)
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Cizelge 4.7 (devam)

Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.
Lb.

delbrueckii Br17-2
delbrueckii Br17-3
delbrueckii Br18-2
delbrueckii Br22
delbrueckii Br22-2
delbrueckii Br22-3
delbrueckii Br23
delbrueckii Br23-2
delbrueckii Br25
delbrueckii Br25-2
delbrueckii Br25-3
delbrueckii Br26
delbrueckii Br29
delbrueckii Br29-2
delbrueckii Ks7
delbrueckii Ks9
delbrueckii Ks9-2

(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
()
()
()

+++
()
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++
+++

(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
(-)
()

+++
+++
+++
+++
()
+++
++

+++

+++: >3,0 mm (Yiksek etkili); ++: 1,1-3,0 mm (Orta etkili); +: 0,5-1,0 mm (Zayif etkili); (-):

<0,5 mm (Etkisiz).

Izolatlarin gida patojeni olan test mikroorganizmalara kars1 olusturdugu opak

zonlar olgiilmiis ve degerlendirilmistir (Sekil 4.7). Sonuglarina bakildiginda S.

Typhimurium patojenine karsi neredeyse tiim izolatlar yiiksek etkili bulunmustur.

Yalnizca Lb. helveticus Al ve Lb. delbrueckii Brl7-3 izolatlar1 S. Typhimurium’a

karst inhibe edici etki gdstermemistir. Izolatlarm ¢ogunlugu B. cereus, L.

monocytogenes ve S. aureus patojenlerine karsi etkisiz bulunmustur. Patojenlerden L.

monocytogenes’e karsi toplamda 25 izolat zayif/orta/yiiksek etkili aymi sekilde B.

cereus’a karsi toplam 25 izolat zayif/orta/yiiksek etkili olurken S. aureus patojenine

kars1 28 izolat zayif/orta/yiiksek etkili olmustur.

Sekil 4.7. Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi.
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Izolatlardan Lb. helveticus A2, 10 Lb. delbrueckii izolat: (P1, P3-2, P3-3, D5,
E2, E2-2, E3, E4, B14, Z4-3), Lb. fermentum Z1 ve Lb. fermentum Y15 ile Lb.
plantarum P2, Lb. plantarum P4 izolat1 analiz i¢in kullanilan tiim patojenlere karsi
etkili bulunmustur. Buna karsin izolatlardan Lb. delbrueckii Brl7-3 analizde
kullanilan higbir patojene karsi etkili olamamustir. izolatlardan 10 Lb. delbrueckii
susu (C1, B4, B10-3, Y5, Z5, Brl7, Brl7-2, Brl18-2, Br22-3, Br25-2) ise yalnizca S.
Typhimurium’a kars1 inhibe edici etki gostermis diger patojenlere karsi ise inhibe
edici etkisi tespit edilememistir. Bu izolatlarin disindaki tiim suslar analizde

kullanilan en az iki patojene kars1 zayif/orta/yiliksek etkili bulunmustur.

Izolatlarin inhibisyon ¢apt smir olarak 2 mm’ye gére incelenip sonugclar
degerlendirilecek olursa izolatlarin %97’si S. Typhimurium’a, %76’st E. coli
O157:H7 patojenine karsi antimikrobiyal etkiye sahip bulunmusken buna karsin
izolatlarin %76’s1 L. monocytogenes’e, %731 B. cereus’a ve %68°1 S. aureus’a kars1

antimikrobiyal etkiye sahip olamamistir (Sekil 4.8).

Izolatlarin Antimikrobiyal Aktivitesi
30 a7

20

70 64 67 64

50 57
50
40
30
20

10 7

Listeria Salmonella Bacillus cereus Eschrichiacoli  Staphviococcus

Monocytogenss Typhimurium 0157H7 QUFeUs

m inhibisyon cap1 = 2 mm [Antimikrobiyal etkisi olan suglar)

m inhibisyon gapi < 2 mm [Antimikrobiyal etkisi clmayan suslar)

Sekil 4.8. izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri.

Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal etkilerinin arastirildigi caligmalarda
ozellikle E. faecalis izolatlariin etki spektrumu dikkat ¢ekmektedir. Gonzalez vd.
(2007), ‘Genestoso’ adli peynirlerden laktik asit bakterilerini izole ettigi bir

calismada E. faecalis suslarinin L. monocytogenes CECT 4031 patojenine karsi etkili
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oldugu goriilmektedir. Aym sekilde Isleroglu vd. (2008), yéresel peynirlerden izole
ettigi E. faecalis susunun L. monocytogenes’e karsi inhibitdr aktiviteye sahip
oldugunu rapor etmistir. Ancak E. coli, S. aureus ve B. cereus patojenlerine karsi
etkili olmadig1 gozlenmistir. Calismamizda izole etmis oldugumuz E. faecalis B10-2
benzer sekilde E. coli O157:H7’ye inhibe edici etki gdstermemis ancak S. aures

patojenine karsi etkili olmus ve L. monocytogene e karsi etki gosterememistir.

Tabakoglu (2010), geleneksel olarak tiretildigi bilinen peynir 6rneklerinden
izole ettigi 210 koloniden 124 tane sus se¢mis ve bu suslarin Micrococcus luteus, L.
monocytogenes, B. cereus, S. aureus, E. faecalis bakterilerine karsi antimikrobiyal
aktivitesini Olgmiistiir. Sonu¢ olarak yalnizca 4 izolatin belirlenen patojen
mikroorganizmalar iizerinde belirli oranlarda inhibisyon etkisinin oldugunu ve yine

en etkili izolatin 34(5) nolu izolatin E. faecium rapor edilmistir.

Zengin (2012) dogal olarak firetilen yogurtlardan izole ettigi S. thermophilus
ve Lb. delbrueckii subsp bulgaricus suslarinin antimikrobiyal 6zelliklerini incelemis
ve sonu¢ olarak izole edilen 15 S. thermophilus izolatinin 11 tanesinin S.
Typhmurium’a karsi etkili oldugunu rapor etmistir. Buna karsin B. cereus’un
izolatlara karsi direngli oldugu tespit edilmistir. Lb. delbrueckii subps. bulgaricus
izolatlar1 da benzer sekilde B. cereus’a karst en diisiik inhibisyon zonunu

olusturmustur.

Tokatli (2013) tursulardan izole ettigi kiiltiirlerin antimikrobiyal 6zelliklerinin
ozellikle Salmonella ve E. coli iizerinde etkili oldugunu, Lb. plantarum suslarinin B.
cereus 'a karsi1 inhibe edici etkisi oldugunu belirtmistir. Calismamizda izole edilen
Lb. plantarum P2 ve Lb. plantarum P4 izolatlarinin B. cereus’a karsi yiiksek inhibe
edici etkisi olmasi ve tiim izolatlarin Salmonella ve E. coli tizerindeki etkisi goz
oniline alindiginda sonuglarin Tokatli (2013)’nin ¢alismasi ile paralellik gosterdigi

goriilmektedir.

Al-Bayati (2014) fermente triinlerden izole etmis oldugu 44 farkli laktik asit
bakterisinin patojen bakterilere karsi inhibisyon etkisini 6l¢miistiir. Inhibisyon
zonlarinin 4 ile 28 mm arasinda oldugunu ve en bilyiikk zonun E. fecalis, S. aureus

bakterilerine kars1 oldugu rapor edilmistir.
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Pektas (2014), siit ve siit iirlinlerinden izole etmis oldugu 163 laktik asit
bakterisinin antimikrobiyal aktivitesini incelemistir. Incelenen izolatlarinin 86
tanesinin test bakterilerine (S. aureus, L. monocytogenes 1, Candida glabtara, L.
monocytogenes, E. coli ve Candida albicans) kars1 antimikrobiyal aktivitesi yiiksek

olarak bulunmustur.

Yiice (2017), Tulum peynirlerinden izole ettigi 101 laktik asit bakterisinden
E. coli, S. aureus ve L. monocytogenes 'in indikator olarak kullanildigi antimikrobiyal
aktivite deneylerinde toplamda 82 tane izolatin antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugunu ifade etmistir. Calismada E. coli’ye karsi en yiiksek antimikrobiyal
aktivitenin Lb. bulgaricus YLa4B izolati, S. aureus’a kars1 E. faecium PLb8B
susunun ve L. monocytogenes’e karsi ise en yiiksek antimikrobiyal aktivitenin Lb.

bulgaricus YLal8B susuna ait oldugu tespit edilmistir.

Kanak ve Yilmaz (2018b), geleneksel olarak iiretilmis peynirlerden izole
etmis oldugu 100 laktik asit bakterisinin antimikrobiyal aktivitesini incelemis ve 10
izolatin antimikrobiyal aktivitesi oldugunu rapor etmistir. izolatlardan hicbirinin
Staph. aureus ATCC 25923 patojenine karsi inhibisyon etkisinin olmadigi ve
izolatlardan E. faecium’un en yiiksek antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Yine ayni1 ¢alismada izole edilen Lb. plantarum (IS2) izolatinin L.
monocytogenes ATCC 7644, E. coli O157:H7, B. cereus patojenlerine karsi etkili
oldugu, S. Typhimurium ATCC 140828 patojenine ise yalnizca E. faecalis (1A2)

izolatinin karsi etkili oldugu goriilmektedir.

4.5.3 Diasetil Uretimi

Sitrat metabolizmasinin son {iriinii olarak ortaya ¢ikan diasetil ve asetaldehit
laktik asit bakterileri tarafindan {tiretilen asil aroma bilesikleridir (Elgioglu, 2010).
Izolatlarin diasetil iiretimleri Boliim 3’te anlatildig1 gibi nitel olarak incelenmis ve
pembe-kirmizi renk olusumu pozitif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.9), sonuglar

ise Cizelge 4.8°de verilmistir.
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Cizelge 4.8. izolatlarmn diasetil iiretimi

. Diasetil . Diasetil
1zolat Adx Uretimi Izolat Adi Uretimi
Lb. helveticus Al (+) Lb. delbrueckii Y5 (+)
Lb. helveticus A2 (+) Lb. fermentum Y15 )
Lb. delbrueckii P1 (+) Lb. fermentum Z1 (+)
Lb. plantarum P2 (+) Lb. delbrueckii Z3-3 )
Lb. delbrueckii P3 () Lb. delbrueckii z4 )
Lb. delbrueckii P3-2 (+) Lb. delbrueckii Z4-3 (+)
Lb. delbrueckii P3-3 (+) Lb. delbrueckii Z5 (+)
Lb. plantarum P4 (+) Lb. delbrueckii Z5-2 (+)
Lb. delbrueckii C1 (+) Lb. delbrueckii Z5-3 (+)
Lb. delbrueckii C2 () Lb. delbrueckii Z5-4 ()
Lb. delbrueckii C3 ) Lb. delbrueckii Z6 (+)
Lb. delbrueckii C4 ) Lb. delbrueckii Z6-2 (+)
Lb. delbrueckii D1 (+) Lb. delbrueckii Z6-3 (+)
Lb. delbrueckii D2 ) Lb. delbrueckii Z6-4 (+)
Lb. delbrueckii D3 ) Lb. delbrueckii Z7 (+)
Lb. delbrueckii D4 ) Lb. delbrueckii Z8 (+)
Lb. delbrueckii D5 () Lb. delbrueckii Z8-2 (+)
Lb. delbrueckii E2 (+) Lb. delbrueckii Brl (+)
Lb. delbrueckii E2-2 (+) Lb. delbrueckii Brl1-2 (+)
Lb. delbrueckii E3 (+) Lb. delbrueckii Bré (+)
Lb. delbrueckii E4 (+) Lb. delbrueckii Br7-2 (+)
Lb. delbrueckii E5 (+) Lb. delbrueckii Bri1l (+)
Lb. delbrueckii F3 (+) Lb. delbrueckii Br12 (+)
Lb. delbrueckii F5 (+) Lb. delbrueckii Br12-2 (+)
Lb. delbrueckii F6 (+) Lb. delbrueckii Br15 (+)
Lb. delbrueckii B4 (+) Lb. delbrueckii Br17 (+)
Lb. delbrueckii B6 (+) Lb. delbrueckii Br17-2 (+)
Lb. delbrueckii B7 (+) Lb. delbrueckii Br17-3 (+)
Lb. delbrueckii B8 (+) Lb. delbrueckii Br18-2 )
Lb. delbrueckii B9 (+) Lb. delbrueckii Br22 (+)
Lb. delbrueckii B9-2 ) Lb. delbrueckii Br22-2 (+)
E. faecalis B10-2 (+) Lb. delbrueckii Br22-3 (+)
Lb. delbrueckii B10-3 (+) Lb. delbrueckii Br23 (+)
Lb. delbrueckii B11-2 (+) Lb. delbrueckii Br23-2 (+)
Lb. delbrueckii B12 (+) Lb. delbrueckii Br25 (+)
Lb. delbrueckii B14 (+) Lb. delbrueckii Br25-2 (+)
Lb. fermentum B15-2 (+) Lb. delbrueckii Br25-3 (+)
Lb. delbrueckii Y1 (+) Lb. delbrueckii Br26 (+)
Lb. delbrueckii Y1-2 (+) Lb. delbrueckii Br29 (+)
Lb. delbrueckii Y2 (+) Lb. delbrueckii Br29-2 (+)
Lb. delbrueckii Y3-2 (+) Lb. delbrueckii Ks7 (+)
Lb. delbrueckii Y4-2 (+) Lb. delbrueckii Ks9 (+)
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Sekil 4.9. Sirasiyla diasetil iiretimi olan ve olmayan 6rnekler

Izolatlardan 12’si (C3, D2, D3, D4, D5, E2, B9-2, Z3-3, Z6-3, Br18-2 (Lb.
delbrueckii)) ve Lb. fermentum Y15 diasetil iiretmemis geri kalan 72 izolatin ise

diasetil {irettigi tespit edilmistir.

Elgioglu (2010), Tulum peynirlerinden 96 adet laktik asit bakterisi izole etmis
ve bu izolatlarin 38 tanesinin diasetil iirettigini ve diasetil iireten suslarin agirlikli

olarak Enterococcus tiirlerini igerdigi ifade etmistir.

Yiice (2017), yogurt ve peynirlerden izole etmis oldugu 101 bakteriden 41
adedinde deney sonrasi ilk 10 dakika igerisinde renk degisiminin oldugunu,
inkiibasyonun 24 saat sonrasinda ise tiim izolatlarda renk degisiminin goriildiglinii

rapor etmistir.

45.4 Proteinaz Aktivitesi

Arastirma kapsaminda izole edilen suslar1 proteinaz aktivitesi Bolim
3.2.6.2°de anlatildig1 gibi gerceklestirilmis analiz sonunda berrak zonlarin ol¢iimii
yapilmistir. Calisma kapsamindaki izolatlarin antibiyotik duyarhliklari, asidifikasyon
ozellikleri, antimikrobiyal Ozellikleri ve diasetil tiretimi Ozellikleri géz Oniinde
bulundurularak bazi suslar se¢ilmis ve bu izolatlarin proteinaz aktiviteleri l¢tilmiis

ve elde edilen zon caplar1 Cizelge 4.9’da verilmistir.

64



Cizelge 4.9. Bazi izolatlarin proteinaz aktivitesi zon caplari

Izolat Adx Z(zl:n:];;pl Izolat Adx Z(zl:n:;nz;pl
Lb. helveticus A2 13 Lb. delbrueckii E2-2 11
Lb. delbrueckii P1 O] Lb. delbrueckii E3 )
Lb. plantarum P2 13 Lb. delbrueckii E4 )
Lb. delbrueckii P3-2 O] Lb. delbrueckii E5 12
Lb. delbrueckii P3-3 O] Lb. delbrueckii B8 11
Lb. delbrueckii C2 10 Lb. delbrueckii B9 10
Lb. delbrueckii C3 13 E. faecalis B10-2 13
Lb. delbrueckii C4 11 Lb. delbrueckii B14 10
Lb. delbrueckii D1 13 Lb. fermentum B15-2 10
Lb. delbrueckii D2 14 Lb. delbrueckii F5 10
Lb. delbrueckii D3 11 Lb. delbrueckii F6 13
Lb. delbrueckii D4 8 Lb. delbrueckii Br23 9
Lb. delbrueckii D5 14 Lb. delbrueckii Br26 10
Lb. delbrueckii E2 13 Lb. delbrueckii Ks7 10

(-): Berrak zon olusumu yoktur.

Cizelge 4.9’a gore proteinaz aktivitesi Olgiilen izolatlardan baz1 Lb.
delbrueckii (P1, P3-2, P3-3, E3, E4) suslarmin proteinaz aktivite gostermedigi
goriilmektedir. Proteinaz aktivitesi gosteren ve gostermeyen bazi suglarin zon

goriintiileri Sekil 4.10°da verilmistir.

Sekil 4.10. izolatlarm proteolitik aktivitelerinin belirlenmesi.
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Proteinaz aktivitesi olan izolatlardan en biiyiik zon ¢apini Lb. delbrueckii D1
ve Lb. delbrueckii D2 izolatlar1 ve en kiigiik zon ¢apin1 Lb. delbrueckii D4 izolati

gostermistir.

Laktik asit bakterileri sahip olduklar1 proteolitik enzimlerle kazeinin
hidrolizini saglayarak fermantasyon sirasinda {iirin reolojisi ve bununla birlikte
aroma olusumunda etkilidir (Karakus, 1994). Ayn1 zamanda S. thermophilus ve Lb.
bulgaricus bakterileri arasindaki simbiyotik iliskinin en 6nemli parametrelerinden
biridir. Ancak yliksek proteolitik aktivite aci tat olusumuna sebep olmaktadir

(Tavsanli, 2015).

Al-Bayati (2014) geleneksel olarak iiretilmis fermente iriinlerden laktik asit
bakterilerini izole etmis ve proteinaz aktivitesine bakmistir. Sonuglar ¢alismamizda
elde edilen sonuglara yakinlik gostermektedir. Al-Bayati (2014) izole ettigi

Enterococcus ssp. suslarinda zon ¢aplarini 9,51 ile 13,71 mm arasinda belirlemistir.

Ramadan (2014) Kuzey Irak’ta yapilmis 40 farkli fermente driinden laktik
asit bakterilerini izole ettigi ¢alismasinda izole ettigi suslarin proteinaz aktivitesine
bakmustir. Sonug olarak tiim izolatlarin yiiksek proteinaz aktivite gosterdigini rapor

etmistir.

Tavsanlt (2015) geleneksel olarak iiretilen yogurtlardan izole ettigi Lb.
delbrueckii suslarinin 17 tanesinin kuvvetli, 12 tanesinin orta ve 16 tanesinin zayif

proteolitik aktiviteye sahip oldugunu rapor etmistir.

Akoglu vd. (2016) Mengen peynirlerinden izole ettikleri Laktokoklarin,
Enterokoklardan ve Laktobasillerden daha yiiksek proteolitik aktivite gosterdiklerini
bildirmistir. Uzunsoy (2018) geleneksel iiretilmis yogurtlardan izole etmis oldugu
Lb. bulgaricus izolatlarmin S. thermophilus izolatlarindan daha giiglii proteolitik

yetenege sahip oldugunu ifade etmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada Bati Karadeniz’de bulunan bazi illerden geleneksel yollarla
tiretilmis yogurt ornekleri toplanarak laktik asit bakterilerinin izole edilmesi ve izole

edilen suslarin bazi starter kiiltiir 6zelliklerinin arastirilmast hedeflenmistir.

Muhtemel laktik asit bakterisi olarak diisiiniilen izolatlarin 6ncelikle fenotipik
ve biyokimyasal tanilarinin yapilmasi amaciyla farkli sicakliklarda gelisme, farkli tuz
konsantrasyonlarinda gelisme, farkli pH’larda gelisme, glukozdan gaz iiretme
analizleri yapilmistir. Analizlerin sonucunda izolatlardan yalnizca 2 tanesi (Y15, Z1)
glukozdan gaz irettigi ve izolatlarin heterofermantatif 6zellikte olduklar1 tespit
edilmistir. Izolatlarmn farki sicakliklarda gelismelerine bakildiginda 10°C 'de yalnizca
P2 susu gelisme ozelligi gostermistir, 15°C'de 6 sus (P2, P4, E2, E5, Y15, Z1)
gelisme gostermistir ve 45°C'de ise yalnizca Z4-3 susu gelisme gostermezken P1 ve
P4 suslar1 zayif gelisme gostermistir. Farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelismelerine
bakildiginda ise %2 NaCl konsantrasyonunda tiim izolatlarin gelisebildigi, %4 NaCl
iceren besiyerinde ise yalmizca P2, P3-3, P4, Y15, Z1, Z4-3, Brl7-2 izolatlarinin
gelisebildigi ve %4 NaCl iceren besiyerinde ise P2, P4, Y15, Z1, Z4-3 izolatlarinin
gelistigi tespit edilmistir. Izolatlarm farkli pH degerlerinde gelisebilmelerine
bakildiginda ise Br17-2, Y1, P1, Z3-3 izolatlar1 harig¢ tiim izolatlarin pH 9 degerinde
gelisme gosterdigi buna karsin 6 izolatin (P3, P3-3, C2, C3, C4, E2) zayif gelisme
gostermesi diginda diger izolatlarin pH 3,5 degerinde gelisme gostermedikleri tespit

edilmistir.

Elde edilen izolatlarin kesin tanilarinin yapilabilmesi i¢in MALDI-TOF MS
Biotyper sistemi kullanilmigtir. Elde edilen sonuclara gore izole edilen bakterilerin
yaklasik %90°1 Lb. delbrueckii, %4°i Lb. fermentum, %2,5’1 Lb. helveticus, %2,5’
Lb. plantarum ve yaklasik %1’i E. faecalis seklindedir. Bu sonuglara gére MALDI-
TOF MS Biotyper sisteminin laktik asit bakterilerini tamimlanmasinda hizli ve

giivenilir bir yontem olarak kullanilabilecegi tespit edimistir.

Izole edilen laktik asit bakterilerin asidifikasyon ve asit iiretme yetenekleri
arastiritlmistir. Titrasyon yontemi ve pH metre ile ol¢iim yapilan analiz sonucu
izolatlardan 6. saat sonunda en diisiik pH degeri 5,59 ile Lb. helveticus A2 izolati en

yiiksek pH degeri ise 7,28 ile Lb. delbrueckii C4 izolati, 24 saat sonunda en diisiik
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pH degeri 3,96 ile Lb. helveticus Al izolatinda ve en yiiksek pH degeri ise 6,20 ile
Lb. delbrueckii D1 izolatinda tespit edilmistir. Izolatlardan Lb. delbrueckii P3-3, Lb.
delbrueckii E2-2, Lb. delbrueckii E3, Lb. delbrueckii F3, Lb. delbrueckii F6, Lb.
delbrueckii B10-3, Lb. delbrueckii B12, Lb. fermentum Z1 izolatlarinin % laktik asit

degeri 0,9 ve 0,95 arasinda bulunmustur.

Laktik asit bakterilerin antibiyotiklere kars1 duyarliliklar1 analiz edilmis ve bu
amacla 16 farkli antibiyotik diski kullanilmistir. Analiz sonucunda eritromisin,
teikoplanin,  streptomisin, rifampisin, amfisilin, klindamisin,  sefotaksim,
kloramfenikol, tetrasiklin ve vankomisin antibiyotiklerine karsi duyarliligin fazla
oldugu, buna karsin izolatlarin ¢ogunlukla nalidiksik asit, siprofloksasin, ofloksasin,
gentamisin ve trimethoprim siilfametoksazol antibiyotiklerine direngli olduklari

tespit edilmistir.

Izolatlarin antimikrobiyal 6zelliklerinin tespit edilmesi amaciyla gida patojeni
olan E. coli O157:H7, S. Typhimurium, L. monocytogenes, S. aureus ve B. cereus
indikator mikroorganizma olarak kullanilmis sonug olarak izolatlarin ¢ogunlugu B.
cereus, L. monocytogenes ve S. aureus patojenlerine karsi inhibe edici etki
gostermezken, izolatlarin %97°si S. Typhimurium’a, %76’s1 E. coli O157:H7
patojenine kars1 antimikrobiyal etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Nitel bir yontemle tespit edilen diasetil {iretim yeteneklerine gore izolatlarin

yaklasik %86’sinin diasetil tiretimi 6zeligine sahip oldugu tespit edilmitir.

Izolatlarin antimikrobiyal aktiviteleri, antibiyotiklere olan duyarliliklari, asit
tiretimleri ve diasetil iiretim yeteneklerine gore bazi izolatlar se¢ilmis ve secilen
izolatlarin proteolitik aktivitelerine bakilmistir. Analiz edilen izolatlardan Lb.
delbrueckii P1, Lb. delbrueckii P3-2, Lb. delbrueckii P3-3, Lb. delbrueckii E3, Lb.
delbrueckii E4 izolatlar1 proteinaz aktivitesi géstermezken, Lb. delbrueckii D1 ve Lb.
delbrueckii D2 izolatlar1 14 mm ile en bilyiik zon ¢apin1 ve Lb. delbrueckii D4 izolati

ise 8mm ile en kii¢iik zon ¢apin1 gostermistir.

Calismamizda arastirilan starter kiiltiir 6zellikleri g6z 6niinde bulundurularak
Lb. delbrueckii P3-3, Lb. delbrueckii E2, Lb. delbrueckii E2-2, Lb. delbrueckii E3,
Lb. delbrueckii Z4-3 ve Lb. fermentum Z1 izolatlatlar1 starter kultir olarak

kullanilabilir bulunmustur.
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Sonug olarak bu calisma ile geleneksel olarak iiretilmis olan yogurtlardan
izole edilmis laktik asit bakterilerinin bazi stater kiiltiir 6zelliklerine bakilmis ve
tiretime uygun olan yerel suslarin se¢imi hedeflenmistir. Yerel starter kiiltiir iiretimi
amaciyla bundan sonra yapilacak c¢alismalar arasinda; izolatlarin bakteriyofajlara
direncliliklerinin aragtirilmasi, iirettigi aroma maddelerinin ve ikincil metabolitlerin
kantitatif tespiti, secilen izolatlarla yogurtlarin iretilmesi, iretilen yogurtlarin
duyusal niteliklerinin ve reolojik Ozelliklerinin arastirilmasi, secilen suslarin
liyofilizasyona dayanikliklarinin tespit edilmesi konular1 basta olmak {izere daha

kasaml1 caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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/. EKLER

EK A: CLSI Antibiyotik Kriterleri

Cizelge A.1l. CLSI kriterlerine gore antibiyotik zon ¢ap1 standartlari

Antibiyotik Zon Caplari (mm)
Direngli = Orta Diizeyde Duyarhh = Duyarh
(R) (1 (S)

Eritromisin <13 14-18 >19
Trimethoprim <11 12-14 >15
Nalidiksik asit <13 14-17 >18
Siprofloksasin <13 14-18 >19
Teikoplanin <10 11-13 >14
Streptomisin <11 12-14 >15
Rifampisin <14 15-17 >18
Ampisilin <12 13-15 >16
Sefotaksim <10 11-15 >16
Ofloksasin <14 15-17 >18
Klindamisin 14 15-20 21
Kloramfenikol <13 14-17 >18
Tetrasiklin <14 15-18 >19
Trimetoprim <11 12-14 >15
siilfametoksazol

Gentamisin <12 - >13
Vankomisin <14 15-16 >17
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EK B: Izolatlarin Antimikrobiyal Aktiviteleri

Cizelge B.1. Izolatlarin patojenlere kars1 olusturdugu inhibisyon caplari

) L. S. B. E. S.
Izolat Adx monocytogenes = Typhimurium = cereus = coli O157:H7 = aureus
Lb. helveticus Al 9 ) ) > 5
Lb. helveticus A2 3 37 3 > 7
Lb. delbrueckii P1 9 47 3 > 6
Lb. plantarum P2 12 4 18 > 7
Lb. delbrueckii P3 3 18 4 > 1
Lb. delbrueckii P3-2 4 > 5 31 5
Lb. delbrueckii P3-3 5 > 5 43 6
Lb. plantarum P4 1 > 11 23 1
Lb. delbrueckii C1 ) > () () )
Lb. delbrueckii C2 > () 4 )
Lb. delbrueckii C3 ) > ) 3 3
Lb. delbrueckii C4 ) > ) 6 5
Lb. delbrueckii D1 ) 5 3 21 4
Lb. delbrueckii D2 ) 5 ) 7 )
Lb. delbrueckii D3 ) 26 ) 3 )
Lb. delbrueckii D4 ) 5 1 1 2
Lb. delbrueckii D5 4 43 4 3 5
Lb. delbrueckii E2 6 > 6 13 1
Lb. delbrueckii E2-2 4 > 6 11 6
Lb. delbrueckii E3 4 > 4 21 5
Lb. delbrueckii E4 4 > 3 21 3
Lb. delbrueckii E5 2 > ) 9 6
Lb. delbrueckii F3 1 > ) 2 )
Lb. delbrueckii F5 ) > ) 2 )
Lb. delbrueckii F6 ) > ) 7 )
Lb. delbrueckii B4 () > () () )
Lb. delbrueckii B6 2 > ) ) )
Lb. delbrueckii B7 ) > ) 3 )
Lb. delbrueckii B8 () > (-) 18 )
Lb. delbrueckii B9 1 > ) 13 4
Lb. delbrueckii B9-2 ) > ) 26 )
E. faecalis B10-2 ) > ) ) 2
Lb. delbrueckii B10-3 ) > () () )
Lb. delbrueckii B11-2 ) > ) 1 )
Lb. delbrueckii B12 ) > ) 43 -)
Lb. delbrueckii B14 3 > 5 18 5
Lb. fermentum B15-2 ) > 3 19 )
Lb. delbrueckii Y1 1 > ) 2 )
Lb. delbrueckii Y1-2 ) > ) 18 )
Lb. delbrueckii Y2 ) > ) 21 )
Lb. delbrueckii Y3-2 ) > () 14 )
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Cizelge B.1 (devam)

Lb. delbrueckii Y4-2 ) > ) 1
Lb. delbrueckii Y5 ) > ) )
Lb. fermentum Y15 16 > 18 11
Lb. fermentum Z1 2 > 18 52
Lb. delbrueckii Z3-3 1 > 3 21
Lb. delbrueckii Z4 3 > ) 34
Lb. delbrueckii Z4-3 4 > 2 9
Lb. delbrueckii Z5 -) > ) )
Lb. delbrueckii Z5-2 ) > 1 31
Lb. delbrueckii Z5-3 ) > 2 28
Lb. delbrueckii Z5-4 ) > ) 14
Lb. delbrueckii Z6 ) > ) 8
Lb. delbrueckii Z6-2 ) > ) 1
Lb. delbrueckii Z6-3 ) > ) 2
Lb. delbrueckii Z6-4 ) > 3 2
Lb. delbrueckii Z7 ) > ) 1
Lb. delbrueckii Z8 ) > 3 )
Lb. delbrueckii Z8-2 ) > 3 )
Lb. delbrueckii Brl ) > ) 8
Lb. delbrueckii Brl1-2 ) > ) 5
Lb. delbrueckii Bré ) > ) 1
Lb. delbrueckii Br7-2 ) > ) 2
Lb. delbrueckii Brll ) > ) 2
Lb. delbrueckii Br12 () > () >
Lb. delbrueckii Br12-2 ) 47 ) >
Lb. delbrueckii Brl5 ) > ) 4
Lb. delbrueckii Br17 ) > ) )
Lb. delbrueckii Br17-2 ) 38 ) )
Lb. delbrueckii Br17-3 ) ) ) )
Lb. delbrueckii Br18-2 ) 04 ) )
Lb. delbrueckii Br22 ) 26 ) 26
Lb. delbrueckii Br22-2 ) 42 ) )
Lb. delbrueckii Br22-3 ) 12 ) )
Lb. delbrueckii Br23 ) 6 ) 6
Lb. delbrueckii Br23-2 ) 39 ) 3
Lb. delbrueckii Br25 ) 41 ) 2
Lb. delbrueckii Br25-2 ) 43 ) )
Lb. delbrueckii Br25-3 ) > ) 4
Lb. delbrueckii Br26 ) 53 ) 29
Lb. delbrueckii Br29 ) 1 ) 18
Lb. delbrueckii Br29-2 ) 25 ) 2
Lb. delbrueckii Ks7 ) 41 ) )
Lb. delbrueckii Ks9 ) 27 ) 6
Lb. delbrueckii Ks9-2 ) 9 ) 3

(-): zon olusumu yok, (>): 6 cm ve lizeri zon olusumu, zon ¢aplar1 mm olarak Sl¢iilmiistiir.
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