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Gilintimiizde tiiketicilerin biling diizeyinin artmasi ve daha saglikli triinler tiiketmek
istemeleri nedeni ile giivenilir iirlinlere olan ilgi artmaktadir. Endiistriyel olarak
gidalarin raf dmriiniin uzun olabilmesi tiiketiciye, iireticiye ve market zincirlerine fayda
saglamaktadir. Uzun Omiirlii ve glivenilir iirlinlerin tretilebilmesi amaciyla probiyotik
mikroorganizmalarin koruyucu kiiltiir olarak kullanilmas1 6n plana ¢ikmaktadir. Bu tez
kapsaminda, doktora tezi kapsaminda izole edilen ve ticari olmayan “L. brevis ve L.
plantarum bakterilerinin probiyotik 6zelliklerinin arastirilmasi amaglanmistir (Tezer,
2019). Arastirma kapsaminda 3 adet Lactobacillus plantarum (iz1, Wz3, Hp2) ve 1 adet
Lactobacillus brevis (Gc3) izolatt kullanilmistir. Bu izolatlarin bazi probiyotik
ozellikleri incelenmis ve katalaz testleri gerceklestirilmistir. Yapilan ¢calismalarda laktik
asit bakterilerinin ¢esitli gida patojenlerine [Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Enteritidis (P1), Listeria monocytogenes (P2), Enterohemorajik Escherichia coli (P3),
Metisilin Direngli Staphylococcus aureus (P4)] karsi antimikrobiyel 6zellikleri
aragtirllmistir. Bu tez calismasi kapsaminda incelenen laktik asit bakterilerinin
dordiiniin de gida patojenlerine karsi antimikrobiyel etkisi oldugu saptanmustir. iz1

susunun en yiiksek antimikrobiyel etki gosterdigi gida patojeni metisilin direncli



Staphylococcus aureus, Wz3 ve Hp2 suslarinin en yiiksek antimikrobiyel etki gosterdigi
gida patojeni Listeria monocytogenes, Ge3 susunun en yiiksek etki gosterdigi gida
patojeni ise Salmonella Enteritidis olmustur. Laktik asit bakterilerinin tamaminin en
diisiik etki gosterdigi patojen ise Enterohemorajik Escherichia coli (EHEC) olmustur.
Laktik asit bakterilerinin tirettigi metabolitlerin en yliksek antimikrobiyel etki gosterdigi
gida patojeni ise Listeria monocytogenes olmustur. iz1 ve Wz3 suslarmin
siipernatantlarinin gosterdigi en diisiik etki EHEC’e kars1 olmustur. Ge3 siipernatantinin
gosterdigi en disiikk etki metisilin direngli Staphylococcus aureus’a karsi, Hp2
stipernantinin ise Salmonella Enteritidis’e karsi olmustur. Siipernatantlar ayrica broth
mikrodiliisyon yontemiyle patojenlere karst test edilmistir. Laktik asit bakterilerinin
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MIK), broth mikrodiliisyon testi ile
degerlendirilmistir. Secilen tiim laktik asit bakterisi suslarindan silipernatantlar, >%30-
35 oraninda kullanildiklarinda patojen gelisimini %50 ve lizerinde inhibe etmislerdir.
Siipernatantlar %50 konsantrasyonda kullanildiginda ise izl susunun en yiiksek
inhibisyonu MRSA’ya kars1, Ge3 susunun en yiiksek inhibisyonu L. monocytogenes’e
karsi, Wz3 susunun en yiiksek inhibisyonu S. Enteritidis’e karsi, Hp2 susunun en
yiiksek inhibisyonu ise MRSA patojenine karst olmustur. Laktik asit bakterilerinin
probiyotik olma 6zelliklerinden birinin daha arastirilmasi amaciyla katalaz enzimi icerip
icermedikleri katalaz testi ile saptanmistir. Test sonucunda 4 laktik asit bakterisinin de
katalaz-negatif oldugu sonucuna ulasilmistir. Tez ¢alismasinin sonucunda ticari
olmayan dort laktik asit bakterisi susu da incelenen bu probiyotik 6zellikler agisindan
olumlu sonu¢ vermis ve aksi yonde bir bulguya rastlanilmamistir. Bu caligmada
probiyotik Ozellikleri arastirilan laktik asit bakterilerinin, probiyotik 6zelliklerini
kanitlayacak g¢aligmalara devam edilmesi ve kanitlandigi takdirde ticari olmayan bu
suslarin, gida endiistrisinde ticari olarak kullanim1 ve Kkiiltiir koleksiyonuna

kazandirilmas1 6nemli katki saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, antimikrobiyel
etki.
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Nowadays, the interest in safe products is increasing due to the increasing awareness of
consumers and the desire of consumers to consume healthier products. Industrially, the
long shelf life of foods provides benefits to consumers, producers and market chains. In
order to produce long-lasting and safe products, the use of probiotic microorganisms as
protective cultures comes to the fore. In this thesis, it was aimed to investigate the
probiotic properties of non-commercial L. brevis and L. plantarum bacteria isolated
within the scope of the doctoral thesis (Tezer, 2019). Within the scope of the research, 3
Lactobacillus plantarum (Iz1, Wz3, Hp2) and 1 Lactobacillus brevis (Gc3) isolates
were used. Some probiotic properties of these isolates were investigated and catalase
tests were performed. In the studies, antimicrobial properties of lactic acid bacteria
against various food pathogens (Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis,
Listeria monocytogenes, Enterohemorrhagic Escherichia coli, methicillin resistant
Staphylococcus aureus) were investigated. All four of the lactic acid bacteria used in
this thesis study were found to have antimicrobial susceptibility to food pathogens. 1z1
strain showed the highest antimicrobial activity to methicillin resistant Staphylococcus

aureus pathogen, Wz3 and Hp2 strains showed the highest antimicrobial activity to



Listeria monocytogenes pathogen. The food pathogen to which Gc3 strain showed the
highest antimicrobial activity was Salmonella Enteritidis. Enterohemorrhagic
Escherichia coli (EHEC) was the pathogen with the lowest effect of all lactic acid
bacteria. The food pathogen to which the metabolites produced by lactic acid bacteria
showed the highest antimicrobial activity was Listeria monocytogenes. The lowest
activity shown by the cell-free supernatants of 1z1 and Wz3 strains was against EHEC.
The lowest antimicrobial activity of the Gc3 supernatant was against methicillin
resistant Staphylococcus aureus, and the Hp2 supernatant against Salmonella
Enteritidis. Supernatants were also tested against pathogens by the broth microdilution
method. The Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of lactic acid bacteria was
evaluated by the broth microdilution test. Supernatants from all selected lactic acid
bacteria strains inhibited pathogen growth by 50% or more when used at >30-35%.
When the cell-free supernatants were used at 50% concentration, the highest inhibition
of 1z1 was against MRSA, the highest inhibition of Gc3 was against L. monocytogenes,
the highest inhibition of Wz3 was against. S. Enteritidis, the highest inhibition of Hp2
was against MRSA. In order to further investigate one of the properties of lactic acid
bacteria, whether they contain the enzyme catalase was determined by the catalase test.
It was concluded that all 4 lactic acid bacteria were catalase-negative. As a result of the
thesis study, 4 non-commercial lactic acid bacteria strains also gave positive results in
terms of probiotic properties and no contrary findings were found. In this study, it is
aimed to continue the studies to prove the probiotic properties of lactic acid bacteria and
if proven, commercial use of these non-commercial strains in the food industry and

bringing them to the culture collection will make a significant contribution.

Keywords: Lactobacillus brevis, Lactobacillus plantarum, antimicrobial effect.
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1. GIRIS

Giliniimiizde teknolojinin ve bilgiye ulasilabilirligin kolaylasmasi ile dogrusal olarak
tiikketicilerin biling diizeyinin artmasi, giivenilir iriinlere olan ilgiyi arttirmaktadir.
Ulkedeki niifus artisina ve bu nedenle hazir gidalara olan talebin de artmasina bagl
olarak zincir marketlerdeki gidalarin uzun raf Omriine sahip olmasi istenmektedir.
Endiistriyel olarak da, tiiketici agisindan da gida tiretimindeki en kritik noktalardan biri
olan raf Omrii, cesitli kimyasal koruyucularla arttirilabilmektedir. Fakat tiiketici
bilincinin geligsmesi ile birlikte, tiiketiciler sagligi olumlu yonde etkileyen ve iceriginde
koruyucu katki maddesi bulunmayan, dogala en yakin iriinleri tercih etmek

istemektedir (Dinger, Kivang ve Karaca, 2009).

Gida kontaminasyonu, gida zehirlenmesi ve gida kaynakli hastaliklar gelismekte olan
tilkelerde onemli bir halk sagligi sorunudur. Bu nedenle gida giivenligi ve hijyeni
konusundaki farkindalik yildan yila artmaktadir. Probiyotik organizmalarin, 6zellikle
laktik asit bakterileri ve fermente gidalarda lirettikleri biyoaktif bilesiklerin oynadigi
roller hakkindaki farkindalik da giderek artmaktadir (Adeyemo, Agun ve Ogunlusi,
2018).

Gidalarin raf dmiirlerini uzatmanin yollarindan birisi de biyokoruyucularin kullanimidr.
Biyolojik koruma, gidalarda dogal olarak bulunan mikrobiyota veya sonradan eklenen
mikrooranizmalar ve bunlarin antimikrobiyel triinleri ile raf omriiniin uzatilmasi ve
gida giivenliginin arttirilmasini ifade etmektedir. Biyokoruyucu olarak laktik asit
bakterileri ve bu bakterilerin iirettigi metabolitlerin kullanimi yaygindir. Gidalarin dogal
yollarla korunmasi, 6zellikle patojen mikroorganizmalarin inhibisyonunu saglamaktadir
(Dinger, Kivang ve Karaca, 2009; @stergaard, Eklow ve Dalgaard, 2014; Mejlholm ve
Dalgaard, 2015). Bircok LAB'nin probiyotik ozellikleri ve antimikrobiyel etkileri,
LAB'lerinin gida muhafazasinda kullanilabilecegini disiindiirmektedir (Gao ve ark.,
2019).

Laktik asit bakterileri organik asitler, hidrojen peroksit, diasetil, bakteriyosin ve benzeri
bilesikler  iretebildikleri  i¢in, gida  endistrisinde  biyokoruyucu  olarak

kullanilabilmektedirler. Laktobasiller, probiyotik o6zellikte olmalari, biyokoruyucu
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ozellige sahip olmalar1 ve starter kiiltiir olarak kullanilabilmeleri agisindan gida
endiistrisinde 6nem kazanmaktadir. Bunun yaninda iirettikleri bakteriyosinler ile ileride

baz1 antibiyotiklerin yerini alabilecekleri de diisiiniilmektedir (Ozgelik ve Giilgér,
2014).

Probiyotik mikroorganizmalarin en 6nemli grubu laktik asit bakterileridir. Probiyotik,
modern ¢agin bir ifadesidir ve “yasam i¢in” anlamina gelmektedir. Ayni zamanda insan

ve hayvan sagligi {lizerinde yararli etkileri olan bakteri iliskisini adlandirmak ig¢in

kullanilmaktadir (Bagchi, 2014).

Gida kaynakli patojenlere karsi gosterdikleri antagonistik etkileri sayesinde konakgi
saghigint gelistirmek ve gida kaynakli patojenleri kontrol etmek i¢in yaygin olarak
kullanilan probiyotik suslar, Lactobacillus ve Enterococcus cinsinden olan laktik asit
bakterileridir. Laktik asit bakterileri genellikle birbirine benzemeyen, katalaz-negatif,
Gram-pozitif, hareketsiz, spor olusturmayan koklar, basiller veya ¢ubuklardir; laktik

asit, COz ve etanol tiretmek i¢in glikozu fermente edebilirler (Ayala vd., 2019).

Probiyotiklerin immiinomodiilasyon, dogrudan antagonizm veya rekabetgi dislama gibi
cok sayida potansiyel etki mekanizmasi ile bagirsak mikrobiyotasin1 modiile ettigi ve
saglig iyilestirdigi diistiniilmektedir (Corr, Hill ve Gahan, 2009). Cesitli in vitro ve in
vivo yontemler dahil olmak iizere, probiyotik 6zellikleri tespit etmek icin birgok yontem
vardir. In vivo yontemler, spot-on lawn (nokta-damlatma) metodunun ¢esitli
modifikasyonlarini, agar kuyu difiizyon metodunu, birlikte kiiltiirleme ydntemlerini,

hiicre hatlarinin kullanimini ve digerlerini igermektedir (Fijan, 2016).

Bu ¢alismada kullanilan ve temel suslardan biri olan Lactobacillus plantarum'un ana
antimikrobiyel bilesikleri bakteriyosinler ve organik asitlerdir. Baz1 L. plantarum
suslarinin, gidalarda bozulma yapan mikroorganizmalara karst yiiksek antifungal
aktivitesiye sahip olmasi dolayisiyla, gida endiistrisinde etkili biyokoruyucu olarak
kullanilabilmektedirler. Ayrica, bazi L. plantarum suslari, baz1 mikroorganizmalarin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisinde destekleyici terapdtik ajanlar olarak

kullanilabilmektedir (Dinev ve ark., 2017).



L. brevis ise agirlikli olarak organik asit, 6zellikle asetik asit ve etanol iiretmektedir.
Ayrica belirli bagirsak patojenlerinin patojenik etkilerini inhibe etmek i¢in de harekete
gecebilmekte ve  diger bakterilerin  varhiginda da ¢ogalabilme  &zelligi
gosterebilmektedir. Baz1 suslarinin bazi antibiyotiklere, Ozellikle de eritromisin ve

klindamisine direngli oldugu belirtilmistir (Fang ve ark., 2018).

Bu tez calismasi kapsaminda oncelikle, daha once doktora tezi kapsaminda eksi
hamurlardan izole edilen L. brevis ve L. plantarum suslarinin gida kaynakli bazi
patojenler (Enterohemorajik Escherichia coli, Salmonella Enteritidis, Listeria
monocytogenes ve metisiline direngli Staphylococcus aureus) iizerindeki inhibisyon
etkisi, aktiflestirilmis laktik asit bakterileri ve canlandirilmis patojenler ile agar spot
yontemi ve agar kuyucuk difiizyon yontemi kullanilarak, zon capi Sl¢iimiine dayali
olarak belirlenmistir. Aymi zamanda c¢alismada kullanilan patojen bakterilerin,
mikrodiliisyon yontemi ile gozle goriilebilir olan gelisiminin inhibe oldugu en diisiik
bakteri konsantrasyonu bulunarak, Minimal Inhibisyon Konsantrasyon (MiK) degerleri
saptanmistir. Bunlarin haricinde laktik asit bakterilerinin 6zelliklerinden biri olan
katalaz-negatif olma o&zelligi, katalaz testi ile saptanmistir. Deney bulgularinin

istatistiksel degerlendirmesi IBM SPSS Statistics 23 programi ile analiz edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Taksonomisi ve Siniflandirilmasi

Laktik asit bakterileri, karbonhidrat fermantasyonu sonucunda ana veya tek iiriin olarak
laktik asit iireten mikroorganizmalarin olusturdugu heterojen bir gruptur. LAB, Gram-
pozitif, spor olusturmayan, katalaz-negatif, aside toleranslh, genellikle diisiikk Guanin +

Sitozin (G + C) igeren ¢ubuk veya kok seklindeki mikroorganizmalardir (Mozzi, 2016).

Laktik asit bakterileri, oksijen kullanimina gore aerotolerant, mikroaerofil veya
anaerobiklerdir. Genel olarak tim laktik asit bakterileri anaerobik olarak gelisim
gostermektedirler fakat oksijen varliginda aerotolerant anaerob bakteriler olarak
adlandirilmaktadirlar. Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, ve Carnobacterium
cinslerine ait birka¢ tiir disinda LAB’leri patojen degildir ve FDA tarafindan genel
olarak giivenli (GRAS) kabul edilmektedirler (Mozzi, 2016).

Mevcut taksonomik smiflandirmaya gére LAB, Firmicutes subesi, Bacilli smifi,
Lactobacillales takimina aittir. Aileler arasinda Lactobacillaceae, Enterococcaceae,
Aerococcaceae, Leuconostocaceae, Carnobacteriaceae ve Streptococcaceae
bulunmaktadir. LAB'nin dort ana cinsi, yani Streptococcus, Leuconostoc, Lactobacillus
ve Pediococcus asil olarak tanimlanmistir; ancak son taksonomik revizyonlar su yeni
cinsleri  onermistir:  Oenococcus, Alloiococcus, Aerococcus, Dolosigranulum,
Carnobacterium, Enterococcus, Weisella, Globicatella, Lactococcus, Vagococcus ve
Tetragenococcus. Bahsedilen tiim cinsler arasinda, laktobasiller ve karnobakterler
cubuk sekilli, kalan cinsler ise Weisella tiirleri disinda kok seklindedirler. Weisella
tiirleri ise hem kok, hem de cubuk sekilli olabilmektedir. Arastirmacilar, yeni
tanimlanan cinslerin bazilarini yag asidi bilesimi ve hareketlilik 6zelliklerini kullanarak

smiflandirmistir (Mozzi, 2016; Liu, Liong ve Tsai, 2018).

16S rRNA gen dizilimi ve farkli ortamlarin mikrobiyel cesitliligi gibi gelismis
molekiiler metodolojilerle yapilan c¢aligmalarda birgok tiir kesfedilmis ve
tanimlanmistir. Dolayisiyla heterojen LAB grubu, asagidaki sekilde dagilan yaklasik
450 tlirden olusmaktadir. Bakteri cinslerine gore tiir dagilimlart Cizelge 2.1.°de

gosterilmistir.



Cizelge 2.1. Laktik Asit Bakteri Tiirlerinin Dagilimi (Mozzi, 2016)

LAB Cinsi Bakteri Tiir Sayis1
Aerococcus 7
Alloiococcus 1
Carnobacterium 12
Dolosigranulum 1
Enterococcus 49
Globicatella 2
Lactobacillus 189
Lactococcus 7
Leuconostoc 23
Pediococcus 15
Oenococcus 2
Streptococcus 101
Tetragenococcus 5
Vagococcus 8
Weisella 18

LAB metabolizmasi, fermente ettikleri hammaddede hem karbonhidrat igeriginin
azalmasina hem de laktik asit liretiminden kaynakli pH diisilisiine neden olmaktadir. Bu

hizli asitlestirme islemi, LAB gelisiminde en ¢ok istenen etkilerden biridir. Birkag
yaygin insan patojeni dahil olmak {izere, baz1 bozulma etkeni olan mikroorganizmalarin
inhibisyonunu saglamakta ve boylece fermente iriinlerin raf dmriinii uzatmaktadirlar.
Laktik asit, fermente iirlinlere ayirt edici, arzu edilen tadi verirken, tiiketiciler tarafindan
reddedilebilecek ve diasetil gibi daha hassas aromalart maskeleyebilmektedir. Bu
nedenle asir1 asit konsantrasyonundan kag¢inmak igin fermentasyon islemi kontrol
edilmelidir. Peynir yapiminda laktik asit {iretimi, siitiin pihtilasmasindan ve tekstiir
ozelliklerinden sorumludur. pH diisiisii, hem koagiilantlarin hem de dogal siit
proteinazlarinin proteolitik aktivitesini kontrol ederek ve diger aroma bilesiklerinin
olusumunda yer alan biyokimyasal reaksiyonlar: etkileyerek, dolayli yoldan aromay1
etkilemektedir. Bu baglamda LAB, laktoz veya diger sekerlerin fermantasyonundan,
sitrattan, siit proteinlerinin ve yagin bozunmasindan ve amino asitlerin ve serbest yag
asitlerinin metabolizmasindan tiiretilebilen karakteristik bir tat vererek, fermente

rtinlerin organoleptik 6zelliklerini gelistirebilmektedir. Nihai tiriiniin aromasi, starter



kiiltiir ve hammaddenin bilesimi, fermantasyon tipi, olgunlagtirma ve saklama kosullar

gibi cesitli faktorlere bagl olmaktadir (Mozzi, 2016).

LAB'nin fermente edilmis triinlerin lezzetine katkisinin yani sira, bazi tiirleri son
iriiniin yapisina ve beslenme kalitesine katkida bulunabilmektedir. Ayrica, bazi
LAB'leri karboksilik asitler (fenil-laktik asit ve asetik asit gibi), yag asitleri, etanol,
karbondioksit, hidrojen peroksit ve bakteriyosinler gibi antifungal ve antibakteriyel

bilesiklerin liretimi sayesinde dogal gida koruyuculari salgilamaktadir (Mozzi, 2016).

Bazi laktik asit bakterileri, karbonhidrat polimerlerinden biri olan ekzopolisakkarit
(EPS) iiretimini gergeklestirebilmektedir. Kimyasal kompozisyonlarina bagli olarak
EPS, tek tip monosakkarit iceren homopolisakkaritler ve farkli monosakkaritlerin tekrar
eden birimlerinden olusan heteropolisakkaritler olarak siniflandirilabilmektedirler. EPS
sentezleme yetenegi LAB tiirleri arasinda yaygindir; bununla birlikte, LAB iiretici
suslar1 arasinda EPS yapilar ve iiretilen polisakkaritlerin miktarlari agisindan genis bir
cesitlilik s6z konusudur. EPS iireten suslarin starter kiiltiirlere dahil edilmesi, bu
biyopolimerlerin dogal olarak siit firiinlerinde reolojik Ozelliklerin iyilestirilmesi,
fermente siitlerin su saliminin azaltilmasi ve ayrica az yagli olgun peynirlerde daha iyi
piht1 kivami gibi uygun teknolojik 6zellikler kazandirdigi i¢in arzu edilmektedir (Mozzi,
2016). Ayrica ¢ogu LAB susunun biyofilm tiretebildigi bilinmekle birlikte, tirettikleri
biyofilm sayesinde patojen bakterilere kars1 koruyucu etki sagladiklar1 da belirtilmistir
(Arik, 2018).

2.1.1. Lactobacillus plantarum

Lactobacillus plantarum, spor olusturmayan, hareketsiz, Gram-pozitif, mikroaerofilik
ve mezofilik, 10-15 °C'de gelisebilen fakat 45 °C'de gelisemeyen bakterilerdir. Hiicreler,
tek tek, ciftler halinde veya kisa zincirler halinde olan yuvarlak uglu, diiz ¢ubuklardir
(Corsetti ve Valmorri, 2002). Son zamanlarda, 16S rRNA tabanli filogeni temelinde
tim genom ¢alismalarma goére, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei—
Pediococcus grubuna aittir. Lactobacillus plantarum, insanin mide bagirsak yolundaki
dogal yerlesimi nedeniyle probiyotik uygulamasinda iyi bilinmektedir ve antioksidan
aktivite, biyo-koruyucu, bagisiklik modiilasyonu, anti-kolesterol etkisi gibi ¢esitli
fonksiyonel ozelliklere sahiptir. (Tamang ve ark., 2016). Lactobacillus plantarum,



diger mikroorganizmalara karsi bakterisidal bir etkiye sahip olan plantarisin olarak
bilinen antimikrobiyel bir bilesik iiretmektedir (Song ve ark, 2014). Lactobacillus
plantarum, Gram-pozitif patojenik bakterilere, yani Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus'a ve ayrica Salmonella Typhimurium, Klebsiella, Rhizophila, E.
coli, Aeromonas hydrophila ve Yersinia gibi Gram-negatif patojenik bakterilere karsi
hem dar hem de genis antibakteriyel aktivite spektrumuna sahiptir (Spangler ve ark.,

2019; Goel, Halami ve Tamang, 2021).

2.1.2. Lactobacillus brevis

Lactobacillus brevis mikroaerofilik, zorunlu heterofermentatif bir laktik asit
bakterisidir. Heksoz fermantasyonunun iiriinleri olarak laktik asit, etanol, asetik asit ve
CO; karigimi iiretmek igin fosfoketolaz yolunu kullanmaktadir. Lactobacillus brevis,
laktobasil grubunun ikinci filogenetik gruplarindan olan Lactobacillus casei—
Pediococcus grubuna dahildir. Hiicreleri gubuk seklinde, uglar1 yuvarlak, genellikle kisa
ve diizdir (0,7-1,0 2,0-4,0 mm). Ancak uzun cubuklar da her zaman mevcuttur.
Lactobacillus brevis siit, peynir, bitkiler, kanalizasyon, tahil {irlinleri, silaj, fermente
sebzeler, fermente etler, inek gilibresi, digki, agiz, insan ve diger hayvanlarin

bagirsaklarindan izole edilebilmektedir (Teixeira, 2014).

2.2. Seker Metabolizmasi

Laktik asit bakterileri, gesitli cinslerden olugsmasina ragmen, fermentasyonlarinin son
iirliniine gore homofermentatif ve heterofermentatif olarak iki gruba ayrilmaktadirlar.
Homofermentatif 6zellige sahip olanlar, glikoz fermantasyonunun ana iiriinii olarak
laktik asit tiretmektedirler. Heterofermentatifler ise, glikoz fermantasyonu sonucunda
laktik asidin yani sira karbondioksit, asetik asit ve etanol dahil olmak iizere bir dizi
farkli iriin tretmektedirler. Homofermentatifler, aldolaz enzimine sahiptir ve
heterofermentatiflere kiyasla glikozu daha dogrudan laktik aside doniistiirecek sekilde
fermente edebilmektedirler (Dogan, 2017). Heterofermentatifler, fosfoketolaz enzimi ile
alt1 karbon sekerini (heksozlari) bes karbon sekerine (pentoz) doniistiirerek, islemde
hem aldehit hem de diasetil - son derece arzu edilen aromatik ve lezzet arttiric
maddeler - reten alternatif pentoz monofosfat yolunu kullanmaktadirlar.

Heterofermentatifler, bu lezzet arttirict maddelerden dolay: siit endiistrisinde siklikla

tercih edilmektedirler (Carr, Chill ve Maida, 2008).



Fermantasyon tipi (homolaktik veya heterolaktik), 6nemli bir taksonomik siniflandirma
kriteridir. Leuconostoc, Oenococcus ve Weisella cinsi bakteriler ve Lactobacillus
buchneri, Lactobacillus brevis, Lactobacillus fermentum ve Lactobacillus reuteri gibi
belirli Lactobacillus tiirleri zorunlu heterofermentatiftir. Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus helveticus ve Lactobacillus salivarius dahil
olmak tiizere diger laktobasiller zorunlu homofermentatiftir ve pentozlari metabolize
edememektedirler. Son olarak, Lactobacillus casei, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus sakei ve ¢ogu LAB, heksozlar1 ve pentozlari
homofermentatif olarak fermente edebilmekte ve fakiiltatif heterofermentatif olarak
bilinmektedir (Mozzi, 2016).

2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Kullanim Alanlar

Mikrobiyel fermantasyon, bozulabilir iriinlerin raf Omriinii uzatmakla birlikte,
hammaddeler ve fermente iriinlere karakteristik bir tat vermekte ve bazi yararli
mikroorganizmalar fermente {irinlerde saglik tizerine olumlu etkiler gostermektedir

(Mozzi, 2016).

Antik caglardan beri LAB, fermente gidalarin korunmasi ve iiretiminde deneysel olarak
kullanilmaktadir. 1930'lar ve 1940'lardan beri, LAB fermente gida endiistrisinde laktik
starter kiiltiir olarak kullanilmistir. Immiinoloji alanindaki artan bilgi ile birlikte,

bu mikroorganizmalar probiyotik olarak kullanilmaya baglanirken, laktik asit
bakterilerinin olusturduklari ilging metabolitlerin iiretilebilmesi ig¢in ¢ok daha fazla ¢aba
harcanmistir (Mozzi, 2016).

Bu mikroorganizmalar, anaerobik metabolizmalarinin ana son iirlinii olarak laktik asit
tiretme yetenekleriyle ve fermente gida iiriinlerinin besleyici, duyusal ve teknolojik
ozelliklerini faydali bir sekilde etkileyen ¢ok cesitli metabolitleri sentezleme
yetenekleriyle taninmaktadirlar. Bu nedenlerle LAB, starter kiiltiir ve probiyotik kiltiir
olarak kullanimlarmin yani sira, ¢ok yonlii metabolizmalar1 sayesinde nutrasotik
(besinde bulunan ve etkili oldugu kabul edilen bileseni, gida olmayan bir tasiyici
icerisinde besindeki miktarindan ¢ok daha yliksek miktarlarda tasiyan tablet, kapsiil
veya sivi formdaki firiinler) gibi bilesenlerin iretiminde kullanilmaktadirlar (Ruiz
Rodriguez ve ark., 2019).



Laktik asit bakterilerine ait birgok tiir, gida tiretiminde ve sagligin korunmasinda kritik
bir rol oynamaktadir. Bu tiirlerin, olas1 saglik yararlarina yonelik 6nemli bir artis soz
konusu olmustur. LABmin s6z konusu saglik etkileri tiire, susa ve gastrointestinal
kanalda bulunan bakteri miktara bagh olarak degismektedir. Giiniimiizde tiiketiciler,
kimyasal koruyucular ve islenmis gidalara karsi endise duymaktadir. Bu endiselerin
giderilmesinde LAB igeren veya LAB ile islenen iriinler, gidalar1 korumanin ve saglig

desteklemenin dogal bir yolu olarak énemli rol oynamaktadir (Quinto ve ark., 2014).

LAB, fermente gidalarin korunmasinda ve mikrobiyel giivenliginde belirleyici bir rol
oynamakta, boylece fermantasyonun son irilinlerinin mikrobiyel stabilitesini
desteklemektedir. Gidalarin korunmasi, organik asit (6rnegin laktik asit ve asetik asit),
karbondioksit, etanol, hidrojen peroksit, diasetil; yag asitleri ve fenilaktik asit gibi
antifungal bilesikler; bakteriyosinler (reuterisiklin gibi); ve aroma bilesiklerinin
tiretiminden kaynaklanmaktadir. Laktik asit bakterileri, {irtinlere 6zel bir tat ve aroma
veren siit, kefir, yogurt ve peynir gibi fermente gida ve siit lriinlerinin iiretiminde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Laktik asit bakterileri bakteriyosinlerin {iretimi
sayesinde, patojen mikroorganizmalar dahil diger mikroorganizmalar {izerinde inhibitor

bir etki uygulayarak gidalar1 korumaktadirlar (Karpinski ve Szkaradkiewicz, 2016).

2.4. Laktik Asit Bakterilerinin Patojen Bakteriler Uzerine Etki Mekanizmasi
Probiyotiklerin farkli caligmalarda ortaya ¢ikarildigi gibi, susa bagli olarak hareket ettigi
ve patojen bakterileri farkli mekanizmalarla inhibe ettigi bilinmektedir (Vieco-Saiz ve
ark., 2019). Laktik asit bakterileri, aralarinda genis bir inhibitor madde yelpazesi
olusturarak ve hatta rekabetci dislama yaparak ve farkli metabolitler iireterek, girdikleri
ortam1 degistirme yeteneklerinden dolayr probiyotik olarak kullanilabilmektedir (FAO,
2016).

Lactobacillus tiirleri, probiyotik laktik asit bakterileri arasinda en ¢ok ¢alisilan ve
kullanilan tiir olmaya devam etmektedir. LAB-probiyotikler tarafindan patojenlerin
inhibe edilmesi, inhibitdr bilesiklerin iiretimi, patojenlerin yapismasinin Onlenmesi,
besinler i¢in rekabet, konak¢i bagisiklik sisteminin modiilasyonu Vve besin
sindirilebilirliginin iyilestirilmesi ve toksin biyoyararlanimmin azaltilmast ile

saglanmaktadir (Vieco-Saiz ve ark., 2019).



2.4.1.Rekabetci Dislanim ilkesi

Rekabetci diglama, hayvanlarin gastrointestinal sistemine en az bir patojen olmayan
bakteri i¢eren herhangi bir kiiltiiriin eklenmesinden sonra meydana gelebilmektedir. Bu
olay, besinler i¢in dogrudan veya dolayl rekabet ile bagirsaktaki bolgelere yapisma
yoluyla patojen bakteri sayisim1 azaltmaktadir. Bu LAB-probiyotikler, biyofilm
olusturabilmekte ve otoindiikleyicilerin iiretilmesi ve salinmasi amaciyla Quorum
Sensing (QS) araciligiyla iletisim  kurabilmektedirler. Bdylece patojenlerin
popiilasyonlarinin gelisimi engellenmekte ve patojen bakteriler, bagirsak mukozasina
yapisamamaktadirlar (Liao ve Nyachoti, 2017).

2.4.2. inhibitor Bilesenlerin Uretimi

LAB, patojen istilasini indirgemek i¢in bakteriyosinler, organik asitler, etanol, diasetil,
karbondioksit ve hidrojen peroksit gibi cok c¢esitli inhibitor bilesikler iiretebilmektedir
(Liao ve Nyachoti, 2017).

2.4.2.1. Bakteriyosinler

Bakteriyosinler, hem Gram-negatif hem de Gram-pozitif bakteriler tarafindan
tiretilebilen, ribozomal olarak sentezlenmis antimikrobiyel maddelerdir. Burada LAB
bakteriyosinleri olarak anilan LAB tarafindan {iretilen bakteriyosinler cogunlukla
sitotoksik Ozelliklerden yoksundur ve antagonistik islevlerinin yani sira faydali ek
ozelliklerle donatilmistir (Belguesmia ve ark., 2010). LAB bakteriyosinleri, gii¢lii in
vitro ve in vivo aktivitelere sahip yeni bir antibiyotik dalgas1 olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Geleneksel antibiyotiklerin aksine, LAB bakteriyosinleri belirli tiirleri hedeflemekte ve

ayn1 ekosistemdeki diger popiilasyonlar etkilememektedir (Vieco-Saiz ve ark., 2019).

Gram pozitif bakteriler tarafindan {retilen bakteriyosinler ilk kez 1993 yilinda
Klaenhammer tarafindan simiflandirilmistir. Bakteriyosinlerin siniflandirilmasi, yapilari,
amino asit dizilimleri ve etki mekanizmalarina iliskin ¢aligmalara bagli olarak siirekli

degisikliklere ugramaktadir.
Gidalarin  biyolojik olarak korunmasi icin bakteriyosinlerin kullanildigi {i¢ tipik

uygulama vardir:

(1) Gida iirlinlerine saflastirilmis bakteriyosinlerin eklenmesi,
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(2) Bir gida tiriiniiniin LAB ile asilanmasi, iiriiniin kendisinde bakteriyosin tiretmek ve
(3) Oncesinde bakteriyosin iireten bir bakteri susu ile fermente edilmis, gida prosesinde
yer alan bir bilesenin kullanimidir (Karpinski ve Szkaradkiewicz, 2016).

Bakteriyosin iiretimi arzu edilen bir 6zelliktir. Ciinkii fermente gidalardaki mikrobiyel
popiilasyonlart kontrol etmeye yardimci olmakta ve boylece iirliniin raf dmriinii ve
giivenligini uzatmaktadir. LAB tarafindan iiretilen bakteriyosinler, posttranslasyonel
modifikasyonlarin varligina ve tek veya iki peptit bakteriyosinler olarak aktif olmalarina
gore farkli gruplara ayrilabilen, ribozomal olarak sentezlenmis antimikrobiyel
peptitlerin ¢esitli bir grubudur. Nisin, Gram-pozitif gida kaynakli patojenleri ve
bozulmaya neden olan mikroorganizmalari ve ayrica ek koruyucularla birlestirildiginde
Gram-negatif bakterileri de inhibe edebilen genis spektrumlu bir bakteriyosindir. Nisin,
bugiine kadar en c¢ok calisilan ve ticari olarak uygulanan bakteriyosin olmustur (Mozzi,

2016).

2.4.2.2. Organik Asitler

Kisa zincirli yag asitlerinin, laktik ve formik asitler dahil olmak iizere organik asitlerin,
ciftlik hayvanlar1 i¢in Onemli olan potansiyel patojenik bakterileri inhibe ettigi
gosterilmistir. Organik asitlerin, hiicre i¢i pH'y1 diisiirerek ve hiicresel adenozin trifosfat
(ATP) tiiketimini gerektiren icerdeki fazla protonlarin aktif taginmasini engelleyerek
etki ettigi bilinmektedir (Ricke, 2003). Organik asitlerin ana hedefleri, bakteri hiicre
duvari, sitoplazmik membran ve patojenik mikroorganizmalarin bozulmalarina ve
oliimlerine yol agan spesifik metabolik fonksiyonlardir (6rnegin, replikasyon ve protein
sentezi). LAB tarafindan {iretilen laktik asit, patojen bakteriler i¢in elverigsiz bir ortam
olusmasina katkida bulunmaktadir. Sha ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir ¢alismada %0,5
(hacim/hacim) laktik asit konsantrasyonunun Salmonella subsp., E. coli, L.
monocytogenes gibi patojenlerin gelisimini tamamen engelleyebilecegini gdstermistir
(Sha ve ark., 2016; Vieco-Saiz ve ark., 2019).

2.4.2.3. Etanol
Heterofermentatif LAB tarafindan iiretilen etanol, glikoliz yolu ile iiretilmektedir.
Etanol, membran akigkanligin1 ve biitiinliigiinii etkilemekte ve plazma membran

sizintis1 nedeniyle bakteriyel hiicre 6liimiiyle sonuglanmaktadir. Oh ve Marshall (1993),
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%5 etanol konsantrasyonunun L. monocytogenes replikasyonunu inhibe ettigini
bildirmistir (Oh ve Marshall, 1993; Vieco-Saiz ve ark., 2019).

2.4.2.4. Diasetil

Diasetil, laktik asit bakterilerinde sitrat alimi ve metabolizmasindan uretilmektedir.
Ozellikle Lactobacillus plantarum, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus bulgaricus,
Enterococcus faecalis ve esas olarak Leuconostoc mesenteroides ve Lactococcus lactis
biovar diacetylactis, diasetil iiretebilen en yaygin olarak bilinen LAB tiirleridir. LAB
tarafindan ortamda serbest birakilan karbondioksit, aerobik bakterilerin gelisemeyecegi
anaerobik bir ortam yaratirken, diasetil, Gram-negatif bakterilerin arjinin-baglayici
proteini ile reaksiyona girerek hiicre boliinmesinde O6nemli rolii olan arjininin

kullanimina miidahale etmektedir (Rishi ve ark., 2018).

2.4.2.5. Hidrojen Peroksit

Bazi LAB tiirleri hidrojen peroksit (H20) liretebilmekte ve katalaz igermeyen patojen
bakterileri inhibe edebilmektedirler. Hidrojen peroksidin bakterisidal etkisi,
konsantrasyonlara ve pH, sicaklik gibi ¢evresel faktorlere bagli olmaktadir (Vieco-Saiz
ve ark., 2019). Lactococcus lactis ve Enterococcus faecium tiirlerinin giiglii
antimikrobiyel etkilere sahip hidrojen peroksit tirettigi rapor edilmistir (Yang ve ark.,
2012).

2.4.2.6. Probiyotik Bakterilerin Tanim

Reuterin, Lactobacillus reuteri tarafindan gliserol metabolizmasi ile iliskili ikincil bir
metabolittir. Bu gli¢lii inhibitor bilesik, pH'dan bagimsiz bir sekilde uygulanan genis bir
aktivite spektrumuna sahiptir. Reuterinin  DNA replikasyonunu inhibe ettigi ve
proteolitik ve lipolitik enzimlere karsi direngli oldugu bilinmektedir (Rishi ve ark.,
2018). Aktivite spektrumu agisindan reuterinin E. coli, Staphylococcus aureus ve
Candida alt tiirlerine kars1 aktivite gosterdigi kanitlanmistir (Vieco-Saiz ve ark., 2019).

2.5. Probiyotik Bakterilerin Tanimi
Probiyotikler, gastrointestinal sistemde kolonize olan ve konagin sindirim sistemine
fayda saglayan canli mikroorganizmalardir (Bhargavi ve Jamil, 2012). Fuller ve ark.

(2001) ve Mateova ve ark. (2008), sindirim sistemindeki mikrobiyel dengeyi
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iyilestirerek konak¢iya faydali olan ve konakg¢iyr olumlu yonde etkileyen
mikroorganizmalardan olusan ek gidalarin probiyotik oldugunu agiklamislardir (Utama

ve ark., 2018, Bilginer ve Cetin, 2019; Prabhurajeshwar ve Chandrakanth, 2019).

Gliniimiizde yaygin olarak kullanilan probiyotik bakteri cinslerinden biri olan
Lactobacillus’lar, Gram-pozitif, sporsuz ve ¢ubuk seklindedir. Lactobacillus cinsine ait
olan, ince bagirsakta yasayabilmekte ve ¢ok sayida bulunmaktadirlar (Dogan, 2011).
Enterokoklar ise Gram-pozitif, sporsuz, fakiiltatif anaerob, genellikle diplokok veya
kisa zincirli kok seklindedirler. Saglikli insan ve hayvanlarin bagirsak mikrobiyotasinda
ve ayni zamanda ¢evrede de yaygin olarak bulunabilen bakterilerdir (Cetinkaya ve Elal

Mus, 2010).

Probiyotikler deneysel olarak ylizyillardir kullanilmaktadir, ancak yalnizca son yillarda
immiinolojik, gastrointestinal ve solunumla ilgili fonksiyonlarin modiilasyonuna
katkilar1 tam olarak takdir edilmeye ve bilimsel olarak degerlendirilmeye baslanmistir.
Bugiine kadar, mevcut ticari probiyotiklerin ¢ogu, esas olarak Lactobacillus
cinslerinden ve bifidobakterilerden (laktik asit {ireten ancak her zaman asetik asit ile
kombinasyon halinde olan Actinobacteria filumuna dahil olan yiiksek G+C igerigine
sahip bir bakteri grubu) olusmaktadir. Ayrica I6konostok, pediokok, laktokok,
enterokok ve streptokok da probiyotik olarak kullanilmaktadir (Mozzi, 2016).

2.6. Laktik Asit Bakterilerinin Probiyotik Ozellikleri

Probiyotikler, ¢ogunluk olarak laktik asit bakterilerilerinden olusmaktadir. Yogurt
yapiminda kullanilan mikroorganizmalar (Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
ve Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus) hari¢ biitin LAB’leri gastrointestinal
mikrobiyotada bulunmaktadir. Probiyotik iriinler, bu mikroorganizmalardan bir veya
birkagini igerebilmektedirler. Probiyotik olarak kullanim alani olan laktobasil tiirleri

Cizelge 2.2.’de verilmistir (Dogan, 2011).
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Cizelge 2.2. Probiyotik Olarak Kullanilan Laktobasil Tiirleri

Lactobacillus tiirleri Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
cellebiosus, Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus lactis, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus reuteri, Lactobacillus brevis,
Lactobacillus casei, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus fermentum, Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus johnsonii,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus salivarius,

Lactobacillus gasseri

Bagirsak mikrobiyotasi, insan saglig1 iizerine etkisi giderek daha fazla taninan, oldukca
cesitli ve gorece stabil bir ekosistemdir. Normal bilesiminden sapma, genellikle lokalize
ve sistemik hastaliklarla iligkilidir. Bagirsak mikrobiyotasinin modiilasyonu, sagligin
tyilestirilmesine yardime1 olabilmekte ve belirli gida bilesenlerinden karmasik diyetlere
kadar degisen farkli beslenme konseptleriyle veya probiyotikler gibi belirli canl
mikroorganizmalarin viicuda alimi ile saglanabilmektedir (Mozzi, 2016). Bagirsak
sagligimin iyilestirilmesi, bagisiklik tepkisinin giliclendirilmesi, serum kolesteroliiniin
diistiriilmesi ve kanserin dnlenmesi dahil olmak iizere probiyotiklere atfedilen faydali
etkilerin lehine giiglenen kanitlar bulunmaktadir. Bu saglik 6zellikleri susa 6zgiidiir ve

cesitli mekanizmalardan etkilenmektedir (Kechagia ve ark., 2013).

Laktik asit bakterilerinin probiyotik olarak siniflandirilabilmeleri i¢in asagidaki
ozellikleri saglamalar1 gerekmektedir:

- Insan gastrointestinal sisteminden izole edilmesi ve burada kolonize olabilmesi

- Patojen olmamasi

- Bagisiklik sisteminin asir1 uyarimina sebebiyet vermemesi

- Antibiyotik diren¢ genleri tasimamasi

- Antimikrobiyel maddeler iiretebilmesi

- Patojenlere kars1 antimikrobiyel etki géstermesi

- Safra tuzuna diren¢ gostermesi

- Asidik ortamlara direngli olmasi
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- Hizli metabolize olmasi

- Hizlh gelisebilmesi

- (Gidalarda kullanilabilmesi ve yan etkisisinin olmamasi

- Bagisiklig1 pozitif yonde etkilemesi

- Fermantasyon sirasinda canli kalabilmesi

(Friedman, 2005; Goniilates, 2008; Timmerman ve ark., 2008; Abushelaibi ve ark.,
2017).

Yapmis oldigumuz tez ¢alismasinda kullanilan Lactobacillus brevis ve Lactobacillus
plantarum izolatlar1 diisiik pH'li ortamlarda yasama ozelligine sahiptir. L. brevis,
laktobrevin adi verilen antimikrobiyel bir peptit iiretmekte, L. plantarum ise patojenik
bakterilerin biiyiimesini engelleyebilen laktolin maddesini iiretmektedir (Davis ve Stout,
1971; Utama ve ark., 2018). Utama ve ark.'nin yaptiklar1 ¢alismada L. brevis ve L.
plantarum izolatlar1 12 saat boyunca 2.5 pH'a diren¢ gostermislerdir. L. brevis ve L.
plantarum izolatlarmin popiilasyonlar1 108 kob/mL'den fazla bulunmustur. Bu durum L.
brevis ve L. plantarum izolatlarinin diistik pH degerlerinde gelisme yeteneginin ¢ok iyi
oldugunu kanitlamistir (Utama ve ark., 2018). Saarela ve ark., diisiik pH'a direncin,
probiyotiklerin 6nemli bir 6zelligi oldugunu belirtmislerdir. Cizelge 2.3.’te, pH ne kadar
yiiksek olursa, mikroorganizmalarin da o kadar fazla biiyiidiigiinii géstermistir (Saarela

ve ark., 2000; Utama ve ark., 2018).

Cizelge 2.3. Lactobacillus brevis ve Lactobacillus plantarum izolatlarinin Cesitli
pH’lardaki Optik Yogunluklar

Optik Yogunluk (OD)
Mc Farland 0sa 12 sa
Izolatlar standardi
0.5(108CFU) 25 3.5 45 55 25 35 45 55 SEM
Lactobacillus 0,04 0,08 0,09 0,11 0,18 0,50 1,34 1,93 2,43 0,01
brevis
Lactobacillus 0,04 0,09 0,09 0,10 0,16 0,09 1,10 2,11 2,55 0,02
plantrum

*MRS Broth besiyerinde 12 saatlik inkiibasyon boyunca olusan bakteri gelisimi, SEM: Standart hata
Davis ve Stout, antibakteriyel etki acisindan, 20 mm'lik net zonlarin c¢ok giiclii

inhibisyonu, 10-20 mm'in gii¢lii inhibisyonu, 5-10 mm'nin orta derecede inhibisyonu

ve 5 mm veya daha azinin ise zayif inhibisyonu temsil ettigini belirtmislerdir. Davis ve
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Stout, L. brevis izolatinin, Escherichia coli ve Salmonella pullorum gelisimini giiglii bir
sekilde inhibe ettigi, L. plantarum’un ise Escherichia coli gelisimini ¢ok gii¢lii bir
sekilde inhibe ettigi, Salmonella pullorum biiyiimesini ise gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi

sonucuna ulasmislardir (Davis ve Stout, 1971; Utama ve ark., 2018).

2.7. Gida Kaynakh Patojen Bakteriler

Gida kaynakli hastalik (gida zehirlenmesi) genellikle bakteriler ve/veya onlarin
toksinleri, parazitler, viriisler, kimyasallar veya diger ajanlar tarafindan kontamine
olmus gidalarin tiiketilmesinden kaynaklanmaktadir. Gida kaynakli hastalik, bir patojen
gida ile alindiginda ve insan viicudunda kendini gosterdiginde (ve genellikle
cogaldiginda) veya toksijenik bir patojen bir gida {irliniine yerlesip toksin tirettiginde ve
insan viicuduna yiyecek veya iceceklerle birlikte direkt bu toksinin alimi oldugunda
ortaya ¢ikmaktadir (Bintsis, 2017). Zayiflamis bir bagisiklik sistemi ve yas da dahil
olmak iizere, gida zehirlenmesinin semptomlarina ve siddetine katkida bulunabilecek

cesitli faktorler bulunmaktadir (Anonim c, 2020).

Bazi patojen bakteriler spor olusturma yetenegine sahiptir ve bu nedenle 1siya oldukga
dayaniklidir (6rn. Clostridium botulinum, C. perfringens, Bacillus subtilis, Bacillus
cereus). Bazilar1 1siya dayanikli toksinler iiretebilmektedir (6rnegin Staphylococcus
aureus, Clostridium botulinum). Cogu patojen, 20 °C ile 45 °C arasinda optimum
biiyime sicakligi araligindadir ve mezofiliktir. Bununla birlikte, Listeria
monocytogenes ve Yersinia enterocolitica gibi bazi gida kaynakli patojenler
(psikrotroflar), 10 °Cmin altindaki sicakliklarda veya buzdolabindaki kosullarda
cogalma yetenegine sahiptir (Bintsis, 2017).

Gida enfeksiyonlarina ve intoksikasyonlarina sebebiyet veren bakterilerden en
onemlileri Salmonella alt tiirleri, Campylobacter alt tiirleri, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, Clostridium alt tiirleri, Escherichia coli
O157:H7, Shigella alt tiirleri, Yersinia enterocolitica, Vibrio alt tiirleri, Brucella alt
tirleri ve Aeromonas alt tiirleri olarak bilinmektedir (CDC, 2005; Saglam ve Seker,
2016).
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Bu tez kapsaminda galisilan Salmonella Enteritidis, metisilin direngli Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7 bakterilerinin morfolojisi,
hangi gidalardan izole edildikleri ve diger ozellikleri agisindan incelenerek asagida

Ozetlenmistir.

2.7.1. Salmonella Enteritidis

Enterobacteriaceae familyasinda yer alan ¢ubuk seklinde, Gram-negatif, sporsuz, ¢ogu
hareketli, fakiiltatif anaerob, Kkatalaz-pozitif ve oksidaz-negatif, H.S iiretebilen,
karbonhidratlardan asit ve gaz olusturabilen, optimim gelisme sicakligi 35-37°C olan bir
bakteridir (Vazgeger ve Temiz, 2005, Saglam ve Seker, 2016). S. enterica, hayvanlari,
insanlar1 ve bitkileri basarili bir sekilde kolonize edebilmekte ve ayrica ¢evrede de
bulunmaktadir (Knodler ve Elfenbein, 2019). Salmonella tiirleri 1s1l isleme duyarli olup,
60 °C'de 1-6 dakika arasinda inaktive olmaktadirlar (Vazgeger ve Temiz, 2005, Saglam
ve Seker, 2016).

Et ve tavuk driinleri, salatalar, siit ve siit iiriinleri, yumurta, tavuk karkaslari, ¢ig kiyma,
deniz tirlinleri, gocuk mamalar1 Salmonella bulasisinda rol alan gidalardir. Bu gidalarda
en ¢ok karsilasilan Salmonella tirleri ise Salmonella enterica ve Salmonella

Typhimurium'dur (Finstad ve ark. 2012).

2.7.2. Staphylococcus aureus

Uziim salkimini andiran ve mikroskobik kiimeler seklinde gériinen, Gram-pozitif, kok
sekilli, sporsuz, hareketsiz, bazi suslari kapsiillii, fakiiltatif anaerob, uygun kosullarda 7-
48 °C arasinda gelisebilen, optimum 30-37°C’de gelisim gosteren mezofilik bir
bakteridir (Saglam ve Seker, 2016). Insanlarin ve hayvanlarin yaklasik %25'inin
derisinde ve burnunda Staphylococcus aureus bulunmaktadir. Saglikli insanlarda
genellikle hastaliga neden olmaz, ancak Staphylococcus aureus, gida zehirlenmesine

neden olabilecek toksinleri iiretme yetenegine sahiptir (Anonim b, 2018).

Birden fazla antibiyotik sinifina direng kazanma yetenegi, S. aureus'u tedavi edilmesi
zor bir patojen yapmaktadir. MRSA olarak adlandirilan, metisilin direngli S. aureus
suslarinin ortaya ¢ikmasi ve yayilmasi, yiiksek morbiditeye, yiiksek mortaliteye ve

tedavi maliyetlerinin artmasina neden olmustur. Vankomisin, yillarca bu suslarin
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istesinden gelmek icin altin standart ilag olarak kullanilmis, ancak bu antibiyotige karsi
direncin ortaya ¢ikmasi klinik kullanimini kisitlamistir. Bununla birlikte, patojenin yeni
ilaglar1 tanidiktan hemen sonra diren¢ kazanma yetenegi goz oniine alindiginda, MRSA
ile miicadele icin yeni antibiyotik kesif ¢cabalar1 ve antibiyotik dis1 yaklagimlar devam

etmektedir (Gnanamani, Hariharan ve Paul- Satyaseela, 2017).

Gidalara Staphylococcus aureus bulasmigsa, bakteriler gidalarda ¢ogalabilmekte ve
insanlar1 hasta edebilecek toksinler {liretebilmektedirler. Staphylococcus aureus
bakterileri 1s1l islemle 6ldiriilebilmekte, ancak toksinleri yiiksek 1s1l stabiliteye sahip
oldugundan dolay1 pisme sicakliginda yok olmamakta ve hastalifa neden
olabilmektedirler. Staphylococcus aureus’un toksinlerini igeren gidalar kotii kokuya,
bozuk goriintime veya bozuk tada sahip olmayabilmektedir (Anonim b, 2018).
Tiikketime hazir olan et ve tavuk iriinleri, tiitsiilenmis veya 1s1l islem gormiis etler,
yumurta ile hazirlanan iriinler ve pismis yumurta ve siit ve siit tiriinleri, mayonezli
salatalar stafilokoktan kaynaklanan intoksikasyonlara sebep olan araci gidalar olarak
goriilmuslerdir. Bahsedilen gidalarin benzer yani ¢ogunlukla 1sil islem gérmeleri, elle
hazirlanmalar1 ve tiiketime kadar buzdolabinda muhafaza edilmeleridir (Anonim d,
2020).

2.7.3. Listeria monocytogenes

Listeria alt tiirleri, Gram-pozitif, ¢ubuk sekilli (0,5-4 um g¢apinda ve 0,5-2 pum
uzunlugunda), spor olusturmayan, fakiiltatif anaerob, katalaz-pozitif ve oksidaz-negatif
mikroorganizmalardir. L. monocytogenes'in optimum biiyiime sicakligi 30-37°C'dir,
ancak 0 ile 45°C arasinda da yasayabilmektedir. L. monocytogenes buzdolabi
sicakliklarinda ¢ogalabilmektedir ve dezenfektanlara karsi dayanikhidir. Isleme
tesislerine girdikten sonra hayatta kalabilmekte ve olumsuz kosullar altinda uzun siire

yasamini siirdiirebilmektedir (Jamshidi ve Zeinali, 2019).

Gida endistrisinde Listeria monocytogenes, biyofilm olusturabilmesi nedeniyle
potansiyel bir kontaminasyon kaynagi olarak goriilmektedir. Listeria monocytogenes,
dogada yaygin olarak bulunan bir mikroorganizmadir. Ayrica saglikli insan ve
hayvanlardan veya enfekte evcil ve vahsi hayvanlardan da izole edilmistir. Pastorize

edilmemis siit ve bu siitten yapilan yumusak peynirler, ¢ig meyve ve sebzeler, yemeye
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hazir soguk mezeler, salatalar ve islenmis etler, L. monocytogenes igin bulasi kaynagidir
(Jamshidi ve Zeinali, 2019).

2.7.4. E. coli O157:H7

Escherichia coli, Gram-negatif, kisa ¢ubuk seklinde, mezofilik, fakiiltatif anaerob,
sporsuz, bazi suslar1 hareketli olan, Enterobacteriaceae ailesinde yer alan en 6nemli
tirdiir. 4 °C ile 45 °C arasinda gelisme gostermektedir. Optimum gelisme sicakligi ise
37°C’dir (Saglam ve Seker, 2016).

E. coli O157:H7, hemolitik iiremik sendrom (HUS) ve trombotik trombositopenik
purpura (TTP) dahil yasami tehdit eden durumlarla sonuglandig1 bilinen, diinya ¢apinda
gida kaynakli 6nemli bir patojen haline gelmistir. Epidemiyolojik arastirmalara gore,
evcillestirilmis hayvanlarda, ozellikle besi sigirlarinda bulunmaktadir. Ciftliklerdeki
gevis getiren hayvanlar, E. coli O157:H7'nin dogal rezervuari olarak tanimlanmistir. E.
coli O157:H7'nin bulasisi, az pismis et veya yetersiz pastorize edilmis siit {irlinleri veya
Shiga toksijenik Enterohemorajik E. coli (EHEC) ile yiikli kontamine yiizeylerle
temastan sonra meydana gelmektedir. Shiga toksijenik Enterohemorajik E. coli'nin diger
bulas1 kaynaklar ise igilebilir su kaynaklari, ylizme havuzlarindan ve géllerden gelen
kontamine su, yetersiz pisirilmis etler gibi kontamine gidalar, yeterli yikama islemi
uygulanmamis yaprakli yesillikler ve meyveler, elma suyu dahil pastorize edilmemis
icecekler ve evcil hayvan giftliklerinde kontamine hayvanlar ile direkt temastir. Taze
meyve ve sebzelerin kontaminasyonu, tarimsal sulama suyundaki veya akarsudaki fekal
kontaminasyona bagli olarak meydana gelmektedir. HUS, bazi farkli bakteriler
tarafindan olusturulabilmekle birlikte yaygin olarak Enterohemorajik E. coli, dzellikle
E. coli O157:H7’nin Shiga toksin iireten E. coli serotipleri ile enfeksiyondan sonra
ortaya ¢ikmaktadir. E. coli O157:H7, ortak E. coli suslarinda bulunanlardan daha
dayanikli hayatta kalma Ozelliklerine sahiptir ve bu durum EHEC'in insan gida
zincirinde siklikla karsilagilan ¢ok c¢esitli zorlu kosullarda hayatta kalmasinm

saglamaktadir (Ameer ve Salen, 2021).
E. coli O157:H7, insanlara oncelikle ¢ig veya az pismis kiyma iiriinleri ve ¢ig siit gibi

kontamine gidalarin tliketimi yoluyla bulagsmaktadir. Su ve diger gidalarin fekal

kontaminasyonu ve gida hazirlama sirasinda ¢apraz bulasi (sigir eti ve diger et tirlinleri,
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kontamine yiizeyler ve mutfak gerecleri ile) da enfeksiyona yol agmaktadir. E. coli
O157:H7’nin bulas1 kaynaklar1 arasinda az pigsmis hamburgerler, pastorize edilmemis ve
taze toplanmis elmalardan elde edilen fermente elma suyu icecegi (Apple cider), yogurt

ve ¢ig siitten yapilmis peynir yer almaktadir (Tosun ve Goniil, 2003).

2.8. Antimikrobiyel Duyarhlik Testleri

Antimikrobiyel duyarlilik testleri, bir antimikrobiyel ajanin belirli bir bakteri tiirline
karst in vitro etkinligini saptamak amaciyla uygulanmaktadirlar. Antimikrobiyel
duyarlilik testlerinde diliisyon ve diflizyon olmak iizere iki farkli test yoOntemi
bulunmaktadir. Difiizyon testleri disk difiizyon test yontemi ile veya E-test yontemi ile
yapilabilmektedir. Dillisyon testleri ise tiip diliisyon yontemi veya agar diliisyon
yontemi ile yapilabilmektedir. Diliisyon yontemi ile test edilecek olan bakterinin MIiK
degeri bulunabilmektedir (Jorgensen ve Turnidge, 2015). Bu ¢alismada antimikrobiyel
aktivite, agar spot testi, kuyucuk difiizyon deneyi ve broth mikrodiliisyon yontemleri ile

incelenmistir.

2.8.1. Agar Spot Deneyi

Agar spot yontemi, bir agar diflizyon yontemi olarak siniflandirilmaktadir. Bu
yontemde test edilecek olan bakteri kiiltiiri, daha Onceden test mikroorganizmasi
inokiile edilmis olan agar yiizeyinden diflize olmaktadir. Agar lizerine test edilecek
bakteri kiiltiirii yay1lip, daha sonrasinda tizerine 2-10 uL miktarinda antimikrobiyel ajan
veya antimikrobiyel madde iireten bakterinin nokta ekimi gergeklestirilmektedir. Test
edilen bakteri mikrobiyel olarak aktif ise, inkiibasyondan sonra nokta ekim yapilmis
olan kiiltiiriin gevresinde inhibisyon bolgesi meydana gelmektedir. Inhibisyon bélgesi,
bakteriyel gelisimin inhibe edilmesi sonucunda olusan berrak bir bolgedir. Inhibisyon
bolgesinin capi, nokta ekimi gerceklestirilen bilesiklerin antimikrobiyel giiciinii

tanimlamaktadir (Horvath ve ark., 2016).

2.8.2. Kuyucuk Difiizyon Deneyi

Agar kuyucuk difiizyon yOntemi, mikrobiyel ekstraktlarin antimikrobiyel etkinligini
saptayabilmek adina yaygin olarak kullanilmaktadir. Agar spot yonteminde kullanilan
deney prosediiriine benzer sekilde, agar plakasi yiizeyine mikrobiyel kiiltiir inokiile

edilmektedir. Daha sonra agar ylizeyine steril bir mantar delici veya bir ug ile aseptik
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olarak 6 ile 8 mm ¢apinda bir delik ag¢ilip, kuyulara istenilen konsantrasyonda ve belirli
bir hacimde (20-100 pL) antimikrobiyel madde veya 6ziit ¢ozeltisi verilmektedir. Daha
sonra agar plakalari, test mikroorganizmasina bagl olarak uygun kosullar altinda inkiibe
edilmektedir. ~ Antimikrobiyel ajan, agar ortaminda yayilmakta ve test

mikroorganizmasinin gelisimini engellemektedir (Balouiri, Sadiki ve Ibnsouda, 2016).

2.8.3. Broth Mikrodiliisyon Testi

Seyreltme yontemleri, antimikrobiyel ajanlarin minimum inhibisyon
konsantrasyonlarmi (MiK) belirlemek icin kullanilmaktadir ve antimikrobiyel etkinlik
testi i¢in Kullanilan referans yontemlerdir. Seyreltme testlerinde mikroorganizmalar,
antimikrobiyel ajanlarin seri dillisyonlarini igeren kiiltiirlerinin mikrotitrasyon plakasi
kuyularinda goriiniir gelisme yetenekleri acisindan test edilmektedir. MIK, bir
mikroorganizmanin gelisimini engelleyen bir antimikrobiyel maddenin en disiik

konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir (Rodriguez-Tudela ve ark., 2002).

Broth mikrodiliisyon, en temel antimikrobiyel duyarlilik test yontemlerinden biridir.
Prosediir, 96 kuyucuklu mikrotitrasyon plakasi (OrLab) kullanilarak 2 mL'den daha
kiigiik hacim igeren tiiplere dagitilan bir siv1 gelisim ortaminda antimikrobiyel ajanin iki
kat seyreltilerinin hazirlanmasini (6rn. 1, 2, 4, 8, 16 ve 32 ng/mL) icermektedir. Daha
sonra her kuyu, standart mikrobiyel siispansiyonun seyreltilmesinden sonra ayni
ortamda hazirlanan bir mikrobiyel inokulum ile inokiile edilir. Inokiile edilmis 96
kuyucuklu mikrotitrasyon plakasi, test mikroorganizmasina bagl olarak uygun kosullar
altinda (¢cogunlukla ¢alkalamadan) inkiibe edilmekte ve inkiibasyon sonrasi bakterinin
gelisimini inhibe eden en diisiik konsantrasyon MIK olarak belirlenmektedir (Demirpek,
2012; Balouiri, Sadiki ve Ibnsouda, 2016).

2.9. Katalaz Testi

Katalaz-pozitif bakteriler, fakiiltatif anaeroblarin yani sira zorunlu aeroblari da
icermektedir, ancak bunlarin hepsi terminal elektron alicis1 olarak oksijen kullanarak
solunum yapma yetenegine sahiptir. Katalaz-negatif bakteriler anaerob veya terminal
elektron alicisi olarak oksijeni kullanip solunum yapmayan ve yalnizca fermente olan

fakiiltatif anaeroblar da olabilmektedir (Anonim a, 2021).
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Katalaz testi, bir lam {izerine bakterinin 24 saatlik kiiltliriinlin yayilip, lizerine %3'liik
hidrojen peroksit (H202) damlatilmasi ile gerceklestirilmektedir. Katalaz testinin pozitif
reaksiyonu, bakterilerin hidrojen peroksidi suya ve oksijene doniistiiren katalaz
enzimini Urettigini gosteren oksijen kabarciklarinin olusumu ile karakterize

edilmektedir (Ismail, Yulvizar ve Mazhitov, 2019).

Laktik asit bakterileri, hidrojen peroksidi su ve oksijene doniistiiren katalaz enzimini
iiretmemektedirler. Laktik asit bakterileri anaerobik bakteri grubuna dahil olup, gelisim
sirasinda oksijene ihtiya¢ duymamaktadirlar. Katalaz reaksiyonu, Oz gazi olusumunu
gosteren hava kabarciklar1 olustugunda pozitif, gaz kabarciklar1 olugsmuyorsa negatif
katalaz reaksiyonu ile sonuglanmaktadir. Bu bakteriler, laktik asit bakterilerinin
ozelliklerinden biri olan hidrojen peroksidi su ve oksijene doniistiirmek i¢in gerekli olan

katalaz enzimini iiretememektedirler (Ismail, Yulvizar ve Mazhitov, 2019).
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

3.1.1. Laktik Asit Bakterilerine Ait Bilgiler

Bu tez kapsaminda galisilan laktik asit bakterilerinin tamami, daha once bir doktora tez
caligmas1 kapsaminda eksi mayali hamurlardan izole edilmis olan ve dogal sus oldugu
diisliniilen laktik asit bakterileridir. Hp2 kodlu bakteri Corum boélgesinden temin edilen
bugday orneginden, Wz3 kodlu bakteri Avusturya bolgesinden temin edilen bugday
orneginden, 1zl kodlu bakteri Izmir bolgesinden temin edilen bugday 6rneginden, Ge3
kodlu bakteri ise Kayseri bolgesinden temin edilen bugday 6rneginden eksi hamur
ornegi olusturularak izole edilmislerdir. Laktik asit bakterilerine ait bilgiler Cizelge

3.1.”de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. Tez Calismasinda Kullanilan LAB’lerine Ait Bilgiler

izolatin Kodu Alindig1 yer izole Edildigi Bakteri Tiirii Gen Bank No
Un Tiirii

Hp2 Corum Bugday Lactobacillus MNB826739
plantarum

Wz3 Avusturya Bugday Lactobacillus MNB826745
plantarum

iz1 Izmir Bugday Lactobacillus MN826740
plantarum

Ge3 Kayseri Bugday Lactobacillus MNB826738
brevis

Toplam LAB Sayisi: 4

3.1.2. Patojen Bakterilere Ait Bilgiler

Tez kapsaminda kullanilacak olan patojen bakterilerden Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Enteritidis, Listeria monocytogenes ve E.coli O157:H7, Orta Dogu
Teknik Universitesi (ODTU) Gida Miihendisligi Boliimii’'nden temin edilmistir. MRSA
[ATCC 13552 mecC (+)] ise, Ankara Halk Saglig1 Laboratuvari’ndan temin edilmistir
(Cizelge 3.2.)
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Cizelge 3.2. Tez Calismasinda Kullanilan Patojen Bakterilere Ait Bilgiler

Izolatin Kodu  Alindig yer Bakteri Susu METU ID
P1 ODTU Salmonella  enterica  subsp. MET S1-001
enterica serovar Enteritidis
P2 ODTU Listeria monocytogenes MET L1-001
P3 ODTU E.coli O157:H7 MET K1-029
P4 Ankara Halk Sagligit MRSA ATCC 13552
Laboratuvari mecC (+)

Toplam Bakteri 4
Sayis1

3.1.3. Besiyerleri, Kimyasallar ve Diliisyon Sivilari
Calismada laktik asit bakterileri ve patojen bakterilerin sayimlarinin yapilmasi amaciyla
diliisyon sivilart hazirlanmistir. Diliisyonlarin hazirlanmasinda serum fizyolojik [%0,85

(w/v)] kullanilmistir.

Patojen bakteriler i¢in hazirlanan diliisyonlardan sayim yapilmasi amaci ile NA
(Nutrient Agar) (Merck) besiyerine ekim yapilmistir. Laktik asit bakterilerinin
sayimlarinin yapilmasi amaciyla ise serum fizyolojik ile hazirlanan diliisyonlardan MRS
(De Man, Rogosa And Sharpe) Agar (Merck) besiyerine ekim yapilmistir. MRS Agar
(Merck), NA (Merck) ve %0,33 agar iceren yumusak agarli TSB besiyeri (Merck),

bakterilerin antimikrobiyel 6zelliklerinin incelenmesinde kullanilmigtir.

Patojen bakterilerin canlandirilmasi ve gelistirilmesi amaciyla TSB (Triyptic Soy Broth)
(Merck) besiyeri kullanmilmistir. Laktik asit bakterilerinin  canlandirilmasi1  ve
gelistirilmesi amaciyla ise MRS Broth (De Man, Rogosa And Sharpe Broth) (Merck)
besiyeri kullanilmigtir. Elde edilen saf kolonileri -70 °C’de stoklamak igin gliserollii

MRS Broth ve gliserollii TSB besiyerleri kullanilmistir.

Laktik asit bakterilerine uygulanan katalaz testi i¢in ise MRS Agar ve %3’lik hidrojen

peroksit ¢cozeltisi kullanilmistir.
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Analizlerde kullanilmis olan besiyerleri, hazirlanma talimatlar1 takip edilerek
besiyerlerinin tartim1 yapildiktan sonra saf su i¢inde ¢oziindiiriiliip, otoklavda 121°C’de

15 dk sterilize edildikten sonra kullanimlar1 saglanmustir.

3.1.4. Kullanilan Malzemeler ve Cihazlar

3.1.4.1. Laktik Asit Bakterilerinin Canlandirilmasi ve Sayiminda Kullamilan
Malzemeler

Laktik asit bakterilerinin anaerobik ortam kosullarinda gelisiminin saglanabilmesi i¢in

anaerobik kavanoz (OrLab, Merck) kullanilmustir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Anaerobik Kavanoz

3.1.4.2. Siipernatant Eldesinde Kullamilan Malzemeler ve Cihazlar
Laktik asit bakterilerinden silipernatantlarin eldesinin ilk basamaginda santrifiij

cihazindan [Hettich, (Almanya), Mikro 200] yararlanilmistir (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Siipernatant Eldesinde Kullanilan Mikro Santrifiij Cihaz1
Laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla santrifiij
edilen [Hettich, (Almanya), Mikro 200] bakterilerden siipernatant eldesi i¢in 0.2 um por

capina sahip olan steril filtreler kullanilmustir.

Mikrodiliisyon  deneyinde minimum inhibisyon  konsantrasyonunun (MIiK)

saptanabilmesi amaciyla U tabanli mikroplakalar kullanilmistir (Sekil 3.3.).
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Sekil 3.3. U Tabanli 96 Kuyucuklu Plaka

Minimum inhibisyon konsantrasyonunun belirlenmesinde 96 kuyucuklu plaka okuyucu
(OrLab) kullanilmastir (Sekil 3.4.; 3.5.).

Sekil 3.4. Mikroplaka Okuyucu
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Sekil 3.5. Mikroplaka Okuyucu Cihazi Ornek Yerlestirme Haznesi

Katalaz testinin gerceklestirilebilmesi i¢in, MRS Agar’dan 6ze yardimiyla alinan

bakterilerin hidrojen peroksit ile muamele edilebilmesi amaciyla lam kullanilmistir.

3.2. Metot

3.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Stok Kiiltiirlerden Canlandirilmasi

Mikrosantrifiij tiiplerde gliserollii MRS Broth’ta (%50-%50) -70 °C’de stoklanan laktik
asit bakterileri oda sicakliginda 5 dakika bekletilip sivi forma gegmeleri saglandiktan
sonra, kiiltiirlerin her birinden 100’er pL alimarak MRS Broth besiyerine ekimleri

gergeklestirilmis ve 30 °C’de 24 saat, anaerobik ortamda canladirilmalar1 saglanmustir.

3.2.2. Patojen Bakterilerin Stok Kiiltiirlerden Canlandirilmasi

Mikrosantrifiij tiiplerde gliserollii TSB’de (%50-%50) -70 °C’de stoklanan patojen
bakteriler, oda sicakliginda 5 dakika bekletilip sivi forma gegmeleri saglandiktan sonra,
kiiltiirlerin her birinden 100’er pL alinarak TSB besiyerine ekimleri gergeklestirilmis ve

37 °C’de 24 saat, aerobik ortamda canladiriimalari saglanmistir.

3.2.3. Agar Spot Deneyi
Izole edilmis laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel etkisi, ilk olarak agar spot deneyi

ile belirlenmistir. Bu deney, Arena ve ark. (2016) tarafindan tanimlanan yontem baz
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alinarak gerceklestirilmisgtir. Deneyde, Arena ve arkadaslarinin galismasindan farkli
olarak seyreltme orani 1:100 degil, 1:10 olarak uygulanmistir. Nokta ekim miktari ise 5
uL yerine 2 uL olarak uygulanmistir. Deneyde izolatlarin 18-24 saatlik kiiltiirlerinden
MRS Agar tizerine nokta ekim yapilmis olup (2 pL), petriler anaerobik kosullarda 24
saat 30 °C’de koloni gelisimi amaciyla inkiibasyona birakilmistir. Patojen bakterilerin
TSB’de gelistirilmis 18-24 saatlik kiiltiirlerinden 0,5 mL alinarak, igerisinde 5 mL’lik
yumusak agarli TSA bulunan tiiplere aktarilmis (%0,33 agar) ve 1:10 oraninda
seyreltme islemi uygulanmistir. Daha sonrasinda tiiplerdeki patojen igeren yumusak
agarli TSA besiyerleri vortexlenip, nokta ekim yapilmig olan laktik asit bakterilerinin
bulundugu petrilerin {izerine dokiilmiistiir. icerisinde patojen bulunan 5 mL yumusak
agarli TSA ile kaplanan, nokta ekim yapilmis olan petriler, 24 saat 37 °C’de aerobik
olarak inkiibasyona birakilmistir. Petrilerin inkiibasyonu sonrasinda olusan zonlar,
laktik asit bakterisinin olusturdugu koloninin dis kosesinden, seffaf zonun bitimine
kadar olan kisma kadar 6l¢iilmiistiir. Deney basamaklar1 sematik olarak Sekil 3.6.’da

gosterilmistir.
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Laktik asit bakterilerinin MES Broth'ta canlandinlmas
(30°C, 24 saat)

L J

Laktik asit bakterilerinin MRS Agar iizerine nokta
ekiminin vapilmasi (5 pL)

L

Patojen bakterilerin canlandinlmas:
(37 °C, 24 saat)

L

24 saathik patojen kiiltiirlerinin vumugak TSA besiyerine
1:10 oraminda ekiminin yapilmasi (45 °C)

L J

Nokta ekim vapilmis olan MRS Agar tizerine patojen
kaltirlerinin dokiilmes:

L J

Acerobik inkiibasyon
(37 °C, 24 saat)

L J

Zon lgimii

Sekil 3.6. Agar Spot Deney Basamaklari

3.2.4. Kuyucuk Difiizyon Deneyi

Agar spot deneyi uygulanan bakterilerin siipernatantlari, kuyucuk difiizyon deneyine
tabi tutulmustur. Bu deneyde Arena ve arkadaslarinin deney yontemi (Arena ve ark.,
2016) referans alinmuigtir. Laktik asit bakterileri, MRS broth besiyerine ekilerek, 30
°C’de 18-24 saat inkiibe edilmislerdir. Patojen bakteriler ise TSB besiyerinde 18-24
saat, 37 °C’de inkiibe edilmistir. Laktik asit bakterilerinin 24 saatlik kiiltiirleri, mikro
santrifiij cihazinda [Hettich (Almanya), Mikro 200] 8000 rpm’de 20 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij edilen bakteriler steril siringalarla cekilerek, 0,2 mikrometre por
caplt steril membran filtrelerden gecirilmis, bdylece siipernatant eldesi saglanmistir.

Her bir patojen bakterinin 18-24 saatlik kiiltiirleri 1:10 oraninda seyreltilerek NA
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besiyerine steril ekiivyon g¢ubugu ile ekimleri yapilmistir. Ekim yapilmis petriler,
patojen bakterilerin yiizeye difiize olmasi i¢in 10 dk oda kosullarinda kurumaya
birakilmistir. Daha sonra petrilere 8 mm’lik kuyucuklar agilmistir. Bu kuyucuklara, elde
edilen laktik asit bakterilerinin siipernatantlart 100’er uL olacak sekilde doldurulmustur
ve 37 °C’de aerobik kosullarda 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
olusan zonlar, kuyunun dis kdsesinden berrak zonun bitimine kadar olan kisma kadar

Olgiilmiistiir.

Bir petriye bes kuyucuk agilmis olup, bir kuyucuk kontrol 6rnegi olan MRS broth’u
icerirken, diger dort kuyucuk ise dort farkli laktik asit bakterisinin siipernatantini

icermektedir. Deney basamaklar1 Sekil 3.7.’deki gibidir.

LAB’lerinin MRS Patojenlerin TSB’de LAB’lerinden
Broth’ta canlandirilmas: > canlandirilmasi —_—> siipernatant eldesi
(30°C, 24 saat) (37°C, 24 saat) (8000 g x 20 dk)
Elde edilen Patojenlerin 1:10 Yiizeyine patojen
stipernatantlarin 0,2 > seyreltilip ektivyon —_— stirtilmiis petrilere 8
pm’lik steril filtrelerden gubugu ile NA mm’lik kuyucuklar
gecirilmesi besiyerine ekimi acilmasi
\ 4
Kuyucuklara LAB Aerobik inkiibasyon Zon Sl¢iimiiniin
stipernatantlarinin (37 °C, 24 saat) — yapilmasi
doldurulmasi (100 pL)

Sekil 3.7. Kuyucuk Diflizyon Deney Basamaklar1

3.2.5. Broth Mikrodiliisyon Deneyi

Agar spot ve kuyu difiizyon testi gergeklestirilen bakterilere, daha sonra minimum
inhibisyon konsantrasyonlarmin (MIK) belirlenmesi amaciyla broth mikrodiliisyon
deneyi uygulanmistir. Bu deneyde 24 saatlik patojen kiiltiirlerinin 1:100 oraninda TSB
besiyerine ekimi gergeklestirilmistir. Daha sonra seyreltilen patojen kiiltiirlerinden
100’er pl alinarak U tabanli 96 kuyucuklu plakalara (OrLab) ekimi gergeklestirilmistir.
100’er pl’lik patojen Kkiiltiirlerinin tlizerine farkli derisimlerde (%35, %10, %]l5....
%350) stipernatantlardan 100’er pl daha eklenerek, toplamda 200 ul’lik karigimlar
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elde edilmistir. Elde edilen 200 ul’lik karisimlar, 37 °C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra mikroplaka okuyucuda (Bio-Tek, ELx808) 630 nm dalga
boyunda optik yogunluk 6l¢limii yapilmistir. Literatiirde okumanin gergeklestirildigi
geleneksel dalga boyu 600 nm’dir. Fakat Ted Quigley yaptig1 bir ¢alismada 600 nm
ve 630 nm arasinda, okuma sonuglar1 agisindan ¢ok fark olmadigi, okumanin farkl
dalga boylarinda da yapilabilecegi sonucuna ulagsmistir (Quigley, 2008). Noskova ve
ark. (2021) ise LAB’lerinin E. coli’ye karsi olusturdugu MIK degerleri iizerine
yaptig1 arastirmada 625 nm’de optik yogunluk okumustur. Deney basamaklar1 Sekil
3.8.’de yer almaktadir.

Laktik asit bakterilerinin MES Broth’ta canlandirlmasi
(30°C, 24 zaat)

|

Patojen bakterilerin TSB besiyerinde canlandirilmas:
(37 °C, 24 saat)

|

Patojen kiiltirlerinin 1:100 oranmda seyreltilip 1007er
uL alinarak 96 kuyucuklu plakalara ekimi

|

100%er nl"lik patojen killtiirlerinin tizerine farklh
derigimlerde sipernatantlardan 100°er pL daha eklenerek
200 pL ik karigumlar elde edilmesi

|

Inkiibasyon
(37 °C. 24 saat)

|

Mikroplaka okuyucuda 630 nm’de optik yogunluklarin
okunmasi

Sekil 3.8. Broth Mikrodiliisyon Deney Basamaklari
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Elde edilen absorbans degerleri, kontrol 6rnekleriyle (slipernatant igermeyen karigim)
karsilastirilarak % inhibisyon degerleri saptanmustir. inhibisyon yiizdeleri, asagidaki

formiil kullanilarak hesaplanmistir.

% Inhibisyon = [(Asahit-Asmek)/Asanit] X 100

Burada;

Aganit: Stipernatant icermeyen karisimlarin absorbans degeri

Asmek: Siipernatant ve patojen bakteri igeren karigimlarin absorbans degeri

Her bir seyreltme faktorii i¢in (%5, %10, %15,..., %50) laktik asit bakterilerinin
patojenler iizerine yaptig1 inhibisyon etkisi yukaridaki hesaplama yontemi ile
bulunmus olup, veriler grafige gecirilmistir. Verilerin grafikleri ¢izilip, %50 ve
tizerinde inhibisyon saglanan konsantrasyonlardan bazilar1  secilip, bu
konsantrasyonlara 6zel daha detayli inceleme yapabilmek adina bar grafikleri

olusturulmustur.

3.2.6. Katalaz Testi

Laktik asit bakterisi izolatlarinin katalaz enzim aktivitesi bu testle belirlenmistir.
Calismada laktik asit bakterilerinin katalaz enzimlerinin var-yok analizini
gerceklestirebilmek adina Oncelikle laktik asit bakterileri, MRS Agar iizerine tek
koloni diisiirme yontemiyle inokiile edilip, anaerobik olarak 30 °C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyondan sonra koloniler temiz bir lam iizerine
alinp, tzerlerine %3’lik H20. (Hidrojen peroksit) c¢ozeltisi damlatilmistir. Gaz
cikisinin gozlenip gozlenmemesine bagli olarak sonuglar negatif veya pozitif olarak

degerlendirilmislerdir.

3.2.7. Istatistiksel Analizler
Laktik asit bakterilerinin patojen bakteriler iizerindeki antimikrobiyel aktivitelerinin
degerlendirilebilmesi amaciyla agar spot testindeki zon Olglimleri baz alinarak

istatistiksel analizler gergeklestirilmistir.

Istatistiksel analiz sonuclari, iki tekrar ve iki paralel olarak yapilan deneylerin biitiin

sonuglarini icermektedir. Biitlin istatistiksel analizler IBM SPSS Statistics 23 programi
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kullanilarak vyiiriitiilmiistiir. Oncelikle verilerin dagilimimnin normal olup olmadiginin
degerlendirilebilmesi adina normallik testi uygunlanmistir. Normallik diizeyine gore,

parametrik istatistiksel analiz uygulamasinin yapilmasi uygun bulunmustur.

Bu amagla oncelikle iki yonlii ANOVA (Two Way ANOVA) metodu kullanilmistir.
Gruplarin kendi i¢inde 6nemli bir farkliliginin olup olmadiginin belirlenebilmesi ve
eger var ise bu farkiliklarin nereden kaynaklandigini anlayabilmek adina tek yonlii
varyans analiz metodu olan Tek Yo6nlii ANOVA (One Way ANOVA) kullanililip,
ANOVA sonucunda anlamli bir farklilik olusmasi durumunda, farkliliklarin nereden
kaynaklandigin1 anlayabilmek adina varyanslarin homojen veya heterojen olma
durumuna goére Post Hoc testi uygulanmigtir. ANOVA testlerinde %95 giiven araligi

esas alinmstir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyel Etki Spektrumlarinin Belirlenmesi
4.1.1. Agar Spot Deneyi

Bu calismada 3 farkli Lactobacillus plantarum (iz1, Hp2, Wz3) tiiriiniin ve 1 adet
Lactobacillus brevis (Gc3) tiiriiniin, 4 ayri patojene [Salmonella Enteritidis (P1),
Listeria monocytogenes (P2), E. coli O157:H7 (P3), metisilin direngli Staphylococcus
aureus ATCC 13552 mecC(+) (P4)] karsi gosterdikleri antimikrobiyel aktiviteleri
arastirilmistir. Agar spot deneyi gerceklestirilen LAB izolatlari, hem suslarina hem de
ilgili patojene bagli olarak farkli antimikrobiyel etki seviyeleri gostermislerdir. Veriler,

Sekil 4.1.”de gosterilmistir. Deney gorselleri EK 2°de verilmistir.

Agar Spot Deneyinin Sonuglari

18
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6
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Sekil 4.1. Agar Spot Deneyinin Sonuglari

Sonuglar degerlendirildiginde en yiiksek inhibisyon zonunun Gc3 laktik asit bakterisi
tarafindan S. Enteritidis’e (P1) kars1 (14,5 mm), en diisiik inhibisyon zonunun ise yine
Ge3 laktik asit bakterisi tarafindan EHEC’e (P3) karsi (7,5 mm) olusturuldugu
goriilmektedir. Inhibisyon zonlar1 7,5 mm ile 14,5 mm arasinda genis bir dagilim

gostermektedir.
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LAB’lerinden Iz1 tarafindan, en yiiksek inhibisyon zonu MRSA (P4) patojenine kars1
(13,25 mm) olusturulmustur. En diistik inhibisyon zonu ise EHEC (P3) patojenine karsi
(10,0 mm) olusmustur. Wz3 LAB’si en yiiksek inhibisyon zonunu L. monocytogenes
(P2) patojenine karsi (14,0 mm) olusturmus olup, en diisiik inhibisyon zonunu ise
EHEC’e (P3) kars1 (8,5 mm) olusturmustur. Hp2 laktik asit bakterisi ise en yiiksek zonu
L. monocytogenes’e (P2) karsi (14,0 mm) olusturmus, en diisiik zonu ise EHEC (P3)

(10,25 mm) patojenine kars1 olusturmustur.

Sonuglar degerlendirildiginde, incelenen LAB’lerinin genel olarak EHEC’e (P3) kars1
diistik antimikrobiyel aktivite, L. monocytogenes’e (P2) karsi ise yiiksek antimikrobiyel
aktivite gosterdikleri sylenebilmektedir. LAB’lerinin patojenlere karsi gosterdikleri
etki seviyeleri zon biiytikliikkleri agisindan farklilik gosterse de, diisikk ve yiiksek etki

gosterdikleri patojen tiirleri LAB’leri arasinda benzerlik gostermektedir.

Bu konuda yapilmis bir ¢alismada ¢ig ke¢i siitiinden elde edilmis L. plantarumun,
cesitli patojen bakterilere kars1 gosterdigi etki agar spot yontemi ile incelenmistir (Anas,
Ahmet ve Mebrouk, 2014). Calisma sonucunda L. plantarum’un en az etki gosterdigi
patojen Salmonella Enteritidis (3 mm), en yiiksek etki gosterdigi patojen ise S. aureus
ATCC 25923 (22 mm) olmustur. Caligsma sonuclari, antimikrobiyel etkinligin farkl
bakteriler lizerine farkli etkileri olmasi nedeniyle bu tez kapsamindaki ¢alisma sonuglari

ile benzerlik géstermemektedir.

Erdogmus ve Bostanct (2020), yaptiklart bir caligmada ise kefir orneklerinden elde
ettikleri probiyotik bakterilerin (Lactobacillus fermentum, Enterococcus durans ve
Enterococcus faecium) c¢esitli patojen bakteriler tizerindeki antimikrobiyel etkisini
degerlendirmislerdir. Erdogmus ve Bostanci’nin yapmis oldugu bu galisma, deney
yontemi ag¢isindan bu tez calismasi ile benzerlik gostermektedir. Erdogmus ve
Bostanci’nin ¢alismasinda kullanilan Lactobacillus fermentum, E. coli’ye kars1 5-10
mm arasinda antimikrobiyel etki gosterirken, bu tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan
laktobasil suslarmin E. coli O157:H7’ye kars1 gosterdikleri antimikrobiyel etkiye bagli
olan zon ¢aplar1 7,5 ile 10,25 mm arasinda degisim gostermektedir. Erdogmus ve
Bostanci’nin  ¢alismasmin  sonucunda Lactobacillus fermentum tarafindan L.
monocytogenes’e karsi gosterilen antimikrobiyel etki 15 mm ile 20 mm arasinda

degisirken, bu tez kapsaminda calisilan laktobasil suslarinin L. monocytogenes’e karsi
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gosterdikleri etki 12 mm ile 14 mm arasinda degisiklik gostermektedir. Her iki
calismanin sonucunda da laktobasil suslar1 tarafindan E. coli O157:H7’ye kars1 daha
diisiik antimikrobiyel etki gozlenirken, L. monocytogenes’e karsi daha yiiksek

antimikrobiyel etki gozlenmistir.

Bir bagka benzer ¢aligmada ise sarap ve iiziim sirasindan elde edilen ¢esitli L. plantarum
suslarinin, 7 ayr1 patojen bakteriye karsi antimikrobiyel etki mekanizmasi agar spot
deneyi ile test edilmistir (Arena ve ark. 2016). Zon biiyiikliikleri 1 mm ile 17 mm
arasinda degisiklik gosterirken, inhibisyon zonu 5 mm ve {stli olan bakteriler, giiclii
antimikrobiyel etkiye sahip olarak kabul edilmistir. Calismada bir L. plantarum susu L.
monocytogenes’e karsi yiiksek antimikrobiyel etki gosterirken, iki farkli L. plantarum
susunun E. coli O157:H7’ye kars1 antimikrobiyel etkisinin yiiksek oldugu sonucuna
ulagilmigtir. 4 farkli L. plantarum susu tarafindan S. Enteritidis ve S. aureus’un cesitli
suslarina karsi olan inhibisyon ise etkili bulunmustur. 3 farkli L. plantarum susu ise S.
aureus’un farkli suslarina karsi higbir antimikrobiyel etki gdstermemistir. Bu tez
kapsamindaki arastirma sonuglarimiz ile benzer olarak, Arena ve arkadaslarinin yaptigi
calisma sonucunda da farkli laktobasil suslarinin farkli patojenler iizerine daha yiiksek
antimikrobiyel etkide bulunabilecegi sonucuna ulasilmistir. Arena ve arkadaslarinin
yaptiklar1 calismada zon biiyiikliikleri 1 mm ile 17 mm arasinda degislik gosterirken,
yapmis oldugumuz tez c¢alismasinda zon biiyiiklikleri 7,5 mm ile 14,5 mm arasinda

degisiklik gostermektedir.

4.1.2. Kuyucuk Difiizyon Deneyi

Kuyucuk difiizyon deneyi, agar spot deneyinden farkli olarak, LAB’lerinin olusturdugu
metabolitlerin patojen bakteriler iizerindeki antimikrobiyel etkisini gorebilmek adina
uygulanmistir. Bu deneyde, LAB’lerinin irettigi siipernatantlarin patojen bakterilere
kars1 gosterdikleri antimikrobiyel aktivite saptanmistir. Deney gorselleri EK 3’te

verilmistir. Sonuglar ise Sekil 4.2.’de gosterilmistir.
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Kuyucuk Diftizyon Deneyinin Sonuglari
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Sekil 4.2. Kuyucuk Diflizyon Deneyinin Sonuglari

Sonuglara  bakildiginda, LAB’lerinin siipernatantlar1 tarafindan en yiiksek
antimikrobiyel etki L. monocytogenes’e (P2) karsi olusturulmustur. Zon biiytikligi L.
monocytogenes’e (P2) kars1 iz1 ve Wz3 siipernatant: tarafindan 9,0 mm gdzlenmisken,
Gc3 silipernatanti tarafindan 6,7 mm, Hp2 siipernatant1 tarafindan ise 9,7 mm
gozlenmistir. LAB’lerinin siipernatantlar1 tarafindan S. Enteritidis, EHEC ve MRSA’ya
kars1 olusturulan etki ise 1 mm ile 3,3 mm arasinda degisiklik gostermekte olup,

birbirlerine yakin bulunmustur.

Iki antimikrobiyel direnglilik testinin sonuglarmin karsilastirmas: Sekil 4.3.’te
gosterilmistir. Sonuglar birbiriyle tam olarak parallelik gostermemektedir. Kuyucuk
difiizyon deneyinde siipernatantlarin olusturdugu antimikrobiyel etki, agar spot
deneyinde bakterilerin olusturdugu antimikrobiyel etkiden daha zayif bulunmustur.
Agar spot ve kuyucuk difiizyon deneylerinin sonuglarina bakilarak bakterinin kendisinin
patojen bakterilere kars1 gosterdigi antimikrobiyel etkinin, hiicresiz siipernatantlarinin
gosterdigi etkiden daha kuvvetli oldugu sonucuna ulasilabilmektedir. LAB’lerinin ve
hiicresiz siipernatantlarinin L. monocytogenes’e kars1 gosterdikleri etki iki deneyde de,
diger patojen bakterilere karsi gosterilen antimikrobiyel etkiden daha yiiksek

bulunmustur.
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Sekil 4.3. Agar Spot ve Kuyucuk Diflizyon Deneylerinin Sonuglari

Presti ve arkadaslarinin (2015) yaptiklar1 bir ¢alismada laktobasil ve bifidobakterlerin
cesitli suslari, ¢esitli patojen bakterilere karsi kuyucuk diflizyon deneyine tabi
tutulmustur. Antimikrobiyel etki gozlenen bakteri siipernatantlarina ileri analizler
uygulanmistir. Ileri analizde antimikrobiyal etkinlik, kiiltiir siipernatanlarinin varliginda
ve yoklugunda, 24 saat i¢inde antagonistlerin gelisiminin kob/mL olarak inhibisyon
oranlarinin  karsilagtirilmasiyla degerlendirilmistir.  Pozitif kontrol olarak ise
antagonistlerin slipernatant icermeyen kiiltiirleri kullanilmistir. Calismanin sonucunda
L. acidophilus ve L. plantarum’un, Enterococcus faecalis, S. aureus, P. aeruginosa ve
Escherichia coli'yi gii¢lii bir sekilde inhibe ettigi sonucuna ulasilmistir. Presti ve
arkadaslarinin c¢alismasindaki sonuclardan farkli olarak, yiirlitmiis oldugumuz tez
calismasinda ise laktobasil suslari, kuyucuk diflizyon deneyinde MRSA ve E. coli
0O157:H7’ye kars1 diislik antimikrobiyel etki gostermistir.

Bir bagka calismada kefir 6rneklerinden elde edilen laktobasil ve enterokoklarin g¢esitli
suslari, belirli patojenlere kars1 kuyucuk difiizyon testine tabi tutulmustur (Erdogmus ve
Bostanci, 2020). Calisma sonucunda laktobasil suslar1 L. monocytogenes ATCC 1911°e
kars1 yiiksek antimikrobiyel aktivite gdstermis olup, en diisiik antimikrobiyel aktiviteyi
ise E. coli ATCC 35218’e kars1 gostermislerdir. Calisma sonuglari yiiriitmiis oldugumuz
tez ¢alismasi ile en yiiksek etkinin L. monocytogenes’e karsi olusturulmasi ve E. coli’ye

kars1 diisiik etki gézlenmesi nedeniyle benzerlik géstermektedir.
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Benzer bir ¢alismada ise Arena ve ark. (2016) tarafindan sarap ve liziim sirasindan elde
edilen cgesitli L. plantarum suslariin farkli gida patojenlerine karst (L. monocytogenes,
E. coli O157:H7, S. Enteritidis, S. aureus) antimikrobiyel etkileri arastirilmistir. Deney
sonucunda higbir siipernatant, patojen bakteriler {izerinde inhibisyon etkisi
gostermemistir. Bu nedenle siipernatantlar liyofilizasyon islemi ile 10 kat daha
konsantre hale getirildikten sonra deney tekrari yapilmistir. L. plantarum’un patojen
bakterilere karsi olusturduklari antimikrobiyel etkileri susa bagli olarak degisiklik
gostermekte olup, inhibisyon zonlar1 0 - 11 mm aras1 degisiklik gostermistir. Cogu L.
plantarum susu tarafindan en yiiksek antimikrobiyel etki L. monocytogenes’e karsi
olusmus iken, en diisiik antimikrobiyel etki ise S. aureus’a karsi olusmustur. Arena ve
arkadaslariin sonucu ile benzer olarak, bu ¢alismada da kuyucuk difiizyon deneyinde
laktobasil suslar1 arasinda en yliksek antimikrobiyel etki Listeria monocytogenes’e karsi

olusmustur.

4.1.3. Broth Mikrodiliisyon Deneyi

Broth mikrodiliisyon deneyi, LAB’lerinin Minimum inhibisyon Konsantrasyon (MIK)
degerlerinin saptanabilmesi adina uygulanmistir. LAB’lerinin Salmonella Enteritidis’e
kars1t olan inhibisyon etkileri Sekil 4.4.’te gosterilmistir. Deney gorselleri EK 4’te

verilmistir.

Salmonella Enteritidis
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Sekil 4.4. LAB Siipernatantlarinin S. Enteritidis Uzerindeki Inhibisyon Etkisi
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LAB’lerinin Salmonella Enteritidis’e karsi gosterdikleri inhibisyon mekanizmalari
incelendiginde biitlin LAB konsantrasyonlarinda en iyi inhibisyon yeteneginin Wz3
bakterisinin siipernatantinda oldugu goriilmektedir. Ge3 bakterisinin siipernatantt %45°e
kadar olan biitiin konsantrasyonlarda en diisiik inhibisyonu saglamis olsa da, %50
konsantrasyonda Hp2 bakterisinden daha yiiksek bir inhibisyon saglamistir. Biitiin
stipernatantlar, %35 LAB siipernatant konsantrasyonunda Salmonella Enteritidis’e kars1
%50’nin lizerinde inhibisyon saglamiglardir. %50 nin {izerinde inhibisyonun saglandigi
konsantrasyonlarin daha detayli gosterimi Sekil 4.5., Sekil 4.6. ve Sekil 4.7.°de

mevcuttur.

Salmonella Enteritidis

LAB siipernatanti (%35 konsantrasyon)
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Sekil 4.5. LAB Siipernatantlarinin %35 Konsantrasyonda S. Enteritidis Uzerindeki
Inhibisyon Etkisi

%35 siipernatant konsantrasyonunda en yiiksek inhibisyonu Wz3 bakterisinin
slipernatant1 saglarken (%86,15), Gc3 bakterisinin siipernatant: ise en diigiik inhibisyon
yiizdesine sahiptir (%56,73).
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Salmonella Enteritidis
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Sekil 4.6. LAB Siipernatantlarmin %40 Konsantrasyonda S. Enteritidis Uzerindeki
Inhibisyon Etkisi

%40 siipernatant konsantrasyonundaki inhibisyon yiizdeleri géz dniine alidiginda iz1
ve Wz3 siipernatantlarinin inhibisyon yiizdeleri birbirine ¢ok yakin olmakla birlikte, en
yiiksek inhibisyonu Wz3 bakterisinin siipernatanti saglamistir (%85,69). En diisiik

inhibisyonu ise Gc¢3 siipernatanti saglamistir (%68,09).

Salmonella Enteritidis

120%

100%

80%
60%
40%
20%

0%
LAB siipernatanti (%50 konsantrasyon)

% Inhibisyon

izl mWz3 mGc3 mHp2

Sekil 4.7. LAB Siipernatantlarinin %50 Konsantrasyonda S. Enteritidis Uzerindeki
Inhibisyon Etkisi
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%50 siipernatant konsantrasyonu igeren karisimlara bakildiginda en yiiksek inhibisyon
yine Wz3 siipernatanti tarafindan saglanirken (%86,18), en diisiik inhibisyon ise Hp2

bakterisinin siipernatanti tarafindan saglanmistir (%76,96).

LAB’lerinin Listeria monocytogenes’e karsi olan inhibisyon yiizdeleri Sekil 4.8.°de

gosterilmistir.

Listeria monocytogenes
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Sekil 4.8. LAB Siipernatantlarinin Listeria monocytogenes Uzerindeki inhibisyon Etkisi

Laktik asit bakterilerinin Listeria monocytogenes’e kars1 gosterdikleri inhibisyon etkisi,
%30 oraninda siipernatant konsantrasyonu igeren kiiltiir kullanildiginda biitiin LAB’leri
i¢cin %50’nin iizerinde bulunmustur. Inhibisyon etkisinin %50 ve iizerinde oldugu
konsantrasyonlarin daha detayli gosterimi Sekil 4.9., Sekil 4.10., ve Sekil 4.11.°de yer

almaktadir.
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Sekil 4.9. LAB Siipernatantlarinin %30 Konsantrasyonda L. monocytogenes Uzerindeki
Inhibisyon Etkisi

%30 siipernatant konsantrasyonu iceren karisimda, Listeria monocytogenes’e karsi en
yiiksek inhibisyon (%76,71) Ge3 bakterisinin slipernatanti tarafindan saglanmis olup, en
diistik inhibisyon (%65,69) ise Hp2 bakterisi tarafindan gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.10. LAB Siipernatantlarmin %40 Konsantrasyonda L. monocytogenes
Uzerindeki Inhibisyon Etkisi
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%40 slipernatant konsantrasyonu iceren karisimda, Listeria monocytogenes’e karsi
saglanan en yiiksek inhibisyonu Gc3 (%81,62) bakterisinin siipernatanti, en diisiik

inhibisyonu (%78,83) ise Wz3 bakterisinin siipernatant1 ger¢eklestirmistir.

Listeria monocytogenes
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Sekil 4.11. LAB Siipernatantlarmm %50 Konsantrasyonda L. monocytogenes
Uzerindeki Inhibisyon Etkisi

Maksimum konsantrasyon olan %50 siipernatant konsantrasyonu igeren karigimda ise
Listeria monocytogenes iizerinde en yiiksek inhibisyonu Ge3 siipernatanti (%88,36), en

diisiik inhibisyonu ise Hp2 silipernatant1 (%84,58) saglamistir.

LAB’lerinin Listeria monocytogenes’i inhibe etme yeteneklerine bakildiginda ve %5-
%50 LAB konsantrasyonlarmin hepsi degerlendirildiginde Gc¢3 silipernatantinin, diger
LAB’lerinin siipernatantlarindan ¢ok daha hizli ve yiiksek inhibisyon sagladigi

sonucuna ulagilmaktadir.

Stipernatantlarin EHEC iizerindeki inhibisyon etkileri 4.12.’de gosterilmistir.
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EHEC
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Sekil 4.12. LAB Siipernatantlarinin EHEC Uzerindeki Inhibisyon Etkisi

LAB siipernatantlarinin EHEC iizerine yaptig1 inhibisyon etkisine bakildiginda biitlin
slipernatantlarin neredeyse benzer sekilde inhibisyon yiizdelerinin arttig1 goriilmektedir.
Grafige bakildiginda %50 ve {izeri patojen inhibisyonun saglandigi en diisik LAB
konsantrasyonunun %25 oldugu goriilmektedir. %50 ve iizeri inhibisyonun saglandigi
konsantrasyondaki grafikler daha detayl olarak Sekil 4.13., Sekil 4.14. ve Sekil 4.15.’te

incelenmistir.
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Sekil 4.13. LAB Siipernatantlarmin %30 Konsantrasyonda EHEC Uzerindeki
Inhibisyon Etkisi
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%30 LAB konsantrasyonu igeren karisimlarda en yiiksek inhibisyonu iz1 siipernatanti
saglamig olup (%72,42), en diisiikk inhibisyonu ise Hp2 siipernatantt saglamigtir
(%61,87). Wz3 ve Gc3 siipernatantlarinin inhibisyon yiizdeleri birbirine yakin

bulunmustur.
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Sekil 4.14. LAB Siipernatantlarinin %40 Konsantrasyonda EHEC Uzerindeki
Inhibisyon Etkisi

%40 LAB konsantrasyonu iceren karisimlara bakildiginda yine en yiiksek inhibisyonu
Izl siipernatantinin sagladig1 goriilmektedir (%84,86). En diisiik inhibisyonu ise Wz3
siipernatantt saglanustir. iz1, Wz3 ve Gc3 siipernatantlarmin inhibisyon yiizdeleri

arasindaki fark, %30 siipernatant konsantrasyonu igeren karigima gore artmistir.
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Sekil 4.15. LAB Siipernatantlarinin %50 Konsantrasyonda EHEC Uzerindeki
Inhibisyon Etkisi

Maksimum siipernatant konsantrasyonu olan %50 siipernatant konsantrasyonu igeren
karisimlara bakildiginda EHEC’e karsi en yiiksek inhibisyon yiizdesi yine Izl
slipernatantinda gozlenmistir (%89,43). En diisiik inhibisyon ise yine Wz3 siipernatanti
tarafindan saglanmistir (%78,26). G¢3 ve Hp2’nin inhibisyon yiizdeleri ise birbiriyle
ayni bulunmustur (%84).

LAB’lerinin siipernatantlarinin MRSA iizerindeki inhibisyon etkisi Sekil 4.16.’da

gosterilmistir.
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Sekil 4.16. LAB Siipernatantlarinin MRSA Uzerindeki Inhibisyon Etkisi

Stipernatantlarin  MRSA  iizerine uyguladiklar1 inhibisyon etkisi, %25 ve iizeri
konsantrasyonda siipernatant igeren karisimlarda %50’nin iizerinde bulunmustur.
Siipernatantlarin hepsinin inhibisyon miktarlar1 biitiin konsantrasyonlar goz Oniine
alindiginda birbiriyle neredeyse paralel sekilde ilerlemistir. %50 ve tizeri inhibisyonun
saglandig1 konsantrasyonlarin detayli gosterimi Sekil 4.17., Sekil 4.18. ve Sekil 4.19.’da

mevcuttur.
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Sekil 4.17. LAB Siipernatantlarmin %30 Konsantrasyonda MRSA Uzerindeki
Inhibisyon Etkisi
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%30 siipernatant konsantrasyonunda MRSA’ya karsi en yiiksek inhibisyon Izl
slipernatanti tarafindan (%77,08), en diisiik inhibisyon ise Wz3 siipernanti tarafindan
saglanmigtir (%68,71). En diisiikk inhibisyonu Wz3 siipernatantt saglamis olmasina
ragmen Wz3, Ge3 ve Hp2’nin patojenler lizerindeki inhibisyon oranlart agisindan biiyiik

bir farklilik bulunmamaktadir.
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Eizl mWz3 ®mGc3 mHp2

Sekil 4.18. LAB Siipernatantlarinin %40 Konsantrasyonda MRSA Uzerindeki
Inhibisyon Etkisi

%40 siipernatant konsantrasyonunda en yiiksek inhibisyonu yine izl siipernatanti
saglamistir (%84,48). iz1 ve Gc3 siipernatantlar1 neredeyse ayni miktarda inhibisyon
saglamiglardir. Bununla birlikte MRSA patojenine karst en diisiik inhibisyonu ise yine

Wz3 siipernatant saglamistir (%77,47).
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Sekil 4.19. LAB Siipernatantlarinin %50 Konsantrasyonda MRSA Uzerindeki
Inhibisyon Etkisi

%50 siipernatant konsantrasyonunda en yiiksek inhibisyon yine Izl siipernatanti
tarafindan (%92,36), en disiikk inhibisyon ise yine Wz3 tarafindan saglanmistir
(%79,85). iz1, Wz3 ve Hp2 siipernatantlarmmn inhibisyon oranlar1 birbirine ¢ok yakin

bulunmustur.

Laktobasil suslarinin patojen bakterilere karsi gosterdigi inhibisyon etkileri
degerlendirildiginde izl siipernatantinin 4 farkli patojene kars1 %50 konsantrasyonda
gosterdigi en yiiksek inhibe ettigi patojen MRSA (%92,36), en diisiik inhibe ettigi
patojen ise Salmonella Enteritidis (%82,60) olmustur.

Wz3 siipernatantinin %350 siipernatant konsantrasyonundaki inhibisyon yiizdelerine
bakildiginda en yiiksek inhibisyonun Listeria monocytogenes (%86,16) ve Salmonella
Enteritidis’e kars1 gozlendigi (%86,18), en diisiik inhibisyonun ise EHEC’e karsi
gozlendigi goriilmiistiir (%78,26).

Gc3 siipernatantinin %50 siipernatant konsantrasyon degerleri géz oniine alindiginda en

yiiksek inhibisyonun MRSA patojenine kars1 gozlendigi, en diigiik inhibisyonun ise

Salmonella Enteritidis’e kars1 gozlendigi saptanmustir.
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Hp2 siipernatantinin %50 konsantrasyonda 4 farkli patojene kars1 gosterdigi inhibisyon
yuzdeleri degerlendirildiginde en yiliksek inhibisyonun MRSA patojenine karsi
(%91,65), en diisiik inhibisyonun ise Salmonella Enteritidis’e kars1 gozlendigi (%76,96)

bulgusuna ulagilmistir.

Laktobasil suslarinin dort patojene karsi gosterdigi en yiiksek inhibisyon etkileri goz
Ontine alindiginda L. monocytogenes Ge3 susu tarafindan (%88,36), S. Enteritidis Wz3
susu tarafindan (%86,18), MRSA ve EHEC ise iz1 susu tarafindan (%92,36 ve %89,43)

inhibe edilmistir.

Arena ve arkadaslarmin (2016) yaptiklart ¢alismada yer alan L. plantarum suslarinin
stipernatantlar1 %25 konsantrasyonda kullanildiklarinda E. coli O157:H7’yi %70 ile
%93 arasinda, L. monocytogenes’i %90 oraninda, S. Enteritidis’i %96 oraninda ve S.
aureus suslarindan birini ise %99 oraninda inhibe edebildigi sonucuna ulagilmistir.
Yapmis oldugumuz tez aragtirmasinda laktobasil siipernatantlari %25 konsantrasyonda
kullanildiklarinda en fazla %65 oraninda inhibisyon saglarlarken, %50 konsantrasyonda
kullanildiklarinda inhibisyon yiizdeleri sirasiyla E. coli O157:H7 igin %78 ile %90
arasinda, L. monocytogenes i¢in %84 ile %88 arasinda, S. Enteritidis i¢in %77 ile %86
arasinda, MRSA i¢in ise %80 ile %92 arasinda degisiklik gostermektedir. Arena ve
arkadaslarinin = %25 siipernatant konsantrasyonu kullandiklarinda elde ettikleri
inhibisyon yiizdelerinin benzerlerine, bu tez c¢alismasinda %50 silipernatant
konsantrasyonu kullanildiginda ulagilabilmistir. Bunun sebebi patojen bakterilerin
viriillans farkliliklari, genetik farkliliklar, LAB siipernatantlarinin {irettigi etken
maddelerin yogunlugu ve patojen bakterilerin bu metabolitlere karsi olan duyarlili1

olarak dustintlebilir.

4.2. Katalaz Testi
Laktik asit bakterilerine uygulanan katalaz testinin sonuglar1 Cizelge 4.1.”de verilmistir.
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Cizelge 4.1. Katalaz Testi Sonuglari

LAB Katalaz Testi Sonucu
iz1 Negatif
Wz3 Negatif
Ge3 Negatif
Hp2 Negatif

Laktik asit bakterileri, hidrojen peroksidi su ve oksijene doniistiiren katalaz enzimini
iiretmemektedirler (Ismail, Yulvizar ve Mazhitov, 2019). Sonuglara bakildiginda tez
calismasinda kullanilan laktik asit bakterilerinin tiimii katalaz-negatif olup, katalaz
enzimi icermemektedirler. Bu &zellik, laktik asit bakterilerinin probiyotik o6zellikleri

acisindan dogrulayici bir sonugtur.

4.3. Istatistiksel Degerlendirmeler

Istatistiksel degerlendirme, iki paralelli ve iki tekerriirlii agar spot deneyinin sonuglar
kullanilarak, IBM SPSS 23.0 programu ile gergeklestirilmistir. Verilerin normal dagilip
dagilmadiginin anlasilabilmesi adina oncelikle normallik testi uygulanmistir. Normallik

testi sonuglar1 Cizelge 4.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 4.2. Normallik Testi Sonuglari

Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Patojen |Istatistik | Serbestlik Derecesi | Anlamlilik | Istatistik | Serbestlik Derecesi | Anlamlilik
P1 0,175 16 0,200 0,941 16 0,356
P2 0,167 16 0,200 0,945 16 0,414
P3 0,215 16 0,046 0,854 16 0,016
P4 0,137 16 0,200 0,969 16 0,830

Kolmogorov-Simirnov ve Shapiro-Wilk testlerinin sonucuna goére veriler arasinda
anlamli bir farklilik bulunmustur (p<0,05). Normallik testinde yer alan g¢arpiklik ve
basiklik degerleri Cizelge 4.3.te gosterilmistir. Carpiklik ve basiklik degerleri,
Tabachnick ve Fidell’e gore -1,5/+1,5 arasinda yer aliyor ise, George ve Mallery’e gore
-2/+2 arasinda yer aliyor ise verilerin esit dagildigi sonucuna varilmaktadir (George ve
Mallery, 2010; Tabachnick ve Fidell, 2013). Bu referanslar gbéz Oniinde

bulunduruldugunda ¢alismada yer alan veriler esit dagilmaktadir.
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Cizelge 4.3. Normallik Testi Carpiklik ve Basiklik Degerleri

Patojen Carpikhk Std. Hata Basikhik Std. Hata
P1 -0,4 0,564 -1,138 1,001
P2 -0,21 0,564 -0,795 1,091
P3 -0,594 0,564 -0,735 1,001
P4 0,076 0,564 -0,553 1,091

Iki farkli bagimsiz degisken iceren verilerin degerlendirilebilmesi adma yapilan iki
yonli ANOVA sonucunda gruplar arasi varyanslar ile grup i¢i varyanslar arasinda

anlaml bir farklilik saptanmistir (p<0,05).

Iki yénli ANOVA testinde varyanslar arasmda anlamli bir farklilk bulunmasi
nedeniyle tek yonlii varyans analizleri yapilmistir. Laktik asit bakterilerinin zon
tizerindeki etkisi degerlendirildiginde varyanslar arasinda bir anlamli farklilik saptanmis
olup, ANOVA sonucuna gore ise gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik bulunmamustir.

Patojenlerin zon iizerindeki etkisini anlayabilmek adina tek yonlii varyans analizi
yapilmistir. Bu analizin sonucunda varyanslar arasinda anlamli bir fark saptanmamustir.
ANOVA sonucuna gore ise gruplar arasinda anlami bir farklilik bulunmaktadir.
Farkliligin hangi gruplar arasinda oldugunu anlayabilmek adina Post Hoc testlerinden
biri olan Tukey Testi gergeklestirilmistir. Tukey testi sonucu Cizelge 4.4.’te

gosterilmistir.

Cizelge 4.4. Tukey Testi Analiz Sonucu

Patojen N 1 2 3

P3 16 0,9062

P4 16 1,1438

P1 16 1,2813 1,2813
P2 16 1,3625
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Patojen bakterilerin zonlar tizerindeki etkilesimini incelemek adina yapilan Tukey testi
sonucu incelendiginde P3 bakterisinin diger ii¢ patojenden, P2 bakterisinin ise P3 ve P4
patojenlerinden farklilastign goriilmektedir. Istatistiksel degerlendirmelere gore P1
patojeni, P2 ve P4 patojenlerine yakin sonuglar vermistir. P3 patojeni ise inhibisyon

zonlar1 agisindan diger {i¢ patojenden farklilik gostermektedir.
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5. YORUM

Bu tez ¢alismasinda daha once eksi hamurlardan izole edilmis olan ve ticari olmayan L.
brevis ve L. plantarum bakterilerinin, ileride ticari olarak kullanilabilmesi ve kiiltiir
koleksiyonuna kazandirilmas: amaciyla antimikrobiyel etkilerinin arastirilmasi

hedeflenmistir

Arastirma kapsaminda 3 adet Lactobacillus plantarum (izl, Wz3, Hp2) ve 1 adet
Lactobacillus brevis (Ge3) izolati kullanilmistir. Bu izolatlarin antimikrobiyel etkileri
incelenmistir. Bu baglamda ¢esitli antimikrobiyel testler ve Katalaz testi
gerceklestirilmistir. Calismada kullanilan laktik asit bakterilerinin anitimikrobiyel
ozellikleri, ¢esitli gida patojenlerine (Salmonella Enteritidis, Listeria monocytogenes,
Escherichia coli O157:H7, Metisilin Direngli Staphylococcus aureus) karsi gosterdikleri

antimikrobiyel etki ile 6lgtilmiistiir.

Agar spot deneyinin sonucunda laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel etkisi
degerlendirildiginde en yiiksek etki Izl susu tarafindan metisilin direngli
Staphylococcus aureus’a, Wz3 ve Hp2 suslar tarafindan Listeria monocytogenes e, G¢3
susu tarafindan Salmonella Enteritidis’e kars1 gosterilmistir. Caligilan dort laktik asit
bakterisinin de en az antimikrobiyel etki gosterdigi gida kaynakli patojen bakteri ise
Escherichia coli 0157:H7 (EHEC) olmustur. Deney sonuglarina gore bu g¢alismada
kullanilan dort LAB susu da, Arena ve arkadaslart (2016) ve tarafindan yapilan
siniflandirmaya gore, 5 mm’nin iizerinde zon biiyiikliigiine sahip olduklarindan dolay1

cok giiclii inhibitorler olarak tanimlanmustir.

Kuyucuk difiizyon deneyi, LAB’lerinin hiicresiz slipernatantlarinin antimikrobiyel etki
kapasiteleri konusunda 6n izlenim elde edebilmek amaci ile uygulanmistir (Arena ve
ark., 2016; Erdogmus ve Bostanci, 2020). Kuyucuk difiizyon deneyinin sonucunda
laktik asit bakterilerinin iirettigi metabolitlerin etkileri, agar spot deneyine gore daha
diisiik olmakla birlikte, yine en yiiksek etki biitin LAB suslar1 tarafindan L.
monocytogenes’e karsi gosterilmistir. S. Enteritidis, EHEC ve MRSA’ya kars1 ise dort
LAB siipernatant1 tarafindan da daha diisiik bulunmus olup, zon ¢aplar1 1 mm ile 3,25

mm arasinda degisiklik gostermistir.
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Broth mikrodiliisyon yontemiyle saptanan laktik asit bakterilerinin - Minimum
Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK), patojenlere kars1 gosterdikleri inhibisyon etkisi ile
test edilmistir. LAB silipernatantlarinin %50 ve {izerinde inhibisyon gosterdigi
konsantrasyonlar MIK degeri olarak segilmistir (Arena ve ark., 2016). Segilen tiim
laktik asit bakteri siipernatantlarmin, >%30-%35 oraninda kullanildiginda patojen
gelisimini %50 ve iizerinde inhibe ettikleri gozlenmistir. Siipernatantlar patojenlere
kars1 %50 konsantrasyonda kullanildiginda ise Iz1, Hp2 ve Gc3’iin en yiiksek
inhibisyon gosterdigi patojen MRSA (%92,36, %91,65 ve %90,69), Wz3’iin en yiiksek
inhibisyon gosterdigi patojen ise S. Enteritidis (%86,18) ve L. monocytogenes (%86,16)

olmustur.

Laktik asit bakterilerinin Ozelliklerinden birinin daha arastirilmasi amaciyla Kkatalaz
enzimi igerip igermedikleri katalaz testi ile saptanmistir. Laktik asit bakterileri katalaz
enzimine sahip degillerdir. Test sonucunda 4 laktik asit bakterisinin de katalaz-negatif
oldugu sonucuna ulasilmistir. Deney, calismada kullanilan ve probiyotik oldugu
diisiiniilen laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel etkileri agisindan olumlu

sonug¢lanmuistir.

Bu c¢alismada, ticari olmayan LAB suslarinin probiyotik ozelliklerinden bazilar
antimikrobiyel testler ile ortaya koyulmustur. Yapilan testler sonucunda laktik asit
bakterilerinin patojenler iizerine etkili olmasimnin yani sira, iirettikleri metabolitlerin de
patojen bakteriler iizerinde etkili oldugu sonucuna ulasilmistir. Hiicresiz slipernatantlar
(CES), ozellikle L. monocytogenes gibi psikrotrofik bakterilerin gelisebildigi fakat
laktik asit bakterilerinin gelisimi i¢in uygun olmayan, soguk kosullarda muhafaza edilen
gidalarda patojen bakterilerin gelisiminin engellenebilmesi igin kullanilabilir (Arena ve
ark., 2016). Calismanin sonucunda, LAB izolatlarinin farkli deney diizeneklerinde L.
monocytogenes, MRSA ve S. Enteritidis ve EHEC iizerinde farkli seviyelerde
antimikrobiyel etki gosterdikleri, siipernatantlarin ise sivi besiyeri ortaminda, kati
besiyeri ortamindan daha yiiksek inhibisyon saglayabildikleri sonucuna ulagilmistir.
Katalaz testlerinin sonucu ise laktik asit bakterilerinin tagimasi gereken katalaz-negatif

ozelligini dogrular niteliktedir.

LAB’lerinin gida patojenleri tiizerindeki etki mekanizmas: tam olarak netlik

kazanmamustir. Bununla birlikte, LAB’lerinin patojenler iizerindeki inhibisyon etkisinin
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en onemli faktoriiniin trettikleri asitler oldugu diistiniilmektedir. Cesitli arastirmacilar
tarafindan raporlanan antimikrobiyel etki mekanizmalarindaki farkliliklar, test edilen
bakteri suslarinin gen ekspresyonu veya molekiiler yapilarindaki g¢esitlilige bagli olarak
asit toleransi, hidrojen peroksit toleransi ve bakteriyosinlere karsi olan duyarliliklarinin

farkli olusu ile agiklanabilir (Gao ve ark., 2019).

Yapilan bu tez calismasinin 1s1ginda, daha sonraki caligmalarda tez kapsaminda
kullanilmis olan, ticari olmayan laktik asit bakterilerinin diger probiyotik 6zelliklerinin
arastirtlmasi, in vitro testlerin yaninda in vivo testlerinin de gergeklestirilmesi, eksi
hamur 6rneklerinden elde edilen bu suslarin, gida endiistrisinde ticari olarak kullanimi

ve kiiltiir koleksiyonuna kazandirilmasi hedeflenmektedir.
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EKLER

EK 1 - Tez Kapsaminda Kullanilan Besiyerleri ve Kullamim Amaclari

Kullamlan Besiyeri/Kimyasal Adi

Kullanim Amaci

MRS Broth (De Man Rogosa and Sharpe

Broth, Merck-Millipore)

MRS Agar (De Man Rogosa and Sharpe

Broth, Merck-Millipore)
Fizyolojik Tuzlu Su (% 0.85)
NA (Nutrient Agar, Merck-Millipore)

TSB (Tryptic Soy Broth, Merck-Millipore)

Yumusak Agarli TSB (Merck-Millipore)
Gliserollii TSB
Gliserollii MRS Broth

Laktik asit bakterilerinin gelisimi

Laktik asit bakterilerinin izolasyonu

Diliisyon Hazirlama

Patojen bakterilerin sayimi, izolasyonu
ve antimikrobiyel ozelliklerin
saptanmasi

Patojen bakterilerin gelisimi
Antimikrobiyel ozelliklerin
saptanmasi

Patojen bakterilerin stoklanmast

LAB’lerinin stoklanmasi
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EK 2 — Agar Spot Deneyinin Sonuclari ile ilgili Gorseller

W2z3 susunun P4 patojenine kars1 antimikrobiyel etkisi

W?z3 susunun P2 patojenine kars1 antimikrobiyel etkisi
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Hp2 susunun P4 patojenine kars1 antimikrobiyel etkisi

Hp2 susunun P2 patojenine kars1 antimikrobiyel etkisi
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Agar Spot Deneyinin Gorselleri




Agar Spot Deneyinin Gorselleri




LAB’lerine ait kontrol 6rnekleri

Patojen bakterilere ait kontrol 6rnekleri
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EK 3 — Kuyucuk Difiizyon Deneyinin Sonugclart ile Tlgili Gorseller

LAB Siipernatantlarinin Patojen Bakteriler Uzerindeki Etkisi
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EK 4 — Broth Mikrodiliisyon Deneyine Ait Gorseller

Broth mikrodiliisyon deneyinin gerceklestirildigi mikroplakanin gorseli

Broth mikrodiliisyon deneyinin gergeklestirildigi mikroplakanin gorseli
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