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OZET
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Gizem YALGIN

Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Boliimii
Tez Damismani: Prof. Dr. Sait Aykut AYTAC
Nisan 2022, 63 sayfa

Bu tez calismasinda, bazi gida kaynakli patojenlere karsi laktik asit bakterilerinin
antimikrobiyel etkisinin arastirilmasi amaglanmistir. “Dogal Eksi Hamurlardan Laktik Asit
Bakterilerinin Izolasyonu ve Tanmimlanmas ile Bazi Probiyotik Ozelliklerinin Saptanmas1”
adli Dr. Gizem KEZER’e ait tez kapsaminda iilkemizin farkli bélgelerinden toplanmis un
orneklerinden iretilen hamurlardan izole edilen ve dogal sus oldugu diistiniilen 1 adet
Lactobacillus brevis (Levilactobacillus brevis) (Gc3) ve 3 adet Lactobacillus plantarum
(Lactiplantibacillus plantarum)’ un (izl, Hp2,Wz3) gida kaynakli patojenlerden
Escherichia coli O104:H4, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus ve Metisiline-direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) iizerine etkileri incelenmistir. Sayilar1 bilinen (~107
kob/mL) patojen bakteriler laktik asit bakterileriyle birlikte 37 °C’de 24 saat inkiibe
edildikten sonra antimikrobiyel aktivitelerini belirlemek amaciyla agar spot yontemi, agar
kuyucuk diftizyon yontemi ve sivi mikrodilisyon yontemi kullanilmistir. Agar spot
yonteminde Bacillus cereus’a karsi en etkili LAB (laktik asit bakterisi) 1,6 cm zon ile L.
plantarum (Hp2), Escherichia coli 0104:H4 ve MRSA’ya karsi en etkili LAB’lar sirasiyla



1,075 ¢cm ve 1,125 cm zon 6l¢iimii ile L. plantarum (Wz3) LAB olarak belirlenmistir. Y.
enterocolitica’ya kars1 agar spot yonteminde zon olusumu gézlenmemistir. Agar kuyucuk
difiizyon yonteminde MRSA ve Y. enterocolitica’ya karsi en etkili bakteri siipernatantlarinin
olusturdugu zon 6l¢timleri sirasiyla 0,525 cm ve 0,8625 cm ile L. plantarum (Hp2) LAB’a
aittir. E. coli 0104:H4’¢ kars1 en etkili LAB siipernatantinin olusturdugu zon 6l¢iimii 0,375
cm ile L. plantarum (iz1) ve Bacillus cereus’a karsi en etkili LAB siipernatantinin
olusturdugu zon 0,625 cm ile L. plantarum (Wz3) LAB olarak belirlenmistir. Sivi
mikrodilisyon yonteminden elde edilen verilere gore Bacillus cereus’a karsi en etkili
siipernatant L. plantarum (iz1) LAB’a ait olup tiim derisimlerinin inhibisyon yiizdelerinin
ortalamasi %81 olarak belirlenmistir. E. coli O104:H4’e karsi en etkili siipernatant L.
plantarum (Hp2) LAB’a ait olup tiim derisimlerinin inhibisyon yiizdelerinin ortalamasi %80
olarak belirlenmistir. MRSA’ya kars1 en etkili siipernatant L. plantarum (iz1) LAB’a ait
olup tiim derisimlerinin inhibisyon yiizdelerinin ortalamas1 %485 olarak belirlenmistir. Y.
enterocolitica’ya kars1 en etkili siipernatant ise L. plantarum (Hp2) LAB’a ait olup tiim
derisimlerinin inhibisyon yiizdelerinin ortalamast %77 olarak belirlenmistir. L. brevis
(Gc3)’in agar spot, agar kuyucuk diflizyon ve s1vi mikrodiliisyon deneylerinden elde edilen
sonuclar1 diger laktik asit bakterilerinden elde edilen sonuglara kiyasla daha diisiik oldugu
icin antimikrobiyel etkisinin daha az oldugu sonucuna varilmistir. Sonug olarak incelenen
tim LAB izolatlarinin gida kaynakli patojen bakterilere (Yersinia enterocolitica, MRSA,
Bacillus cereus ve Escherichia coli 0104:H4 kars1 etkili oldugu ve bu anlamda potansiyel

ticari kullanima sahip olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar  Kelimeler: Lactiplantibacillus plantarum (Lactobacillus plantarum),
Levilactobacillus brevis (Lactobacillus brevis), agar spot yontemi, agar kuyucuk diftizyon
yontemi, sivi mikrodiliisyon yontemi, antimikrobiyel etki, gida kaynakli patojenlerin

inhibisyonu



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIMICROBIAL EFFECTS OF
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This study aimed to investigate the antimicrobial effect of lactic acid bacteria against some
foodborne pathogens. Within the scope of Dr. Gizem KEZER's thesis as "lIsolation and
identification of lactic acid bacteria from natural sourdoughs and determination of some
probiotic characteristics,” 1of Lactobacillus brevis (Levilactobacillus brevis) (Gc¢3) and 3 of
Lactobacillus plantarum (Lactiplantibacillus plantarum) (iz1, Hp2, Wz3) were investigated
on foodborne pathogens Escherichia coli 0104:H4, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus,
and Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). Agar spot method, agar well
diffusion method, and broth microdilution method were used to determine the antimicrobial
activities of pathogenic bacteria with known counts (~107 cfu/mL) after incubation with
lactic acid bacteria for 24 hours at 37°C. In the agar spot method, the most effective LAB
(lactic acid bacteria) against Bacillus cereus with a 1.6 cm zone, the most effective LABs
against L. plantarum (Hp2), Escherichia coli 0104:H4 and MRSA were 1.075 cmand 1.125
cm, respectively. L. plantarum (Wz3) was determined as LAB by zone measurement. No
zone formation was observed in the agar spot method against Y. enterocolitica. In the agar,

well diffusion method, the zone measurements formed by the bacterial supernatants most



effective against MRSA and Y. enterocolitica belong to L. plantarum (Hp2) LAB with 0.525
cm and 0.8625 cm, respectively. The zone formed by the LAB supernatant that was most
effective against E. coli 0104:H4 was determined as 0.375 cm, with L. plantarum (Iz1) and
L. plantarum (Wz3) LAB with 0.625 cm, the zone formed by the most effective LAB
supernatant against Bacillus cereus. According to the data obtained from the broth
microdilution method, the most effective supernatant against Bacillus cereus was L.
plantarum (I1z1) LAB, and the average inhibition percentages of all concentrations was
determined as 81%. The most effective supernatant against E. coli 0104:H4 belonged to L.
plantarum (Hp2) LAB, and the average inhibition percentages of all concentrations were
determined as 80%. The most effective supernatant against MRSA belonged to L. plantarum
(1z1) LAB, and the average inhibition percentages of all concentrations was determined as
85%. The most effective supernatant against Y. enterocolitica belonged to L. plantarum
(Hp2) LAB, and the average inhibition percentages of all concentrations was determined as
77%. Since the results obtained from agar spot, agar well diffusion, and broth microdilution
methods of L. brevis (Gc3) were lower than the results obtained from other lactic acid
bacteria, and it was concluded that the antimicrobial effect was more minor. As a result, it is
thought that all LAB isolates examined are effective against foodborne pathogenic bacteria
(Yersinia enterocolitica, MRSA, Bacillus cereus, and Escherichia coli 0104:H4) and may

have potential commercial use in this sense.

Keywords: Lactiplantibacillus plantarum (Lactobacillus plantarum), Levilactobacillus
brevis (Lactobacillus brevis), agar spot method, agar well diffusion method, broth

microdilution method, antimicrobial effect, foodborne pathogens inhibition
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1. GIRIS

Giliniimiizde tiiketicilerin dogal ve koruyucu madde igermeyen gidalara yonelimi giin
gectikce artmaktadir. Depolama sartlarina bagl olarak bu gidalarin patojenleri barindirma
riski daha yiiksektir. Bu duruma fermentatif mikroorganizmalarin iirettigi antimikrobiyel
metabolitlerin kullanilmasi ¢6ziim olarak gosterilebilmektedir [1]. Mikroorganizmalarin
trettigi metabolitlerin kullanimina olan ilginin temel sebebi gidalarin bozulmasinin

Onlenmesi ve raf dmriiniin uzatilmasidir [2].

Gida fermantasyonunda kullanilan laktik asit bakterileri, Lactobacillaceae familyasinin
icerisinde yer almaktadir [3]. Bunlar; Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus,  Pediococcus,  Streptococcus,  Symbiobacterium,  Tetragenococcus,
Vagococcus, Weissella, Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium ve Enterococcus 'tur.
Lactobacillus spp. en fazla tiire sahip olan cinstir. Karbonhidrat bakimindan zengin
ortamlarda bu cinse ait tiirleri bulmak miimkiindiir [4]. Laktik asit bakterileri (LAB),
fakiiltatif heterofermentatif, zorunlu heterofermentatif ve zorunlu homofermentatif olarak 3
smifa ayrilmistir. Homofermentatif laktik asit bakterileri ana tirin olarak laktik asit
uretirken, heterofermentatif laktik asit bakterileri laktik asitten farkli olarak asetik asit,
etanol, mannitol ve cinse bagli olarak bagka metabolitler de iiretebilmektedirler [5, 6]. Laktik
asit bakterilerinin laktik fermantasyon sirasinda iirettikleri bakteriyosinler, hidrojen peroksit

(H2032) ve organik asitler bu bakterilerin antimikrobiyel aktivitesini belirlemektedir [7].

Laktik asit bakterilerinin bazi metabolik 6zellikleri gida {irlinlerinin tat, koku, yapisina ve
besin degerine ciddi derecede katki saglamaktadir. Giivenli olarak kabul edilen ve GRAS
listesinde bulunan laktik asit bakterileri, gidalarin muhafazasi igin endiistriyel agidan 6nem
tasimaktadir [3, 8]. LAB, trettikleri organik asitler sayesinde pH’1 diistirebilmekte ve

bdylece gidalarin bozulmasina yol acan bakterilerin gelisimini engelleyebilmektedir [9].

Gida, birgok patojenin gelisimi i¢in uygun ortam saglamaktadir. Gida kaynakli hastaliklarin
salgina doniismesinin temel sebepleri arasinda antimikrobiyel dirence sahip patojenlerin

artmas1 yer almaktadir. Antimikrobiyel direng, hastaligin iyilesme siiresini uzatabilecegi gibi



oliim oranlarini da ciddi sekilde etkileyebilir [10, 11]. Salmonella spp., Escherichia coli,
Metisiline-direngli Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica, Shigella
ve Vibrio spp. gida kaynakli patojen bakterilere 6rnek olarak verilebilir. Belli bir sayida
gelisim gostermis LAB, tirettikleri metabolitlerin antimikrobiyel etkisi sayesinde patojen
bakterilerin gelisimini engelleyebilmektedir. Antimikrobiyel bilesigin seviyesi patojen
bakterilerin inhibisyonu i¢in 6nem tasimaktadir. Laktik asit bakterilerinin baz1 gida kaynakli
patojenleri (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli vb.) inhibe

etme Ozelligi birgok ¢alismada belirtilmistir [12].

Bu ¢alismada, Dr. Gizem KEZER’in ‘‘Dogal Eksi Hamurlardan Laktik Asit Bakterilerinin
Izolasyonu ve Tanimlanmasi ile Bazi Probiyotik Ozelliklerinin Saptanmasi’” adli tez
calismasindan izole edilmis ve dogal sus oldugu diisiiniilen laktik asit bakterilerinin gida
kaynakli bazi patojenlerin igerisinde yer alan Bacillus cereus, Metisiline-direngli
Staphylococcus aureus (MRSA), Yersinia enterocolitica, Escherichia coli 0104:H4

tizerindeki antimikrobiyel etkilerinin belirlenmesi amag¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Laktik Asit Bakterileri
Laktik asit bakterileri (LAB) Gram-pozitif, genellikle sporsuz, katalaz ve oksidaz
negatiftirler. Seker fermantasyonu sonucunda ana {iriin olarak laktik asit tiretirler [13, 14].

Aside karsi toleransli olan LAB sitokromlardan yoksundurlar [14, 15].

Heterojen bir tiirii temsil eden laktik asit bakteri tiirleri Lactobacillales takimindadir.
Lactobacillales takimi Lactocillaceae, Carnobacteraceae, Streptococcaceae, Aerococcaceae,
Enterococcaceae ve Leuconostocaceae olmak iizere alt1 aileden olusmaktadir [16]. Ayni
zamanda LAB iki ayr1 sube olan Firmicutes ve Actinobacteria’da yer alir. Firmicutes subesi
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Tetragenococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Weissella, Alloiococcus,
Symbiobacterium, Vagococcus cinslerini igerir [17]. LAB hem gubuk hem de kok seklindeki
bakterileri igerir. Kok seklindeki LAB’a; Enterococcus, Lactococcus, Tetragenococcus,
Oenococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, ¢ubuk seklindeki LAB’a ise;
Bifidobacterium, Lactobacillus ve Carnobacterium o6rnek verilebilir [13]. Lactobacillus,
Tetragenococcus, Pediococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Weissella,
Carnobacterium, Lactococcus cinsleri adenin ve guanin icerigi diisiik olan 6nemli LAB

cinsleri arasinda yer alir [18].

Laktik asit fermantasyonu, homolaktik fermantasyon ve heterolaktik fermantasyon olmak
tizere iki ana sekilde tanimlanabilmektedir. LAB tarafindan  fosfoketolaz yolu
(fosfoglukonat yolu) kullanilarak heterolaktik fermantasyon gerceklestirilmektedir [19].
Heterofermentatif laktik asit bakterilerinin heksozlar1 pargalamasiyla birlikte bir¢cok farkl
metabolit olusabilmektedir [20]. Olusan bu metabolitler ile laktik asit kombinasyon
halindedir [19, 20]. Homolaktik fermantasyon Emden-Meyerhof-Parnas yolu (glikoliz) ile

gerceklesmektedir ve son tiriin laktik asittir [19].

Gida endiistrisinde 6nemli bir yere sahip olan laktik asit bakterilerinin kullanimi uzun bir
gegmise dayanmaktadir [21]. Mikroorganizma kiiltiirleri, uygun sekilde segilerek ham
maddeye eklenebilir. Eklenen bu mikroorganizmalar fermantasyona yon verebilir. Gida
fermantasyonu alaninda eklenen bu mikroorganizmalara starter kiiltiir ad1 verilir [22]. Starter
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kiiltiir olarak LAB kullanilmasinin ana sebepleri arasinda koruma saglama, tat, koku ve yapi
gelistirme/iyilestirme yer almaktadir [22]. Bu siiregte seker fermantasyonu, yag ve
proteinlerin parcalanmasi olarak {i¢ temel yolda yer alirlar. Karbonhidrat fermantasyonu
sonucunda iiretilen laktik asit ana metabolik etkiye sahiptir. Bunun sonucu olarak gida
maddesinin asitligi artar [23]. Organik asitler (¢ogunlukla laktik asit ve asetik asit), akut

glisemik indeks ve insiilin indeksini azaltic1 etki gosterebilir [24].

Gida kaynakli hastaliklar, yetersiz islem gormiis ve/veya taze olarak tiiketilen gidalar ile
ortaya ¢ikabilmektedir. Yapay koruyucu ve antibiyotiklerin yanlis kullanimi olumsuz
etkilere neden olmaktadir. Patojen bakterileri etkisiz hale getirmek igin gida endiistrisinde
bir takim yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan birisi antibakteriyel o6zelligi olan
mikroorganizmalari kullanarak raf dmriiniin uzatilmasidir [25]. Gidanin raf dmriinii uzatmak
icin laktik asit bakterilerinin kullanilmasinin sebebi gida bozulmalar1 ve gida kaynaklh
hastaliklar1 kontrol edebilme 6zelligidir. [26]. Siit tiriinlerindeki patojenlerin ve bozulma
yapan mikroorganizmalarin gelismesini engelleyen ortamin olugsmasinda LAB kiiltiirleri rol
oynamaktadir. LAB kiiltiirleri laktozu laktik asite metabolize eder ve ortamin asitligini

diisliriir. Sonug olarak mikroorganizmalar i¢in uygun olmayan bir ortam saglanmis olur [27].

2.1.1. Baza Onemli Laktik Asit Bakterileri (LAB)

2.1.1.1. Bifidobacterium spp.

Cogu tiirii probiyotik olan bu bakteri cinsinin dalli (Y-seklinde) bir yapist vardir. Gram-
pozitiftirler ve spor olusturmazlar. Anaerobik bakterilerdir [28]. Actinobacteria filumunda
yer alan bu bakteri cinsine ait tiirler insan ve hayvan gastrointestinal sistemlerinde
bulunmaktadirlar [29]. Saglhigin korunmasinda 6nemli rol oynayan probiyotik bakteri
cinsleri arasinda Lactobacillus, Bifidobacterium ve Enterococcus yer almaktadir [28].
Bifibacterium spp.’nin kullanimi fonksiyonel gidalarin disinda yem {iretiminde de ilgi

gérmeye baslamistir [30].



2.1.1.2. Lactobacillus spp.

Lactobacilliaceae ailesine ait olan Lactobacillus spp. , Firmicutes filumunda ve Bacilli
sinifinda yer almaktadir [27]. Gram-pozitif ve katalaz negatiftirler. Spor olusturmayan ve
cubuk sekillli olan Lactobacillus spp.’ye ait tiirler genellikle aerotolerant veya anaerobik

ozellik gostermektedirler [31].

Ayrica Fructobacillus, Weisella, Leuconostoc, Pediococcus, Oenococcus gibi cinsler
Lactobacillaceae ve Leuconostocaceae familyalarina aitlerdir. Ancak Lactobacillus cinsinin

alt gruplarinda yer almaktadirlar [32].

Bu tiire ait bakteriler fermente gidalarda 6nemli rol oynamaktadir [33]. Lactobacillus spp.’ye
ait tiirler siit tiriinlerinden izole edilerek starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir [34]. Ayni
zamanda bu cinse ait tiirlerin bazilarinin gida koruyucu olarak kullanilmasinin sebebi olarak

giivenli bir gegmise sahip olmasi gosterilebilmektedir [31, 34].

Lactobacillus ve Pediococcus cinslerine ait tiirlerle ilgili 2015 yilindan beri kapsamli
calismalar yapilmaktadir. Cekirdek genom filogenisine dayanarak filogenetik analiz
yapilmasi sonucunda diger bakteri cinslerinin ve bu cinse ait tiirlerin taksonomisinin uyumlu
olmadig1 sonucuna varilmistir. Lactobacillus ve Pediococcus’a ait tiirler 272 olarak kabul
goriirken yeni aragtirmalara gore bu say1 artis gostermektedir. Sayinin artis gostermesinde

Lactobacillus cinsine ait ¢esitliligin artmasi rol oynamaktadir.

Lactobacillus cinsine ait arastirmalar yapilirken Lactobacillaceae ve Leuconostocaceae ait

taksonomiler goz Oniine alinmis ve filogenetik yapilar1 incelenmistir. Bu inceleme yapilirken

e Ortalama niikleotid kimligi (ANI),

e Ortalama amino asit kimligi (AAI),

e (ekirdek gene ait ortalama amino asit kimligi (cAAI),
e (ekirdek genom filogenisi,

e Imza genleri,

e Metabolik ve/veya ekolojik kriterler degerlendirilmistir.



Yapilan ¢aligmalarda Lactobacillaceae familyasina ait 26 yeni soy tanimlamasi yapilmistir.

Lactobacillus ve Paralactobacillus spp.’ye ait yeni tanimlar ortaya ¢ikmustir [35].

2.1.1.2.1. Lactiplantibacillus plantarum (Lactobacillus plantarum)

Son vyapilan ¢alismalarda polifazik yaklasima dayanarak yapilan degerlendirmeler
sonucunda Lactobacillus cinsine ait 25 yeni smiflandirma oOnerilmistir. Bu sinifa
Lactiplantibacillus cinsi de dahil olmustur. Bu cinse ait grubu eski adiyla Lactobacillus

plantarum temsil etmektedir.

Lactiplantibacillus tiirleri Gram-pozitif, hareketsiz ve spor olusturmayan ¢ubuk sekilli
bakterilerden olugsmaktadir. Genis bir yelpezade karbonhidratlar1 fermente edebilme
yetenegine sahiptirler. Fenolik asitleri metabolize ederken esteraz, dekarboksilaz ve
rediiktaz aktivitelerinden yararlanirlar. Bu tiire ait bakteriler ¢ok sayida fermente gidalardan
1zole edilebilmektedirler ve gdgebe davranis 6zelligiyle omurgali bagirsak mikrobiyotasinda

da bulunabilirler.

Lactiplantibacillus plantarum, cift veya tekli kisa zincirler halindeki hiicrelere sahip
hareketsiz ¢cubuk seklindeki bakterilerdir. Bazi suslari1 nitrati pH 6 ve/veya daha yliksek
oldugunda indirgeme o6zelligine sahiptir. Bu 6zelliginin yaninda psddokatalaz aktivitesi de
bu bakterinin ayirt edici Ozellikleri arasinda yer almaktadir. Bu bakteri gida
fermentasyonlarinda probiyotik ve starter kiiltiir olarak kullabilecegi i¢in ticari 6neme

sahiptir. Ayn1 zamanda bira ve sarabin bozulmasinda rol oynamaktadir [35].

2.1.1.2.2. Levilactobacillus brevis (Lactobacillus brevis)

Eski adiyla Lactobacillus brevis olarak bilinen bakterinin son yapilan ¢aligmalarda grup igi
farkliliklar olusturdugu belirlenmstir. Bu farkliliklarda ortalama niikleotid kimligi, ortalama
amino asit kimligi, cekirdek gene ait ortalama amino asit kimligi, ¢ekirdek genom filogenisi,
imza genleri ve metabolik ve/veya ekolojik kriterleri degerlendirilmis olup L. brevis ve
L.collinoides gruplari i¢in ¢ekirdek genin ortalama amino asit kimliginin %70’in iizerinde
oldugu tespit edilmistir. Bu durum diger kriterlerde goz Oniine alindiginda filogenetik

agaclarda kendi igerisinde tutarli oldugunu gdostermistir ve yeni taksonomisi
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olusturulmustur. Lactobacillus brevis bu ¢alismalara gore revize edilerek Levilactobacillus

brevis olarak tanimlanmaistir.

Heterofermentatif olan bu tiire ait bakteriler gubuk seklindedir. Katalaz negatiftir ve aside
toleranshidirlar. Genellikle 15 °C’de, pH 4.0-7.0 araliginda gelisim gosterirler. DNA mol
iceriginin %46’sim1 G+C olusturmaktadir. Insanlarin bagirsaklarindan, eksi hamurdan,
lahana tursusundan, siit ve siit triinlerinden izole edilebilirler. Ayni1 zamanda alkollii

iceceklerde bozulmaya sebep olabilirler [35].

2.1.1.3. Pediococcus spp.

Pediococcus spp. fakiiltatif anaerobik koklar olup spor olusturmazlar ve hareketsizdiler [36].
Gram-pozitif ve katalaz negatif ve homofermentatiftirler [37]. Starter kiiltiir olarak
kullaniminin disinda gida patojenleri i¢in kontrol bariyeri olarak kullanilmaktadirlar [4, 38].
Pediococcus spp.’nin gesitli tiirleri pediosin tiretmektedir. Bir protein olan pediosin bu cinse
ait tlirlerin irettigi antimikrobiyel ozellikli bir bakteriyosindir. [36]. Bu bakteriyosin
et,siit,tursu ve sosis gibi {irlinlerden izole edilmistir [39]. Pediosin termo stabilite ve genis
pH araliginda aktivite gostermesi sebebiyle istenmeyen mikroorganizmalarin inhibe

edilmesi ve biyokoruyucu olarak kullanilmasida avantaj saglamaktadir [36, 39].

2.1.1.4. Enterococcus spp.

Diisiik G+C (Guanin+Sitozin) igerikli olan Enterococcus spp. Firmicutes filumunda yer alan
katalaz negatif ve genellikle fakiiltatif bakterilerdir [40, 41]. Birgok mikroorganizmanin
direng saglayamadigi kosullara karsi direng gosterebilen Enterococcus spp. suda
kontaminasyon olusumuna sebep olmaktadir. Insan ve hayvan bagirsaklarinda
bulunabilmesi insan hastaliklariyla da iliskisi oldugunu gostermektedir [41, 42].
Antimikrobiyel ajanlara karsit direng gosterebilmelerinin yani sira probiyotik olarakta
kullanilmaktadirlar [40, 42]. LAB’nin diger tiirlerinde de oldugu gibi gidalarda tekstiirii

iyilestirme, starter kiiltiir veya koruma amagli olarak da kullanilmaktadirlar [40].



2.1.1.5. Leuconostoc spp.

Gram-pozitif, fakiiltatif anaerob ve heterofermentatiftirler. Mikroaerofilik kosullarda,
glikozun fermantasyonu sonucu D(-) laktat, etanol ve Kkarbondioksit olusumu
gozlenmektedir [37, 43]. Leuconostoc spp. tarafindan iiretilen laktik asit, asetaldehit, diasetil
vb. bilesikler siit iriinlerinin duyusal Ozelliklerine pozitif etkide bulunurlar [44-46].
Lactococcus lactis ile birlikte kullanildiklarinda lezzet gelistirebilirler [46]. Bakteriyosin
tireten tiirlerinin bulunmasi biyokoruyucu olarak kullanilabilecegini gostermektedir [43].

Siit Giriinlerinin yani sira tursu, Kimchi, et iretiminde de rol oynamaktadirlar [37, 43, 47].

2.1.1.6. Streptococcus spp.

Cift ya da zincir seklinde olan Gram-pozitif bakterilerdir [48, 49]. Katalaz negatiftir ve
hareketsizdirler [49, 50]. Bazi tiirleri karbondioksit kullanmay1 gerektirse de genellikle
fakiiltatif anaerobik ve homofermentatiflerdir [48, 49]. L(+) laktat fermantasyonun ana
tiriinii olup kemoorganotroflardir [49, 51]. Streptococcus spp. hayvanlarla ve insanlarla
iliskili olmasimnin yani sira bitkilerle de iligkilidir [49, 52]. Baz: tiirleri 6ldiiriicii olabilir ya

da ciddi hastaliklara da sebep olabilir [49].

2.1.1.7. Lactococcus spp.

Homofermentatif olan bu tiire ait bakterilerin sekilleri oval ve/veya kiiredir [53]. Siit
tirlinlerinin dretimi igin biiyiik 6neme sahip olan bu bakteriler Gram-pozitif ve katalaz
negatiftir [53-55]. Endospor olusturmayan Lactococcus spp. glikoz fermantasyonu
sonucunda L(+) laktat tretirler [53]. Bu son firiin sayesinde Pediococcus spp ve
Leuconostoc spp.’den farkli oldugunu anlamak kolaylasmaktadir [54]. Genellikle patojen
olmayan bu tiir hareketsiz ve mikroaerofiliktir [33, 53]. Lactococcus spp.’ye ait tiirlerin
tirettigi bakteriyosinler antimikrobiyel aktiviteleri agisindan segici davranmaktadirlar [56].
Fermente siitlerde yer alan bu Lactococcus spp., starter kiiltiir olarak da kullanilmaktadir
[57]. Bu tiiriin igerisinde yer alan Lactococcus lactis’in iirettigi bilesenlerden bir tanesi olan

diasetil ¢esitli gida tirtinlerinde aroma verici olarak yer almaktadir [58].



2.1.2. Laktik Asit Bakterilerinin Antimikrobiyel Etkisi

Laktik asit bakterilerinin tiirii ve susuna bagli olarak tiretilen aktif metabolitler (bakteriyosin,
organik asitler, hidrojen peroksit, alkol, karbondioksit, diasetil vb.) antimikrobiyel
aktivelerini etkilemektedir [59, 60]. 2008 yilinda EUCAST uzmani tarafindan igsel direng,
istisnai fenotipler ve bu fenotiplere ait yorumlamalar olarak 2 grup seklinde antimikrobiyel

duyarlilik testleri belirlenmistir [61].

Gida endiistrisi i¢in 6nemli olan konularin igerisinde yer alan gidalarin raf omrii ve
bozulmasi, islem gérmemis olan taze gidalarin tatlarinin korunmasi gibi durumlarda laktik
asit bakterilerinin antimikrobiyel etkinliklerinden yararlanilmaktadir [62]. LAB’1n yer aldig1

fermente gidalarin diisiitk pH’a sahip olmasi avantaj saglamaktadir [27].

Bazi gida tiriinlerinden elde edilmis olan LAB’1n patojen mikroorganizmalara karsi da etkisi
oldugu bilinmektedir. Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella

typhimurium, Pseudomonas aeruginosa vb. érnek olarak verilebilmektedir [63, 64].

2.1.2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Urettigi Baz1 Metabolitler

LAB?’ nin iirettigi antimikrobiyel etkiye sahip olan metabolitleri diisiik ve yliksek molekiiler
agirliklarina gore siniflandirabilmek miimkiindiir. Diisiik molekiiler agirlikli metabolitlere
ornek olarak organik asitler, hidrojenperoksit, asetaldehit, asetoin vb. verilebilmektedir.

Yiiksek agirlikli metabolitlere ise bakteriyosinler 6rnek gosterilebilmektedir [65].

2.1.2.1.1.0rganik asitler

Laktik asit bakterileri seker fermantasyonu sonucunda bazi antimikrobiyel bilesikler
tiretmektedir. Bu bilesikler igerisinde yer alan organik asitler ortam1 hizli asitlestirmektedir.
Ayni zamanda diger mikroorganizmalarin gelisimini de engellemektedir [66]. Laktik asit
bakterilerinin, sekerleri organik asite doniistiirebilmesi gida endiistrisinde koruyucu olarak

tercih edilmesinin sebeplerinden bir tanesidir [62].



Organik asitlerin antimikrobiyel etkisi ortamin pH’mna ve asit molekiillerine bagli olarak
degisebilmektedir. Organik asitlerin bir¢ogu diisiik pH’da (~5.5 ve altinda) etkili olmaktadir.
Ciinkii gelisim inhibisyonunu saglayacak olan asit, ayrismamis asittir ve ortamda uygun
oranlarda bulunmasi sonucunda islemi gerceklestirmektedir. Bu orani ayarlamak i¢in ise
pH’1 diisirmek gerekmektedir. pH’1n diisiik olmadig1 (~6 ve lizeri) durumlarda da etkili olan
asitler mevcuttur. Asitlerin kendi igerisinde farklilik gdstermesinin sebepleri hiicreye ve etki
mekanizmasina bagli olarak degismektedir [67]. Ornegin; zayif asitler hiicre zarma niifuz
edebilirken, kuvvetli asitler edemezler. Zayif asitlerin lipofilik olmasi avantaj
saglayabilmektedir. Oncelikleri sitoplazmada pH’1 diisiirmektir. Ayrismams asitler bu
aktiviteyi destekleyici niteliktedir. Kuvvetli asitler ise pH’1 diisiirmek i¢in dncelikle hiicre
ylizeyindeki enzimleri denatlire etmeleri gerekmektedir. Bunun sonucunda proton

gecirgenligi artmaktadir. pH’1 diisiirme eylemlerini bu sekilde gergeklestirmektedirler [68].

2.1.2.1.1.1. Laktik Asit (CH3—CH(OH)-COOH)
Laktik asit bir¢ok farkli gida iiriinlerinde,

e Asitlestirme,
e pH tamponlama,
e Aroma verme,

e (Gidanin bozulmasini 6nleme vb. sebeplerle kullanilmaktadir.

Laktik asit bakterilerinin ana fermantasyonu sonucu olusan laktik asit pH derecesine bagl
olarak ayrismaktadir. Laktik asit sitoplazma zar1 igerisinde ¢Oziinerek asitlesmeye sebep
olabilmektedir. Sonug¢ olarak pH degisimine sebep olmaktadir ve hiicrelerin gelisimi i¢in
gereken enerjinin azalmasina yol agmaktadir [20]. Ayrismis ve ayrismamis olan laktik asit
denge durumundadir. Diisiik pH’ da laktik asidin biiyiik bir kismi ayrismamis durumdadir
[20, 69]. Bu durumdaki laktik asit mantar, maya ve bakterilerinin bir¢ogu i¢in toksik etki
gostermektedir. Laktik asidin etkisi mikroorganizmalar i¢in gesitlilik gostermektedir. Laktik
asidin stereoizomeri olan L-laktik asit, D-izomerine gore daha fazla inhibe edebilme

Ozelligine sahiptir ve antimikrobiyel aktiviteleri gesitlilik gdstermektedir [69].
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2.1.2.1.1.2. Asetik Asit (CH3-COOH)

Laktik asidin islevine benzeyen asetik asidin antimikrobiyel etkisi ortamim pH’nin diistik
olmasindan kaynaklanabilmektedir. Asetik asit ve laktik asitin farki asit ayrigsma sabitinden
gelmektedir. Asetik asitin pKa’st 4.8 iken laktik asitin 3.8’dir. Bu yiizden asetik asit
cogunlukla zayif asidik bir ortamda ayrismamis sekilde bulunmaktadir. Hidrofobik ve kiigiik
bir molekiil olan ayrismamis durumdaki asetik asit bakterilerin zarindan (fosfolipid ¢ift
tabaka) gegebilmektedir. Hiicre i¢i pH’n diismesini saglamaktadir. Bunu hiicre igine proton

aktararak yapmaktadir. Bu sekilde hiicrelere zarar vermektedir [70].

Asetik asit ve propiyonik asit heterofermentatif yolla laktik asit bakterileri tarafindan
sentezlenmektedirler. Bu asitler hiicre zarlari ile etkilesime girerek hiicre iginin asitlesmesine
sebep olmaktadirlar. Bunun  yam sira  protein  denatiirasyonunu  da

gerceklestirebilmektedirler [69].

Asetik asidin etki alaninin laktik asitten daha genis oldugu bilinmektedir. Buna ek olarak
laktik asit ve asetik asit arasinda sinerjik bir etki de bulunmaktadir. Ornek vermek gerekirse
bu iki asidin karistmi Gram-negatif patojen olan Salmonella typhimurium’ un gelisimini

engellemektedir. Ortamin asitligine gore mikroorganizmalar farkli tepkiler vermektedirler
[66].

2.1.2.1.2. Hidrojen Peroksit (H202)

Laktik asit bakterileri, ortamda oksijenin bulunmasi1 durumunda nikotinamid adenin hidroksi
dintikleotid (NADH) peroksidaz veya flavoprotein  oksidazlarin  etkilesimini
gerceklestirebilmektedir. Bu eylemin sonucunda hidrojen peroksit olusumu gézlenmektedir
[66, 69]. Peroksidin etkisini giiclendirmek i¢in ortamda laktoperoksidaz ve tiyosiyanat
bulunmasi gerekmektedir. Bunun i¢in dogal habitatlarinda LAB bulunan gida maddeleri (siit
gibi) tercih edilmektedir. Kuvvetli oksitleyicilerin etkisi hidrojen peroksidin antimikrobiyel
aktivitesini etkilemektedir [66]. Hidrojen peroksit serbest radikallerin (stiperoksit ve

hidroksil gibi) iiretimine sebep olabilmektedir. Bu radikaller DNA’ ya zarar vermektedirler
[69].

11



2.1.2.1.3. Karbondioksit (COy)

Heterofermentatif laktik asit bakterileri tarafindan turetilen CO2 anaerobik ortami
olusturulmasinda rol oynamaktadir ve enzimatik dekarboksilasyonlar1 engelleyebilmektedir.
Ayn1 zamanda membran lipid cift tabakasinda birikerek gecirgenligi bozabilmektedir.
Ancak bu etkilerine ragmen antimikrobiyel etki mekanizmasi heniiz kesinlesmemistir.
Gidalarda bozulma yapan mikroorganizmalarinin etkinligini veya Gram-negatif olan
psikrotrofik bakterilerin gelismesini engelleyebilme 6zelligine sahiptir. Mikroorganizmalara

gore CO2 inhibisyon 6zelligi gesitlilik gosterebilmektedir [69].

2.1.2.1.4. Aroma Bilesenleri

2.1.2.1.4.1. Diasetil (C4HsO>)

LAB tarafindan sitrat fermantasyonu gergeklestirilmektedir. Bu fermantasyonun {irlinii
olarak diasetil iretilmektedir. Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriler kiyaslandiginda
diasetilin Gram-negatifleri onemli oOlgiide etkiledigi gosterilmistir [71]. Gram-negatif
bakterilerin  gelismesini  arginin  baglayict  proteinin  reaksiyona  girmesiyle
engelleyebilmektedir [69]. Fermente gidalarda koruyucu olarak kullanabilecegi gibi diger

antimikrobiyel etkiye sahip bilesenlerle sinerjetik etki de gosterebilmektedir [69, 71].

2.1.2.1.4.2. Asetaldehit (CoH.0)

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, treonini, asetaldehit ve glisini aldolaz sayesinde
ayirabilmektedir. Bunun sonucunda asetaldehiti meydana getirebilmektedir. Siit tirtinlerinde
bulunan Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, E. coli' nin gelisimini
onleyebilmektedir (10-100 ppm asetaldehit) [69].

2.1.2.1.5. Yag Asitleri

Laktik asit bakterilerinin baz cinsleri lipolitik aktiviteye sahiptir. Bunlardan laktobasiller ve
laktokoklar yag asitlerini 6nemli diizeyde iiretebilmektedirler. Yag asitleri antimikrobiyel
etki goOsterebilmektedir. Bu etkinin ayrismamis olan molekiilden olabilecegi
diisiiniilmektedir. pH diisiik iken inhibisyon 6zelliginin daha etkili oldugu bilinmektedir. Bu
durum antimikrobiyel etkinin anyondan kaynaklanmadigini gostermektedir [72]. Yag

asitlerinin konsantrasyonu ve zincir uzunlugu, ortammn pH’ 1 antifungal etkisini
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degistirmektedir. Ayn1 zamanda doymamis yag asitlerinin Gram-pozitif bakterilere karsi

etkili oldugu bilinmektedir [69].

2.1.2.1.6. Bakteriyosin

Laktik asit bakterilerinin iiretmis oldugu metabolitler arasinda yer alan bakteriyosinler
antibakteriyel etki gosterebilmektedir. Gidalarin bozulmasini 6nleme, patojen bakterilerin
gelismesini  engelleme gibi  Ozelliklere sahip olmast dogal koruyucu olarak
degerlendirilebilecegini gostermektedir [73]. Mikrobiyel savunma mekanizmasi sayesinde
laktik asit bakterilerinden elde edilen bakteriyosinler {izerinde en ¢ok ¢alisilan alanlardandir
[74].

Proteinli bilesik olan bakteriyosinler, ribozomal sekilde sentezlenen peptitlerdir. Ilgili
olduklar1 organizmanin gelismesini ve/veya yasanabilirligini etkileyebilmektedirler.
Bakteriyosin ile hedeflenen hiicrenin yok edilmesinde yer alan mekanizmalar hiicre duvari
sentezi, inhibisyonu ve gézenek olusumudur. Hiicre duvarinin biyosentezini inhibe etmek
icin nisin ile lipid 1l kompleks yap1 olusturarak peptitleri bir araya getirmektedir. Bunun
sonucunda bakteri zarinda gozenek olusumu gerceklesmektedir. Bakteriyosin tiretimi
rekabet ortam1 yaratmaktadir. Bu da antimikrobiyel aktivitenin bir sonucunu
olusturmaktadir. Bunun yaninda gastrointestinal patojenleri de inhibe etmede rol

oynamaktadir [75].

Insan mikrobiyomuna zarar veren, antibiyotige direng gdsteren patojenlere ya da patojenik
bakterilerin  tedavisinde alternatif olarak saflastirilmis haldeki  bakteriyosinler
kullanilabilmektedir [76].

Gida koruyucu olarak bakteriyosinin tercih edilmesinin sebepleri;

e Genis pH toleranst,
e Proteolitik aktivite,

e [si stabilitesi gibi onemli dzelliklere sahip olmasidir [73].

13



Laktik asit bakterilerinin drettigi bakteriyosinler,
e Katyonik,
e [s1ya dayanikli,
o Amfifilik,
e Membran gegirgenlestirici peptitler olarak bilinmektedirler [77].

Boyutlar1 genellikle 3-6 kDa (<10 kDa) olarak bilinen bu kiigiik peptitler 3 ana sinifa
ayrilmaktadirlar. [77, 78]. Bunlar;

e Birinci Simif Bakteriyosinler (Lanbiyotikler): Polisiklik tiyoeter aminoasitlerini

(lantiyonin ve metillantiyonin) ve doymamis aminoasitleri (dehidroalanin ve 2-

aminoizobutirik asit) igermektedirler [38, 77]. Isiya kars1 dayanikli olan bu peptitler

lantiyonin ve 3-metillantiyoninin translasyonu sonucunda g¢esitli kalintilar

igermektedirler. Aminoasitlerin i¢ halkalar olusturmasi sonucunda meydana gelen bu

kalintilar spesifik Ozelliklerin olusmasina katki saglamaktadirlar. Lanbiyotikler

igerisinde en ¢ok calisilan bakteriyosin varyanti nisin A igermektedir [79, 80].

Lanbiyotikler kendi igerisinde Tip A ve Tip B olmak {izere 2 alt gruba

ayrilmaktadirlar. Uzun ve pozitif yiiklii olanlar Tip A grubuna ait iken, kiiresel ve

yiiksiiz molekiiller Tip B grubuna dahildirler [81].

e 1dkinci Smmf Bakteriyosinler (Istya Daha Az  Dayamkh / Lanbiyotik

Olmayanlar): Lantiyonin igermezler ve kismen 1siya dayaniklidirlar [77]. Herhangi

bir modifikasyon igermemektedirler. Katyonik ve hidrofobiktirler. LAB i¢in

bakteriyosinlerin ¢cogu bu simifa aittir. Pediosinler, enterosinler, laktosinler vb. bu

gruba ornek olarak gosterilebilmektedirler [81]. Bu gruba ait bakteriyosinler kendi

icersinde 4 alt gruba ayrilmaktadirlar. Bunlar; alt grup Il a (Pediosin benzeri

bakteriyosinler ve Listeria aktif peptitler bu grupta yer almaktadir.), alt grup Il b (iki

peptit bakteriyosinler), alt grup 1l ¢ (Dairesel bakteriyosinler), alt grup 11 d (Biiyiik

proteinlerden olusan antimikrobiyel peptitler ve diger bakteriyosinler) [38, 81, 82].

e Uciincii Simif Bakteriyosinler (Yiiksek Istya Dayaniksiz Bakteriyosinler): Biiyiik

molekiil agirhigina (>30 kDa) sahiptirler. Isiya dayaniksizdirlar [77]. Hidrofiliktirler
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[81]. Helvetisin ve enterolizin bu grubun temsilcisi olarak goriilen bakteriyosinler

igerisinde yer almaktadir [77].

e Dordiincii Simif Bakteriyosinler (Dongiisel Bakteriyosinler) [83]: Kompleks
bakteriyosinlerdir. Aktif hale gelebilmek igin proteine ihtiyag duyarlar. Buna
alternatif olarak daha fazla kimyasal kisimdan (lipit, karbonhidrat gibi)
olusabilmektedirler [38].

2.1.2.1.7. Reuterin (HOCH ,CH,CHO)

Lactobacillus reuteri, heterofermentatif bir tiirdiir. Insanlarin ve hayvanlarin
gastarointestinal sistemlerinde bulunmaktadir. Bu tiir tarafindan reuterin tiretilmektedir. Bu
bakteri tarafindan gliserol reuterine doniistiiriilmektedir. Dontisiimiinde gliserol dehidratazin
etkisi bulunmaktadir. Anaerobik gelisim sirasinda bu donlisim gerceklesmektedir.
Antimikrobiyel aktivitesi genis bir kitleyi kapsamaktadir. Baz1 Gram-pozitif, Gram-negatif
bakterilerin yani sira maya, mantar ve protozoalara etki etmektedir [69]. Salmonella,
Shigella, Clostridium, Staphylococcus, Listeria, Candida ve Trypanosoma tiirlerinin

reuterine kars1 duyarliligi tespit edilmistir [84].

2.2. Gida Kaynakh Patojen Bakteriler

Gida kaynakl patojenler, insan sagligi iizerinde ciddi etkilere sahiptir. Onem arz eden gesitli
hastaliklara sebep olmaktadirlar [85]. Bazi 6nemli salgmlar gida kaynakli patojenleri
icermektedir. Bu duruma 6rnek olarak Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Clostridium
botulinum, Clostridium perfringens, Cronobacter sakazakii, Esherichia coli, Listeria
monocytogenes, Salmonella spp., Shigella spp., Staphylococccus aureus, Vibrio spp. ve
Yersinia enterocolitica vb. bakteriler gosterilebilmektedir. Bazi gida kaynakli bakteriler spor
olusturabilme, 1stya dayanikli olabilme ve toksin iiretebilme yeteneklerine sahiptirler. Cogu
patojen mezofilik karakterli (20°C- 45°C gelisebilme yetenegi) iken, baz1 patojen bakteriler
ise 10°C’ de altinda da gelisim gosterebilmektedir [86].

Gida giivenligi ulusal/uluslarast 6neme sahiptir. Giivenli gida {iretimi saglanmasi i¢in

sadece arastirma ve egitim 6nemli olmamalidir. Farkli bilim dallarina da sorunlar ve sonuglar
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sunularak ¢oziimler aranmalidir [85]. Giivenli gidanin devamliligi i¢in gida kaynakli
patojenik bakterilerin tespiti cok dnemlidir. Hizli, hassas ve spesifik 6zelliklere sahip yeni

yontemlerin takibi saglanmalidir [87].

2.2.1. Yersinia enterocolitica

Enterobacteriaceae familyasina ait, Gram-negatif bakterilerdir. Cubuk seklindedirler. [86,
88, 89]. Acrobik ve anaerobik kosullarda iireyebilirler ancak fakiiltatif anaerob olarak kabul
edilen bakterilerdir. Gastrointestinal bir patojendir. Peritrik kamgilara sahiptir ancak 22-
30°C’de hareket edebilmektedir. 37°C’de hareket yetenegine sahip degildir. Yersinia
enterocolitica , kanalizasyonla kontamine olan sudan, siit ve siit triinlerinden, deniz
tirlinlerinden, haslanmis mantardan, sebzeden, tofudan, topraktan ve bir¢cok sicak kanl
hayvanlardan izole edilebilmektedir [86, 90]. 25-30 °C araliginda optimum gelisme
gostermektedir. Ek olarak 0-45°C araliginda da gelisebilmektedir. Sodyum kloriiriin %5’e

kadar olan konsantrasyonlarinda da gelisim gosterebilmektedir [86].

Tiim serotipleri enteropatojenik degildir. Tanimlanan 6 biyotip patojeniteleri baz alinarak
smiflandirma yapilmistir. Bunlar; 1A, 1B, 2, 3, 4 ve 5’tir. 1B ve 2 ve 5 biyotipleri patojenik
olarak kabul edilmistir. Bunun sebebi enterotoksin Yst (Yersinia stabil toksin), Myf antijeni,
ail adhesin gibi viriilans isaretlerine sahip olmalaridir. Biyotip 1B ve serolojik grup O:8
insanlar igin cok tehlikeli olabilir. Oldiiriicii oldugu diisiiniilmektedir. Gastrointestinal

sistemin mukozasinda {ilserasyona yol agabilirler.

Y. enterocolitica, bagirsak liimeninde cogalmaktadir. Ince bagirsaklarin mukozasina
tutunabilmektedir. Yersiniosisin semptomlar1 4-7 giin sonra ortaya c¢ikmaktadir. Bu
semptomlar 3 hafta ve iizerinde goriilebilmektedir. Gidalarda iiriinlerinde 1s1ya dayanikli
toksinin varlig1 tehlike arz etmektedir. Bu gida iirliniiniin tiiketilmesi sonucunda ise gida
zehirlenmesi goriilmektedir. Ates, ishal, mide kasilmalari, kusma, hematiiri semptomlar
arasindadir. Genellikle bu semptomlar kendiliginden gegmektedir. Mezenterik lenfadenit,
distal ince bagirsak ve ¢ekum iltihabina hatta Sliime sebep olan sepsise de neden
olabilmektedir. Semptomlar1 kiigiik yastaki ¢ocuklarin (7 yas alt1) apandisit sikayetleriyle de
karistirtlmaktadir [91].
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2.2.2. Metisiline-direncli Staphylococcus aureus (MRSA) (mecA)

Gram-pozitif olan bu bakteri tiziim salkimi goriiniimiindedir. Hareketsizdir [86]. Fakiiltatif
aerobik olup 7-48°C araliginda gelisim gosterebilmektedir. 10-46°C araliginda enterotoksin
tiretebilmektedir. %15’e kadar olan sodyum kloriir (NaCl) konsantrasyonlarinda gelisim

gosterdigi bilinmektedir [86, 92].

Dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Ayn1 zamanda siit ve siit iiriinleri, et ve et {irtinleri,
istridye gibi deniz iirlinleri vb. gidalarda bulunabilmektedir. Spor olusturmamasina ragmen
kuru halde (aw= 0.83) uzun siire hayatta kalabilme 6zelliginden dolay1 en direncli patojenler
arasinda yer almaktadir. Insanlar bu bakteri i¢in araci konumundadir. Gidalara bulasi direk
temas yoluyla olabilirken; deri parcalariyla, solunum yoluna ait damlaciklarla da bulasi
gerceklesebilmektedir [86]. S.aureus, memelilerin ve kuslarin derilerinde, burun ve solunum
yolunda bulunmaktadir. Solunum ve idrar yolu, yara ve yanik vb. enfeksiyonlardan da
sorumludur [86, 93]. Enterotoksinin viicuda alinmasi sonucu semptomlar ortaya
cikmaktadir. Bu semptomlar (mide bulantisi, kusma, bas agris1 ve donmesi, halsizlik, ishal

gibi) 6-10 saat araliginda gériilmeye baslamaktadir.

Bu bakteriye ait enterotoksinler, pirojenik toksin olarak bilinmektedirler. Siiperantijenler
olarak hareket edebilmektedirler. T hiicrelerini yiiksek bir ylizdeyle uyarmalar1 daha genis
bir toksin ailesine dahil olmalarin1 saglamaktadir. Is1 ile intaktive edilmeleri olduke¢a giigtiir.
Toksini yok etmek i¢in gereken sicaklik mikroorganizmay1 yok etmek i¢in gerekenden daha

fazladir [86].

S.aureus, bazi antibiyotik ajanlarina karsi direng gostermektedir. Metisiline-direngli S.
aureus (MRSA), bu antibiyotik ajanlarindan metisiline kars1 direng gosteren kismi temsil
etmektedir. Antibiyotik ajanlarina karsi direngli olmalar1 patojenitelerini arttiracagi igin
dikkate alinmasi gerekmektedir [93]. MRSA, penisilin baglayici protein PBP2’yi kodlayan
mecA genine sahip olabilmektedir. Bu protein penisilin  veya sefalosporini
baglayamamaktadir [94]. Stafilokok Kaset Kromozom mec (SCCmec) ile mecA geni, MRSA
bakterilerinde bulunmaktadir. Bu genetik boliim viriilent 6zelliklerin gosterilmesinden

sorumludur. Hastane ortamindaki MRSA bakterileri genellikle bu ozelliktedir. Lokosit
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toksinleri MRSA bakterileri tarafindan iretilmektedir. Bu 06zellik Panton-Valentine
l16kositinin  (PVL) MRSA bakterilerinin patojenitesine katkida bulunabilecegini
gostermektedir [93].

Metisiline-direngli ~ Staphylococcus aureus (MRSA) biyofilmlerinin  tedavisinde
bakteriyosinlerden Nukasin ISK-1’IN etkili oldugu gosterilmistir. Bu bakteriyosin
Staphylococcus warneri tarafindan tiretilmektedir [95].

2.2.3. Eschrichia coli 0104:H4

Enterobacteriaceae familyasina ait, Gram-negatif, katalaz pozitif olan ¢ubuk sekilli bakteri
turtidiir.  Fakiiltatif anaerobturlar [86, 96]. Ayrica Enterobacteriaceae familyas: tiyeleri
glikoz ve laktozu fermente edebilmektedir. Peritrik flagella, fimbria, pili vb. yapilara sahip
olmalar1 bu bakteri tilirlinlin hareketli olabileceginin kanitidir. 35-37°C araliginda optimum

gelisme gostermektedirler. Oksidaz negatiftir. Nitriti nitrata indigeyebilmektedirler [96]..

Bu bakteri insan ve hayvanlarin bagirsak mikroflorasinda bulunanilmektedir. Insan ve
hayvanlarin digkilar1 su ve yiyecekleri kontamine edebilmektedir. Tarimsal giibreler,
tiriinleri veya sular1 kontamine edebilmektedir. Hayvansal iirlinler ise kesim ve isleme
sirasinda kontamine olabilmektedir. Bu sekilde ¢evreye yayilabilmekte , meyve ve sebzeleri
kontamine edebilmektedirler [86, 96].

Virotip siniflandirmasi igin;

e Viriilans faktord,
e Memeli hiicrelerinin etkilesimi,
e Memeli hiicrelerinde adezyon (tutunma/ yapisma) ve/veya invazyon,

e Toksin iiretimi igin hiicre sinyalleme olaylar1 dikkate alinmaktadir [96].

E. coli, patojenik a¢idan 2 gruba ayrilmaktadir. Biri gastrointestinal sistemi enfeksiyonuna
(ishal yapici) sebep olurken digeri septisemiye (beyin ve dolasim sistemi, idrar yolu ve
bobrekleri etkileyen enfeksiyon/ ekstraintestinal sistem enfeksiyonu) yol agmaktadir.

Diyarejenik E. coli 6 gruba ayrilmaktadir [86, 96]:
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Enteropatojenik E. coli (EPEC),

Enterohemorajik E. coli (EHEC, Shiga toksini iireten E. coli (STEC)),
Enterotoksijenik E. coli (ETEC),

Enteroagregatif E. coli (EAEC),

Enteroinvaziv E. coli (EIEC),

Diffuzadeziv E. coli (DAEC).

I L A

Heterojen bir grup olan Enteroagregatif E. coli (EAEC) yetiskin ve ¢ocuklarda ishale sebep
olmaktadir. E. coli O104:H4, bu gruba dahildir [97]. Bu ishal tiirii 14 giinden fazla
stirebildigi gibi kalict hale de gelebilmektedir. Bu kalict ishal gelismis iilkelerde HIV
bulagsmis kisilerde daha sik goriilmektedir. Cocuklarda bu ishal tiirii, hafif gegmesine
ragmen mukozal hasar 6nemli diizeyde olabilmektedir. EAEC’nin semptomlari arasinda bu
ishal tiirliniin yaninda karin agrisi, bulanti, kusma, ates goriilebilmektedir. EAEC O104:H4
tarafindan olusan enfeksiyon hemolitik iremik sendrom (HUS), bobrek yetmezligi ve 6liime
sebep olabilmektedir [96]. En biiyiik ikinci salgin olmasinin yaninda en 6liimciil olan bu
salgin E.coli O104:H4 susu tarafindan 2011 yilinda meydana gelmistir. Bu salginda
hemolitik tiremik sendromlu hastalarda nérolojik semptomlar ortaya c¢ikmustir.
Aragtirmalara gore, enteroagregatif E. coli’ nin 6zelliklerini tagtyan ve ayn1 zaman da Shiga

toksini liretme yetegine sahip patojenden kaynaklanan bir salgin oldugu ileri stirilmiistiir.

2.2.4. Bacillus cereus

Gram-pozitif olan bu bakteri Bacillaceae familyasina aittir. Aerobik, hareketli ve ¢ubuk
seklindedir [86, 98]. Spor olusturabilme yetenegine sahiptir. Bacillus spp. ¢evrede hemen
hemen her yerde bulunabilir. Buna tatli ve deniz sular1 da dahildir. Bakterinin tirettigi sporlar
pililere (kamg¢i benzeri yapilara) sahiptir. Aym1 zamanda bu bakteriye ait sporlar
hidrofobiktir. Bu 6zellikleri yilizeye daha iyi tutunmayi sagladigi i¢in temizlik ve sanitasyon
sirasinda direng gosterebilmektedir [86]. Bu bakteriye ait vejetatif suslar 4-15 °C’ de gelisme
gosterebilmekte, ancak genellikle 30-40°C sicakliklar tercih etmektedir. Sicaklik aralig

35-55°C arasinda degisim gosterebilmektedir.

B. cereus 2 farkli toksin iiretmektedir. Bunun sonucunda emetik (kusma) sendromu ve

diyarel (ishal) sendromu olarak 2 farkl: hastaliga sebep olmaktadir. Gidada gelisim sirasinda
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bakteriler tarafindan kusturucu toksin iretiliyorsa emektik sendrom goriilmektedir. Eger
ince bagirsakta gelisim sirasinda ishal toksinleri gelisim gosteriyorsa diyarel sendrom olarak
nitelendirilmektedir. Yeterli 1s1l islem gormemesi ve/veya 1sil islem sirasinda hayatta kalan
bakterilerin endosporlari, bu sendromlardan birine yol agabilmektedir. Vejetatif hiicreler
depolama stirecinde cimlenir ve hiicreler artis gosterir (proliferasyon). Semptomlarin
kulugka dénemi 8-16 saatlik bir dilimi kapsamaktadir. Diyarel semptomlar 12-24 saatten
fazla goriilmemektedir. Istya dayanikli olan bir enterotoksik kompleksin etkisi sonucunda
diyarel sendrom tipi gida zehirlenmesi goriilmektedir. Karin agrisi, bulanti, ishal seklinde
semptom gostermektedir. Diyarel tipi gida zehirlenmesine yol agan gida {iriinleri arasinda
slit ve siit liriinlerinin yaninda et iirlinleri, soslar, ¢corbalar da yer almaktadir. Emetik sendrom
semptomlarinin kulucka araligi 1-5 saatlik dilimi igermektedir. Istya dayanikli bir toksinin
etkisiyle goriilen bu sendrom tipinin baslica belirtileri bulanti ve kusmadir. 6-24 saat
araliginda semptomlar goriilmektedir. Bu sendroma sebep olan gidalar arasinda pismis

piring, hamur isleri (makarna, eriste vb.) yer almaktadir [86].

Capraz ve islem sonrasi kontaminasyon sonucunda gida zehirlenmeleri meydana
gelmektedir. Biyofilm ve endospor sebebiyle kontaminasyonlar tekrarlanabilmektedir.
Biitiin bunlar insan sagligi agisindan ciddi sorunlar olusmasinin yan1 sira ekonomik olarakta
kayiplara sebep olmaktadir [99]. Siit, krema, pismis piring gibi gidalarin bozulmasina sebep
olmaktadir. Bozulmug gidanin tiikketimi sonucunda gida zehirlenmesi gerceklesmektedir..
Cin’ de yapilan istatiksel verilere gore bu bakteriden gerceklesen zehirlenme oranlarinin

fazla oldugu gortilmiistiir [100].
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Caliymada Kullamlan Mikroorganizmalar

3.1.1.1. Laktik Asit Bakterileri

Bu tez ¢alismasinda kullanilan laktik asit bakterileri, “Dogal Eksi Hamurlardan Laktik Asit
Bakterilerinin izolasyonu ve Tanimlanmasi ile Baz1 Probiyotik Ozelliklerinin Saptanmas1”
adli Dr. Gizem KEZER’e ait tez kapsaminda izole edilmis olan Lactobacillus brevis ve
Lactobacillus plantarum bakterileridir. Kullanilan laktik asit bakterilerine ait bilgiler
Cizelge 3.1°de verilmistir [101].

Cizelge 3.1. Laktik Asit Bakterilerine Ait Bilgiler

Bakteri Kodu Temin Edildigi Yer Bakteri Tiirii

Gc3 Gacemer Lactobacillus brevis

iz1 [zmir Lactobacillus plantarum
Wz3 Weizen Lactobacillus plantarum
Hp2 Hatap Lactobacillus plantarum

3.1.1.2. Gida Kaynakh Patojenler

Calismada laktik asit bakterilerinin antimikrobiyel etkilerini belirlemek icin kullanilan gida
kaynakli patojenlerden Bacillus cereus, Metisiline-direngli Staphylococcus aureus (mecA
(+) NCTC 124493) ve Escherichia coli (STEC 0104:H4) T.C. Saglik Bakanligi, Halk
Saglig1 Genel Miidiirliigii Mikrobiyoloji Referans Laboratuvar1 ve Biyolojik Uriinler Daire
Baskanligi Merkez Laboratuvari, Dog. Dr. Serap Siiziik Y1ldiz’dan temin edilmistir. Yersinia

enterocolitica Hacettepe Universitesi Gida Miihendisligi Laboratuvarindan temin edilmistir.
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3.1.2. Kullanilan Besiyerleri

Laktik asit bakterilerini aktif hale getirmek i¢in MRS Broth (De Man Rogosa and Sharpe
Broth, Merck) besiyeri, gida kaynakli patojenlerin aktiflestirmesi igin ise TSB (Tryptic Soy
Broth, Merck) besiyeri kullanilmistir.

Agar spot, agar kuyucuk difiizyonu ve sivi mikrodilisyon yontemlerinden Once
aktiflestirilen mikroorganizmalarin sayimini yapmak amaciyla Maximum Recovery Diluent
(Merck) kullanilarak diliisyonlar1 hazirlanmistir. Laktik asit bakterilerinin sayimi i¢in MRS
Agar (Merck), gida kaynakli patojen bakterilerin sayimi igin ise TSA (Tryptic Soy Agar,
Merck) kullanilmastir.

Antimikrobiyel etkilerinin belirlenmesi amaciyla uygulanan yontemlerden agar spot
yontemi i¢in Agar-agar (Merck), MRS agar (Merck); kuyu diflizyonu yontemi igin Nutrient
Agar kullanilmistir. Mikrodiliisyon yonteminde ise TSB (Merck), Maximum Recovery
Diluent (Merck), MRS Broth (Merck) besiyerleri kullanilmistir.

3.1.3. Kullanilan Cihazlar

3.1.3.1. Elisa Plate Okuyucu

Sivi  mikrodiliisyon yonteminde hazirlanan farkli derisimdeki bakteri ve LAB
slipernatantlarina ait mikroplakalardaki absorbans degerlenlerini belirlemek amaciyla

kullanilmistir. Absorbans Okuyucu BioTek ELx808’ e ait gortintii sekil 3.1” de verilmistir.
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Sekil 3.1. Absorbans Okuyucu BioTek ELx808

3.2. Yontem

3.2.1. Agar Spot Yontemi

LAB izolatlarm1 (1:10 v/v) aktiflestirmek iizere MRS Broth (Merck) besiyerine ekim
yapilmistir. 30°C° de 24 saat anaerobik ortamda inkiibe edilmistir. Bacillus cereus,
Metisiline-direngli Staphylococcus aureus (MRSA), Escherichia coli (STEC 0104:H4) ve
Yersinia enterocolitica ‘nin ayr1 ayr1 TSB (Merck) besiyerine ekimi yapilmigtir ve 37°C’ de
24 saat aerobik ortamda inkiibe edilmistir. Aktiflesen LAB izolatlariin ve gida kaynakli
patojenlerin her biri i¢in sayim yapilmistir. Sayim sonuglar1 belirlenen LAB izolatlart MRS
agar besiyerine 2 pL’lik nokta olacak sekilde yerlestirilmis ve 30°C” de anaerobik ortamda
24 saat inkiibe edilmistir. 5 mL’lik yumusak agar hazirlamak i¢in %0,33 agar-agar ve TSB
besiyeri kullanilmigtir. Aktiflestirilen gida kaynakli patojenlerin her birinden 500 pL
alimarak yumusak agara yerlestirilmistir. Nokta ekim ile aktiflestirilmis laktik asit
bakterilerinin bulundugu petrilerin tizerine hazirlanan yumusak dokilmistiir. Petriler
37°C’de aerobik ortamda 24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda petrilerdeki zon
yarigaplarimin 6lgtimii yapilmustir [102, 103]. Bu deneye ait akim semasi sekil 3.2°de

verilmigtir.
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LAB’nin canlandiriimasi Nokta ekim ile aktiflesen LAB

(MRS Broth) (1:10 v/v) (MRS Agar)'ne patojen
(30°C, 24 saat, anacrobik) bakterilerin oldugu yumusak
’ ’ agarin dokiilmesi

LAB’nin nokta ekimi LAB + Patojen bakterilerinin
(MRS Agar, 2 uL) inkiibasyonu
30°C, 24 saat (anaerobik) (37°C, 24 saat, aerobik)

Patojen bakterilerin
canlandirilmasi Petride olusan zonlarin
(TSB Broth) Ol¢climiiniin yapilmasi
(37°C, 24 saat, aerobik)

Patojen bakterilerin yumusak
agara ekimi
(2:10 viv)
(%0,33 agar-agar +TSB broth)

Sekil 3.2. Agar Spot Yontemi Akim Semast

3.2.2. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi

LAB izolatlar1 MRS Broth (Merck) besiyerinde 30°C’de 24 saat (anaerobik), gida kaynakli
patojen bakteriler ise TSB (Merck) besiyerinde 37°C’ de 24 saat (aerobik) inkiibe edilmistir.
Aktiflestirilen mikroorganizmalarin sayimi yapilmistir. LAB’leri 8000 rpm’de 20 dakika
boyunca santrifiij edilmistir. Santrifiij isleminden sonra elde edilen siipernatantlar 0,2 um’lik
por c¢apina sahip steril membran filtreden (Minisart Syringe filter, hydrophilic) ge¢irilmistir.
Nutrient agar besiyeri steril Petrilere hazirlanmistir. Besiyerinin seviyesi Petrinin kapak
hizasina gelecek sekilde ayarlanmigtir. Hazirlanan Petrilere aktiflestirilmis patojen bakteriler
1:10 v/v olacak sekilde seyreltilerek ekiivyon gubugu ile ekimi yapilmistir. Bu Petrilere ¢ap1

8 mm olacak sekilde kuyucuklar agilmistir. Bu kuyucuklara hazirlanmig olan LAB’lerinin
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stipernatantlarindan (cell free supernatant) 100’er pL ekleyerek 37°C’ de 24 saat (aerobik)
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda Petrilerdeki zon yarigaplar1 &lgiilmiistiir

[102, 103]. Bu deneye ait akim semasi Sekil 3.3°te gosterilmektedir.

LAB’nin canlandirilmasi Patojen bakterilerin
(MRS Broth,30°C, 24 saat, canlandiriimasi
anaerobik) (TSB Broth)
(37°C, 24 saat, aerobik)

LAB’den siipernatant elde Patojen bakterilerin (1:10 v/v) NA
edilmesi Besiyerine ekimi (ekiivyon
(8000 rpm, 20 dk santrifiij islemi) ¢ubugu ile)
(37°C, 24 saat, aerobik)

Stipernatantlarin 0,2 um’lik por
capina sahip steril membran
filtreden gecirilmesi

NA Besiyerine ¢ap1 8 mm’lik
kuyularin agilmasi

Kuyulara filtreden gegirilen
slipernatantlarin eklenmesi (100
uL) + 37°C, 24 saat (aerobik)
inkiibasyon

Petride olusan zonlarin
Ol¢limiiniin yapilmast

Sekil 3.3. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi Akim Semast
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3.2.3. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi

Calismada kullanilan patojen bakteriler TSB (Merck) besiyerinde 37°C’ de 24 saat (aerobik),
LAB izolatlar1 ise MRS Broth (Merck) besiyerinde 30°C’de 24 saat (anaerobik) inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresinin sonunda mikroorganizmalarm her biri igin sayim
yapilmustir. Aktiflestirilen laktik asit bakterilerine 8000 rpm’de 20 dakika olacak sekilde
santrifiij islemi uygulanmistir. Bu islemin sonucunda elde edilen siipernatantlar 0,2 pm’lik
por ¢apina sahip steril membran filtreden (Minisart Syringe filter, hydrophilic) gecirilmistir.
Elde edilen siipernatantlardan (cell free supernatant) farkl yiizdelerde (%5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50) diliisyon hazirlanmistir. Bu diliisyon seyreltme islemi i¢in Maximum
Recovery Diluent (Merck) besiyeri kullanilmistir. 96 kuyucuklu plakanin her bir
kuyucuguna aktiflestirilen patojen bakterilerden 100 pL (1:100 v/v) ve hazirlanan farkll
diliisyon miktarina sahip siipernatantlardan (cell free supernatant) 100 pL olacak sekilde
toplam 200 pL‘lik karigimlar hazirlanmistir. Hazirlanan plakalar 37°C’de aerobik ortamda
24 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresinin sonunda 630 nm’de elisa mikroplaka
okuyucuda absorbanslar belirlenmistir. Elde edilen sonuglarla siipernatantlarin patojen
bakterileri inhibisyon yiizdesi belirlenmistir [103, 104]. Inhibisyon yiizdesi igin

kullanilanilan agsagida gosterilmektedir.
%Inhibisyon = [(IkonTroL-l6rNEK)/I IkoNTROL] X 100

IkonTrROL, LAB’a ait siipernatanti igermeyen karigimlarin absorbans degerini, lornek iSe
LAB’sine ait siipernatant1 ve patojen bakteriyi iceren 200 pL‘lik karisim1 temsil etmektedir.

Bu yonteme ait akim semasi1 Sekil 3.4’ de gosterilmektedir.
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LAB’nin canlandirilmasi Patojen bakterilerin
(MRS Broth,30°C, 24 saat, canlandirilmasi

anaerobik) (TSB Broth)
(37°C, 24 saat, aerobik)

LAB’den siipernatant elde Patojen bakterilerin (1:100 v/v)
edilmesi 100 pL' sinin plakalara aktarilmasi
(8000 rpm, 20 dk santrifiij islemi) (96 kuyucuklu)

LAB siipernatant1 igeren farkl
derisimdeki karisimlari (100 pL)
ve patojen bakterilerin {izerine
eklenmesi (100 pL)

Plakalarin 37°C’de 24 saat
(aerobik) inkiibasyonu

630 nm’de elisa mikroplaka
okuyucuda absorbanslarin
belirlenmesi

Sekil 3.4. S1v1 Mikrodiliisyon Yontemi Akim Semasi
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3.2.4. Istatistiksel Analiz

Laktik asit bakterilerinden elde edilen siipernatantlarin, gida kaynakli patojen bakterilere
karst etkisini gbézlemlemek amaciyla uygulanan sivi mikrodiliisyon yontemi, agar spot
yontemi ve agar kuyucuk difiizyon yontemi kullanilarak elde edilen sonuglar tek yonlii
varyans analizi (ANOVA) ile arastirilmistir. Her bir bakteri i¢cin mikrobiyel sayim
yapilmistir. Sayim sonucu belirlenen bakterilerin analizi iki tekerrlrlii olarak
gerceklestirilmistir. Sivi mikrodiliisyon yonteminde, gruplar arasindaki farkliligin hangi
gruptan kaynaklandigini saptamak {lizere Dunnett t (2-sided) coklu karsilagtirma testi
kullanilmistir. Ayrica bagimsiz gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark olup
olmadigin1 belirlemek amaciyla ise t- test kullanilmistir. Istatistiksel analizler SPSS 21.0
istatistik paket programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizlerin sonuglar1 igin

onemlilik diizeyi p < 0.05 ve p < 0.01 olarak belirlenmistir.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

4.1. Sonuglar

4.1.1. Agar Spot Yontemi Sonuclar:

Cizelge 4.1°de belirtilen bakterilerin sayim sonuglarina gore; LAB’den Hp2 kodlu L.
plantarum, Bacillus cereus’a karsi en biiyiik zonu 1,6 cm ile olusturmustur. En kiigiik zonu
ise 1,075 cm ile Gc3 kodlu L. brevis’e ait bakteri olusturmustur. Metisiline-direngli
Staphylococcus aureus’a karsi en biiyliik zonu 1,125 cm ile LAB’dan Wz3 kodlu L.
plantarum, en kiiciik zonu 0,95 cm ile Ge3 kodlu L. brevis ve izl kodlu L. plantarum
olusturmaktadir. Escherichia coli O104:H4’¢ kars1 en biiyiikk zonu ise 1,075 cm ile Wz3
kodlu Lactobacillus plantarum, en kiiciik zonu 0,6 cm ile izl kodlu L. plantarum
olusturmaktadir. Yersinia enterocolitica’ya karsi bir zon olusumu gézlenmemistir. Bu
yontemden elde edilen zon yaricaplarinin patojen bakteriler icin standart sapmasi
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglara gore olusturulan siitun grafigi sekil 4.5’°te verilmistir.
Yonteme ait gortintiiler sekil 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4’ de gosterilmektedir. Ayrica sonuglar tek
yonlii varyans analizi (ANOVA) ile arastinlmistir ve g¢izelge 4.3’teki sonuglar elde
edilmistir. Cizelge 4.2’de elde edilen zonlarin degeri verilmistir. Bu sonuglara gére LAB,
tiim patojen bakterilere karsi istatistiksel agidan onemli bir farklilik yaratti§i sonucuna

varilmstir.
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Sekil 4.1. iz1 kodlu LAB'm Bacillus cereus' a kars1 olusturdugu zon

Sekil 4.2. Hp2 kodlu LAB''In MRSA'ya kars1 olusturdugu zon
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Sekil 4.3. Ge3 kodlu LAB'!n E.coli O104:H4'e kars1 olusturdugu zon

Sekil 4.4. Wz3 kodlu LAB''n MRSA' ya kars1 olusturdugu zon

31



Cizelge 4.1. Agar Spot Yontemi i¢in Kullanilan Bakterilere Ait Sayim Sonuglari

Sayim Sonug¢lar

kob/mL

Wz3
Hp2

iz1

Gce3

B. cereus
MRSA

Y. enterocolitica
E.coli O104:H4

1,14x10%
1,07x10%
1,26x10%
9,6x10°
8,85x10’
1,2x10°
5x106
6,2x10°

Cizelge 4.2. Agar Spot Yontemi Kullanilarak Elde Edilen Zon Yaricaplar1 (cm)

Patojen Mikroorganizmalar

Bacillus Yersinia Escherichia
LAB Tiirleri | Kodlan cereus MRSA enterocolitica coli
0104:H4
L. plantarum Iz1 1,375 0,95 - 0,6
L. plantarum Wz3 1,45 1,125 - 1,075
L. plantarum Hp2 1,6 1,025 - 0,9
L. brevis Ge3 1,075 0,95 - 1,025
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Agar Spot Yontemi Zon Yarigaplari (cm)

izl Wz3 Hp2 Gc3

m Bacillus cereus ®mMRSA Yersinia enterocolitica Escherichia coli 0104:H4

1,8
1,6
1,4
1,2

[y

0,8
0,6
0,4
0,2

o

Sekil 4.5. Agar Spot Yontemi Kullanilarak Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen
Zonlarin Yarigaplart Siitun Grafigi

Cizelge 4.3. Agar Spot Yontemi Kullanilarak LAB’den Elde Edilen Zonlarin Tek yonlii
Varyans Analizi Sonuglari

LAB Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler ~ F Degeri Onem

Kaynag Derecesi Toplam1  Ortalamasi Diizeyi
(p)
iz1 Direnglilik 3 1,026 0,342 12,132 0,018"
Hata 4 0,113 0,028
Genel 7 1,139
Wz3 Direnglilik 3 2,386 0,795 16,969 0,010"
Hata 4 0,188 0,047
Genel 7 2,574
Hp2 Direnclilik 3 2,628 0,876 9,837 0,026"
Hata 4 0,356 0,089
Genel 7 2,985
Gc3  Direnclilik 3 1,566 0,522 30,938 0,003
Hata 4 0,068 0,017
Genel 7 1,634

Istatistiksel acidan onemli, *p<0.05, **p<0.01

Benzer bir ¢alismada, L.plantarum’un agar spot yontemiyle birden fazla mikroorganizmay1
inhibe ettigi tespit edilmistir. Inhibe edilen mikroorganizmalar arasinda Y. enterocolitica ve
Bacillus cereus yer almaktadir. Ancak kuyu difiizyon sonucunda inhibisyon

gozlemlenmemistir [105]. Calismamizda elde edilen verilere gore Y. enterocolitica’da agar
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spot testinde zon gozlenmemistir. Ancak agar kuyucuk diflizyon yonteminde bu bakteriye
ait zon goézlemlenmistir. Bacillus cereus igin agar spot ve agar kuyucuk difiizyon yonteminde
zon olusumu goézlemlenmistir. Bu sonuglara gore Bacillus cereus igin agar spot yontemi
sonuglarimiz  benzerlik gosterirken, Y. enterocolitica i¢in sonuglarimiz benzerlik

gostermemektedir.

4.1.2. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi Sonuglari

Cizelge 4.4° de belirtilen bakterilerin sayim sonuglarma gore; Wz3 kodlu L. plantarum,
Bacillus cereus’a kars1 en biiyiik zonu 0,625 cm ile olustururken, en kii¢iik zonu 0,575 cm
ile Ge3 kodlu L. brevis olusturmaktadir. Metisiline-direngli Staphylococcus aureus’a karsi
en biiyiik zonu 0,525 cm ile Hp2 kodlu L. plantarum, en kii¢iik zonu 0,5 cm ile Gc3 kodlu
L. brevis ve Iz1 kodlu L. plantarum olusturmaktadir. Escherichia coli (0104:H4)’e kars1 en
biiyiik zonu 0,375 cm ile iz1 kodlu L.s plantarum, en kiigiik zonu 0,2875 ile Wz3 kodlu L.
plantarum olusturmaktadir. Yersinia enterocolitica’ya karsi en biiyiik zonu 0,8625 cm ile
Hp2 kodlu L. plantarum, en kii¢iik zonu 0,6 cm ile Gc3 kodlu L. brevis olusturmaktadir.

Olusan zonlarin degerleri ¢izelge 4.5’te gdsterilmistir.

Bu yontemden elde edilen zon yarigaplarinin patojen bakteriler i¢in standart sapmasi
hesaplanmistir. Sonuglara gore olusturulan siitun grafigi sekil 4.10°da verilmistir. Yonteme
ait gortintiiler sekil 4.6, 4.7, 4.8, 4,9’ da gosterilmektedir. Ayrica sonuglar tek yonlii varyans
analizi (ANOVA) ile arastirilmistir ve ¢izelge 4.6 da goriilen veriler elde edilmistir. Bu
verilere gore LAB’den, patojen bakterilere kars1 L. plantarum (Hp2) ve L. brevis (Gc3)’in

istatistiksel agidan 6nemli bir farklilik yarattigi sonucuna varilmaistir.

34



Sekil 4.6. LAB''n MRSA'ya kars1 olusturdugu zon

Sekil 4.7. LAB'm Bacillus cereus'a karsi olusturdugu zon
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Sekil 4.8. LAB'in Y. enterocolitica'ya kars1 olusturdugu zon

Sekil 4.9. LAB'n E. coli O104:H4'e kars1 olusturdugu zon
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Cizelge 4.4. Agar Kuyucuk Diflizyon Yontemi i¢in Kullanilan Bakterilere Ait Sayim

Sonugclari

Sayim Sonuglari kob/mL
Wz3 1,3x10%°
Hp2 1,54x10%°
iz1 1,14x10%
Gce3 9,85x10°
B. cereus 1,6x107
MRSA 2,7x108
Y. enterocolitica 8,2x108
E.coli 0104:H4 8,8x10%°

Cizelge 4.5. Agar Kuyucuk Difilizyon Yontemi Kullanilarak Elde Edilen Zon Yarigaplari

(cm)

Patojen Mikroorganizmalar

Bacillus Yersinia Escherichia
LAB Tiirleri | Kodlan cereus MRSA enterocolitica coli
0104:H4
L. plantarum :
P Iz1 0,6125 0,5 0,7325 0,375
L. plantarum
P Wz3 0,625 0,5 0,7 0,2875
L. plantarum Ho2
p 0,575 0,525 0,8625 0, 3175
L. brevis Ge3 03125
c 0,3375 0,3375 0,6 ,
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Agar Kuyucuk Diflizyon Yontemi Zon Yarigaplari (cm)

1,2

1
0,8
0,6
04 I

I | |

0,2

0

iz1 Wz3 Hp2 Gc3

m Bacillus cereus ®mMRSA  mYersinia enterocolitica Escherichia coli 0104:H4

Sekil 4.10. Agar Kuyucuk Diflizyonu Yontemi Kullanilarak Laktik Asit Bakterilerinden
Elde Edilen Zonlarin Yarigaplar1 Siitun Grafigi

Cizelge 4.6. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi Kullanilarak LAB’den Elde Edilen
Zonlarin Tek yonlii Varyans Analizi Sonuglari

LAB Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler  F Degeri Onem

Kaynag Derecesi Toplami  Ortalamasi Diizeyi
(p)
Iz1 Direnclilik 3 0,144 0,048 2,346 0,214
Hata 4 0,082 0,020
Genel 7 0,226
Wz3 Direngclilik 3 0,195 0,065 3,345 0,137
Hata 4 0,078 0,019
Genel 7 0,273
Hp2 Direnclilik 3 0,303 0,101 6,792 0,048*
Hata 4 0,059 0,015
Genel 7 0,362
Gc3  Direnglilik 3 0,111 0,037 4,778 0,082*
Hata 4 0,031 0,008
Genel 7 0,142

Istatistiksel acidan dnemli, *p<0.05, **p<0.01
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Daha 6nce yapilan bir ¢alismada, agar difiizyon yontemi sonuglarina gore L.acidophilus ve
L.casei’nin MRSA’y1 %99 inhibe ettigi gozlemlenmistir [106]. Bu ¢alisma kapsaminda
kullanilan bakteriler farklilik gostermektedir. Ancak yapilan deneyler sonucunda MRSA
(mecA)’ya karst antimikrobiyel etkinin bulunmasi sonucu acgisindan benzerlik

gostermektedir.

Bagka bir ¢alismada, agar kuyucuk difiizyon yontemi kullanilarak Lactobacillus plantarum
TF711° in Bacillus cereus’ a karsi antimikrobiyel etki ettigi tepit edilmistir [107].
Calismamizda kullanilan bakteriler farklilik gostermektedir. Ancak yapilan deneylerde
Bacillus cereus’a kars1 antimikrobiyel etki gézlemlenmistir. Bu ag¢idan ¢alismamiz benzerlik

gostermektedir.

4.1.3. Sivi Mikrodiliisyon Yontemi Sonuclari
Laktik asit bakterilerinden elde edilen sayim sonuglari gizelge 4.7, siipernatantlarin Yersinia
enterocolitica i¢in sonuglart ise ¢izelge 4.8 ve gizelge 4.9°da verilmistir. Bu yontemden elde

edilen sonuclarin inhibisyon yiizde grafigi sekil 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.7. Yersinia enterocolitica ve Laktik Asit Bakterileri Mikrobiyel Sayim Sonuglari

Sayim Sonuglari kob/mL
Wz3 1,286x10%°
Hp2 9,5x10°
iz1 9,7x10°
Gce3 4,3x10°
Yersinia enterocolitica 3,45%108
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Cizelge 4.8. Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Stipernatantlarin Yersinia
enterocolitica i¢in Tek yonlii Varyans Analizi Sonuglari

Derisim Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F Onem
(%) Kaynagi Derecesi  Toplami Ortalamast Degeri  Diizeyi
(p)
%5 Direnclilik 4 0,033 0,008 0,553 0,707
Hata 5 0,075 0,015
Genel 9 0,108
%10 Direnglilik 4 0,035 0,009 0,750 0,598
Hata 5 0,059 0,012
Genel 9 0,094
%15 Direnglilik 4 0,125 0,031 76,081  0,000™
Hata 5 0,002 0,000
Genel 9 0,127
%20 Direnglilik 4 0,537 0,134 0,961 0,502
Hata 5 0,699 0,140
Genel 9 1,127
%25 Direnglilik 4 0,353 0,088 1,031 0,473
Hata 5 0,428 0,086
Genel 9 0,782
%30 Direnclilik 4 0,087 0,022 14,862  0,006™
Hata 5 0,007 0,001
Genel 9 0,094
%35 Direnclilik 4 0,074 0,019 4,490 0,065
Hata 5 0,021 0,004
Genel 9 0,095
%40 Direnglilik 4 0,037 0,009 12,640  0,008™
Hata 5 0,004 0,001
Genel 9 0,041
%45 Direnglilik 4 0,173 0,043 2,801 0,144
Hata 5 0,077 0,015
Genel 9 0,250
%50 Direnglilik 4 0,175 0,044 4,146 0,075
Hata 5 0,053 0,011
Genel 9 0,228

Istatistiksel acidan dnemli- t- test, *p<0.05, **p<0.01
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Cizelge 4.9. Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Siipernatantlarin Yersinia

enterocolitica i¢in Ortalamalari

LAKTIK ASIiT BAKTERILERI

Derisim
(¢) Kontrol Wz3 Hp2 iz1 Gc3 Toplam
(Ortalama +
SH)
%5 0,4250 04115+ | 0,2795+ 0,3270 + 0,4125+ 0,3711 +
0.1030 0.0265 0,0475 0,0550 0,1445 0,346
%10 0,281 = 0,4115+ | 0,2795 + 0,327 + 0,4125+ 0,3422+
0,0515 0,0265 0,0475 0,055 0,1445 0,324
%15 0,3295 + 0,058 £ 0,0515+ 0,048 + 0,1985 + 0,1371 +
0,0125c 0,007a 0,0015a 0,002a 0,0285b 0,0375
%020 0,3255+ 0,0515+ 0,049 + 0,049 + 0,633 + 0,2216 +
0,0975 0,0015 0,001 0,000 0,583 0,1172
%025 0,3235 0,0545+ | 0,0555+ 0,0535+ 0,5130+ 0,2000 +
+0,0265 0,0025 0,0075 0,0055 0,4620 0,0932
%030 0,287 + 0,054 + 0,505 = 0,0565 + 0,0570 = 0,1010 £
0,0600b 0,0010a 0,0005a 0,0015a 0,0060a 0,0322a
%35 0,2705 + 0,0580 + 0,054 + 0,052 + 0,057+ 0,0983 +
0,1015 0,001 0,001 0,004 0,002 0,3246
%40 0,2085 + 0,06 £ 0,0535+ | 0,0525+ 0,06 £ 0,0869 +
0,0425b 0,002a 0,0005a 0,0025a 0,004a 0,0213a
%045 0,3865 + 0,0620+ | 0,0575+ 0,053 £ 0,058 + 0,1234 +
0,1965 0,003 0,0005 0,002 0,002 0,0527
%50 0,3905+ | 0,0645+ [ 0,3905 + 0,059 + 0,0585 + 0,1257 +
0,1625 0,0015 0,1625 0,005 0,0005 0,0504

S.H.=Standart Hata.

Cizelge 4.8 ‘de yer alan tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve gizelge 4.9 da bakterilerin

farkli konsantrasyonlardaki ortalamalar1 yer almaktadir. Birbirinden farkli bakterilerin farkli

derisimlerdeki gida kaynakli patojen olan Yersinia enterocolitica ile etkilesiminin

istatistiksel olarak onemli bir farklilik olusturup olusturmadigina bakilmistir. %15, %30 ve

%40 derisimlerindeki siipernatantlarin 6nemli bir farklilik yarattig1 sonucuna varilmaktadir

(p<0,05). Kontrol grubu i¢in en diisiikk ortalama %40 derisimde, Wz3 (L. plantarum) kodlu

laktik asit bakterisine ait siipernatant i¢in en disiik ortalama %20 derisimde, Hp2 (L.

plantarum) kodlu laktik asit bakterisine ait siipernatant igin en diisiik ortalama %25

derisimde, Iz1 (L. plantarum) kodlu laktik asit bakterisine ait siipernatant icin en diisiik

ortalama %15 derisimde, Ge3 (L. brevis) kodlu laktik asit bakterisine ait siipernatant i¢in en
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diisiik ortalama %30 derisimde bulunurken toplam ortalama en diisiik %40 derisimde

hesaplanmustir.
Yersinia enterocolitica'ya karst LAB Inhibisyon Yiizdeleri
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Sekil 4.11. Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Siipernatantlarin %30, %35, %40, %45
ve %50 Derisimlerinde Y. enterocolitica’y: inhibe Etme Yiizdeleri

Sivi  mikrodiliisyon yonteminden elde edilen sonuglara gore inhibisyon yiizleri
hesaplanmistir. Sonuglara gore L. brevis (Gc3) e ait siipernatantin inhibisyon derisimi
Y.enterocolitica igin %45 olarak belirlenmis olup, bu derisimde > %80 oraninda inhibisyon
gozlenmistir. Diger tiim LAB i¢in ise %15 derisimde > %75-80 oraninda inhibisyon oldugu

sonucuna varilmistir.

Laktik asit bakterileri ve Bacillus cereus igin yapilan sayim sonuglar1 ¢izelge 4.10’da
verilmistir. Laktik asit bakterilerinden elde edilen siipernantlarin Bacillus cereus igin
olusturdugu sonuglar ¢izelge 4.11 ve gizelge 4.12°de gosterilmistir. Bu yontemden elde

edilen sonuglarin inhibisyon yiizde grafigi sekil 4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.10. Bacillus cereus ve Laktik Asit Bakterileri Mikrobiyel Sayim Sonuglari

Sayim Sonuglari kob/mL
Wz3 1,286x10%°
Hp2 9,5x10°
iz1 9,7x10°
Gce3 4,3x10°
Bacillus cereus 1,6x10°8

Cizelge 4.11. Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Siipernatantlarin Bacillus Cereus
icin Tek yonlii Varyans Analizi Sonuglari

Derisim Varyasyon Serbestlik Kareler Kareler F Onem
(%) Kaynag Derecesi Toplam1 Ortalamas1  Degeri  Diizeyi
()
%5 Direnclilik 4 0,033 0,008 0,553 0,707
Hata 5 0,075 0,015
Genel 9 0,108
%10 Direnglilik 4 0,035 0,009 0,750 0,598
Hata 5 0,059 0,012
Genel 9 0,094
%15 Direnglilik 4 0,125 0,031 76,081 0,000
Hata 5 0,002 0,000
Genel 9 0,127
%20 Direnglilik 4 0,537 0,134 0,961 0,502
Hata 5 0,699 0,140
Genel 9 1,127
%25 Direnglilik 4 0,353 0,088 1,031 0,473
Hata 5 0,428 0,086
Genel 9 0,782
%30 Direnglilik 4 0,087 0,022 14,862 0,006
Hata 5 0,007 0,001
Genel 9 0,094
%35 Direnclilik 4 0,074 0,019 4,490 0,065
Hata 5 0,021 0,004
Genel 9 0,095
%40 Direnglilik 4 0,037 0,009 12,640 0,008
Hata 5 0,004 0,001
Genel 9 0,041
%45 Direnglilik 4 0,173 0,043 2,801 0,144
Hata 5 0,077 0,015
Genel 9 0,250
%50 Direnclilik 4 0,175 0,044 4,146 0,075™
Hata 5 0,053 0,011
Genel 9 0,228

Istatistiksel acidan dnemli- t- test, *p<0.05, **p<0.01
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Cizelge 4.12. Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Siipernatantlarin Bacillus cereus i¢in

Ortalamalari
LAKTIK ASiT BAKTERILERI
Derisim
0] .
(%) Kontrol Wz3 Hp2 1z1 Gc3 Toplam
(Ortalama
+S.H.)
%05 0,490 + 0,343 + 0,3565 + 0,3305+ | 0,7315+ 0,4503 +
0,118 0,04 0,495 0,0365 0,2825 0,069
%010 0,458 + 0,049 + 0,0485 + 0,047 + 0,431 + 0,2067 +
0,031b 0,003a 0,0015a 0,001a 0,064 b 0,0656
%015 0,468 + 0,05 + 0,0475 + 0,0475+ | 0,4015+ 0,2029 +
0,043b 0,001a 0,0005a 0,0005a 0,0145b 0,0638
%020 0,4875 + 0,053 + 0,0555 + 0,054 + 0,3965 + 0,2093 +
0,0525 b 0,003a 0,0015a 0,006a 0,0045b 0,6454
%025 0,408 + 0,0585 + 0,053 + 0,0595+ | 0,3455+ 0,1849 +
0,038h 0,0025a 0,001a 0,0115a 0,0415b 0,0533
%030 0,425 + 0,061 + 0,052 + 0,051 + 0,1875 + 0,1553 +
0,013c 0,002a 0,001a 0,002a 0,235h 0483
%035 0,328 + 0,0565+ | 0,0545 + 0,052 + 0,081 + 0,1144 +
0,036b 0,0005a 0,0005a 0,001a 0,27a 0,0364
%040 0,362 + 0,0645 + 0,056 + 0,057 + 0,0555 + 0,119 +
0,01b 0,0055a 0,00a 0,00 a 0,0015 a 0,0406
%045 0,3715+ | 0,0645+ | 0,0585+ 0,055 + 0,062 + 0,1223 +
0,0055b 0,0035 a 0,0035 a 0,00a 0,004a 0,0416
%050 0,3575+ | 0,0615+ 0,058 + 0,0565+ | 0,0845+ 0,1236 +
0,225b 0,0005a 0,002a 0,0005a 0,0205 a 0,0394

S.H.=Standart Hata.

Cizelge 4.11°de yer alan tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ¢izelge 4.12° de bakterilerin
farkli konsantrasyonlardaki ortalamalar1 yer almaktadir. Birbirinden farkli bakterilerin farkli
derisimlerdeki gida kaynakli patojen olan Bacillus cereus ile etkilesiminin istatistiksel olarak
onemli bir farklilik olusturup olusturmadigina bakilmistir. %15, %30 ve %40
derigimlerindeki siipernatantlarin 6nemli bir farklilik yarattigi sonucuna varilmaktadir
(p<0,05). Kontrol grubu i¢in en diisiik ortalama %35 derisimde, Wz3 (L.plantarum) kodlu
laktik asit bakterisine ait siipernatant igin en diisilk ortalama %10 derisimde, Hp2
(L.plantarum) kodlu laktik asit bakterisine ait siipernatant ig¢in en diisiik ortalama %30

derisimde, Iz1 (L.plantarum) kodlu laktik asit bakterisine ait siipernatant icin en diisiik
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ortalama %10 derisimde, Ge3 (L. brevis) kodlu laktik asit bakterisine ait siipernatant i¢in en
diisiik ortalama %40 derisimde bulunurken toplam ortalama en diisilk %35 derisimde

hesaplanmustir.

Bacillus cereus'a kars1 LAB Inhibisyon Yiizdeleri

100
9
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Sekil 4.12. Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Siipernatantlarin %30, %35, %40, %45
ve %50 Derisimlerinde Bacillus cereus’u Inhibe Etme Yiizdeleri

Sekil 4.12’ye gore L. brevis (Ge3)’e ait siipernatantin gergeklestirdigi inhibisyon %40
derisimde  >%80 olarak belirlenmistir. %5, %10 %15, %20, %25, %30 ve %35
derisimlerinde inhibisyon degeri >%80’i gostermemektedir. L. plantarum (iz1, Hp2,
Wz3)’a ait slipernatantlar %5 derisimde >%80 inhibisyon gostermezken %10, %15, %20,
%25 derisimde >%80 inhibisyon gerceklestirmistir. Inhibisyon degerinin >%80 olarak
belirtilmesinin sebebi tiim laktik asit bakterilerinin siipernatantlarinin patojen bakteriye kars1

ayni1 seviyede ve en yiiksek etkiye sahip inhibisyon yiizdesi olmasidir.

Laktik asit bakterileri ve Escherichia coli O104:H4 i¢in yapilan sayim sonuglar ¢izelge
4.13de verilmistir. Laktik asit bakterilerinden elde edilen siipernantlarin Escherichia coli

0104:H4 i¢in istatiksel degerlendirmeye ait sonuglar1 gizelge 4.14 ve ¢izelge 4.15’de,
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bakterilere ait sayim sonuglar1 ise Cizelge 4.13’te verilmistir. Bu yontemden elde edilen

sonuglarim inhibisyon yiizde grafigi sekil 4.13de verilmistir.

Cizelge 4.13. Escherichia coli O104:H4 ve Laktik Asit Bakterileri Mikrobiyel Sayim
Sonugclari

Sayim Sonuglari kob/mL
Wz3 1,286x10%°
Hp2 9,5x10°
iz1 9,7x10°
Gce3 4,3%x10°
Escherichia coli 0104:H4 1,125%10%°

Cizelge 4.14. Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Siipernatantlarin Escherichia coli
0104:H4 i¢in Tek yonlii Varyans Analizi Sonuglari

Derisim  Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler ~ F Degeri Onem

(%) Kaynag Derecesi  Toplami Ortalamasi Diizeyi
()
%5 Direnclilik 4 0,245 0,061 1,088 0,452
Hata 5 0,282 0,056
Genel 9 0,527
%10 Direnglilik 4 1,028 0,257 40,597 0,001™
Hata 5 0,032 0,006
Genel 9 1,059
%15 Direnglilik 4 2,643 0,661 65,467 0,000
Hata 5 0,050 0,010
Genel 9 2,693
%20 Direnglilik 4 2,925 0,731 43,220 0,000™
Hata 5 0,085 0,017
Genel 9 3,010
%25 Direnglilik 4 2,686 0,672 246,942  0,000™
Hata 5 0,014 0,003
Genel 9 2,700
%30 Direnglilik 4 2,205 0,551 46,810 0,000™
Hata 5 0,059 0,012
Genel 9 2,264
%35 Direnclilik 4 1,795 0,449 168,125 0,000
Hata 5 0,013 0,003
Genel 9 1,809
%40 Direnglilik 4 1,696 0,424 11,222 0,010
Hata 5 0,189 0,038
Genel 9 1,885
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%45 Direnclilik 4 1,900 0,475 491,250 0,000™
Hata 5 0,005 0,001
Genel 9 1,905

%50 Direnglilik 4 1,455 0,364 522,017 0,000™
Hata 5 0,003 0,001
Genel 9 1,458

Istatistiksel acidan énemli- t- test, *p<0.05, **p<0.01

Cizelge 4.15. Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Siipernatantlarin Escherichia coli

0104:H4 i¢in Ortalamalari

LAKTIiK ASIiT BAKTERILERI
Derisim
(%) Kontrol Wz3 Hp2 iz1 Gc3 Toplam
(Ortalama
+S.H.)
705 1192+ | 1206+ | 12015+ | 13025+ | 1,3012+ | 1,3012+
0,119 0,278 0,1375 0,1745 0,004 0,0765
9010 1,173 £ 0,728 + 0,6595 + 0,601 + 1,4135 + 0915+
0,0220 0,014 0,0855 0,001 0,0885 0,1085
%15 1,074 + 0,079 + 0,063 + 0,056 + 1,154 + 0,4852 +
0,137 0,019 0,004 0,001 0,078 0,173
%620 1,208 + 0,085 + 0,056 + 0,054 + 1,127 + 0,506 +
0,123 0,03 0,004 0,003 0,162 0,1828
%625 1,242 + 0,0625 + 0,0575 + 0,0565 + 0,96 + 0,4757 =
0,072 0,0025 0,0025 0,0015 0,04 0,1732
%630 1,178 + 0,061 + 0,058 + 0,0585 + 0,7915 + 0,4294 +
0,154 0,004 0,003 0,0025 0,0755 0,1586
%035 1,101 + 0,0605 + 0,06 + 0,06 + 0,6465 + 0,3856 +
0,041 0,0051 0,002 0,004 0,0705 0,1417
9040 1,125 + 0,0635 + 0,0605 + 0,061 + 0,3405 + 0,3301 +
0,144 0,0015 0,0035 0,003 0,2715 0,1447
%045 1,1575 + 0,0645 + 0,0625 + 0,0605 + 0,0845 + 0,2859 +
0,0485 0,0015 0,0045 0,0055 0,0035 0,1455
%650 1,0205 + 0,0725 + 0,063 + 0,0655 + 0,067 + 0,2577 +
0,0405 0,0065 0,005 0,0055 0,002 0,1273

S.H.=Standart Hata.

Cizelge 4.14° de yer alan tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Cizelge 4.15° de
bakterilerin farkli konsantrasyonlardaki ortalamalari yer almaktadir. Birbirinden farkli

bakterilerin farkli derisimlerdeki gida kaynakli patojen olan Escherichia coli O104:H4 ile
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etkilesiminin istatistiksel olarak énemli bir farklilik olusturup olusturmadigina bakilmistir.
%35 derisim digindaki tiim derisimlerde siipernatantlarin 6nemli bir farklilik yarattig
sonucuna varilmaktadir (p<0,05). Kontrol grubu i¢in en diisiik ortalama %350 derisimde,
W?z3 (L.plantarum) kodlu laktik asit bakterisine ait siipernatant i¢in en diisiik ortalama %35
derisimde, Hp2 (L.plantarum) kodlu laktik asit bakterisine ait siipernatant i¢in en diisiik
ortalama %20 derisimde, iz1 (L.plantarum) kodlu laktik asit bakterisine ait siipernatant i¢in
en disik ortalama %20 derisimde, Gc3 (L. brevis) kodlu laktik asit bakterisine ait
slipernatant i¢in en diislik ortalama %50 derisimde bulunurken toplam ortalama en diisiik

%50 derisimde hesaplanmustir.

Escherichia coli 0104:H4'e kars1 LAB Inhibisyon Yiizdeleri
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Sekil 4.13. Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Siipernatantlarin %30, %35, %40, %45
ve %50 Derisimlerinde E. coli O104:H4’ii Inhibe Etme Yiizdeleri

L. brevis (Gc3), %5, %10, %15, %20, %25, %30, %35 ve %40 derisimlerinde patojen
bakteriye karsi herhangi bir etki gostermemistir. Grafige yanstildiginda bu etkinin ancak
%30 derisimde olustugu gozlenmektedir. Hata payimnin yiiksek olmasi derigimler arasi

degerlerin farklilik gostermesinden kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.13’e gore L. brevis (Gc3), %45 derisimde > %90 oraninda inhibisyon
gergeklestirmistir. L. plantarum (iz1, Hp2, Wz3)’a ait siipernatantlarin %5 ve %10 derisimde
patojen bakteriye karst %80’e varan etkisi goriilmediginden grafige yanstilmamistir. %15
derisimde >%90 oraninda L. plantarum (iz1, Hp2, Wz3)’a ait siipernatantlarin inhibisyon
gerceklestirdigi goriilmektedir. Sonuglarin uyusmazIligi sebebiyle en etkisiz bakterinin E.coli

0104:H4’e kars1 hangisi oldugu hakkinda kesin bir sonuca varmak miimkiin olmamaktadir.

Laktik asit bakterileri ve Metisiline-direngli Staphylococcus aureus (MRSA) i¢in yapilan
sayim sonuglar1 ¢izelge 4.16’da verilmistir. Laktik asit bakterilerinden elde edilen
stipernatantlarin Metisiline-direngli Staphylococcus aureus (MRSA\) i¢in sonuglar1 Cizelge
4.17 ve Cizelge 4.18 ’de ve bu yontemden elde edilen sonuglarin inhibisyon yiizde grafigi
sekil 4.14°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.16. Metisiline-direncli Staphylococcus aureus (MRSA) ve Laktik Asit
Bakterileri Mikrobiyel Sayim Sonuglari

Sayim Sonuglari kob/mL
Wz3 1,286x10%°
Hp2 9,5%10°
iz1 9,7x10°
Gc3 4,3x10°
MRSA 1,66x10’

Cizelge 4.17. Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Siipernatantlarin Metisiline-direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) igin Tek yonlii Varyans Analizi Sonuglari

Derisim Varyasyon Serbestlik  Kareler Kareler ~ F Degeri Onem

(%) Kaynag Derecesi Toplami  Ortalamasi Diizeyi
()
%5 Direnclilik 4 0,184 0,046 3,657 0,098
Hata 5 0,065 0,013
Genel 9 0,248
%10 Direnglilik 4 0,476 0,119 23,514 0,002
Hata 5 0,025 0,005
Genel 9 0,501
%15 Direnclilik 4 0,397 0,099 31,495 0,001
Hata 5 0,016 0,003
Genel 9 0,413
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%20 Direnclilik 4 0,331 0,083 31,093  0,001™
Hata 5 0,013 0,003
Genel 9 0,345

%25 Direnglilik 4 0,315 0,079 32,374 0,001
Hata 5 0,012 0,002
Genel 9 0,327

%30 Direnglilik 4 0,221 0,055 30,045 0,001
Hata 5 0,009 0,002
Genel 9 0,231

%35 Direnglilik 4 0,225 0,056 14,337  0,006™
Hata 5 0,020 0,004
Genel 9 0,245

%40 Direnglilik 4 0,298 0,074 102,821 0,000
Hata 5 0,004 0,001
Genel 9 0,301

%45 Direnglilik 4 0,287 0,072 310,207  0,000™
Hata 5 0,001 0,000
Genel 9 0,288

%50 Direnclilik 4 0,470 0,117 4449167 0,000”
Hata 5 0,000 0,000
Genel 9 0,470

Istatistiksel acidan énemli- t- test, *p<0.05, **p<0.01

Cizelge 4.18. Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Siipernatantlarin Metisiline-direncli
S. aureus (MRSA) i¢in Ortalamalart

LAKTIK ASIiT BAKTERILERI

Derisim
(%) Kontrol Wz3 Hp2 iz1 Gc3 Toplam
(Ortalama
+S.H.)
%5 0,608 + 0,286 £ 0,4165 + 0,2455 0,511 + 0,4134 +
0,11 0,013 0,1335 +0,0125 0,045 0,0525
%10 0,5875+ | 0,1125+ | 0,0845 + 0,064 + 0,4595+ | 0,2616 +
0,795 0,0385 0,0045 0,00 0,0695 0,07464
%15 0,436 + 0,053 + 0,0505 + 0,054 + 0,4805+ | 0,2148 +
0,035 0,003 0,0005 0,002 0,0815 0,06773
%20 0,4495 + 0,059 + 0,05+ 0,055 + 0,4+ 0,2027 +
0,0715 0,005 0,00 0,00 0,039 0,0618
%25 0,4655+ | 0,0535+ | 0,0545 =+ 0,054 + 0,352 + 0,1959 +
0,0245 0,0005 0,0015 0,001 0,074 0,0603
%30 0,429 + 0,054 + 0,054 + 0,057 + 0,0635+ | 0,1315+
0,052 0,00 0,003 0,00 0,435 0,0506
%35 0,436 + 0,0555+ | 0,0555+ 0,057 + 0,077 £ 0,1362 +
0,099 0,0005 0,0025 0,001 0,004 0,0522
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%40 0,4895 + 0,059 + 0,0585+ | 0,0575+ 0,058 + 0,1445 +
0,0425 0,00 0,0005 0,0015 0,00 0,0578

%45 0,4865+ | 0,0645+ | 0,0615+ 0,058 + 0,069 + 0,1479 +
0,0205 0,0055 0,0025 0,00 0,011 0,0566

%50 0,6045+ | 0,0605+ | 0,0625+ | 0,0655 + 0,062 + 0,171+
0,0015 0,0005 0,0035 0,0065 0,003 0,0723

S.H.=Standart Hata.

Cizelge 4.17°de yer alan tek yOnlii varyans analizi (ANOVA) ve Cizelge 4.18° de
bakterilerin farkli konsantrasyonlardaki ortalamalari yer almaktadir. Birbirinden farkli
bakterilerin farkli derisimlerdeki gida kaynakli patojen olan Metisiline-direngli
Staphylococcus aureus ile etkilesiminin istatistiksel olarak énemli bir farklilik olusturup
olusturmadigina bakilmistir. %5 derisim disindaki tiim derisimlerde siipernatantlarin nemli
bir farklilik yaratti1 sonucuna varilmaktadir (p<0,05). Kontrol grubu i¢in en diisiik ortalama
%30 derisimde, Wz3 (L. plantarum) kodlu laktik asit bakterisine ait siipernatant i¢in en
diisiik ortalama %15 derisimde, Hp2 (L. plantarum) kodlu laktik asit bakterisine ait
siipernatant i¢in en diisiik ortalama %15 ve %20 derisimlerinde, iz1 (L. plantarum) kodlu
laktik asit bakterisine ait slipernatant i¢in en diisiik ortalama %15 derisimde, G¢3(L. brevis)
kodlu laktik asit bakterisine ait siipernatant i¢in en diisiik ortalama %40 derisimde

bulunurken toplam ortalama en diisiik %30 derisimde hesaplanmaistir.

Cizelge 4.19. Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Siipernatantlar i¢in T- testi Sonuglar1

Bakteri- (Ortalama +

Siipernatant S.H) S[(;g?gtszgsfik Onem Dizeyi (p)
Kontrol- Wz3 0,1942 + 0,04 19 0,000
Kontrol- Hp2 0,2241 +0,0321 19 0,000™
Kontrol- iz1 0,215 + 0,035 19 0,000
Kontrol- Gc3 0,0767 £0,0811 19 0,356

Istatistiksel agidan énemli- t- test, *p<0.05, **p<0.01, S.H. = Standart Hata.

Cizelge 4.19°de yer alan t- testi analizi sonuglarinda bagimsiz gruplar arasinda farklilik olup
olmadig1 arastirilmistir. L. plantarum (Wz3, Hp2, iz1)’dan elde edilen siipernatantlarin

absorbanslarinin tiim patojen bakterilere ait kontrol grubu absorbanslarina karsi1 6nemli bir
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farklilik olusturdugu goézlemlenmektedir (p<0,05). Cizelgede kontrol grubu olarak ifade

edilen patojen bakterilere ait absorbans Slgtimleridir.

MRSA'ya kars1 LAB Inhibisyon Yiizdeleri
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Sekil 4.14. Laktik Asit Bakterilerinden Elde Edilen Siipernatantlarin %30, %35, %40, %45
ve %50 Derisimlerinde Metisiline-direngli Staphylococcus aureus’u (MRSA) inhibe Etme
Yiizdeleri

Sekil 4.14°e gore L. plantarum (iz1, Hp2, Wz3) ‘dan elde edilen siipernantantlarin %5 ve
%10 derisimlerinde inhibisyonu > %80 olarak goriilmemektedir. Ancak %15 derisimde >
%85 oraninda inhibisyon gerceklestirdigi goriilmektedir. Gc3 kodlu bakteriye ait
slipernatantta bu derisim %30 olarak belirlenmis ve  >%80 oraninda inhibisyon

gbzlemlenmistir.

Tiim deney sonugclarma gore, %10-15 derisimde bulunan L. plantarum (Wz3, Hp2, iz)’a ait
slipernatantlarin en yiiksek inhibisyon degerine sahip oldugu goriilmektedir. L. brevis
(Gc3)’e ait siipernatant igin bu derisim %45 olarak belirlenmistir. Metisiline-direngli
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica ve Bacillus cereus’a karst %10-15 ve

lizerindeki derisimlerde L.plantarum (Wz3, Hp2, Izl)’un antimikrobiyel agidan etkisi
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oldugu sonucuna varilmaktadir. Ancak Escherichia coli 0104:H4’¢ kars1 bu laktik asit

bakterilerinden etkili olanin sadece L. plantarum (Hp2) oldugu sonucuna varilmaktadir.

Bu konuda yapilmis bir ¢alismada, ¢esitli kaynaklardan izole edilmis birgok lactobasil ve
bifidobakteri suslarinin in vitro olarak Staphlococcus aureus ve Metisiline-direngli
Staphlococcus aureus’ un Klinik izolatlarinin gelismesini engelledigini belirtmistir [108].
Calisma sonucunda elde edilen verilerde farkli bakteriler kullanilmistir. Kullanilan bu
bakterilerin Metisiline-direncgli Staphlococcus aureus’a karst antimikrobiyel etkiye sahip

oldugu belirlenmistir. Calisma sonuglar1 bu agidan benzerlik gostermektedir.

Yapilan baska bir ¢alisma da, L. plantarum’un Y. enterocolitica lizerinde inhibisyon
yetenegine sahip oldugundan bahsedilmistir [109]. Calisma sonuglar1 agar spot ve agar
kuyucuk difiizyon deneylerinde farklilik gostermistir. Ancak sivi mikrodiliisyon ve agar
kuyucuk difiizyon deneyinden elde edilen verilerde inhibisyon gozlenmistir. Bu iki deney

sonuglar1 agisindan ¢alismamiz benzerlik gostermektedir.

Daha o6nce yapilan bir diger calisma ise probiyotik ve bifidobakteriler tarafindan Shiga
toksininin (enteroagregatif E. coli) bagirsak mukozasindan tasinmasina miidehale ettigini
gostermistir [110]. Bu ¢alisma kapsaminda E.coli 0104:H4’¢ karsi antimikrobiyel agidan
laktik asit bakterilerinin etkili oldugu belirlenmistir. Bu agidan sonuglarimiz benzerlik

gostermektedir.

Antimikrobiyel etki kapsamindaki ¢aligmalardan bir digeri, baz1 Lactobacillus spp.’ye ait
tiirlerin Bacillus spp.’ ye ait tiirlere kars1 giiclii bir etkiye sahip oldugunu belirtmistir [111].
Yapilan tez calismasinda elde edilen sonuglar literatiirde yer alan bu sonuglarla benzerlik

gostermektedir.
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5. YORUM

Bu calismada, “Dogal Eksi Hamurlardan Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu ve
Tanimlanmasi ile Baz1 Probiyotik Ozelliklerinin Saptanmas1” adli Dr. Gizem KEZER e ait
tez kapsaminda {iilkemizin farkli bolgelerinden toplanmis un Orneklerinden {iretilen
hamurlardan izole edilen L. brevis (Ge3) ve L. plantarum’ un (1z1, Hp2,Wz3) , Escherichia
coli O104:H4, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus ve Metisiline-direngli Staphylococcus
aureus (MRSA)’a kars1 antimikrobiyel etkileri arastirilmistir. Agar spot yontemi, agar
kuyucuk diflizyon yontemi ve s1vi mikrodiliisyon yontemi kullanilarak elde edilen verilere

gore Ge3 kodlu LAB’nin diger LAB’ne gore daha zayif oldugu goriilmektedir.

Agar spot yonteminde laktik asit bakterilerinin direkt kullanimiyla elde edilen sonuclara gore
Bacillus cereus’a kars1 en etkili LAB L. plantarum (Wz3), Escherichia coli O104:H4’e kars1
en etkili LAB L. plantarum (iz1), MRSA ve Yersinia enterocolitica’ya kars1 en etkili LAB
L. plantarum (Hp2) olarak belirlenmistir.

Agar kuyucuk difiizyon yontemi ve s1vi mikrodiliisyon yonteminde bakterilerin olusturdugu
metabolitlerin etkisi gozlemlenmistir. Agar kuyucuk difiizyon yonteminden elde edilen
sonuglara gore Bacillus cereus igin L. plantarum (Wz3), Escherichia coli i¢in L. plantarum
(iz1), MRSA ve Yersinia enterocolitica icin L. plantarum (Hp2) laktik asit bakterilerinin
stipernatantlarinin en etkili sonuglar verdigi tespit edilmistir. S1vi mikrodiliisyon yontemine
gore Bacillus cereus igin L. plantarum (Iz1)’a ait siipernatant %81 inhibisyon yiizdesine,
Escherichia coli ve Yersinia enterocolitica i¢in L. plantarum (Hp2)’a ait siipernatantlar
sirasiyla %80 ve %77 inhibisyon yiizdesine, MRSA igin L. plantarum (iz1)’a ait
slipernatantin %85 inhibisyon yiizdesiyle etki ettigi belirlenmistir. L. brevis (Gc3)
antimikrobiyel etkiye sahip olup diger bakterilere oranla daha az etki gostermistir.

Son zamanlarda yapilan caligmalarda LAB’larin antagonist etki gdsterdigi ve bunlarin
metabolitlerinin gidalarda istenmeyen mikroorganizmalarin gelismesini engelledigi ve
inaktive ettigi tespit edilmistir. Bu mikroorganizmalarin dogal koruyucu olarak

kullanilmasina yonelik ¢alismalar artmaktadir. Laktik asit bakterileri ve bu bakterilerin
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iirettigi antimikrobiyel metabolitler (organik asit, hidrojen peroksit, bakteriyosin vb.)
alternatif yontemler arasinda gosterilmektedir [20]. Bu tez kapsaminda kullanilan L.
plantarum (iz1, Hp2, Wz3) ve L. brevis (Gc3)’in meydana getirdigi metabolitlerin tezde
calisilan gida kaynakli patojenler iizerine antimikrobiyel etkiye sahip oldugu sonucuna
varilmustir ve bu anlamda teknolojik 6zelliklerinin de uygun olmasi durumunda ticari alanda

kullanilma potansiyelinin yiiksek oldugu diistiniilmektedir.

Laktik asit bakterilerinin patojen bakterilere karsi antagonistik etkisi, trettikleri
metabolitlerin tiimiiniin bir arada olmasindan ve/veya bu metabolitlerin sadece bir tanesinin
etkili olmasindan kaynaklanabilmektedir [112]. L. plantarum (Iz1, Wz3, Hp2) ve L. brevis
(Gc3)’e ait siipernatantlarin olusturduklar etkiler belirlenmistir. Bu bakterilerin tirettikleri
metabolitlerin (organik asit, hidrojen peroksit, bakteriyosin vb.) tespit edilerek, bir arada
ve/veya birbirinden ayr1 olacak sekilde gida kaynakli patojen bakterilere karsi etki
mekanizmalar1 ve kullanilacak olan metabolitlerin derisimlerinin  belirlenmesiyle

antimikrobiyel etki i¢in kullanim alanina alternatif olusturacag diistiniilmektedir.

Ayn1 zamanda laktik asit bakterilerinin irettikleri bakteriyosin vb. metabolitler insanlarda
goriilen enfeksiyonlara kars1 antibiyotiklere alternatif olarak kullanilabilmektedir. Bu tez
kapsaminda antimikrobiyel direnci belirlenmis olan L. plantarum (Iz1, Hp2, Wz3) ve L.
brevis (Ge3)’in metabolitlerinin belirlenmesi giin gegtikge antibiyotige diren¢ kazanan
patojen bakterilere kars1 kullanilmas1 antimikrobiyel agidan potansiyele sahip olabilecegini

gostermektedir.
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