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OZET

Lactobacillus’lar; Gram pozitif, gubuk seklinde, patojenik olmayan bakterilerdir. Baz1 Lactobacillus
tiirleri yogurt, peynir, bira, sarap, tursu ve konserve gibi yiyeceklerde starter kiiltiirii veya probiyotik
olarak kullanilmaktadirlar. Genellikle giivenli (GRAS) olarak taninirlar. Bununla birlikte, bazi
calismalar bazi laktik asit bakteri (LAB) suslarinin slime/biyofilm olusturabildiklerini, antibiyotik
direng genleri tastyabildiklerini ve antibiyotiklere direngli olduklarin1 gostermistir. Biyofilm
olusturma yetenegi fermentasyon ve gidalarin korunmasi gibi islemlerde kullanilan bakteriler igin
onemli bir 6zelliktir. Bu ¢aligmada Ankara’da tilketime sunulan peynir ve ¢ig siit drneklerinden izole
edilen toplam 103 Lactobacillus izolatinin slime ve biyofilm olusumlari ile antibiyotik direnglilikleri
incelenmigstir. Lactobacillus tiirlerinin tanimlanmalarinda morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal
testler ve MALDI-TOF MS bakteri tanimlama yontemi kullanilmigtir. Toplam 103 Lactobacillus spp.
izolatinin 48’1 (%46,6) L. plantarum, 26’s1(%25,2) L. fermentum, 15’i (%14,6) L. brevis, 7’si (%6,8)
L. paracasei, 2’si (%1,9) L. zeae, 2’si (%1,9) L. curvatus, 1’i (%0,9) L. amylolyticus, 1’i (%0,9) L.
coryniformis, 1°i (%0,9) L. paracasei spp. tolerans olarak tanimlanmustir. Arastirma sonug¢larimiza
gore, Lactobacillus izolatlarinin %30,0'unun slime ve %87,4'liniin biyofilm trettigi gorilmiistiir.
Antimikrobiyal duyarhilik testinde izolatlarin ampisiline (%80,6) karsi oldukca direngli, ancak
tetrasiklin (%68,9), penisilin (%68,0), kloramfenikol (%96,1), gentamisine (%99,0), trimetoprim-
sulfametoksazol (%85,4) ve eritromisine (%87,4) duyarh oldugu goriilmiistiir.
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ABSTRACT

Lactobacillus spp. are Gram-positive rod-shaped non-pathogenic bacteria. Most of the Lactobacillus
spp. are widely used as starter cultures or probiotics in yoghurt, cheese, beer, wine, pickles and
canned foods. They are generally recognized as safe (GRAS). However, studies have shown that
some lactic acid bacteria (LAB) strains are able to form slime/biofilm and carry antibiotic resistance
genes and are resistant to antibiotics. The ability to form a biofilm is an important feature for bacteria
used in fermentation and food preservation. The present study was carried out to identify slime and
biofilm formation, and antibiotic resistance of 103 Lactobacillus spp. isolates isolated from raw milk
and cheese samples which were consumed in Ankara. The isolates characterized by morphological,
cultural and biochemical tests and confirmed by MALDI-TOF MS. Out of the 103 Lactobacillus spp.
isolates, 48 were identified as (46.6%) L. plantarum, 26 as (25.2%) L. fermentum, 15 as (14.6%) L.
brevis, 7 as (6.8%) L. paracasei, 2 as (1.9%) L. zeae, 1 as (0.9%) L. amylolyticus, 1 as (0.9%) L.
coryniformis, and 1 as (0,9%) L. paracasei spp. tolerans. According to our results, 30.0% and 87.4%
of the Lactobacillus spp. isolates produced slime and biofilm, respectively. In the antimicrobial
susceptibility test, the isolates were highly resistant to ampicillin (80.6%), but sensitive to
tetracycline (68.9%), penicillin (68.0%), chloramphenicol (96.1%), gentamisin (99.0%),
trimetoprim-sulfametoksazol (85.4%), and erythromycin (87.4%).
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Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.

Simgeler Aciklamalar

°C Derece santigrat

Da Dalton

dk Dakika

g Gram

Hz Hertz

mi Mililitre

mg Miligram

nm Nanometre

pH Potansiyel hidrojen

spp Thrleri

pm Mikrometre

ul Mikrolitre

Kisaltmalar Aciklamalar

ATP Adenozin Trifosfat

CA Cogunluk Algilama

DNA Deoksiriboniikleikasit

ELISA reader Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay reader
EPS Ekzopolisakkarit

FDF Fruktoz Difosfat

FTS Fizyolojik Tuzlu Su

G6F-DH Glikoz-6-Fosfat-Dehidrogenaz
GRAS Genellikle Giivenli (Generally Recognized as Safe)
H20:2 Hidrojen Peroksit
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LAB Laktik asit bakterileri



Kisaltmalar

MALDI-TOF MS
MRS

NADH

NB

02

PCR

RNA

rRNA

TCS

Xiv

Aciklamalar

Matriks Destekli Lazer Desorpsiyonu/iyonizasyonu
De Man, Rogosa and Sharpe
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Riboniikleikasit

Ribozomal RNA

Iki Bilesenli Diizenleyici Sistem



1. GIRIS

Gilinimiiz diinyasinda dogal besin kaynaklarin azalmasi ve son zamanlardaki tarim
iriinlerinin iretimindeki azalig sebebiyle paketlenmis veya hazir gida tiiketimi ¢ok fazla artis
gOstermistir. Yasam sekillerinin degisimi insanlar1 bu sekilde beslenmeye yoOneltmistir.
Ancak son zamanlarda dogal beslenmenin Oneminin anlasilmasiyla beraber organik

besinlerin tliketimi yayginlasmistir. Dogal siit ve siit lirlinlerinin arayigina girilmistir ve

fermente gida tliretimi ve tiikketimi artmistir.

Bu bakimdan sikga tiiketilen gidalarin saglik agisindan uygun olmasi gerekmektedir. Gida
endiistrisinde tiikketime sunulan gidalarda patojen bir bakteri bulunmasi hi¢ de beklenilecek
bir durum degildir ve saglik agisindan zararli olabilmektedir. Genellikle gidalarda,
probiyotik bakteriler olan Laktik asit bakterilerinin (LAB) bulunmasi bir tehlike arz
etmemekte ve aksine yararl bakteriler olarak tanimlanan bu bakteriler iiriinlerin kalitesini
artirmak icin starter kiltlir olarak da kullanilmaktadirlar. Siit ve siit {irlinleri gida
endiistrisinde ¢ok yaygin kullanilan gida maddeleridir. Laktik asit bakteri grubundaki

Lactobacillus cinsi bakteriler peynir ve siitte gok¢a bulunmaktadir.

Gida mikrobiyolojisinde biiylik 6neme sahip olan Lactobacillus spp. bakterileri
Lactobacillaceae familyasindan olan Laktik asit bakteri g¢esididir ve giivenli GRAS
(Generally Recognized as Safe) olarak bilinen probiyotik bakterilerdir. Lactobacillus’lar,
biyokimyasal, ekolojik, molekiiler biyolojik ve immiinolojik 6zellikler bakimindan farkli 50
tiire kadar ¢esitlilik gostermektedirler (Wood ve Warner, 2003; Stiles ve Holzapfel, 1997).

Morfolojik olarak bu bakteriler ¢ubuk, basil veya kokobasil seklinde olmakla birlikte Gram
pozitif, katalaz negatif ve anaerobiktirler. Genelde hareketsizdirler ve ¢ogunlukla spor
olusturmazlar. Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan Lactobacillus spp.’leri insan ve hayvan
barsak mukozasinda, bitkilerde ve gidalarda (siit ve siit {irlinlerinde, fermente gidalarda)
gormek miimkiindiir (Con ve Gokalp, 2000). Gida fermentasyonunda endiistride cesitli
sekillerde kullanilirlar. Laktik asit bakterileri siit ve siit iirtinlerinde starter kiiltiir olarak
kullanilirlar. Sekeri ¢ok hizli bir sekilde doniistiirerek karbonu metabolize edip ara iirlin
olarak laktik asit Ttretirler. Laktik asit bakterileri karbon metabolizmalarmma gore
homofermentatif, heterofermentatif ve fakiiltatif heterofermentatif olarak ii¢ gruba ayrilirlar

(Dinger, 2009).



Peynir ve siit gibi gida irilinleri temel besin kaynaklarini olusturmaktadir ve gida
endiistrisinde ¢ok yaygin olarak islenmektedir. Ayrica tilkemizde de ¢ok fazla yoresel peynir
cesidi ve dogal siit liretimi bulunmaktadir. Tiiketime sunulan peynirlerin iiretiminde
probiyotik bakteriler starter kiiltiir olarak kullanilmaktadir. Laktik asit bakterileri de
probiyotik bakterilerdir ve siit ve siit tiriinlerinin tiretiminde ¢okg¢a yer alirlar. Bu besinlerin

sagliga zarar1 olmadan tiretilmesi ve tiiketime sunulmasi bu bakimdan 6nemlidir.

Cig siitte genellikle Clostridium, Bacillus, Corynebacterium, Microbacterium, Micrococcus,
Arthobacter, Streptococcus, Staphylococcus ve Lactobacillus gibi Gram pozitif bakteriler
bulunur (Akan, 2014).

Bu zamana kadar arastirmalarda gida maddelerinde Lactobacillus cinsi bakterilerin
bulunmasi saglik agisindan herhangi bir risk olusturmadigi yoniindeydi. Ancak son
zamanlarda antibiyotik diren¢ geni bulunduran bazi Lactobacillus suslarinin patojen
bakterilerle gen aligverisi yaparak bu bakterilerin gidaya bulagmasiyla saglik acgisindan

zararl olabilecegi belirtilmistir.

Fermente gidalarin tiiketilmesiyle insan viicuduna ¢ok fazla sayida canli bakteri girmektedir.
Antibiyotik kullanimimin artmasiyla birlikte bu bakterilerin direnglilikleri de artmaktadir.
Dolayisiyla bu bakteriler kommensal ya da patojen bakterilere antibiyotik direng genlerini

aktarabilir (Demir ve digerleri, 2018).

Biyofilmler endiistriyel etkileri ve saglik iizerine etkileri sebebiyle gida sanayinde biiyiik
oneme sahiptir. Ozellikle siit ve siit iiriinlerinin iiretim asamasinda gida iiriiniiniin kalitesi ve
hijyenligi konusunda herhangi bir bakteriyel biyofilm tabakasinin meydana gelmesi gida
endiistrisi agisindan énemlidir. Siit endiistrisinde biyofilm olusumu birgok faktore baglidir.
Siit isletmelerinin hijyenitesi, siit borularinin temizligi, kullanilan malzemelerin kalitesi gibi

etkenler buna yol agabilir.

Gida endiistrisinde en yaygin biyofilm olusturan mikroorganzimalar, Pseudomonas ve
Staphylococcus tiirleridir. Clostrudium spp., L. monocytogenes, Bacillus spp., Lactobacillus
spp., Salmonella spp. gibi tiirlere de genellikle et yiizeylerinde rastlanilmaktadir (Giin ve
Ekinci, 2009).



Arastirmalar bazi laktik asit bakteri suslarinin slime ve biyofilm olusturabildiklerini ve
antibiyotik duyarlilik testlerinde direngli genleri tespit ettiklerinden dolay1r bu ¢aligmada

Lactobacillus tiirlerinin biyofilm olusturma ve antibiyotik direnglilikleri arastirilmistir.






2. LITERATUR TARAMASI

Peynir icerdigi besin kaynaklartyla insanlarin beslenmesinde biiylik 6neme sahiptir ve siit
endiistrisinde de ekonomik acidan ayricalikli besin tiiriidiir. Ulkemizde ¢ok fazla peynir
¢esidi bulunmakla birlikte en ¢ok tiiketilen peynir gesitleri beyaz peynir, kasar peyniri ve
tulum peyniridir. Diger yoresel peynirler de %11-15 oraninda tiiketilmektedir (Yerlikaya,
2018).

Peynirin ham maddesi olan siit insanlarin saglikli beslenebilmeleri i¢in yararli bir kaynak
olmasinin yanisira pek ¢ok mikroorganizmanin gelismesine yardimci zengin bir besin
ortamidir. Siit ve siit lirlinlerinden olusan gidalarin hem {iiretimi hem de tiikketimi olsun tiim
asamalarinda kaliteli ve saglik i¢in giivenilir gida statiisiinde olmalidir. Laktik asit bakterileri
fermente siit trlinleri ve peynir gibi bir ¢ok siit {irliniiniin olgunlagmasinda kullanilan,
peynirlerin normal mikroflorasinda da ¢okg¢a bulunabilen mikroorganizmalardir. Peynir
teknolojisi agisindan Onemli olmalarinin yaninda {riinlerde istenilen karakteristik

Ozelliklerinin olusmasinda rol almaktadirlar.

Yerlikaya’nin (2018) tiiketime sunulan beyaz peynirlerden izole edilen mikroorganizmalarin
incelenmesi iizerine yaptig1 bir calismada Laktik asit bakterinden Lactobacillus spp. izole

edilmistir ve MRS agarda koloni sayimlari yapilmustir.

Uraz ve Giindogan (1998), beyaz peynir mikroflorasinda ¢esitli bakterilerin bulundugunu,
bunlardan  Lactobacillus  cinsi  bakterilerin  olgunlasma  asamasinda  baskin
mikroorganizmalardan biri oldugunu ve diger mikroorganizmalardan daha yiiksek oranda

bulunduklarini bildirmislerdir.

Durlu-Ozkaya (2001), Salamura beyaz peynirden izole ettikleri Lactobacillus cinsi bakteri
tiirlerinden L. plantarum ve L. casei’nin beyaz peynir mikroflorasini olusturan tiirlerden

bazilar1 oldugunu belirlemislerdir.
2.1. Laktik Asit Bakterileri

Laktik asit bakterileri (LAB) morfolojik, metabolik ve fizyolojik karakter 6zellikleriyle bir
araya gelmis Gram pozitif bakteri grubudur. LAB terimi gida ve fermentasyonu iceren

bakterilerle yakindan iliskili ve aslinda insan ve hayvanlarin mukazal yiizeyleriyle iliskili



bakterileri igermektedir. Bu bakteri grubu yaklasik 20 cins bakteriden olusmaktadir ve temel
tiyeleri Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve Streptococcus’tur. Ancak pratikte gida
teknolojisi agisindan temelde LAB iiyelerini, Aerococus, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconoostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella olusturur. Bifidobacterium cinsi ise tipik
ozellikleriyle ayn1 kontekst igerisinde diisiiniilse de filogenetik siniflandirmada bu grupla
iliskili degildir. Laktik asit bakterileri glikoz fermentasyon modlari, farkli sicakliklarda
gelisebilme, yiiksek tuz konsantrasyonunda gelisebilme yetenekleri, laktik asit liretme, asit
ve alkalin tolerans1 gibi farkli Ozelliklere sahiptirler. Bununla birlikte, taksonomik
iliskilendirmede son zamanlarda dogru bir filogenetik siniflandirma i¢in rRNA sekanslarini
belirleme {izerine yapilan ¢alismalara yonelmektedir. Yeni tanmimlamalar kolayca
oliigoniikleotid problarla polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) sayesinde yapilmaktadir ve bu
teknoloji bu sekanslarin kullanimi veya direkt 16S rRNA gen sekansina dayanir. Laktik asit
bakterileri seker fermantasyonlari sirasinda olusan iiriinlerin yapisina gore farkl alt gruplara
ayrilirlar. Laktik asit bakterileri iki temel seker fermentasyon yolagiyla birbirinden
ayrilabilir. Bunlardan biri homolaktik fermentasyon, standart sartlarda son iiriin laktik asit
olan glikoliziz (Embden-Meyerhof- Parnas yolag1) yolagidir. Digeri ise heterolaktik yolak

ve son iiriin olarak ethanol, asetat ve CO2 meydana gelir (Salminen ve digerleri, 2004: 1-66).

Lactobacillus cinsi bakteriler laktik asit bakterilerinin en genis jenerasyonudur. Fenotipik,
biyokimyasal ve gerekse fizyolojik ozellikleriyle heterojen tiirlerini kapsamaktadirlar.
Heterojenlik bu bakteri cinsinin igerdigi DNA’nin G-C igerigini yansitmaktadir ve bu
alan %32-55dir. Lactobacillus’lar ¢ alt gruba ayrilmaktadir: Thermobacterium,

Streptobacterium ve Betabacterium.

Laktik asit bakterileri Gram pozitif, hareketsiz, sporsuz, kok veya ¢ubuk gériiniimiinde ve
fermantatif metabolizma sonucu laktik asit {ireten bakterilerdir. Bu grubun iiyelerinde
porfirin ve sitokromlar olmadigi i¢in elektron transport fosforilasyonunu gerceklestiremezler,
enerjilerini sadece substrat diizeyinde fosforilasyonla saglarlar. Zorunlu anaeroplar harig
O2’ye hassas degildirler ve anaerobik iireyebilir. Bazi suslari, flavoprotein oksidaz sistemi
aracilifiyla oksijen alir, H20: iiretirler. Ancak buna ragmen bir¢ok susta katalaz enzimi
yoktur. H202 peroksidaz olarak adlandirilan alternatif enzimler yolu ile pargalanir.
Flavoprotein oksidaz reaksiyonunda ATP {iretilmez, fakat oksidaz sistem fermantasyon

sirasinda olusan NADH’1n yeniden oksidasyonu i¢in kullanilabilir (Ugar ve digerleri, 2008).



Laktik asit bakterilerinin ¢ogu enerjilerini sadece seker ve fermente edilebilen bilesiklerden
saglamaktadirlar, boylece sekerin bulundugu ortamlarda gelisirler. Biyosentetik kapasiteleri
sinirlt oldugu i¢in amino asit , vitamin, piirin, pirimidin gibi bilesikleri i¢eren, ihtiyaglarini

saglayabilen kompleks besiyerlerinde gelisirler.

2.2. Lactobacillus Cinsi Bakterileri ve Siniflandirilmasi

Lactobacillus cinsi laktik asit bakterileri Firmucutes subesinden, Lactobacteriaceae
familyasindan olup glikozu fermente etme mekanizmalar1 ve morfolojik ve fizyolojik
ozelliklerine gore birgok tiir ¢esidine sahiptirler. Baz1 Lactobacillus tiirleri ve 6zellikleri

sunlardir:

L. plantarum, diizgiin gubuk seklinde genisligi 0,9-1,2 um ve uzunlugu 3-8 um’dir. Tek, ¢ift
veya kisa zincirler halinde bulunabilir. Genellikle flagellumsuz olan bu bakteriler
hareketlidirler. Koloni goriiniimleri yuvarlak, kalkik ve yogun olmakla birlikte renkleri
beyaz, agik sar1 ya da koyu sar1 olabilmektedir. L. plantarum’un bazi suslar1 arabinoz ve
ksilozu fermente edebildiklerinden ayri bir tiirmiis gibi L. arabinosus ve L. pentosus
adlandirilirlar. L. plantarum hiicre duvari peptidoglukan yapist m-diaminopimelik asit tipidir
ve serolojik grubu D’dir. Tanimlamasi yapilirken bu 6zelligiyle L. casei’den kolaylikla ayirt
edilebilir. DL-laktik asit tiretir ve FDF- aldolaz enzimi vardir. FDF yolunu kullanabildigi
gibi HMF yol aktivitesine de sahip olan bu bakteriler glukonat igeren besiyerinde bol
miktarda CO: ¢ikararak irerler. Arjininde amonyak olusturamazlar. Optimum gelisme
sicakliklar1 30-35°C olan L. plantarum bakterileri 15°C” de gelisirken, 45 °C’de ¢ogunlukla
gelisememektedirler. Gelisimleri i¢in Ca-pantotenat ve niasin gibi vitaminlare ihtiyag
duyarlar. Siit, peynir, silaj, fermente bitki, tursu bozulmus besinler vs. birgok habitatta

bulunurlar.

L. fermentum, genisligi 0,5-1,0 pm olup boyu 3,0 um ve daha fazla olan bu bakteriler ¢cbuk
seklinde hareketsiz ve bazen de zincirler halinde bulunabilirler. Kolonileri yaygin, piiriizli
yapidadir ve 1s1k gegirebilecek saydamliktadir. Heterofermentatif bir laktobasil olup
glikozdan asit ve gaz iiretir. Glukoz biiyiik olasilikla HMF yoluyla katabolize edilir ve FDF-
aldolaz aktivitesinin bulunmamasina karsin G6F-DH ve F-glukonat- DH enzim aktiviteleri
saptanmustir. L. fermentum DL- laktik asit olusturur ve bunun yaninda asetat, etanol ve CO>

yan triinleri olusur. Bu bakteriler nitrati rediikte edemedikleri i¢in arjininden amonyak



olusturamazlar. 41-42°C’de normal gelisirler. 15°C’de iiremezler ve buna karsin 45°C’de
iirerler. Siit ve mamullerinden, fermente bitkilerden, silo yemlerden, eksi hamurdan, saraptan,

insan agiz florasi ve giibreden izole edilirler.

L. brevis, 0, 7- 1,0 um eninde, 2,0-4,0 um boyunda, piiriizlii ve intermediyer tipte koloni
olusturan bu bakteriler saydam yapidadirlar ve pigment meydana getirmezler. Cubuk
seklinde uglar1 yuvarlak olup gram boyamayla mikroskop goriintiisiinde hiicreler bipolar
veya graniillii olarak goriiliirler. Heterofermentatif bir bakteri olan bu suslar piirivatin
anaerobik kosullarda ve aerobik kosullarda parcalamast miimkiin ancak asetoin
olusturmamaktadirlar. Glukoz metabolizmast HMF yoluyla gerceklesir ve G6F-DH
aktivitesi yiiksek ancak buna karsin 6F-Glokonat-DH aktivitesi diisiik bulunmustur. FDF-
aldolaz aktivitesi ise saptanamamistir. DL tipinde olup toplam glukoz karbonun %50’sini
kapsamaktadir. Diger son {iriinler ise asetat, etanol ve karbondioksittir. Diger Lactobacillus
tirlerine nazaran arjininden amonyak olustururlar. Hiicre duvari gliseroltaykoik asit
icermektedir ve peptidoglukan yapisi L-lisin, D-aspartat tipi olup serolojik grubu E’dir.
Karmasik beslenme sistemlerine sahip L. brevis’ler C-pantotenat, niasin, tiyamin ve folik
asit gibi bazi vitaminlere gereksinim duyarlar. Optimum gelisme sicakligr 30°C olan bu
bakteriler 15°C’de gelisebilirken, 45°C’de gelisemezler. Avrupa dilim peynirlerinin
olgunlagmasi i¢in kullanilan bu bakteriler gida endiistrisinde bunun gibi birgok farkli alanda
ve yem sanayinde kullanilmaktadirlar. Stit, peynir, kefir ve bir¢ok bitkisel materyalden izole

edilebilirler.

L. acidophilus, hiicre biiytikliikleri 0,6-0,9 um ile 1,5-6,0 um arasindadir. Hiicreler yuvarlak
sonlanir ve cifttirler ve kisa zincirler halinde goriiliirler. Bu bakteriler 45°C’de gelisebilirler.
Nisastay1 hidrolizler ve B kompleks vitaminlere gereksinimleri yoktur. Agiz, bagirsak ve

vajina florasindan izole edilebilirler ve dis ¢iiriigii etyolojisinde 6nemli rolleri vardir (Aydin,
1997).

L. curvatus, bu bakteriler uglar1 yuvarlak fasulye bigiminde, 0,7-0,9 um ile 1,0-2,0 pum
arasinda ¢omak yapidadirlar. ik izolasyonda hareketli olurken sonraki pasajlamalarda
hareketsizlesebilirler ve kisa zincirler seklinde at nali bi¢imini alabilirler. Bazilar1 2-4°C’de
tireyebilirler ancak 45°C’de liremezler. Eksi hamur, siit ve siit {irtinlerinden ve etten izole
edilebilirler. Vakumlu paketlenmis ve soguk zincirde saklanmis et {irtinlerinde bulunduklari

rapor edilmistir (Aydin, 1997).



2.3. Lactobacillus Cinsi Bakterilerin Genel Ozellikleri

Lactobacillus cinsi morfolojik ve fizyolojik ozellikleri gbéz Oniine alinarak 1901°de
Beijerinck tarafindan onerilmistir. Lactobacillus’lar Gram pozitif, genellikle hareketsiz,
sporsuz, ¢ubuk, kokobasil veya uzun zincir olusturan gubuk sekillerinde olabilen anaerobik
bakteri tiirleridir. Mikroskop goriintiilerinde bazen zincir yapisinda bazen tekli, genellikle
gen¢ olanlar1 tekli yapilar halinde goriilmektedir. Lactobacillus tiirleri sitokromlari
bulunmaz ve katalaz negatif bakterilerdir. Kemoorganotrofiklerdir ve gelisimleri i¢in zengin
besiyeri ortami gereklidir ve enerji kaynagi olarak karbonhidratlart kullanirlar.
Homofermentatif Laktobasiller esasen fermentasyon iriinii olarak laktat iretirler ve
heterofermentatif olanlar1 ise asetat, etanol ve karbondioksit tiretirler. Lactobacillus spp.
lerin anaerobik kiiltiir sartlarinda {iremeleri ¢ok iyi olmasina ragmen mikroaerofilik sartlar
gibi oksijen basincinin azaltildig1 ortamlarda daha da iyi gelisirler (Schleifer, 1995). Bir¢ok
Lactobacillus spp. peptidoglikan tip L-Lys-D Asp yapisi igerir.

Lactobacillus’lar fermente olan giinliik besinlerin, et iirtinlerinin ve sebzelerin tiretilmesinde
kritik bir rol oynar. Ayrica Lactobacillus’lar gesitli habitatlarda bulunabilir 6rnegin
insanlarin ve hayvanlarin mukozal membranlarinda veya hayvanlarda (agiz boslugu,
bagirsak ve vajina), bitkiler ve bitki kaynakli materyallerde, fermente veya clirlimiis

besinlerde bulunurlar. (Bernardeau, 2008).

2.4. Lactobacillus Cinsi Bakterilerin Gidalardaki Onemi

Laktik asit bakteri grubunda yer alan Lactobacillus spp. probiyotik bakteri 6zelligini
tagimalar1 sebebiyle ve bazi patojenlere antogonistik tepki gostermeleriyle giivenli bakteriler
olarak tanimlanirlar. Bu bakteri tiirlerinin gidalarda bulunmasi tehlikeli bulunmadig: ve hatta
starter kiiltiirleri yapilarak gidalarda kullanilmalar1 olduk¢a yaygindir. Ancak son
zamanlarda bu bakterilerde antibiyotik diren¢ genlerinin bulunmasi ve bu gen cesitlerin
giderek daha da artmas1 patojen bakterilere bu direng genlerinin giinliik tiiketime sunulan siit
tirtinleri ve fermente gidalar araciligiyla aktarilmasi biiyiik kompleks yapilar olan biyofilm
yapilar1 olusturarak bakteri plazmitleri aracigiyla patojen bakterilerin daha direngli hale
gelmesi tehlikesiyle karsi karsiya kalinabilir. Bu yiizden bu direngli bakterilerin gidalarda
rastlanilmas1 onem arz etmektedir. Ayrica bu tiir insan saghgini etkileyebilecek gidalarin

tiikketime sunulmus olmasi yapilan caligmalarla 6nemli hale gelmistir.
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2.5. Peynir ve siitte bulunan Lactobacillus tiirleri

Gidalarda cesitli mikroorganizmalar bulunmakla birlikte gidalarda bulunan probiyotik
bakteriler onem arz etmektedir. Probiyotik bakterilerden Lactobacillus spp. ¢ok genis bir
yelpazede hemen hemen heryerde bulunabilen insanlarda, hayvanlarda, bitkilerde ve

fermente gidalarda en ¢ok da siit ve siit iiriinlerinde bulunan bakteri ¢esididir.

Siit ve siit driinleri ile siit tesisleri i¢in 6nemli olan Lactobacillus tirleri L. lactis,
L. bulgaricus, L. plantarum, L. fermentum, L. brevis’dir. Ayrica L. curvatus siitten izole
edilmis olamasma ragmen L. corynoformis gibi daha ¢ok inek giibresinde ve ahirlarin

havasinda rastlanildigi da olmaktadir.

Peynirlerde bulunan Lactobacillus tiirleri ise L. delbrueckii, L. curvatus, L. plantarum,

L. helveticus, L. rhamnosus, L. casel, L. paracasei ‘dir (Evren ve digerleri, 2011).

2.6. Antibiyotik Direnci

2.6.1. Antibiyotiklerin tarihcesi

Antibiyotikler, mikroorganizmalarin gelisimini durduran ya da onlar1 6ldiiren, biyolojik
kaynakli veya sentetik olarak elde edilebilen ve etki mekanizmalarina ya da etkiledikleri
mikroorganizmaya gore ¢ok fazla ¢esidi olan biyoaktif maddelerdir. Mantar ya da benzeri
mikroorganizmalar tarafindan olusturulan, hedefi diger canlilarin gelisimini durdurmak veya
oldiirmek olan maddelere dogal ya da kimyevi maddelere “antibiyotik” denir. Antibiyotik
terimi Yunanca “anti (kars1)” ve “bios (yasam)” kelimelerinden tiiretilmistir (Topal ve

digerleri, 2015).

19. yiizyilin ortalarinda Louis Pasteur yaptigi calismalarda bazi mikroorganizmalarin
digerlerini 6ldiirdiigiinii bulmustur. Ilk antibiyotik 1928 yilinda Sir Alexander Fleming
tarafindan kesfedilmistir. Alexander Fleming stafilokok varyantlarinda yaptig1 calismalarda
tesadiifen kiiltiir ortamma bulagsmis bir kiif mantar1 etrafinda stafilokoklarin
tireyemediklerini ve hatta o6ldiiklerini gozlemlemis ve bu kiif mantarlarma Penicillum
tirtinden esinlenerek ilk antibiyotik olan yani ‘penicillin’ adin1 vermistir. 1970 yillarin
sonlarinda, gonokoklarin ¢ogu penisilinlere direncli hale gelmislerdir. Bu yillarda 6zellikle

penisilin, metisilin, sefalosporinler, aminoglikozidler, klindamisin, eritromisin ve diger
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ajanlara direncli hastane kaynakli S. aureus infeksiyonlar1 dikkati ¢ekmistir. Bu donemde,
yeni kusak sefalosporinler, karbapenemler, sefamisin ve fluorokinonlar gibi bir¢ogu genis
spektrumlu ve diisilk dozlarda bakterisid etkili olan antibiyotikler kullanima girmistir.
1990’larda vankomisin gibi direncin miimkiin olmadig1 diisiiniilen antibiyotiklerde de direng

olusumu belirlenmistir (Topal ve digerleri, 2015).

2.6.2. Antibiyotiklerin genel 6zellikleri

Antibiyotikler, hiicre duvar1 yapisin1 bozma, sitoplazma membran permeabilitesini bozma,
ribozomlarda protein sentezini inhibe etme ve bakteri genetik materyaline etki etme gibi etki
mekanizmalarina gore siniflandirilirlar. Bakteri hiicre duvari yapisini bozan antibiyotikler;
beta laktamlar (penisilin, sefalosporinler, monobaktamlar, karbapanemler ), siklosein,
ristosetin, basitrasin, teikoplanin ve vankomisindir. Sitoplazma membran permeabilitesini
bozan antibiyotikler; polimiksinler, gramisidin, nistatin, kandisein, amfoterisin B,
hekzaklorofen ve katyonik deterjanlardir. Ribozomlarda protein sentezini inhibe eden
antibiyotikler ise; tetrasiklinler, aminoglikozidler, makrolidler, amfenikoller, ve
linkozamidlerdir. Bakteri genetik materyaline etki eden antibiyotikler DNA, RNA sentezini
bozan maddelerdir. Bunlar; fluorokinonlar, aktinomisetler, rifamisinler, nalidiksik asit,

mitomisinler, doksorubisin olarak siniflandirilabilirler (Topal ve digerleri, 2015).

Antibiyotik diren¢ bakterilerde dogal ya da kazanilmis diren¢ olmak iizere ikiye ayrilir.
Dogal diren¢ kalitsaldir, horizontal olarak aktarilmaz. Antibiyotiklere karsi kazanilmig
direng ise genomda meydana gelen mutasyon veya direng olusumunu kodlayan genlerin

kazanimiyla gerceklesmektedir (Demirel, 2016).

Antibiyotikler, insan ve hayvanlardaki hastaliklarin tedavisinde ve hayvanlarda biiyiimeyi
destekleme amaciyla tiim diinyada yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Antibiyotikler ayrica
gida sektoriinde besinlerin korunmasinda, ilag endiistrisinde ve bilimsel ¢alismalarda sikca
kullanilmaktadir. Ancak antibiyotiklerin bilingsizce asir1 ve gereksiz kullanimi insan
sagligini hem dogrudan hem de besin zinciri yoluyla dolayl olarak etkilemektedir (Topal ve
digerleri, 2015).
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2.6.3. Antibiyotik direncinin 6nemi

fleri derecede gelismis starter kiiltiirlerin gidalarda artan bir ivmeyle kullanilmasi ve
probiyotiklere olan ilginin artmasi, laktik asit bakterileri arasinda degisen bilimsel
adlandirmay1 ve taksonomiyi gida mikrobiyoloji ¢alisanlar1 i¢in onemli hale getirmistir.
Antibiyotik direncinin artmasiyla son yillarda probiyotik Laktik asit bakterileri iizerine

yapilan ¢alismalari artirmistir.

Laktik asit bakterilerinde potansiyel olarak tasinabilir genler tanimlanmustir. Laktik asit
bakterilerinde en sik bulunan iki direng geni; tet(M) (tetrasiklin direng geni) ve erm(B)
(eritromisin direng geni)’dir. Bu direng sirasini cat (kloramfenikol Direng geni) genleri takip

eder.

Yapilan bir ¢alismada hayvan ve gidalardan izole edilen Laktik asit bakterileri bulunan
konjugatif genetik elementlerinin daha 6nce ¢alisilmis patojenik streptokok ve enterokok
bakterileriyle cok benzerlik gosterdikleri bildirilmistir. Gézlemlenen direng genleri bilinen
genleri igermektedir ve benzer olarak bunlar; tetM, ermAM, cat, sat ve vanA direng

genleridir (Teuber ve digerleri, 1999).

Fermente gidalar, yogurt (Temmerman ve digerleri, 2003; Hummel ve digerleri, 2007),
peynir (Florez ve digerleri, 2005) ve et iiriinlerinde (Gevers ve digerleri, 2000) antibiyotik

direng unsurlarini i¢eren Lactobacillus suslari bulunmustur.

Laktik asit bakterilerinden Lactobacillus tiirlerinin, penisilin ve ampisilin gibi pek ¢ok hiicre
duvart sentezi inhibitoriine kars1 duyarli olduklart bulunmustur. Zorunlu heterofermentatif
tiirler hari¢ birgok Lactobacillus tiiriiniin, vankomisin gibi glikopeptitlere direngli olduklart
bulunmus ve bu direncin enterik oldugu kanitlanmistir. Lactobacillus tiirleri, protein
sentezini inhibe eden kloramfenikol, eritmosin, klindamisin antibiyotiklerine karsi
duyarhdirlar. Ayrica bu tiirlerin, trimetoprim gibi niikleik asit sentezi inhibitorlerine kars
direnglerinin enterik oldugu diistiniilmesine ragmen bu konuda daha ileri tanimlamalar

yapilmalidir.

Antibiyotik direncin biiyiik bir saglik sorun haline gelmesi tiim diinyada ilgiyi bu yone

cekmektedir ve antibiyotik direncin artmasi ve diren¢ genlerinin patojenlere aktarilmasi
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genel bir kaygi olusturmaktadir (Meral ve Korukluoglu, 2014). Antibiyotik ajanlara kars1
bakteriyel direng ¢esitli mekanizmalarla gerceklesmektedir. Bu mekanizmalar bakteri hiicre
genomunun mutasyonla var olan degisimi, bakteriyel hiicre etkilesiminin meydana gelmesi
yani bakterilerin biyofilm olusturmasi ve en onemlisi de bakteri gen transferi seklindedir

(Shousha ve digerleri , 2015).

Mikrobiyal patojenlerin antibiyotik direngliliklerinin arastirtlmasi 6zellikle de ¢oklu ilaca
kars1 direnglerinin incelenmesi potansiyel tehlikelere karsi oldukg¢a 6nemlidir ve bu konuda
cokca calisma mevcuttur (Kanak ve digerleri, 2018). Lactobacillus spp. bakterilerinin
viriilans 6zellik gostermedikleri hatta ¢evreye faydali bakteriler olmalar1 sebebiyle bu
konuda ¢ok az calisma mevcuttur. Ancak tiiketime sunulan gidalar araciligiyla bakteri
antibiyotik diren¢ genlerinin patojen bakterilere taginimi insan sagliginda olumsuz etkilere
sebep olmaktadir. Son zamanlarda probiyotik bakterilerin gidalardaki 6neminin anlagilmasi
ozellikle de Lactobacillus cinsi bakterilerinin fermantasyon tiriinlerinde starter kiiltiir olarak
kullanilmalar1 (peynir, yogurt, kefir, vs.) artan antibiyotik kullanimiyla direngli genlerin
cogalmasi sebebiyle bu bakterilerin antibiyotik duyarliliklar1 konusunda c¢aligmalara

yonlendirmistir.

Gida endiistrisinde starter bakteri kiiltlirlerinin dikkatli se¢cimi gida giivenligi acisindan
onemlidir. Probiyotik bakterilerin giivenli (GRAS) bakteriler olarak kabul edilmesi dogal
olarak gidalarda kiiltiir olarak kullanilmalarinda tehlike olusturmaz. Ancak bu bakterilerin
tilketime sunulan gidalardaki saf kiiltiirlerinde antibiyotik diren¢ genlerinin rastlanilmasi
gida giivenligi acisindan bir risk olusturmaktadir. Bu durum Gida Tarim Orgiitii (FAO)
tarafindan hazirlanmis gida kodeksi rehberinde “gida kaynakli antibiyotik direncinin risk

analizi” basligiyla ele alinmistir (Turhan ve Enginkaya, 2016).

2.7. Biyofilm

Mikroorganizmalar nemli ve sulu gevrelerdeki uygun yiizeylerde kolonize olurlar ve
ylizeylere yapisik mikroorganizmalar yapismayanlara gore daha biiyiik ¢ogunlukta olurlar.
Yiizeylerde bu sekilde yasayan mikroorganizmalar yogun olarak etkilesimli, kompleks ve
interaktif topluluklar meydana getirirler ve bu topluluklar, canli hiicreler ve bunlarin gomiilii
oldugu organik ve inorganik maddelerden olusan biyofilm adin1 alir (Jenkinson ve Lapin-

Scott, 2000).
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Dogada ylizeye tutunma egilimi kendiliginden olan bir siiregtir ve mikroorganizmalarin
gelisiminde ¢ok yaygin bir durumdur. Mikroorganizmalarda biyofilm olusumunun
gozlemlenmesi 1684’lere dayanir. Ilk olarak bu mikroorganizma topluluklar ilkel
mikroskop kullanilarak Leeuwenhoek tarafindan dislerde olusan mikrobiyal tabakalari
incelenmis ve bunlarla iliskilendirilmistir. Bakteriyel biyofilm, 1920’de gemilere yapisan

deniz bakterileri incelenerek agiklanmistir (Bevilacqua ve digerleri, 2017).

1973 lerde Characklis, endiistriyel su sistemlerinde mikrobiyal slime olusumunu ¢alismistir
(Donlan, 2002). Daha sonraki yillarda da mikroskop tekniklerinin gelisimiyle farkli birgok
bolgelerde bakteri biyofilm tabakasi gézlemlenmeye baslamistir. Gida kaynakli bakteriyel
biyofilm {iizerine ilk raporlar Salmonella’nin gida yiizeylerin olusturdugu biyofilm ile
iligkiliydi. Sonraki ¢aligmalarda diger patojen bakteriler Listeria monocytogenes, Yersinia
enterecolita, Campylobacter jejuni ve Escherichia coli O157: H7 iizerineydi (Bevilacqua ve
digerleri, 2017). Arastirma teknikleri gelistikce patojen ve patojen olmayan
mikroorganizmalarin olusturdugu biyofilm yapisinin 6nemi artmaktadir ve bu yonde

caligmalar daha da ¢ogalmaktadir.

2.7.1. Biyofilm olusumu

Biyofilm, yiizeye tutunan birka¢ bakteri hiicresinin matriks ve hiicre dis1 polimerik yap1
“ekzopolisakkarit” (EPS) yap1 i¢ine gomiilmiis ve genelde kat1 ve sivi arasinda bir arayiiz

olarak iligkilendirilen mikrobiyal kominitelerdir (Ghannoum ve O’Toole, 2004).

Bir bagka tanimda ise biyofilmler, mikroorganizmalar tarafindan olusturulan,
mikroorganizmalarin herhangi bir ylizeye ya da birbirlerine yapigmalarini saglayan ve
biliylime oranlar1 ile gen transkripsiyonuna bagli olarak farkli fenotip gdsterebilen matriks
icine gomiilii karmasik topluluklardir (Simsek ve digerleri, 2012). Biyofilmin %97 gibi
biiylik bir kismini su olusturmaktadir ve geri kalanini matriks i¢indeki EPS, niikleik asitler,

lipit, glikoproteinler ve fosfolipitler olusturur.

Biyofilm olusum mekanizmasi ¢ok farkli ylizeylerde olmakla birlikte karmasik bir dinamige
sahiptir. Biyofilm asamalar1 sirasiyla; baslangi¢ tutunma, doniisiimsiiz tutunma, gelisim ve

olgunlagsma ve biyofilm yayilma gibi dort asamali gerceklesmektedir. Ortamda besin var
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oldukea bakteriler yiizeye tutunabilir ve biyofilm olusumu baslar. Besin azaldikga ylizeye

tutunma baglar1 da azalir (Bevilacqua ve digerleri, 2017; Giin ve Ekinci, 2009).

Bakterilerin yiizeye tutunmast (Baslangic): bireysel olarak serbest yasayan planktonik
hiicrelerin biyofilm ylizeyine taginmasiyla biyofilm olusumu baslar. Planktonik hiicreler
baslangicta uzak mesafeden hidrofobik etkilesimler ve Van der Walls gibi zayif baglarla
etkilesimdedir ve ylizeye uzak mesafeden tutunurlar. Bu sekilde tutunma da doniistimli

tutunma olarak tanimlanir.

Doniigiimsiiz tutunma: bakteriler burada yiizeye ¢ok yakin mesafede dipol-dipol etkilesimi,
iyonik ve kovalent baglar gibi etkilesimlerde bulunurlar ve yiizeye doniisiimsiiz olarak
tutunurlar. Bakteri hiicreleri flagella ve pili gibi organelleri ve EPS olusturarak yiizeye
tutunabilirler. Doniisiimsiiz olarak yiizeye tutunan bakteriler basit islemlerle veya suyla
cozdiiriilemez. Bu basamakta hiicrelerin yiizeyden uzaklastirilmas: i¢in fir¢calama veya

kazima gibi islemler gerekir.

Olgunlagma: Bu evrede hiicreler arasi sinyal iletim molekiilleri iiretimi, EPS iiretimi,
replikasyon ve hiicre gelisimini i¢ceren birtakim islemler gerceklesmektedir. Boylece ylizey
kolonizasyonu gergeklesir ve mikrokoloniler meydana gelir. Daha sonra mikrokoloniler
biliylimeye baslar ve c¢esitli yiikseklikte kuleler olustururlar. Bunun sonucunda da biyofilm

olgunlagmasini tamamlar.

Yayilma: Biyofilm olusumunun son asamasi olan yayilma basamaginda biyofilm
tabakasinda c¢oziinmeler meydana gelerek tek bir bakteri hiicresi ya da bakteri kiimeleri
biyofilm tabakasindan koparak ayrilir. Bu ayrilmanin sebebi dis giicler kaynakli ya da tek

bir hiicrenin kopmasiyla olabilir.

Biyofilm olusumunun avantaj veya dezavantajlar1 vardir. Biyofilm olusumunun hem
mikroorganizma agisindan hem de c¢evre agisindan avantajlart bulunmaktadir. Bir
mikroorganizmanin  olusturdugu biyofilm yapist insanlarin birlikte yasamlarim
sirdlirmesine benzetilebilir. Bu sekilde biyofilm olusturarak bir araya gelmis hiicre
topluluklar1 antibiyotik, deterjan ve klorin gibi birgok maddeye kars1 korunmasini1 ve daha
direngli olmasin1 Saglamaktadir. Biyofilm olusturmaktan kaginan bakteriler tek baslarina

besinsel ihtiyaglarini karsilayamayabilir, gelisim azalir ve bu da hiicre 6liimlerine Yyol
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acabilir (Watnick ve Kolter, 2000). Ayrica biyofilmler bakterileri nem, 1s1, pH gibi ¢evresel

kosullara kars1 ve ultraviyole 1sinlardan da korunmasini saglar (Giin ve Ekinci, 2009).

Biyofilmler siit ve diger gida sanayilerinde 1sinin yiizeyden akisinin engellenmesi, yilizeydeki
kimyasal siirtlinme direncinin artmasi, boru hatlarinda sivi akisinin azalmasi gibi sorunlara
yol acabilir (Giin ve Ekinci, 2009). Bununla birlikte, biyofilm olusumu endiistriyel
yiizeylerde ciddi hijyen problemlerine ve ekonomik kayiplara sebep olabilir. Bu da
besinlerin ¢liriimesiyle ve ara¢ gereglerin bozularak ortamda bir kontaminasyona sebep
olmasindan kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla boyle bir durumda hastaliklarin yayilmasi ve

gida tiretiminin aksamasina sebep olmaktadir.

Biyofilmler sadece hijyenlikte risk olusturmakla kalmamakla birlikte gida endistrisinde
onemli ekonomik kayiplara sebep olabilir. Biyofilm bakteriye hem besin saglanmasi
acisindan hem de iiretildigi bakteriye antibiyotiklerden, dezenfektanlardan ve cesitli

kimyasallardan korunmayi saglar (Giindogan ve Ataol, 2012).

Biyofilm olusturma yetenegi fermentasyon ve gidalarin korunmasi gibi islemlerde kullanilan
bakteriler i¢in 6nemli bir dzelliktir. Ancak bazen biyofilmlerden gidaya bakteri transferi bir
sorun haline gelebilir ve gidalarda c¢lirlimeye veya hastaliklarin bulasmasina neden
olabilmektedir. Bu nedenle gida endiistrisinde gidalarin hijyeni ve kaliteli {iretimini

etkileyebilir (Iset, 2016; Adetunji ve digerleri , 2014).

2.7.2. Biyofilmin antibiyotik direnci ile iliskisi

Biyofilm igerisindeki bakterilere ve kullanilan ilag veya biyosite bagli olarak biyofilm
direncinin etkili oldugu bazi mekanizmalar vardir. Bu mekanizmalar biyofilm igerisine
antimikrobiyallerin penetrasyonunun fiziksel ya da kimyasal bariyeri, ortamdaki besin
miktarina bagli biyofilm biiylimesinin yavaglamasi ve genel stres cevabinin aktiflesmesini
icermektedir. Antimikrobiyal ajanlarin biyofilm igerisine tamamen girememesi biyofilm
matrisindeki polimerik maddenin antibiyotiklerin  difiizyonunu engellemesinden
kaynaklanmaktadir. Besinsel nedenlerden dolayr biyofilm biiylimesinin yavaglamasi

antibiyotiklere kars1 bir direng olusturdugu diistiniilmektedir (Simsek ve Bulut, 2012).
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2.7.3. Quarum Sensing (Cogunluk Algilama)

Biyofilm olusumunda 6nemli mekanizmalardan birisi de ¢ogunluk algilama (QS: Quarum
sensing) mekanizmasidir. Bu mekanizmayla bakteriler sinyal iletim molekiilleri yayarak
cevreyle iletisim halinde kalip kendi aktivitelerini koordine edebilmektedir (Giin ve Ekinci,
2009).

Laktik asit bakterileri (LAB) probiyotik olmalar1 sebebiyle mikroorganizmalar arasinda
onemli bir yere sahiptirler ve gida endiistrisinde ¢okca kullaniimaktadirlar. Ozellikle LAB
grubunda bulunan Lactobacillus cinsi bakteriler starter kiiltiir olarak gida sanayisinde
kullanilan 6nemli probiyotiklerdir (Yilmaz-Yildiran ve digerleri, 2015). Probiyotik
bakterilerin etkin mekanizmalar1 inhibe edici maddeler iiretmek, toksin reseptdrlerinin
yikimi, besin maddeleri i¢in rekabet, bagisiklik sistemini giliclendirmek ve sindirim
sisteminde patojenlerin tutunma bolgelerini bloke etmektir. Bu 6zelliklerinden dolay1

probiyotik LAB’lerinin gidalardaki énemi biiytiktiir.

Laktik asit bakterilerinin ¢ogunluk algilama (CA) mekanizmalar1 da farklidir. LAB
genellikle oligopeptit yapidaki sinyal molekilleriyle iletisim kurmaktadir. Sinyal
molekiillerinin aktiflestirilmesiyle bakteri hiicre ylizeyindeki alicit bolgeler tarafindan bu
sinyaller taninmaktadir. LAB, koloni olusturmak ve degisen ¢evre sartlarina uyum saglayip

canlilifin1 korumak i¢in bu sinyal sistemine ihtiya¢ duymaktadir.

LAB yaygin olarak TCS (two- component regulatory system) adi verilen iki bilesenli
diizenleyici sistemi kullanirlar. Bu sistem Lactobacillus tiirlerinden L. acidophilus
bakterisinde tanimlanmistir (Yilmaz-Yildiran ve digerleri, 2015). Bu sistem LAB agisindan
probiyotik islevlerin gerceklesmesi i¢in Onemlidir. Cogunluk algilama mekanizmasi
LAB’larin yilizeye tutunmada, diger mikroorganizmalarla rekabet etmede, patojen
bakterilerin engellenmesinde, bakteriyosin iiretiminde ve islevi gergeklestirmesinde etkili

olmaktadir.

Antibiyotik kullaniminin ¢cok yaygin hale gelmesiyle bakteri direng genlerinin artmasi saglik
acisindan problemlere sebep olmaktadir. Son zamanlarda antibiyotik kullanmadan
bakteriyal enfeksiyonlarin kontrol altina alinmasinda probiyotiklerden yararlanilmasiyla

ilgili caligmalar artmaktadir ve ilgiyi bu yone ¢ekmektedir. Bununla birlikte probiyotiklerin
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iirettigi asetik asit ve laktik asit gibi organik asitlerin 6zellikle ilaglara kars1 direng genlerinin
olusumunu engelledigi yani CA inhibitérleri olarak rol oynadigi tespit edilmistir. Ancak
fermente gidalarda yaygin olarak bulunan Enterecoccous faecalis laktik asit bakterisinin
viriilans 6zellik gostererek septisemiye veya bakterimiye neden olabilmektedir. LAB’larin
probiyotik 6zellikte olmasi sebebiyle Vviriilans 6zellik gosterdigi ¢ok fazla gézlenmemistir

(Yilmaz-Yildiran ve digerleri, 2015).

Cogunluk algilama mekanizmasi, patojen bakterilerin gelisimlerinin kontrol altina
almmasinda, Dbiyofilm olusumunda, antibiyotik diren¢ genlerinin olusumunun
engellenmesinde, probiyotik bakterilerin gidalarda starter kiiltiir olarak kullanimi gibi sinyal
iletisimle gergeklesen durumlarda etkili oldugundan insan sagligi agisindan gida

endiistrisinde ve ila¢ sanayinde 6nemli bir mekanizmadir.

2.8. MALDI-TOF (Matriks Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight-
Matriks Destekli Lazer Desorpsiyonu/lyonizasyonu) Bakteri Tanimlama Y ontemi

Molekiiler teknik yontemlerinin teknolojinin gelisimiyle her gecen giin yenilenmesi ve
kullanim alanlarinin artmasiyla bilimsel ¢aligmalarda biiyiik bir avantaj saglamaktadir.
Ozellikle molekiiler tanimlama ydntemlerinin kullanimimin yayginlasmasi mikrobiyoloji
dalindaki ¢alismalara hiz kazandirmistir. Son zamanlarda kullanimi artan bakteri tanimlama
yontemlerinden birisi de MALDI-TOF yontemidir. Bu yontem proteinler, peptitler ve
sekerler gibi biyomolekiillerin ve polimerler, dendrimerler gibi biiyiik organik molekiillerin

analizini saglayan ve kiitle spektrometresinde kullanilan hassas bir tekniktir.

MALDI-TOF bakteri tanimlamasi incelenecek olan mikroorganizmaya ait tek kolonini
dogrudan hedef noktasi iizerine yayilir ve matriksle kaplanir. Matriks i¢indeki numune
otomatik modda lazer 1smnyla iyonize edilir. Olusan kiitle spektrumlari da ilgili yazilimla

incelendikten sonra kayitli profillerle karsilastirilarak tiir tayini yapilir (Cetinkaya ve Ayhan,
2012).

Gida kaynakli patojen bakterilerin hizli bir sekilde identifikasyonlarinin gergeklesmesi
kaliteli ve giivenli {iriin elde edilebilmesi i¢in biiyik 6nem arz etmektedir. Bu nedenle
bakteriyel tehlikelere karsi erken tanida MALDI-TOF MS yonteminin kullanimin daha hizli
ve faydali oldugu goriilmiistiir. Bilinmeyen tiirlerin siniflandirilmasi da genellikle dogru bir

sekilde saglandigi goézlenmistir. Mikroorganizmalarin tiir tayininde kullanilan birgok



19

biyokimyasal tanimlama testleri ve bakteri tanimlama Kkitlerinin sonucuyla
karsilastirildiginda bu yontemin daha hizli, kolay ve ucuz olmasi bu yontemin daha ¢ok
tercih edilmesinin saglamistir. Ancak niikleik asit dizilemlendirilmesine dayanan 16S rRNA
dizi analizi ve MLST gibi yontemlerin tiir seviyesinde tanimlamada daha giivenilir sonuglar

verdigi tartigilir (Singhal ve digerleri, 2015).
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Sekil 2.1. MALDI-TOF MS bakteri tanimlama mekanizmasi (http://www.chm.bris.ac.uk/
ms/images/maldi-mechanism.gif. Erisim: 06.05.2019)
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirmamizda Temmuz 2018 ve Aralik 2018 tarihleri arasinda Ankara’nin gesitli semt
pazarlarindan, kiigiik mandiralardan ve sokak siit¢iilerinden toplanan 20 peynir (beyaz
peynir, tulum peyniri ve diger yoresel peynirler) ve 20 ¢ig siit 6rnegi materyal olarak
kullanilmistir.  Soguk zincirle laboratuvara getirilen orneklerden Lactobacillus spp.
bakterileri izole edilmistir. Slime pozitif kontrol susu olarak Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984 ve slime negatif kontrol olarak Staphylococcus aureus ATCC
25923 susu kullanildi.

3.1. Lactobacillus spp. Bakterilerin Izolasyonu ve Tanimlanmasi

Cig siit ornekleri steril pipetle Sml alinip 45ml pepton’lu su icerisine eklenerek 10
diliisyonu hazirlanmis, daha sonra cam tiiplerdeki steril 9’ar ml’lik pepton’lu su igerisinde
102, 103, 10* diliisyonlar1 hazirlanmigtir. Bu diliisynlardan de Man, Rogosa and Sharpe
(MRS) agar besiyerlerine 100 pl olacak sekilde pipetle alinarak drigalski ile yayma ekimleri
yapilmistir (Harrigan , 1998, 391-478). Steril kosullarda 5 g tartilan peynir 6rnekleri yine
steril havan i¢inde bulunan 45ml pepton’lu su ile ezildikten sonra ayni dillisyon sivisinda
102,10, 10* ‘e kadar diliie edilmis ve MRS agar besiyerlerine 100 pl olacak sekilde pipetle

almarak drigalski ile yayma ekimleri yapilmistir.

Tiim besiyerleri 37°C’de 24-48 saat etiivde liremeye birakilmigtir. Petriler kontrol edilerek
farkli gesitte koloniler secilip tekrar MRS agara ekimleri yapilarak 37°C’de 24-48 saat
etiivde bekletilmis ve saflastirma islemleri gergeklestirilmistir. Saflastirilan bakteriler
tanimlanmak iizere nutrient agara ekilerek etiivde 37°C’de 24-48 saat bekletilmistir ve daha

sonra identifikasyon testleri uygulanmuistir.
3.1.1. Koloni morfolojisi

MRS agar besiyerinde iiremis bakteri kolonileri sekillerine ve renklerine gére morfolojik
acidan incelendikten sonra farkli goriinen koloniler segilip tekrar MRS agara ekimleri yapilip
37°C’de 24-48 saat etiivde liremeye birakilmistir. Tek koloni ekimleri yapilan bakterilere

daha sonra birtakim testler uygulanmistir (Resim 3.1).



Resim 3.1. MRS agar besiyerinde Lactobacillus izolatlarinin koloni olusumu (Gazi
Universitesi Fen Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Derya Akgay)

3.1.2. Gram boyama testi

MRS agar besiyerinde tek koloni ekimi yapilarak saf kiiltiirleri hazirlanan bakterilerden 6ze
yardimiyla alinan bakteri kolonileri distile su ile lam iizerine iyice yayilmistir ve
kurutulmustur. Bek alevinde fiksasyon islemi gerceklestirilerek kristal viyole, liigol ¢ozeltisi,
etilalkol ve safranine sirasiyla boyanarak kurutulur ve daha sonra {izerlerine immersiyon
yagi damlatilarak mikroskopta 100x biiyiitmede bakteri koloni goriintiilerine bakilmistir.
Gram pozitif bakteriler i¢in mavi ya da mor renginde olan ve ¢ubuk veya kokobasil seklinde
olan bakteriler Lactobacillus cinsi bakteriler olarak kabul edilmistir ve diger testler

uygulanmistir (Resim 3.2).
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Resim 3.2. Gram boyama yapilan Lactobacillus izolatlarinin mikroskop goriintiisii (a, b, )
(Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi Mikrobiyoloji Laboratuvari, Derya Akgay)

3.1.3. Katalaz testi

%?3’liik hidrojen peroksit, mikroskop lami iizerine yayilan kolonilerin iizerine 2-3 damla
damlatilarak kopiik seklinde kabarcik olusup olusmadigi goézlemlenmistir. Lactobacillus
tiirlerinin katalaz enzimi olmadigindan burada kabarcik olmasi beklenmez. Lam iizerinde

kabarcik goriinmiiyorsa katalaz negatif olarak kabul edilir.

Gram boyama ve katalaz testleri yapilan bakterilerin Lactobacillus cinsi bakteriler olarak
kabul edilen izolatlar1 daha sonra manuel tanimlama testleri uygulanmak tizere -20°C’de

buzdolabinda gliserol igerisinde stoklanmastir.
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3.2. Lactobacillus spp. Bakterilerin izolasyonunda Kullanilan Temel Besiyerleri ve
Cozeltiler

MRS broth LAB 94 (de Man, Rogosa and Sharpe Broth)

Mixed Peptones 10.0¢g
Yeast Extract 509
Meat Extract 10.0¢g
Glucose 20.0g
Potassium phosphate 209
Sodium acetate 509
Manganese sulphate 0.05¢g
Magnesium sulphate 0.2¢g
Tween 80 1.08 ¢
Amonium citrate 209

pH 6.4 + 0.2 ayarlanarak 1000 ml distile su ile ¢ozdirilip 121°C’de 15 dakika

otoklavlanmustir.

MRS agar

MRS broth besiyerine ilaveten 1000 ml’sine 15 g agar (Lab M Agar No 1) konularak elde
edilmistir. Daha sonra distile suyla ¢ozdiiriiliip 121°C de 15 dakika otoklavlanmuistir.

Nutrient agar (LAB M- LABS8)

Peptone 50
Beef Extract 30
Sodium chloride 8¢
Agar 12 g
Distile su 1000 ml

pH 7,3+0.2’ye ayarlanarak 121°C’de 15 dakika otoklavlanip petri kaplara 25’er ml olacak
sekilde dokiiliir.
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Nutrient Broth besiyeri (MERCK)

Peptone 5¢
Meat Extract 39
Distile su 1000 ml

pH: 7,0 = 0,2’ye ayarlanarak cam tiiplere 5 ml olacak sekilde hazirlanir ve 121°C’de 15

dakika otoklavlanmastir.

Pepton Water (OXOID)

Peptone 10049
Sodium chloride 509
Distile su 1000 ml

pH 7.2+ 0.2’ye ayarlanarak her bir tiipe 9 ml olacak sekilde hazirlanip 121°C’de 15 dakika

otoklavlanmistir. Diliisyon i¢in kullanilir.

%3’liik Hidrojen Peroksit (H20») Cozeltisi

3 ml H202 100 ml balon jojeye konduktan sonra distile su ile 100 mlI’ye tamamlanmustir.

Katalaz testi i¢in kullanilmistir.
3.3. Lactobacillus spp. Bakterilerinin Tanimlanmasi i¢in Yapilan Testler

Peynir ve ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen Lactobacillus izolatlarina Gram boyama ve
katalaz testleri yapildiktan sonra bazi manuel testler uygulanmstir. identifikasyon testleri
icin stoktan alinan Lactobacillus izolatlart MRS broth sivi besiyerinde 37°C’de 24-48 saat
inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Inkiibasyondan sonra tiiplerde bulunan MRS broth
besiyerindeki aktif kiiltiirlerden vorteks ile karistirildiktan sonra 6ze ile alinarak MRS agar
besiyerlerine ekimleri yapilmistir. Taze kiiltiirleri hazirlanan izolatlara Bergey’s Manual of

Systematic Bacteriology referansiyla tanimlama testleri uygulanmstir.
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3.3.1. Vankomisin testi

Izole edilen bakterilerin taze kiiltiirleri yapilip daha énceden petrilerde hazirlanmis Muller
Hinton Agar’a ekimleri yapilarak 37°C’de 24-48 saat etiivde bekletildikten sonra tekrardan
bakteriler 6zeyle alinarak tiiplerdeki 3’er ml’lik fizyolojik su igerisine eklenip 0,5 Mc
Farland bulanikligina ayarlanmistir. Ekiivyon ¢ubukla petrilerdeki Muller Hinton Agar’a her
yerine dagilacak sekilde ekimi yapilip vankomisin antibiyotik diski yerlestirilir. Petriler
37°C’de 24-48 saat etiivde bekletildikten sonra zon olusumu gozlemlenerek varsa bakteri
inhibisyon zon ¢aplarmin 6l¢iimii alinmigtir. Bakteri zonlar1 Clinical and Laboratory
Standarts Institute (CLSI, 2017) kriterlerine gore Lactobacillus suslarinin vankomisin

duyarlilik sinir degerleri baz alinarak degerlendirilmigtir.
3.3.2. MRS broth’da gaz olusturma testi

MRS broth besiyeri hazirlanarak durham tiipii yerlestirilen biiytik tiiplere 9 ml olacak sekilde
konulduktan sonra 121°C’de 15 dakika sterilizasyonu yapilmigtir. Daha sonra kiiltiirden
alinan bakterilerin 6zeyle tiiplere ekimleri yapilmistir ve 37°C’de 24 saat etiivlendikten

sonra tiiplerde hava kabarcigi olusup olusmadigina bakilmistir. Kabarcik olusuyorsa pozitif

olusmuyorsa negatif olarak test edilmistir (Resim 3.3).

Resim 3.3. MRS broth durham tiiplii besiyerinde hava kabarcigi olusumu
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3.3.3. 10°C’de ve 45°C’ de iireme testi

Elde edilen Lactobacillus izolatlarina farkli derecelerde gelisimlerini incelemek igin
10°C’de ve 45°C’ de iireme testleri yapilmistir. Bunun i¢in Todd Hewit Broth besiyeri
kullanilmigtir. Tiiplere 5 er ml besiyeri konularak steril edilmistir ve taze kiiltiirden 6zeyle
tiiplere bakteri ilave edildikten sonra etiiv derecesi ayarlanarak iiremeye birakilmistir. 45°C’
de 1 giin etiivde bekletilmistir ve 10°C’de 7 giin buzdolabinda bekletilmistir. Sonuglar

incelenerek tiiplerde bulaniklik varsa pozitif olarak test edilmistir (Resim 3.4).

Resim 3.4. Lactobacillus izolatlariin 10°C’de ve 45°C’ de lireme goriintiisii

3.3.4. Arjinin hidroliz testi

Petride tliremis bakterilerden 6ze yardimiyla birka¢ koloni alinarak daha dnce hazirlanarak
otoklavlanmis tiiplerdeki 4’er ml arjinin testi i¢in hazirlanan sivi besiyerine ilave edilmistir.
37°C’ de 24 saat etlivde bekletilmistir. Portakal saris1 renginde olan besiyerinin pembe- mor

renge dontisiimii testin pozitif oldugunu gostermektedir (Resim 3.5).
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Resim 3.5. Arjinin hidroliz testi; portakal saris1 rengi (-), pembe renk (+)

3.3.5. Karbonhidrat deneyleri

Karbonhidrat genel besiyeri (Purple Broth Base Bilesimi) hazirlanmig tiiplere 9’ar ml
pipetlenerek steril edildikten sonra her bir tiipe filtrelenmis (0,2, 0,45 pm’lik membran
filtreleriyle) seker soliisyonlarindan (laktoz, maltoz, sakkaroz) 1’er ml pipetle ilave
edilmistir. Kat1 besiyerinde kiiltiire alinmis bakterilerden 3-5 koloni alinip karbonhidrat sivi
besiyeri bulunan tiiplere ekimi yapilarak 7 giin boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Deney
tiiplerindeki koyu menekse rengi sariya doniistiigiinde sonug pozitif olarak kabul edilmistir
(Resim 3.6).

Resim 3.6. Mor menekse (-), Sar1 renk (+), Kahverengi (d: degisken)



29

3.4. Lactobacillus spp. bakterilerin biyokimyasal testlerinde kullanilan besiyerleri

Arjinin hidrolizi i¢in besiyeri bilesimi

Pepton 1g
Sodium chloride 50

Di- potasium hydrogen phosphate 0,3 g
Agar 39
Phenol red 0,01g
L-arginine monohydrochloride 10g
Distile su 1000 ml

pH 7,4 £ 0,2’ye ayarlanarak tiiplere 4’er ml besiyeri konulup 121°C* de 15 dakika

otoklavlanmustir.

Todd Hewit Broth besiyeri

Beef extract 109
Tryptone 209
Sodium bicarbonate 29
Sodium chloride 290
Di- potasyum fosfat 044¢g

pH 7.4 + 0.2°ye ayarlanarak 1000 ml distile su ile ¢ozdiiriiliip cam tiiplere 5’er ml ilave
edilerek 121°C’de 15 dakika otoklavlanmustir.

Karbonhidrat testi genel besivyeri

Purple Broth Base Bilesimi

Protease peptone 109
Beaf extract 19
Sodium chloride 59
Brom cresol purple 0,02 g

Distile su 1000 ml
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pH: 6,8 + 0,2 olarak ayarlanilarak 9’ar ml tiiplere pipetlenip otoklavda 121°C’ de 15 dakika

otoklavlanmustir.

Karbonhidrat soliisyonu

Karbonhidrat 19
Distile su 10 ml

Laktoz, galakoz, maltoz, rafinoz, siikroz, mannitol, ksiloz, sorbitol, arabinoz sekerleri
kullanilarak hazirlanilan soliisyon 0,2, 0,45 pm’lik membran filtreleriyle bek alevinin

yaninda steril edilmistir.
3.5. MALDI TOF MS Tanimlamasi

Bakterilerin tanimlamas1t MALDI-TOF MS Bruker Microflex LT model Flex Control 3.0
yazilimi (Bruker Biotyper; Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) kullanilarak yapilmistir.
Omneklerin hazirlanmasinda direkt transfer metodu kullanilmustir. 37°C°de 24-48 saatlik
inkiibasyon sonunda tek koloniden kii¢iik bir miktar tahta ¢ubuk ile plakaya siirilmiistiir ve
tizerine 1 ul matriks soliisyonu (B-cyano-4-hydroxycinnamic acid in 50 acetonitrile/%2.5
trifluoroacetic acid, Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) eklenmistir. Sistemle ¢alisirken,
lineer pozitif iyon modunda 2000-20.000 Da kiitle araliginda, mikroorganizma tanimlama
i¢in optimize edilmis uygun yontem ile ¢ift lgiimler gergeklestirilmistir. iyon kaynagi
olarak 340 nm'de, 60HZ'lik nitrojen lazer kullanilmistir. Spektrumlarin elde edilmesi i¢in her
bir numunenin 6l¢iimiinde, toplamda 240 olacak sekilde 40'arl1 paketlerden olusan lazer

atislar1 gerceklestirilmistir.
3.6. Lactobacillus Tiirleri’nin Antibiyotik Direngliliklerinin Belirlenmesi

Lactobacillus izolat’larinin bazi antibiyotiklere karsi duyarhiliklari Kirby-Bayer disk
diflizyon yontemine gore yapilmistir. Stoktan alinan bakteri izolatlar1 cam tliplerdeki 9’ar
ml steril MRS broth besiyerine ekimleri yapilarak aktiflestirilmistir. Daha sonra MRS agar
besiyerinde taze kiiltiirleri yapilip daha 6nceden petrilerde hazirlanmis Muller Hinton Agar’a
tekrar ekilmistir. 37°C’de 24-48 saat etiivde bekletildikten sonra tekrardan bakteriler 6zeyle

alinarak tiiplerdeki 3’er ml’lik steril fizyolojik su igerisine eklenip 0,5 Mc Farland



31

bulanikligina ayarlanmigtir. Ekiivyon ¢ubukla petrilerdeki Muller Hinton Agar’a her yerine

dagilacak sekilde ekimi yapilarak dispenser ile antibiyotik diskler yerlestirilmistir.

Petriler 37°C’de 24-48 saatlik anaerobik sartlarda inkiibasyona birakildiktan sonra cetvelle
bakteri inhibisyon zon ¢aplar1 dlglilmistiir. Bakteri inhibisyon zon ¢aplar1 Clinical and
Laboratory Standarts Institute (CLSI, 2017) kriterlerine gore Lactobacillus suslarinin
antibiyotik duyarlilik sinir degerleri baz alinarak degerlendirilmistir. Antibiyotik direnglilik
deneyi i¢in ampisilin, tetrasiklin, penisilin, kloramfenikol, gentamisin, trimetoprim-

sulfametoksazol ve eritromisin antibiyotikleri kullanilmistir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1. Antibiyotik direnclilik testi icin kullanilan diskler ve icerikleri

Antibiyotik adi Disk igerigi (ug) ﬁggﬁg}an disk
Ampisilin (Amp) 2 OXOID
Gentamisin (CN) 10 OXOID

STJ;Q rer:gtpor li<rsna-zol (SXT) (1,25 +23,75) Bioanalysis
Penisilin G (P) 10 OXOID
Kloramfenikol (C) 30 Bioanalysis
Tetrasiklin (TE) 30 Bioanalysis
Eritromisin (E) 15 Bioanalysis

*Bakteri inhibisyon zon ¢aplari CLSI kriterlerine gore degerlendirilmistir (CLSI, 2017)

Muller Hinton Agar’da iiremeleri gerceklesen bakterilerin zon ¢aplarimin Olglimleri

alindiktan sonra petrilerin goriintiileri fotograflanmistir (Resim 3.7).
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Resim 3.7. Antibiyotik disklerin Muller Hinton agar besiyerine yerlestirilmesi

Mueller Hinton agar 11 (LAB M-LAB39)

Beef infusion solids 209
Acid hydrolsed casein 175¢g
Starch 159
Agar No 1 170¢

Calcium ions 5-100 mg/litre
Magnesium ions 20-35mg/litre

pH 7.3-+ 0.1 ‘e ayarlanarak 1000 ml distile suda ¢ozdiiriiliir ve 121°C’de 15 dakika

otoklavlanmustir.

%0.9’1uk fizyolojik tuzlu su cozeltisi

0.9 g NaCl 100 ml distile su igerisinde ¢oziiliir, kiiciik tiiplere 3’er ml konularak sterilizasyon

icin 121°C’de 15 dk otoklavlanmustir.
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McFarland bulaniklilik tiipi

0,5 McFarland standardina uygun bulaniklik tiipi hazirlamak i¢in baryum kloriir ve
siilfiirikasit kullanilmistir.

0,048 M BaCl, (%1,175 g BaCl,2H,0) 0,5 ml
+ 0,18 M HoSO4/ HO (%1 v/Vv) 99,5 ml
0,5 McFarland = 108 kob/ml

Hazirlanan bu soliisyon deney tiiplerine 5’er ml ilave edilerek oda sicakliginda, karanlikta

saklanmustir.

3.7. Biyofilm Olusumunun Belirlenmesi

3.7.1. Mikroplate yontemi

Lactobacillus izolatlari MRS agarda 37°C’de 48 saat inkiibasyonla taze kiiltiirleri
hazirlandiktan sonra %1°lik glikoz iceren Sml’lik NB [Nutrient Broth Besiyeri (MERCK)]
besiyeri bulunan tiiplere bakteriler ilave edilmistir ve 0,5 Mc Farland’a uyarlanarak steril
pipetle 200 ul alinarak mikroplak kuyucuklarina 2’serli ayn1 6rnekten yerlestirilmistir. 24 ve
48 saat olmak tizere iki ayri plak hazirlanarak 37°C’de inkiibe edilmistir. Negatif kontrol

olarak plaklardaki son iki kuyucuk sadece siv1 besiyeri ile doldurulmustur (Resim 3.8).

Resim 3.8. Mikroplate’lerde bakterilerin NB besiyerinde inkiibasyonu
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Inkibasyondan sonra mikroplaklar hassas bir sekilde distile suyla ii¢ kez yikandiktan sonra
etlivde kurutmaya birakilmigtir. Mikroplaklar kuruduktan sonra 6nceden hazirlanmis Kristal
viyolet boya (steril pipetle 200’er ul) ile kuyucuklar boyanarak 15 dakika bekletilmistir.
Distile suyla ii¢ kez iyice yikamasi yapilan mikroplaklar tekrar kurutmaya alinmistir (Resim
3.9).

Resim 3.9. Kuyucuklarin kristal viyole boyama goriintiisii

Burada kristal viyolet boyanin kuyucuklarda sonucu degistirecek sekilde c¢ok koyu
kalmamas: i¢in iyice yikanmasina dikkat edilmelidir. Kristal viyole boya ile boyanip

yikandiktan sonra kuyucuklarda olusan tabakalar gézlemlenmistir (Resim 3.10).
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Resim 3.10. Kristal viyole boyasinin yikandiktan sonra mikroplak gériintiisii

Daha sonra mikroplaklara %95°lik alkol 200’er ul her bir kuyucuga konularak 15 dk
civarinda alkolde boyanin ¢6ziinmesi beklenmistir. Alkol eklenen mikroplaklar ELISA
reader okuyucuda 540 nm’de okutulmustur. Sonuglar kontrol grubu ile karsilastirilarak
kuvvetli (+++), orta (++), zayif (+) pozitif veya negatif (-) olarak degerlendirilmistir (Resim
3.11).

Resim 3.11. Mikroplate kuyucuklara %95°1ik etilalkol eklenmesi



36

Kiristal Viyole Cozeltisi

Kristal viyole 20

Ethyl alcohol (% 95°1lik ) 20 ml
Ammonium oksalate 0,849
Distile su 80 ml

2g kristal viyole ile 20ml etilalkol karistirilir ve amonyum oksalat ile de 80 ml distile su
tyice karistirilir ve daha sonra bu karigimlar iyice birbiriyle karistirilip bir gece bekletilerek

karigim siiziilmiistiir.

3.7.2. Kongo kirmizil agar yontemi

Lactobacillus suslarinin slime olusturmalari Kongo Kirmizili Agar besiyerinde kolonilerin
renk degisimine bakilarak incelenmistir. Lactobacillus izolatlarinin slime olusumlarinin
incelenmesinde Lactobacillus plantarum (ATCC 8014) susu pozitif kontrol,
Staphyloccocus aureus (ATCC 29213) susu negatif kontrol olarak kullanilmigtir. MRS agar
besiyerinde taze kiiltiirleri hazirlanan izolatlar Kongo Kirmizili Agar’da (siikroz 50 g, brain
heart infusion broth 37 g, Congo red agar 0,8 g, agar 10 g, distile su 1000 ml) tek koloni
olarak ¢izgi ekimleri yapilip 37°C’de 48 saat inkiibe edildikten sonra biyofilm olusumlari
incelenmistir (Yazdani ve digerleri, 2006). Siyah ve kahverengi renkli olan petrilerdeki
kolonilerin slime olusumu pozitif, pembe ve kirmizi renkli olanlarin ise slime olusturmalari

negatif kabul edilmistir (Resim 3.12).



Resim 3.12. Kongo Kirmizili Agar besiyerinde slime testi

Kongo Kirmizili Agar

Stikroz 50g
BHI broth 3749
Kongo kirmizist 0,8 ¢g
Agar 109
Distile su 1000 ml

Karigim 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak steril edilmistir ve steril petrilere dokiilmiistiir.
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4. BULGULAR

Bu calismamizda Temmuz 2018 ve Aralik 2018 tarihleri arasinda Ankara’nin gesitli
semtlerinden toplanan 20 peynir ve 20 ¢ig siit 6rneklerinden 103 Lactobacillus izolat1 izole
edilmistir. izole edilen Lactobacillus izolatlarina identifikasyon testleri uygulanarak tiir
seviyesinde tanimlamalar1 yapilmistir. Bununla birlikte antibiyotik direnglilik testleri

yapilmistir ve biyofilm olusumlari incelenmistir.

4.1. Lactobacillus izolatlarimin Tiir Seviyesinde Tanimlanmasi

Peynir ve ¢ig siitten elde edilen Lactobacillus spp. bakterilerinin tanimlanmasinda cins ve
tir ozelliklerine gore geleneksel biyokimyasal testler yapilmistir ve Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology referansina gore tanimlanmustir. Ayrica Lactobacillus izolatlarinin
tir seviyesinde tamimlanmasi i¢gin MALDI-TOF MS bakteri tanimlama yontemi
kullanilmistir. Cizelge 4.1’de MALDI-TOF MS bakteri tanimlama ydntemine gore yapilan

test sonuglari verilmistir.

Lactobacillus suslarinin identifikasyonlar1 i¢in Gram boyama ve katalaz testleri yapilip cins
diizeyinde tanimlamalar1 yapildiktan sonra bazi biyokimyasal testler uygulanarak tiir
seviyesinde tanimlamalari yapilmistir. Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology referans
alinarak uygulanan bu testler vankomisin, arjinin, MRS broth’da gaz olusumu (durham

tiiplii), 10°C ve 45°C’de ilireme testleri ve karbonhidrat testleridir (laktoz, maltoz, siikroz).

Lactobacillus cinsi bakterilerinin son yapilan ¢alismalarda da belirtildigi tizere genellikle
vankomisin antibiyotigine direngli olduklar tespit edildiginden izole edilen Lactobacillus
cinsi olarak belirledigimiz izolatlara vankomisin testi uygulanmistir. Test sonuglarinda
vankomsin testi yapilan 103 Lactobacillus izolatinin 15’1 (%14,6 ) vankomisine duyarli, 88’

(%85,4) vankomisine direngli oldugu belirlenmistir.

Calismada peynir ve ¢ig siitten izole edilen Lactobacillus spp. izolatlarina uygulanan

biyokimyasal test sonuglar1 Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. Peynir 6rneklerinden izole edilen Lactobacillus izolatlarinin biyokimyasal test

sonuglari
< -
. i, s ig’ Eﬁ E ol o Lactobacillus
8] 2 |5|8/5|58 55898557

P1A |Cubuk + |_ |R |d + | _ + | _ |_ |L.brevis
P1B |Cubuk + | IR | |_ |_ + | + | + | L. plantarum
P2A |Cubuk + |_ IR + | | _ + | + [N |L. fermentum
P3A |Cubuk + | |R |_ . _ + | + |N |L. plantarum
P3B |Cubuk + |_ |R |d L _ + | + | + | L. paracasei
PAB |Cubuk + | IR | |_ |_ _ + | + | + | L. plantarum
P40 | Cubuk + |_ |R + + | _ + | + |N |L. fermentum
P5A | Cubuk + | |R |_ d |_ _ + | + | + | L. plantarum
P5B | Kokobasil | + R + _ | L. brevis
P5D | Cubuk + R + + |L. plantarum
P5F | Kokobasil | + R _ + + |L. plantarum
P5P | Kokobasil | + R d + + | L. plantarum
P6B | Kokobasil | + R d + + | L. fermentum
P6D |Kokobasil| + | _ |R + |d |_ _ + | + |N |L. fermentum
P7A | Cubuk + |_ IR |_ |_ |_ _ + | + | + | L. plantarum
P7B | Cubuk + |_ IR |_ |_ |_ _ + |_ | + |L. brevis
P7C | Cubuk + |_ |R |_ + | _ + | + |_ |L.brevis
P7E |Cubuk + |_ |R + |d |_ _ + | + |_ |L.fermentum
P7F | Cubuk + [_ R |+ |d |_ _ + |_ |_ |L.fermentum
P8A |Cubuk + | IR |_ . _ + | + | + | L. plantarum
P8B |Cubuk + | IR |_ . _ + | + | + | L. plantarum
P8D | Cubuk + |_ |R |d o _ + | + | + | L. paracasei
P8E | Cubuk + |_ |R |_ o _ _ | + [N [|L. plantarum
P8F | Cubuk + |_ |R + | + | _ |+ |_ [|L.fermentum
P8G | Cubuk + |_ |R |_ o _ + [N |d |L.plantarum
P8P | Cubuk + |_ |R |_ d |[_ _ + |_ |_ |L.plantarum
PO9C |Cubuk + | |D |_ L _ + | + | + | L. plantarum
POE |Cubuk + | |R |_ L _ + | + | + | L. plantarum
P10A | Cubuk + |_ |R |d o _ + |d |N |L.curvatus




41

Cizelge 4.1. (devam) Peynir Orneklerinden izole edilen Lactobacillus izolatlarinin
biyokimyasal test sonuglari

< -

o = % E’ % @ E Lactobacillus

% é g (—(E _5<E3 ?r:) é g % %vi Eg) % |8 S Tiirleri

S S s B|s|eR|S|CTeTdE| 2|2

N = Ol X [>]1Z20|<| =0 =2 || x
P10D | Cubuk + |_ |R |d _ _ + |[_ [N |L. brevis
P11G | Cubuk + |_ |R | + . + [+ [+ |L. fermentum
P11F | Cubuk + |_ |R . + [+ [+ |L. fermentum
P12A | Cubuk + [_ |R |_ _ _ + [+ [+ |L. plantarum
P12E | Cubuk + |_ |R |_ . + [+ [+ |L. plantarum
P12G | Cubuk + |_ |R |d . + [+ [N |L. paracasei
P12P | Cubuk + [ |R |+ + | _ + |[_ |[_ |L. brevis
P13B | Cubuk + |_ |R |+ . + [+ [N |L. fermentum
P13C | Cubuk + |_ |R |+ + | | + [+ [+ |L. fermentum
P13D | Cubuk + |_ |R [+ d | |_ |+ |+ [N |L.fermentum
P13E |Kokobasil | + [ |R |+ d | |_ + [+ [+ |L. fermentum
P13F | Cubuk + |_ |R |_ . + [+ [+ |L. plantarum
P13G | Cubuk + | |R |_ | _ + [+ [N |L. plantarum
P13H | Cubuk + |_ |R |d + | | + [+ [+ |L. fermentum
P13l |Cubuk + |_ R |d d [_ |_ + |+ | + [L. plantarum
P13J |Cubuk + | |[R [+ d |_ _ + | + | + |L.fermentum
P14B | Cubuk + |_ |R |_ d [_ |_ + [+ [N |L. fermentum
P14D | Cubuk + |_ |R |_ e + |+ | + [L. plantarum
P15A | Cubuk + [ |[R |+ + | _ + [+ [+ |L.fermentum
P15B | Cubuk + |_ |R |_ e + |+ | + [L. plantarum
P15E | Cubuk + |_ |R |_ e + |+ | + [L. plantarum
P16B | Cubuk + | |R |_ | _ + [+ [N |L. plantarum
P16D | Cubuk + |_ |R |_ e + |+ | + [L. plantarum
P16F | Cubuk + [_ |R _ _ + [+ [+ |L. fermentum
P16G |Kokobasil | + [ |R | + d | |_ + [+ [N |L. fermentum
P17A | Cubuk + |_ |R |d _ o _ + |[_ [d |L. brevis
P17B | Cubuk + [_ |R |_ d |_ _ + | + | + |L. plantarum
P17C | Cubuk + | R |_ +| | |+ |+ |+ |L. brevis
P17D | Cubuk + |_ |R |_ L _ + |+ | + |L. plantarum
P17F | Cubuk + |_ |R |_ + | _ + |+ |_ |L. brevis
P17G | Cubuk + |_ |R |d L + | + | + |L. paracasei
P18A | Cubuk + |_ |R |_ L _ + |+ | + |L. plantarum
P18B | Cubuk + | |R |+ o B + | + [N |L.fermentum
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Cizelge 4.1. (devam) Peynir Orneklerinden izole edilen Lactobacillus izolatlarinin
biyokimyasal test sonuglari

(58]
= § :% ﬁ': g Lactobacillus

R 2 |5|8|5|585% 2828235

P18E [Cubuk |+ |_ |R |_ L _ + | + |_ |L.plantarum
P18F |Cubuk |+ |_[R |d L _ + | + |d |L. paracasei
P19B |Cubuk |+ |_ |R |[_ + | _ + | + |N |L. brevis
P19C [Cubuk |+ |_ |R + |d |_ _ + | + | + |L. fermentum
P19D |Cubuk |+ | _ [R |+ + | _ + | + | + |L. fermentum
P19E |[Cubuk |+ | _ (R |_ | |_ _ + | + |N |L. plantarum
P19G [Cubuk |+ |_ |R + + | _ + | + | + |L. fermentum
PI9H |Cubuk |+ | _[R |_ | |_ _ + |d |N |L.curvatus
P19l |[Cubuk |+ | _ [R |+ | |_ _ + | _ |_ |L.brevis
P19J [Cubuk |+ |_ |R + | | _ + | + | + |L. fermentum
P20B [Cubuk |+ | [R |_ | |_ _ + | + | + |L. plantarum
P20C |Cubuk |+ | _ [R |+ | _ |_ _ + | _ |_ |L.brevis
P20F [Cubuk |+ |_ |R |_ L _ + | + | + |L. plantarum
P20G [Cubuk |+ |_ (R |+ |d |_ _ + | _ L. brevis
P20l |Cubuk |+ |_ R |_ |_ |_ _ + | + | + |L. plantarum
P20J [Cubuk |+ | |R + [N L. plantarum

R: direngli, D: duyarli, (+): pozitif sonug, (-): negatif sonug, d: degisken, N: test edilmedi.
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Cizelge 4.2. Cig siit orneklerinden izole edilen Lactobacillus izolatlarinin biyokimyasal test

sonuglari
2] 2 |8|g| 8|58 %% 8|35
S1A |Cubuk + | _| D I + | +| d |L.plantarum
S1C |Kokobasil| + | _ | D I R R + | +| + |L.plantarum
S1D |Cubuk +|_| D I N e + N | L. plantarum
S1F | Cubuk + | _| R I + | N | N |L. paracasei
S2B | Cubuk + | _| R I e + | _ | _ |L.brevis
S4B | Cubuk + | _ | D I + | +| + |L.plantarum
S5A | Cubuk + | _| R I O + | +| + |L. plantarum
S6B | Cubuk + | _| R I e N | _ | + |L. brevis
S6C | Cubuk + | _| R + | | _ | _ N | +| + |L.fermentum
S7C |Kokobasil| + | | D I + | +| N |L. plantarum
S11B |Kokobasil| + | _ | D I e + | +| N |L. plantarum
S11C | Cubuk +|_| D I + | +| d |L.plantarum
S13E | Cubuk +|_1| D I R e + | +| + |L.plantarum
S14A | Cubuk +|_ 1| D I R R + | +| + [|L.coryniformis
S14B | Cubuk + | | R d | | _ | _ + | +| + |L.paracasei
S14H | Cubuk + | _ | R I R e + | +| + |L.plantarum
S15A | Cubuk IR ] IN ] ]+ ';Sppat‘g?gfasﬁé
S151 | Cubuk + | _ | D| _ |[N|_ | _ | + |+ + |L amylolyticus
S16D | Cubuk + | _| R + | _ | +| N | N[ +] + L fermentum
S17D | Cubuk + | _|R | _ |_|_1|_ | +1|+| *+|L plantarum
S17F | Cubuk + | _| D _ | _|_1 _ + | +| + |L.plantarum
S18A | Cubuk + | _|R | _ | _|_| *+]| + | +| +|Lzeae
S18E | Cubuk + | _| R | _ | _|_1|_ 1| + |+ + |Lplantarum
S18H | Cubuk + | _|R | _ | _|_| *+]| + | +| +|Lzeae
S20A |Kokobasil| + | _ | D I + | +| d |L.plantarum

R: direngli, D: duyarli, (+): pozitif sonug, (-): negatif sonug, d: degisken, N: test edilmedi
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Biyokimyasal test sonuglari ile Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology’deki
Lactobacillus tiir 6zellikleri karsilastirilarak elde edilen izolatlarin 6n tanimlama islemi
gergeklestirilmistir. Bu veriler dogrultusunda tiir seviyesinde tanimlamada daha iyi sonuglar
elde etmek i¢in MALDI-TOF MS bakteri tanimlama yontemi kullanilmistir. Elde edilen
verilere gore 9 gesit Lactobacillus tiirii tanimlanmistir ve bunlar peynir ve ¢ig siitten elde

edilenler olarak ayrimi yapilmistir.

Cizelge 4.3. MALDI-TOF MS bakteri tanimlama yontemiyle tanimlamasi yapilan
Lactobacillus izolatlarinin 6rneklere gore dagilimi

Lactobacillus tiirleri Peynir Cig st Toplam
n % n % n %
L. plantarum 34 43,6 14 56 48 46,6
L. fermentum 24 30,8 2 8 26 25,2
L. brevis 13 16,7 2 8 15 14,6
L. paracasei 5 6,4 2 8 7 6,8
L. zeae _ _ 2 8 2 19
L. curvatus 2 2,6 _ _ 2 19
L. coryniformis _ _ 1 4 1 0,9
L. paracasei spp. tolerans _ _ 1 4 1 0,9
L. amylolyticus _ _ 1 4 1 0,9
Toplam 78 100 25 100 103 100

n: izolat sayisi

Toplam 103 Lactobacillus spp. izolatinin 48’1 (%46,6) L. plantarum, 26’s1 (%25,2) L.
fermentum, 15’1 (%14,6) L. brevis, 7’si (%6,8) L. paracasei, 2’si (%1,9) L. zeae, 2’si (%1,9)
L. curvatus, 1’1 (%0,9) L. amylolyticus, 1’1 (%0,9) L. coryniformis, 1’1 (%0,9) L. paracasei
spp. tolerans olarak tanimlanmistir. Adlandirilmasi yapilan 103 Lactobacillus cinsi

bakterilerden en fazla L. plantarum tiiri tanimlanmustir (Sekil 4.1).
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Toplam %

Py

= L. plantarum = L. fermentum

= L. brevis L. paracasei

= L. zeae = L. curvatus

= L. coryniformis = |, paracasei spp. tolerans

= L. amylolyticus

Sekil 4.1. Lactobacillus tiirlerinin dagilimi

Peynir orneklerinden toplamda 78 adet Lactobacillus izolati izole edilmistir; Cig siit

orneklerinden ise 25 adet Lactobacillus izolati izole edilmistir.

Peynir 6rneklerinden izole edilen Lactobacillus izolatlarindan 34’1 (%43,6) L. plantarum,
24’1 (%30,8) L. fermentum, 13’1 (%16,7) L. brevis, 5’1 (%6,4) L. paracasei, 2’si (%2,6) L.

curvatus olarak tanimlanmigtir (Cizelge 4.1).

Cig siit orneklerinden izole edilen Lactobacillus izolatlarmin tiir dagilimlar1 Cizelge 4.1°de
verilmistir. Bu verilere gore 25 Lactobacillus izolatinin 14’1 (%56) L. plantarum, 2’si (%38)
L. fermentum, 2’si (%8) L. brevis, 2’si (%8) L. paracasei, 2’si (%8) L. zeae, 1’1 (%4) L.
amylolyticus, 1’1 (%4) L. coryniformis, 1’i (%4) L. paracasei spp. tolerans olarak tiir

seviyesinde tanimlamalar1 yapilmistir.

Lactobacillus spp. izolatlarinin tiir seviyesinde tanimlamalar1 yapildiktan sonra antibiyotik

direnclilikleri test edilmistir ve biyofilm olusumu gézlemlenmistir.

4.2. Antibiyotik Direnglilik Sonuclar:

Antibiyotik direnglilik deneyi i¢in Kirby-Bayer disk diflizyon yontemi kullanilmistir. Disk

diflizyon yontemi i¢in Muller Hinton agar besiyeri kullanilmistir. Bakteri inhibisyon zon
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caplar1 Olgiildiikten sonra CLSI kriterlerine gore degerlendirilen sonuglar Cizelge 4.4 ve

Cizelge 4.5°de yer almaktadir.

Antibiyotik direnglilik testi i¢in mikrobiyoloji laboratuvarinda bulunan belirli miktarlardaki
ve markalardaki standart antibiyotik diskleri kullanilmistir. Bunlar ampisilin, penisilin,
gentamisin, trimetoprim-sulfametoksazol, eritromisin, tetrasiklin, kloramfenikol antibiyotik
diskleridir.

Antimikrobiyal duyarlilik testinde Lactobacillus spp. izolatlarin ampisiline (%80,6) kars1
oldukga direngli, ancak tetrasiklin (%68,9), penisilin (%68,0), kloramfenikol (%96,1),
gentamisin (%99,0), trimetoprim-sulfametoksazol (%85,4) ve eritromisine (%87,4) duyarli

oldugu goriilmiistiir.

Peynirden izole edilen Lactobacillus tiirlerinin antibiyotik direnclilik test sonuglar1 ile ¢ig
stitten elde edilen Lactobacillus tiirlerinin antibiyotik direnglilik test sonuglar1 Cizelge 4.4

ve Cizelge 4.5’de verilmistir.
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Cizelge 4.4. Peynir orneklerinden izole edilen Lactobacillus izolatlarinin antibiyotik
direnclilikleri

[zolatlar

TE

SXT

CN

AMP

P1A

P1B

P2A

P3A

P3B

P4B

P40

PSA

P5B

P5D
P5F
P5P

P6B

P6D

P7A

P7B

p7C

P7E
P7F

PBA

P8B

P8D

PSE
PSF

P8G
P8P

POC

POE

P10A
P10D
P11G
P11F
P12A
P12E
P12G
P12P
P13B
P13C

R
R
R
R
R
R
R
R
R
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Cizelge 4.4. (devam) Peynir oOrneklerinden izole edilen Lactobacillus izolatlarinin
antibiyotik direnglilikleri

[zolatlar AMP
P13D
P13G
P13J
P14B
P14D
P15A
P15B
P15E
P16B
P16D
P16F
P16G
P17A
P17B
P17C
P17D
P17F
P17G
P18A
P18B
P18E
P18F
P19B
P19C
P19D
P19E
P19G
P19H
P19l
P19J
P20B
P20C
P20F
P20G
P20l

P20J R S S S S
Antibiyotikler; AMP: ampisilin, P: penisilin, CN: gentamisin, SXT: trimetoprim-sulfametoksazol,
E: eritromisin, TE: tetrasiklin, C: kloramfenikol; Sonuglar: R: direngli, S: duyarl, I: orta duyarl, N: test
edilmedi.
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(O o o I I o B o B Vo I Vo R Vo I 7o B w B ) R ) B ) B VP I p I p I o I o N O o I Vo I Vo I Vo B Vo I Vo I V) B Vo B 0 B w B V) I V) BN O I O o I O I V2 BN 00}
OO unmZ2000000000003$30300—TT0OO0OCOVGCIOIOINOCIO"—""0LOHOOOOONONDNONOOONOM
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Cizelge 4.5. Cig siit orneklerinden izole edilen Lactobacillus izolatlarmin antibiyotik
direnclilikleri

[zolatlar AMP

S1A
S1C
S1D
S1F
S2B
S4B
S5A
S6B
S6C
S7C
S11B
S11C
S13E
S14A
S14B
S14H
S15A
S151
S16D
S17D
S17F
S18A
S18E
S18H

S20A R S S R S
Antibiyotikler; AMP: ampisilin, P: penisilin, CN: gentamisin, SXT: trimetoprim-sulfametoksazol,
E: eritromisin, TE: tetrasiklin, C: kloramfenikol; Sonuglar: R: direngli, S: duyarli, I: orta duyarli, N: test
edilmedi

O
pzd

SXT

—
m

0 0AO0Vw»VLWIOTOLVLOLMW™DBDT®AIUTIOWVWZPT— OVDOIOVDXUOVTAOO— OV XUV IODO
O I P I o I o Vo I Vo I Vo B 0 B ) R Vo BN @ o ¢ o B ¢ B 7 B 0 B V) B ) I I Vo I Vo I V) I Vo B Vo I R v
(O P I I o I Vo I Vo B Vo B V2 R P I P RN o I Vo I Vo B Vo B V2 B V2 RN VP RN Vo R Vo I Vo I Vo IR Vo I 7 B 05
OO mounmwonmonmaoOnuounuomxoaoTmwonmwonmwxodaOo$nmumoumuowm
VUL OO umwomonounZz00000;00;mcmooononoaT0O0nnO

WX XTIODTOLW!LITOLOLOOOITOOnunwngITIOTnNnmwmonunoumwon —
(O o o o I Vo B Vo B Vo B P R P I Vo R Vo IV I Vo B Vo B V2 B P R VP BN o R w B V2 I Vo I 0 B V2 B VP I O I I |

Lactobacillus izolatlarinin kloramfenikol (%97,4), trimetoprim-sulfametoksazol (%91),
tetrasiklin (%66,7), eritromisin (%84,6) ve penisilin antibiyotigine (%59) duyarli olduklar

bulunmustur.

Peynirden izole edilen Lactobacillus izolatlarinin antibiyotik direnglilik yiizdelik
dagilimlarina bakildiginda %83,3 oraninda ampisiline direngli oldugu bulunmustur. % 98,7
oraninda gentamisin ve % 97,4 oraninda kloramfenikol antibiyotigine duyarli oldugu

bulunmustur (Cizelge 4.6).
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Cig siitten izole edilen Lactobacillus izolatlarinin antibiyotik direnclilik yiizdelik
dagilimlarina bakildiginda %72 oraninda ampisiline direngli olduklari; %96 oraninda
penisilin ve eritromisine duyarli olduklar1 , %100 gentamisine duyarl olduklar1 bulunmustur

(Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Peynir ve ¢ig siitten izole edilen Lactobacillus izolatlarinin antibiyotik

direnglilik ylizdelik dagilimlart

Peynir % Cig sit %

Antibiyotikler Duyarli dl?;atlih Direngli | Duyarl dl?;;ih Direngli
AMP 7,7 8,9 83,3 20 8 2

P 59 25,6 15,4 96 4 0

CN 98,7 13 0 100 0 0

SXT 91 13 7.7 68 4 28

E 85,7 6,5 7,8 9 0 4

TE 66,7 21,8 11,5 76 0 24

C 97,4 0 2,6 95,8 0 42

Lactobacillus tiirlerinin antibiyotik direnglilik dagilimlar izolat sayisina gore Cizelge 4.7’de

verilmistir.
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Cizelge 4.7. Lactobacillus tiirlerinin antibiyotik direnglilik dagilimlari

2
©
= 5
k5 s
<2} — e —
= % 5 2 2 S 3 ‘L:;
S|l 8| &8 | 2 | 8 8| E| & | 3
S|/ 5| | 3| | g|lc| || 2|E
= = 8 s S Q 3 8 S s E
S g i i g N g g i _i 2
N s |20 |13 |7 2 1 1 0 0 85
<§t 6 6 1 0 0 0 0 1 1 15
| 1 0 1 0 0 1 0 0 0 3
R 6 2 3 0 0 1 0 0 0 12
o |s 31 |22 |6 5 2 1 1 1 1 70
| 11 |2 6 2 0 0 0 0 0 21
R 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
e
S Is 8 |26 |15 |6 2 2 1 1 1 102
| 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
_ IR 3 6 1 0 2 0 1 0 0 13
5 IS 44 |19 |14 |7 0 2 0 1 1 88
| 1 1 0 0 0 0 0 0 0 2
R 2 1 3 1 0 0 0 0 0 7
w s 43 |23 |11 s 2 2 1 1 1 90
| 3 2 0 0 0 0 0 0 0 5
R 12 |0 2 1 0 0 0 0 0 15
Ll
~ |S 27 |25 |9 4 2 2 1 1 1 72
| 9 1 4 2 0 0 0 0 0 16
R 0 1 2 0 0 0 0 0 0 3
O |s 8 |25 |13 |7 2 2 0 1 1 99
| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Antibiyotikler; AMP: ampisilin, P: penisilin, CN: gentamisin, SXT: trimetoprim-sulfametoksazol,
E: eritromisin, TE: tetrasiklin, C: kloramfenikol; Sonuglar: R: direngli, S: duyarls, I: orta duyarli

4.3. Biyofilm Sonuclar:

Biyofilm olusumu i¢in mikroplate test yontemi ve Kongo kirmizili agarda gelisim

yontemleri kullanilmistir.
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4.3.1. Mikroplate yontemiyle yapilan biyofilm sonuclar:

Lactobacillus spp. izolatlarinin mikroplate yontemi ile biyofilm olusum sonuglari tespit
edilmistir. Biyofilm olusumunun tespiti i¢in izolatlar 24 ve 48 saat inkiibasyon sonucunda
ELISA’da 540 nm’de okutulmustur. Mikroplak kuyucuklarinda biyofilm olusumlar
gozlemlenmistir ve sonuglar elde edilen sayisal degerlerin ortalamasi alinarak kontrol grubu
olarak konulan kuyucuklardaki okutulan degerlerin ortalamasindan c¢ikarilmistir. Bu
ortalama deger kontrol grubunun 540 nm’deki degeriyle karsilagtirilmistir ve kontrol
ortalama degerin altindaki deger negatif, bu degerin esiti ve iki kati arasindakiler zayif
biyofilm (+), kontrol degerinin iki katina esit ve bu deger ile dort kat1 arasindaki deger orta
seviyede biyofilm (++), kontrol degerinin dort kat1 ve bunun lizerindeki deger kuvvetli (+++)

pozitif biyofilm olusumu olarak kabul edilmistir.

Peynir ve ¢ig siit Orneklerinden izole edilen Lactobacillus izolatlarinin mikroplate
yontemiyle biyofilm olusum sonuglarinin degerlendirilmesinde asagidaki formiil

kullanilmustir.

OD<ODc Negatif
ODc<OD=<2x0ODc Zay1f
2x0Dc<0OD<4x0Dc Orta
4x0Dc< Kuvvetli

Mikroplate yontemiyle yapilan biyofilm deneyinde 24 ve 48 saat inkiibasyon
sonucunda %1°lik Glikoz igeren NB’deki negatif kontrollerin ortalamasi ve standart sapmasi

hesaplanarak ODc’ler belirlenmistir (Stepanovic ve digerleri, 2007).
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Cizelge 4.8. Peynir ve ¢ig siitten izole edilen Lactobacillus izolatlarinin 540 nm’de 6lgiilen
biyofilm testi sonuglari

24, saat (Kontrol=0,08)

48. saat (Kontrol=0,072)

. | ops O
Izolat Kodu | Uriin Cesidi Ortalama- Sonug Kontrol Sonug
Kontrol Ortalama Ortalama

P4B Peynir 0,88 +++ 0,964 +++
P20l Peynir 0,727 +++ 0,875 +++
P13l Peynir 0,989 +++ 0,78 +++
PSA Peynir 0,807 +++ 0,935 +++
P5A Peynir 0,822 +++ 0,749 +++
P40 Peynir 0,039 _ 0,099 +
P17G Peynir 0,757 +++ 0,709 +++
P2A Peynir 1,686 +++ 3,709 +++
P13B Peynir 0,571 +++ 0,292 +++
P15A Peynir 0,789 +++ 0,383 +++
P20G Peynir 0,022 _ 0,151 ++
P19C Peynir 0,063 _ 0,032 _
P12P Peynir 0,07 _ 0,515 +++
P13H Peynir 0,38 +++ 0,33 +++
P7C Peynir 0,637 +++ 0,888 +++
P20C Peynir 0,303 ++ 3,261 +++
P19H Peynir 0,019 _ 0,014 _
P1A Peynir 0,369 +++ 1,546 +++
P17A Peynir 0,254 ++ 2,238 +++
P10A Peynir 0,018 _ 1,434 +++
S5A Cig siit 0,149 + 0,647 +++
S1C Cig siit 0,745 +++ 0,659 +++
S14A Cig siit 0,071 _ 0,079 +
S17F Cig siit 0,345 +++ 0,442 +++
S18A Cig siit 0,689 +++ 0,579 +++
S4B Cig siit 0,339 +++ 0,391 +++
S1A Cig siit 0,049 _ 0,128 +
S6C Cig siit 0,223 ++ 0,092 +
S15l Cig siit 0,017 _ 0,024 _
S2B Cig siit 0,026 _ 0,064 _
S1F Cig siit 0,966 +++ 1,37 +++
S14H Cig siit 1,477 +++ 1,164 +++
S17D Cig siit 0,533 +++ 0,624 +++
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Cizelge 4.8. (devam) Peynir ve ¢ig siitten izole edilen Lactobacillus izolatlarinin 540 nm’de
Olciilen biyofilm testi sonuglar

24, saat (Kontrol=0,08) 48. saat (Kontrol=0,072)

Izolat Kodu | Uriin Cesidi Ortalama- Sonug Kontrol Sonug
Kontrol Ortalama Ortalama

S18E Cig siit 0,625 +++ 0,317 +++
S15A Cig siit 0,025 _ 0,053 _
S18H Cig st 0,654 +++ 0,912 +++
S6B Cig siit 0,165 ++ 0,439 +++
S14B Cig siit 0,847 +++ 1,027 +++
S16D Cig siit 0,126 + 0,391 +++

Kuvvetli biyofilm (+++), orta seviyede biyofilm (++), zayif biyofilm (+) ve negatif biyofilm olugumu (-).

Peynir ve ¢ig siitten izole edilen Lactobacillus izolatlarinin %1°lik Glikoz iceren NB’de 24
saatlik inkiibasyon sonundaki biyofilm olusumlarina bakildiginda; toplam 39 izolatin 22’si
(%56,4) kuvvetli, 4’14 (%10,3) orta, 2’si (%5,1) zayif derecede biyofilm pozitif olarak
bulunmustur. Izolatlarm 11°i (%28,2) ise biyofilm negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.8).

Peynir ve ¢ig siitten izole edilen Lactobacillus izolatlarinin %1°lik Glikoz iceren NB’de 48
saatlik inkiibasyon sonundaki biyofilm olusumlarina bakildiginda; toplam 39 izolatin 29’u
(%74,4) kuvvetli, 1’1 (%2,6) orta, 4’4 (%10,3) zayif derecede biyofilm pozitif olarak
bulunmustur. Izolatlarin 5’i (%12,8) ise biyofilm negatif olarak bulunmustur (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8’de gosterilen peynir ve ¢ig siit orneklerinden izole edilen Lactobacillus
izolatlarinin mikroplate yontemiyle biyofilm olusum sonuglarinin degerlendirilmesinde

asagidaki formiil kullanilmistir.

OD<ODc Negatif
ODc<OD=<2x0ODc Zay1f
2x0Dc<0OD<4x0Dc Orta
4x0ODc< Kuvvetli

Cizelge 4.9’daki %1’lik Glikoz iceren NB’de 24 saat inkiibasyon sonundaki biyofilm
sonuglarina gore 45 izolatin 28’1 (%62,2) kuvvetli, 3’1 (%6,7) orta, 8’1 (%17,8) zayif
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derecede biyofilm pozitif olarak bulunmustur. izolatlarin 6’s1 (%13,3) ise biyofilm negatif

olarak bulunmustur.

Cizelge 4.9°daki %1°lik Glikoz igeren NB’de 48 saatlik inkiibasyon sonundaki biyofilm
sonuglaria gore 45 izolatin 32’si (%71,1) kuvvetli, 5’1 (%]11,1) orta, 3’i (%6,7) zayif
derecede biyofilm pozitif olarak bulunmustur. izolatlarin 5’i (%11,1) ise biyofilm negatif

olarak bulunmustur.

Cizelge 4.9. Peynir ve ¢ig siitten izole edilen Lactobacillus izolatlarinin 540 nm’de 6lgiilen
biyofilm testi sonuglari

24 saat (Kontrol=0,075) 48. saat (Kontrol=0,082)
OD oD
Izolat Kodu | Uriin Cesidi O;Etgrlﬁg?_ Sonug O}Etgrlﬁg?_ Sonug
Ortalama Ortalama

P5D Peynir 0,681 +++ 0,957 +++
P5B Peynir 0,565 +++ 0,627 +++
P12A Peynir 0,633 +++ 0,808 +++
P19B Peynir 0,582 +++ 0,845 +++
P8P Peynir 2,339 +++ 2,304 +++
P18F Peynir 0,666 +++ 0,871 +++
P7A Peynir 0,221 ++ 0,656 +++
P17F Peynir 0,079 + 0,145 +
P13F Peynir 0,935 +++ 1,187 +++
P13E Peynir 0,723 +++ 0,921 +++
P13D Peynir 1,101 +++ 0,63 +++
P13G Peynir 0,132 + 0,612 +++
P3B Peynir 0,099 + 0,35 +++
P8B Peynir 0,421 +++ 0,636 +++
P1B Peynir 0,509 +++ 0,534 +++
P20B Peynir 0,493 +++ 0,446 +++
P10D Peynir 0,437 +++ 0,405 +++
P13C Peynir 0,006 _ 0,035 _
P11F Peynir 0,098 + 0,119 +
P14B Peynir 0,682 +++ 1,017 +++
P12G Peynir 0,426 +++ 0,582 +++
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Cizelge 4.9. (devam) Peynir ve ¢ig siitten izole edilen Lactobacillus izolatlarinin 540 nm’de
Olciilen biyofilm testi sonuglar

24 saat (Kontrol=0,075) 48. saat (Kontrol=0,082)
OD oD
[zolat Kodu | Uriin Cesidi OQ;'}?;E?_ Sonug O&tgrllig?_ Sonug
Ortalama Ortalama
P16B Peynir 0,634 +++ 0,497 +++
P17C Peynir 0,087 + 0,071 _
P16G Peynir 0,095 + 0,152 +
PIC Peynir 0,127 + 0,302 ++
P6B Peynir 0,337 +++ 0,522 +++
P19D Peynir 0,013 _ 0,275 ++
P19l Peynir 2,323 +++ 1,016 +++
P15B Peynir 0,728 +++ 0,765 +++
S11C Cig siit 0,351 +++ 0,293 ++
P5B Peynir 0,411 +++ 2,526 +++
P5F Peynir 0,415 +++ 0,519 +++
P11G Peynir 0,042 _ 0,045 _
P17D Peynir 1,886 +++ 0,547 +++
P18A Peynir 0,25 ++ 0,343 +++
P16F Peynir 0,111 + 0,206 ++
P3A Peynir 0,619 +++ 1,042 +++
P19J Peynir 0,012 _ 0,067 _
P20F Peynir 1,124 +++ 1,215 +++
P18B Peynir 0,023 _ 0,045 _
S20A Cig siit 0,518 +++ 0,421 +++
S7C Cig stit 0,605 +++ 0,6 +++
P19G Peynir 0,24 ++ 0,712 +++
P8G Peynir 0,053 _ 0,295 ++
P8D Peynir 2,044 +++ 0,482 +++

Kuvvetli biyofilm (+++), orta seviyede biyofilm (++), zayif biyofilm (+) ve negatif biyofilm olusumu (-).

Cizelge 4.9’de gosterilen peynir ve ¢ig siit 6rneklerinden izole edilen Lactobacillus
izolatlarinin mikroplate yontemiyle biyofilm olusum sonuglarinin degerlendirilmesinde

asagidaki formiil kullanilmistir.
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OD<ODc Negatif
ODc<OD<2x0Dc Zay1f
2x0Dc<0OD<4x0Dc Orta
4x0Dc< Kuvvetli

Peynir ve ¢ig siitten izole edilen Lactobacillus izolatlarinin biyofilm olusumu ELISA
okuyucuda 540 nm’de belirlenirken bu degerler disinda 570 nm, 595 nm’de de 6l¢iimleri
yapilmistir. Bu 06l¢im degerlerine gore elde edilen sonuglar aymi sekilde hesaplanarak

karsilagtirmalar1 yapilmistir. Sonug olarak bu degerlere yakin veriler elde edilmistir.

Cizelge 4.10°daki %]1°lik Glikoz igeren NB’de 24 saatlik inkiibasyon sonundaki biyofilm
sonuglarina gore 19 izolatin 15’1 (%63,1) kuvvetli, 10’u (%21) orta derecede biyofilm pozitif

olarak bulunmustur. izolatlarm 4°ii (%15,8) ise biyofilm negatif olarak bulunmustur.

Cizelge 4.10°daki %1°lik Glikoz i¢eren NB’de 48 saatlik inkiibasyon sonundaki biyofilm
sonuglarina gore 19 izolatin 12’si (%63,1) kuvvetli, 4’1 (%21) orta derecede biyofilm pozitif

olarak bulunmustur. izolatlarm 3’ii (%15,8) ise biyofilm negatif olarak bulunmustur.

Cizelge 4.10°da gosterilen peynir ve ¢ig siit orneklerinden izole edilen Lactobacillus
izolatlarinin mikroplate yontemiyle biyofilm olusum sonuglarinin degerlendirilmesinde

asagidaki formiil kullanilmistir.

OD<ODc Negatif
ODc<OD=<2x0ODc Zay1f
2x0De<0OD<4x0ODc Orta
4x0Dc< Kuvvetli
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Cizelge 4.10. Peynir ve ¢ig siitten izole edilen Lactobacillus izolatlarinin 540 nm’de 6l¢iilen
biyofilm testi sonuglari

24. saat (Kontrol=0,084) 48. saat (Kontrol=0,074)
izolat ) - OD Ortalama- OD Ortalama-
Kodu Uriin Cesidi Kontrol Sonug Kontrol Sonug
Ortalama Ortalama

P15E Peynir 0,337 +++ 0,35 +++
P8E Peynir 0,245 ++ 0,266 ++
P7F Peynir 1,698 +++ 1,847 +++
S13E Cig siit 0,008 B 0,177 ++
P12E Peynir 0,247 ++ 0,341 +++
P13J Peynir 0,309 ++ 0,43 +++
P14D Peynir 0,397 +++ 0,458 +++
P16D Peynir 0,205 ++ 0,315 +++
P6D Peynir 0,304 ++ 0,413 +++
POE Peynir 0,246 ++ 0,451 +++
S11B Cig siit 0,177 ++ 0,241 ++
P18E Peynir 0,316 ++ 0,27 ++
P8F Peynir 0,037 _ 0,042 _
P7B Peynir 0,296 ++ 0,299 +++
P19E Peynir 0,393 +++ 0,642 +++
S1D Cig siit 0,007 _ 0,012 _
P7E Peynir 0,649 +++ 3,505 +++
P20J Peynir 0,009 _ 0,015 _
P17B Peynir 0,333 ++ 0,391 +++

Kuvvetli biyofilm (+++), orta seviyede biyofilm (++), zayif biyofilm (+) ve negatif biyofilm olugumu (-).

Calismamizda gida orneklerinden toplamda 103 Lactobacillus izolati izole edilmistir.
Mikroplate yontemiyle yapilan biyofilm testi sonuglarina gore bu izlatlarin 90’1 (87,4)
biyofilm pozitif, 13’1 (12,6) ise biyofilm negatif sonug bulunmustur (Cizelge 4.11).
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Cizelge 4.11. Lactobacillus tiirlerinin mikroplate yontemiyle biyofilm olusumlarinin

dagilimi
Mikroplate yontemi
Lactobacillus Tiirleri Biyofilm pozitif Biyofilm negatif Toplam
n % n %

L. plantarum 46 95,8 2 4,2 48
L. fermentum 20 76,9 6 23 26
L. brevis 13 86,6 2 13,3 15
L. paracasei 7 100 0 0 7
L. zeae 2 100 0 0 2

L. curvatus 1 50 1 50 2
L. coryniformis 1 100 0 0 1
e S N
L. amylolyticus 0 0 1 100 1
Toplam 90 87,4 13 12,6 103

n: izolat sayisi

Aragtirma sonuglarimiza gére mikroplate yontemi ile yapilan biyofilm deneyinde, peynir ve
¢ig siit orneklerinden toplamda 103 Lactobacillus izolatlarinin %87,4"iniin biyofilm tirettigi
goriilmiistiir. 1zolatlarn %12,6’smin ise biyofilm negatif sonuglanmustir yani biyofilm

olusturmamustir.

4.3.2. Kongo kirmizili agarda slime sonuglari

Kongo Kirmizili Agar besiyerinde tek koloni ekimi yapilarak inkiibasyonu saglanan
Lactobacillus izolatlarinin besiyerinde olusturdugu renk degisimi incelenmistir. Kahverengi
ya da siyah renk degisimi gézlenen petrilerde slime olusumu pozitif olarak kabul edilmistir.

Pembemsi ya da kirmiz1 renkli koloniler negatif slime olusumu olarak degerlendirilmistir.

4.12’de  verilen degerlendirme sonuglarma gore 103  Lactobacillus

Cizelge

bakterisinin %30’u slime olusturmustur. Bunlarin %70°1 ise slime olusturmamustir.
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Cizelge 4.12. Kongo kirmizili agarda slime sonuglari

[zolat Kodu Lactobacillus tiirleri CRA sonuglari
P1A L. brevis negatif (pembe)
P2A L. fermentum negatif (pembe)
P4B L. plantarum pozitif (siyah)

P40 L. fermentum negatif (pembe)
P5A L. plantarum pozitif (kahverengi)
p7C L. brevis negatif (pembe)
PBA L. plantarum pozitif (siyah)
P10A L. curvatus negatif (pembe)
P12P L. brevis negatif (pembe)
P13B L. fermentum pozitif (siyah)
P13H L. fermentum negatif (pembe)
P13l L. plantarum pozitif (siyah)
P15A L. fermentum negatif (pembe)
P17A L. brevis negatif (pembe)
P17G L. paracasei pozitif (siyah)
P19C L. fermentum negatif (pembe)
P19H L. curvatus negatif (pembe)
P20C L. brevis negatif (pembe)
P20G L. brevis negatif (pembe)
P20I L. plantarum negatif (pembe)
S1A L. plantarum negatif (pembe)
S1C L. plantarum pozitif (siyah)

S1F L. paracasei pozitif (kahverengi)
S2B L. brevis negatif (pembe)
S4A L. plantarum negatif (pembe)
S5B L. plantarum negatif (pembe)
S6B L. brevis negatif (pembe)
S6C L. fermentum negatif (pembe)
S14A L. coryniformis negatif (pembe)
S14B L. paracasei pozitif (kahverengi)
S14H L. plantarum pozitif (kahverengi)
S15A L. paracasei ssp. tolerans negatif (pembe)
S151 L. amylolyticus negatif (pembe)
S16D L. fermentum negatif (pembe)
S17D L. plantarum pozitif (siyah)
S17F L. plantarum pozitif (siyah)
S18A L. zeae negatif (pembe)
S18E L. plantarum pozitif (kahverengi)
S18H L. zeae negatif (pembe)
P13D L. fermentum negatif (pembe)
P13G L. plantarum negatif (pembe)
P8P L. plantarum negatif (pembe)
P18F L. paracasei negatif (pembe)
P19J L. fermentum negatif (pembe)




Cizelge 4.12. (devam) Kongo kirmizili agarda slime sonuglari

[zolat Kodu Lactobacillus tiirleri CRA sonuglari
P13J L. fermentum negatif (pembe)
P10D L. brevis negatif (pembe)
S20A L. plantarum negatif (pembe)
P8E L. plantarum pozitif (kahverengi)
P12A L. plantarum pozitif (kahverengi)
P5P L. plantarum pozitif (kahverengi)
P5D L. plantarum pozitif (kahverengi)
P7A L. plantarum negatif (pembe)
P7F L. fermentum negatif (pembe)
P13F L. plantarum negatif (pembe)
P13E L. fermentum negatif (pembe)
P16B L. plantarum pozitif (kahverengi)
P17D L. plantarum pozitif (kahverengi)
P17C L. brevis negatif (pembe)
P16G L. fermentum negatif (pembe)
P5B L. brevis negatif (pembe)
P5F L. plantarum pozitif (kahverengi)
P16F L. fermentum negatif (pembe)
P8D L. paracasei pozitif (kahverengi)
S7C L. plantarum negatif (pembe)
P11F L. fermentum negatif (pembe)
P11G L. fermentum negatif (pembe)
P20B L. plantarum pozitif (kahverengi)
P18A L. plantarum pozitif (kahverengi)
S13E L. plantarum pozitif (kahverengi)
P17F L. brevis negatif (pembe)
P12E L. plantarum negatif (pembe)
P12G L. paracasei pozitif (kahverengi)
P14B L. fermentum pozitif (kahverengi)
P19D L. fermentum negatif (pembe)
P19l L. brevis negatif (pembe)
P18B L. fermentum negatif (pembe)
P16D L. plantarum negatif (pembe)
P8B L. plantarum pozitif (kahverengi)
POE L. plantarum pozitif (kahverengi)
P3B L. paracasei negatif (pembe)
P13C L. fermentum negatif (pembe)
P15E L. plantarum negatif (pembe)
P19G L. fermentum negatif (pembe)
P8G L. plantarum negatif (pembe)
P1B L. plantarum pozitif (kahverengi)
P6B L. fermentum negatif (pembe)
PaC L. plantarum negatif (pembe)
S11C L. plantarum negatif (pembe)
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Cizelge 4.12. (devam) Kongo kirmizili agarda slime sonuglari

[zolat Kodu Lactobacillus tiirleri CRA sonuglari
P15B L. plantarum negatif (pembe)
P14D L. plantarum negatif (pembe)
P20F L. plantarum negatif (pembe)
P6D L. fermentum negatif (pembe)
P3A L. plantarum negatif (pembe)
P7B L. brevis negatif (pembe)
P19B L. brevis negatif (pembe)
P20J L. plantarum negatif (pembe)
P18E L. plantarum negatif (pembe)
P19E L. plantarum pozitif (kahverengi)
P17B L. plantarum negatif (pembe)
S1D L. plantarum negatif (pembe)
P8F L. fermentum negatif (pembe)
P7E L. fermentum negatif (pembe)
S11B L. plantarum pozitif (kahverengi)

Cizelge 4.13. Lactobacillus tiirlerinin CRA yontemiyle slime olusumlarinin dagilimi

CRA
Lactobacillus Tiirleri Slime pozitif Slime negatif Toplam
n % n %
L. plantarum 24 50 24 50 48
L. fermentum 2 7,8 24 92,3 26
L. brevis 0 0 15 100 15
L. paracasei 5 71,4 2 28,6 7
L. zeae 0 0 2 100 2
L. curvatus 0 0 2 100 2
L. coryniformis 0 0 1 100 1
L. paracasei spp. 0 0 1 100 1
tolerans
L. amylolyticus 0 0 1 100 1
Toplam 31 30 72 70 103

CRA: Kongo kirmizili agar, n: Izolat say1s1

Sonug olarak 103 Lactobacillus izolatinin slime olusturma yatkinliginin mikroplaklarda
biyofilm olusturmasiyla karsilastirildiginda daha az oldugu gériilmiistiir. Bu Lactobacillus

izolatlarinin tanimlanmas1 yapilarak belirlenen tiirlerinden %46,6’sin1  olusturan

L. plantarum bakterilerinin %50’si slime pozitif %50’si slime negatif'; L. fermentum tiiriiniin
24’1 (%92,3) slime negatif (pembe), 2’si (%7,8) slime pozitif (siyah); L.brevis 15’1 (%100)

slime negatif (pembe) sonug vermistir.
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5. TARTISMA

Laktik asit bakterileri, basta peynir olmak iizere bir¢ok siit lirlinliniin liretimi ve olgunlagmasi
sirasinda aroma gelistirme yetenekleri, bakteriyosin ve ekzopolisakkarit olusturabilmeleri,
bakteriyofaj direnglilikleri, proteolitik aktiviteleri gibi sahip olduklar1 bir ¢ok 6zellikleri
nedeni ile peynir endiistrisinde teknolojik 6neme sahip mikroorganizmalardir. Cig siitten
iiretilen peynirlerde tat ve aroma ile tekstiir gelisimi tamamen dogal laktik floraya baglidir

(Akoglu ve digerleri, 2017).

Bu calismada Ankara’da tiiketime sunulan ¢ig siit ve cesitli peynir Orneklerinden
Lactobacillus izolatlar1 izole edilerek biyokimyasal testler ve MALDI-TOF MS ile
tanimlamalar1 yapilmistir. Daha sonra Lactobacillus izolatlarinin biyofilm ve slime

olusturma yetenekleri ile antibiyotik direnclilikleri tespit edilmistir.

MALDI-TOF MS yoénteminde, dogrudan koloni alinarak sisteme yiiklenmekte ve veri
tabanindaki protein sekansi ile karsilastirilarak tani1 yapilmaktadir. Boylece her
mikroorganizma i¢in spesifik olan bir ¢esit parmak izi olusturulmakta ve
mikroorganizmalarin tanimlanmasi yapilabilmektedir. Ozellikle son yillarda bu yontem

kullanilarak bakteri tanimlamasinin yapildig: ¢aligsmalar artis gostermistir.

Gidalardan izole edilen probiyotik bakterilerin en yaygin olanlarini Laktik asit bakterileri
(LAB) olusturmaktadir. Bu grubun igerisinde yer alan Lactobacillus cinsi bakteriler de
ozellikle fermente gidalarda starter kiiltiir olarak kullanilan ve giivenli (GRAS) bakteriler

olarak bilinen probiyotik bakteri tiirleridir.

Laktik asit bakterileri fermente ya da fermente olmayan gidalarda hemen hemen her yerde
bulunmaktadir ve insan kommensal mikroflorasinin ortak bilesenini olusturur. Probiyotik
olarak kullanilan tiirlerin yeni suslarinin giivenilirliliginin iyi arastirilmasi gerektigi ve

ozellikle genetik olarak modifikasyonlarinin incelenmesi saglik agisindan dnemlidir (Adams,
1999).

Arastirmamizda toplam 40 ¢ig siit ve peynir 6rneginden 103 Lactobacillus spp. izolat1 izole
edilmistir. MALDI-TOF MS ile bu izolatlarm 48’1 (%46,6) L. plantarum, 26’s1 (%25,2)
L. fermentum, 15’1 (%14,6) L. brevis, 7’si (%6,8) L. paracasei, 2’si (%1,9) L. zeae, 2’si
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(%1,9) L. curvatus, 1’1 (%0,9) L. amylolyticus, 1’1 (%0,9) L. coryniformis, 1’i (%0,9)

L. paracasei spp. tolerans olarak tanimlanmustir.

Peynir ve ¢ig sit triinlerinden izole edilen 103 Lactobacillus izolatinin gogunlugunu
L. plantarum ve L. fermentum izolatlarinin olusturdugu bulunmustur. En fazla Lactobacillus

izolatinin izole edildigi iirlin ise peynirdir.

Aragtirma sonuglarimizdan farkli olarak, iilkemizde Tulum peynirleri ile yapilan iki ayr
calismada L. paracasei en fazla izole edilen tiir olmustur (Sengiil ve Cakmakg1, 2003; Giirses
ve Erdogan, 2008).

Daha 6nce yapilan bir ¢alismada cesitli illerden toplanan 3 adet ¢ig siit ve 9 adet peynir
orneginden 63 adet laktik asit bakterisi izole edilmistir. Gram pozitif olan laktik asit
bakterilerinin %43’linlin ¢ubuk seklinde ve %22’sinin kokobasil seklinde oldugu
belirlenmistir. Izole edilen bakterilerden bazilarmm da Lactobacillus cinsinden
L. plantarum ve L. paracasei spp. paracasei tiirleri oldugu belirlenmistir (Altuntas ve
digerleri, 2010). Calismamizda genellikle izole edilen bakteri izolatlar1 ¢ubuk ve kokobasil
seklindedir. Tanimlamalar1 yapilan bu izolatlarin igerisinde cinsinden L. plantarum ve

L. paracasei tiirleri de bulunmaktadir.

Botes ve digerleri. (2007), spesifik primerlerle yaptiklar1t PCR ¢alismasinda bozadan izole
ettikleri Lactobacillus tiirlerini L. plantarum, L. fermentum, L. brevis, L. paracasei spp.
paracasei, L pentosus, L. rhamnosus olarak belirlemiglerdir. Yine yapilan bagka bir
aragtirmaya gore Afyon tulum peynirlerinden elde edilen toplam 44 Lactobacillus
spp.’den %15,6 gibi yiiksek bir oranda L. paracasei spp. paracasei tiirii izole edilmistir
(Kara ve Akkaya, 2015). Bizim calismamizda ise farkli olarak en yiiksek sayida

L. plantarum tiirii izole edilmistir.

Nicolic ve digerleri (2008)’nin Sirbistan’da yaptigi bir arastirmada L. paracasei subsp.
paracasei ev yapimmi olarak iiretilen, 1s1l islem gbérmiis ke¢i siitiinden iiretilen Bukuljac

peynirinden en fazla izole edilen tiir olmustur.

Dolchi ve digerleri (2008)’nin yapmis oldugu ¢alismada, peynir Ornekleriden genetik

identifikasyonlar1 yapilarak izole ettikleri laktik asit bakterilerinden bazilar1 L. plantarum,
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L. paracasei, L. casei, L. coryniformis spp. torquens ve L. delbrueckii tiirleridir.
L. plantarum, L. paracasei tiirleri digerlerine gore daha fazla sayida izole edilmistir. Buna

paralel olarak bizim ¢alismamizda L. plantarum tiiri daha fazla sayida izole edilmistir.

Gheytanchi ve digerleri (2010), siit ve peynirden izole ettikleri toplam 41 Lactobacillus
izolatinin L. curvatus 1 (%2), L. plantarum 7 (%18), L. fermentum 1 (%2) ve L. brevis 1 (%2)
oldugunu belirlemislerdir. Ayrica ¢alismalarinda L. acidophilus, L. casei, L. fructosus,
L. helveticus, L. delbrueckii ve L. bifermentas tiirleri de izole edilmistir. Ancak bizim

calismamizda bu tiirler izole edilmemistir.

Smetankova ve digerleri (2014), koyun ¢ig siitlerinden yapilmis Slovak peynirlerinden 34
Lactobacillus izolatin1 izole ederek, MALDI-TOF MS ile tanimlamiglar ve izolatlarin
L. paracasei ve L. plantarum oldugunu gostermislerdir. Bu sonuglar bizim arastirma

sonuclarimiz ile paralellik gostermektedir.

Ertirkmen ve Oner (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada ¢ig siit ve beyaz peynir
orneklerinden izole edilerek biyokimyasal yontemlerle tanimlanan 24 Lactobacillus spp.

izolatinin 7’si L. plantarum, 7’si L.curvatus ve 10’u ise L. jensenii olarak belirlenmistir.

Tiirkiye’de yapilan bir bagka calismada ise 50 adet Mengen peyniri drneginden toplam 117
adet laktik asit bakterisi izole edilerek biyokimyasal ve molekiiler yontemlerle tanimlanmis
ve laktik asit bakteri floras1 %44,5 Enterococcus spp., % 29,9 Lactobacillus spp., %25,6
Lactococcus spp. olarak belirlenmistir. Arastirmacilar tanimladiklart Lactobacillus

izolatlarinin tamaminin L. casei oldugunu belirtmislerdir (Akoglu ve digerleri, 2017).

Nacef ve digerleri (2017)’1 ¢ig siitlerden yapilmis Fransiz tipi peynirlerde laktik asit
bakterilerinin (LAB) izolasyonu iizerine bir ¢alisma yapmislardir. Arastirmalarinda izole
ettikleri LAB tanimlanmasinda MALDI-TOF MS yontemini kullanmislardir. Arastiricilar
Lactobacillus, Enterococcus ve Leuconostoc olarak belirledikleri LAB bakterileri arasinda
en fazla Lactobacillus cinsine ait tiirleri izole ettiklerini ve bu tiirlerin L. plantarum,
L. paracasei, L. curvatus, L. rhamnosus, L. fructivorans, L. parabuchneri, L. brevis

oldugunu belirtmislerdir.
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Kanak ve digerleri (2018) Sakarya ilinde yaptiklar1 ¢calismada bazi1 yoresel peynirlerinden
izole ettikleri laktik asit bakterilerini MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlamislar ve
tanimladiklart izolatlardan 5 tanesini Enterococcus faecalis, 4 tanesini Enterococcus
faecium, 1 tanesini Lactobacillus paracasei ve 6 tanesini Leuconostoc mesenteroides olarak

belirlemislerdir.

Diinya iizerinde farkli iilke ve kiiltiirlere ait cok sayida peynir ¢esidi bulunmaktadir.
Ulkemizde ise peynir ¢esidi olarak en ¢ok beyaz peynir, kasar peyniri ve tulum peyniri
iretilmektedir. Bunlarin disinda da siitiin elde edildigi hayvan (inek, koyun, keci vb.),
yoresel ve iklimsel farkliliklar ile uygulanan geleneksel ve teknolojik islemlere bagli olarak
cok fazla yoresel ve bolgesel peynir c¢esidi bulundugu belirtilmektedir. Arastirmamizda
peynirlerden izole ederek tanimladigimiz Lactobacillus tiirleri ile diger ¢alismalarda
tanimlanan Lactobacillus tiirlerinin farkli olmasinin peynirlerin yukarida belirtilen

ozelliklerine bagli olabilecegi diistiniilmektedir.

Bunun disinda, laktik flora, peynir iiretiminde ve depolanmasinda kullanilan tekniklerin ve
stirelerin farkli olmasi, cografi konuma 6zgii mikrofloranin farkliligi gibi bir¢ok etkene bagh

olarak degisiklik gostermektedir.

Bakterilerde antibiyotik diren¢ genlerinin hizli bir sekilde artmasi dogal olarak saglik
problemlerini de beraber getirmektedir. Bu durum da arastirmacilari antibiyotik test
caligmalarina yonlendirmistir. Probiyotik bakteriler olarak bilinen laktik asit bakterilerinin
de antibiyotik direnc¢ genleri tasidigi bilinmekte olup bu konuda caligmalar 6nem arz

etmektedir.

Laktik asit bakterileri (LAB), Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan uzun zaman
once GRAS (generally regarded as safe) yani “glivenli olarak kabul edilen” statiisiine
alinmislardir. Bununla birlikte son on yil icerisinde, gida ve yem uygulamalarinda LAB
kiiltiirlerinin glivenli kullanimina iliskin artan bir ilgi s6z konusudur. Bunun sebebi,

LAB’nin antibiyotik diren¢ genleri agisindan rezervuar olarak rol oynamalaridir.

LAB’nde dogal ve kazanilmis direnclilik bilinmektedir. Ornegin, Lactobacillus Pediococcus,
Leuconostoc ve bazi diger Gram pozitif bakteriler dogal olarak vankomisine yiiksek direng

gostermektedir (Meral ve Korukluoglu, 2014).



67

Lactobacillus tiirlerinin penisilin ve ampisilin gibi pek ¢ok hiicre duvari sentezi inhibitoriine
duyarli olduklart bulunmustur. Yapilan bir¢ok ¢aligmada Lactobacillus suslarinin
vankomisine yiiksek derecede direngli olduklar1 bulunmustur ve buna paralel olarak bizim
calismamizda da Lactobacillus izolatlarinin vankomisine yiiksek sayida direngli olduklari
belirlenmistir ( Meral ve Korukluoglu, 2014; Duskova ve Krpiskova , 2013).

Bu tez ¢alismasinda peynir ve ¢ig siitten izole edilen 103 Lactobacillus izolatinin antibiyotik
direnglilik dagilimlarina gore en fazla izole edilen tiirlere bakildiginda 41 adet L. plantarum,
20 adet L. fermentum ve 13 adet L. brevis’in ampisilin antibiyotigine diren¢li oldugu
bulunmustur. 31 adet L. plantarum, 22 adet L. fermentum ve 6 adet L. brevis’in penisiline;
48 adet L. plantarum, 26 adet L. fermentum ve 15 adet L. brevis’in gentamisine; 44 adet
L. plantarum, 19 adet L. fermentum ve 14 adet L. brevis’in trimetoprim-sulfametoksazole;
43 adet L. plantarum, 23 adet L. fermentum ve 11 adet L. brevis’in eritromisine; 27 adet
L. plantarum, 25 adet L. fermentum ve 9 adet L. brevis’in tetrasikline ve 48 adet
L. plantarum, 25 adet L. fermentum ve 13 adet L. brevis’in kloramfenikol antibiyotigine

duyarli olduklart bulunmustur.

Coppola ve digerleri (2005), Parmigiano Reggiano (Italya) tipi peynirlerinden izole edilen
63 L. rhamnosus susunun antibiyotik duyarliliklarinin belirlenmesi igin 41 farkli antibiyotik
kullanmiglardir. Disk diflizyon metoduyla antimikrobiyal duyarliliklarina bakilan izolatlarin,
inhibisyon zonlar 6l¢iilmiis ve direnglilik 6zellikleri tespit edilmistir. Tiim izolatlarin
6 antibiyotige (sefiksim, vankomisin, neomisin, enoksasin, perfloksasin ve siilfamethoksazol)

direng gosterdigi tespit edilmistir.

Florez ve digerleri (2005), ispanyol geleneksel mavi damarli Cabrales peynirlerinden izole
edilen 146 laktik asit bakteri susunun mikrodiliisyon ve agar diliisyon teknikleriyle 12 farkli
antibiyotik kullanilarak minimum inhibisyon konsantrasyonlar1 (MIiK) belirlenmistir.
Lactobacillus spp., Enterococcus spp. ve Lactococcus spp. suslarinin Kloramfenikol,

eritromisin, klindamisin ve tetrasiklin antibiyotiklerine direngli olduklar1 bulunmustur.

Erginkaya ve digerlerinin (2018) yaptiklar1 ¢alismada S50 farkli gida iiriiniinden 46
Lactobacillus izolati elde etmisler ve Lactobacillus spp.’larin vankomisin (%58), eritromisin
(%10,8), tetrasiklin (%4,3) ve gentamisine (%28) direngli olduklart bulunmustur.

Calismamizda da elde edilen Lactobacillus bakterilerinin vankomisine direngli oldugu
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bulunmustur. Bununla birlikte antibiyotik direnglilik testinde izolatlarin ampisiline (%80,6)
kars1 oldukga direngli, ancak tetrasiklin (%68,9), penisilin (%68,0), kloramfenikol (%96,1),
gentamisin (%99,0), trimetoprim-sulfametoksazol (%85,4) ve eritromisin’e (%87,4) duyarli

oldugu goriilmiistiir.

Laktik asit bakterilerinin antibiyotik direnglilik ¢alismasinda D’Aimmo ve digerlerinin
(2007) siit ve farmosotik iirtinlerden izole ettikleri L. acidophilus, L. casei ve L delbrueckii
subsp. bulgaricus tiirlerinin minimal inhibisyon konsantrasyonlart mikrodilisyon yontemiyle
degerlendirildiginde biitiin suslarin ampisilin basitrasin klindamisin, dikloksasilin,

eritromisin, penisilin, rifampisin ve novobiyosin antibiyotiklerine duyarli olduklari;

Antibiyotik direnglilik ¢aligmalarindan birinde yine 9 antibiyotik kullanilarak yapilan
Etest’de MIC sonuglarina gore belirlenen 143 laktik asit bakteri susunun duyarh olduklari
ya da dogal direngli olduklarini bildirmislerdir (Ammor ve digerleri, 2008). Bu tezde ise
antibiyotik direnglilik deneyi i¢in disk difiizyon testi yapilmistir, E test yapilmamustir.
Bakteri inhibisyon zon c¢aplart Olgiilmiistir ve standart degerler baz alinarak
degerlendirilmistir. Bulgularimizda gidalardan izole edilen 103 Lactobacillus izolatinin
85’inin ampisiline direngli oldugu tespit edilmistir. Diger antibiyotiklere ise duyarl

olduklari belirlenmistir.

Liasi ve digerlerinin (2009), ¢alismasinda fermente gidalardan izole ettikleri Lactobacillus
cinsine ait {i¢ tiire (L casei LAL17, L. plantarum LA22, L. paracasei LA02) disk difiizyon
yontemi ile 18 farkli antibiyotik uygulanarak antibiyotik duyarliliklari test edilmistir.
Sonugta streptomisin, kanamisin, neomisin, amikasin, basitrasin gibi antibiyotiklere direngli
olduklari; penisilin G, ampisilin, eritromisin, kloramfenikol, tetrasiklin ve nitrofurantoin
antibiyotiklerine duyarl olduklar1 bulunmustur. Aksine arastirmamizda 7 farkli antibiyotik
kullanilarak yapilan deneyde bakteri inhibisyon zon sonuglari degerlendirildiginde
Lactobacillus izolatlarinin ampisiline direngli oldugu bulunmustur; penisilin G, eritromisin,
kloramfenikol, tetrasiklin antibiyotiklerine ise duyarli olduklar1 bulunmustur ve diger

antibiyotikler calismamizda kullanilmamistir.

Botina ve digerlerinin (2011) yaptiklar1 antibiyotik direnglilik ¢aligmasinda gastrointestinal
mikrobiyomdan elde ettikleri 13 Lactobacillus suslarinin higbirinin ¢aligilan antibiyotiklere

duyarhlik gostermedigi bulunmustur. Fakiiltatif anaerop bakteriler aerob bakterilere gore
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aminoglikozitlere daha direnclilik gosterdiginden bu calismada da fakdiltatif anaerop
Lactobacillus suslar1 tetrasikline daha direngli bulunmustur. L. plantarum ise biiyiik
direnclilik profili ¢izerek ampisilin, tetrasiklin, klindamisin, linkomisine direng¢li oldugu

belirlenmistir.

Duskova ve Karpiskova (2013) yaptiklar1 antibiyotik ¢alismalarinda MIC (Minimal
Inhibisyon Konsantrasyonu) sonuglarina gére 10 L. plantarum izolatlarmin %7,8’sinin

gentamisin antibiyotigine direngli olduklarini bulmuslardir.

Calismalardan birinde yine fermente gidalardan izole edilen 120 Lactobacillus spp.
izolatinin antibiyotik direng profilleri arastirillmis ve farkli Lactobacillus suslarinda
antibiyotik direng¢ seviyelerinin ¢esitliligi incelenmistir. Burada 54 izolatin kloramfenikole,

16 izolatin da eritromisine direngli oldugu tespit edilmistir (Sukmarini ve digerleri, 2014).

Alp ve Oner (2014) ¢alismalarinda ¢ig siitten yapilmis beyaz peynir ve kasar peynirinden
izole ettikleri 33 Lactobacillus izolatinin en fazla vankomisin (28) ve siprofloksasin (25)
antibiyotiklerine direngli olduklarini tespit etmislerdir. Yaptigimiz c¢alismada ise
Lactobacillus izolatlarnin en fazla vankomisin ve ampisilin antibiyotiklerine direngli

olduklar1 belirlenmisitir.

Turhan ve Enginkaya’nin (2016) yaptiklari antibiyotik direnglilik caligmasinda
Lactobacillus spp. izolatlarinda vankomisin (%20), ampisilin (%20), tetrasiklin (%20),
gentamisin (%20) ve siprofloksasin’e (%80) kars1 direng saptanirken; eritromisin,
kloramfenikol (%100) ve nitrofurantoin’e (%100) duyarli olduklar1 bulunmustur. Bizim
yaptigimiz c¢aligmada buna benzer olarak Lactobacillus spp. izolatlarinin ampisilin’e
(80.6%), direngli olduklar1 saptanmistir ancak eritromisin (%87,4), gentamisin (%99,0), ve
kloramfenikol’e (%96,1), duyarli olduklar1 bulunmustur. Ayrica arastirmamizda

siprofloksasin ve nitrofurantoin antibiyok ¢esitleri kullanilmamastir.

Kanak ve digerleri (2018) 15 laktik asit bakterisi susunun antibiyotik duyarlilig
incelemiglerdir. Bu suslarin  %40°1  vankomisine ve nitrofurantoine, %33’1
gentamisine, %20’si eritromisine ve tetrasikline, %13’ rifampisine ve kloromfenikole

direngli olarak tespit edilmistir.
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Biyofilm, farkli tiirden mikroorganizmalarin kendilerini ¢evresel etmenlerden korumak ve
hem besin kaynagi saglamak hem de var olan besin kaynaklarini en verimli bi¢imde
kullanabilmek i¢in olusturduklar1 bir mikro-ekosistem olarak tanimlanabilen biyolojik bir
olusumdur. Biyofilm olusumu sistemin yapisina, mikroorganizmanin tiiriine ve ¢evresel

etmenlere baglidir.

Peynir gibi siit lirlinlerinin kalitesi, ¢ig siitlin kalitesinden etkilenir. Cig siitiin kalitesi tagima,
uygun olmayan sicakliklarda depolama mikrobiyal kirleticiler, dogal olarak olusan enzimler,
bakteri enzimleri ile bozulabilir. Siit {iriinlerinin islenmesi i¢in kullanilan ekipmanlarin
yiizeyleri mikrobiyal kontaminasyon kaynaklari olarak taninir ve yiizeylerde bulunan
biyofilmler bu tiriinler i¢in potansiyel bir kontaminasyon kaynagidir. Non-starter laktik asit
bakterilerinin (NSLAB) kontaminasyon kaynaginin pastorizasyon kaynaklarindan, ekipman
yiizeyleriyle veya havadan temas yoluyla oldugu diisiiniilmektedir (Soomers ve digerleri,

2001).

Siit ve siit tirtinlerinde biyofilm arastirmalarinin biiyiik ¢ogunlugu gida kaynakli patojenler
ve biyofilm olusumu iizerinde olmasina ragmen, NSLAB ve starter laktik asit bakterilerinin

slime ve biyofilm olusturmalar iizerine ¢ok az sayida calisma mevcuttur.

Laktik asit bakterileri (LAB) viriilans 6zellik gostermeseler de bazi tiirleri olusturduklari
biyofilm yapisiyla saglik acisindan bir risk olusturabilmektedir. Laktik asit bakterilerinden
Enterokoklarin baz1 tiirleri toplum kaynakli ve hastane kaynakli enfeksiyonlar
olusturabilmektedirler. Bir ¢ok patojen bakteride biyofilm olusumu, quarum sensing
(cogunluk algilama) sistemiyle diizenlenmektedir. Biyofilm olusturmak {izere biraraya gelen
mikroorganizmalar planktonik hiicre yapilarindan daha kararli bir yapiya donligmekte ve

daha yiiksek diizeyde direng gostemektedir (Diani ve digerleri, 2016).

LAB’larda ¢ogunlik algilama mekanizmasi iki bilesenli sistem tarafindan diizenlenmektedir.
Bu sistem LAB’larin mikrorganizmalarla rekabet etmesinde ve patojen bakterileri
engellenmesinde islev gérmektedir. Probiyotik bakteri olan bu bakteriler antibiyotik direng
genlerinin olusumunu, trettikleri laktik asit ve asetik asit ile engellemektedirler. Ancak
giivenilir bakteriler (GRAS) olarak bilinen Lactobacillus bakterileri biyofilm yapisi ile

direngli genlerini patojen bakterilere aktarabilir ve gidalarda bulunan bu bakteriler saglik
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acisindan bir tehdit olusturabilmektedir. Lactobacillus cinsi bakterilerin de yapilan bazi

caligmalarda biyofilm yapisi olusturdugu gézlenmistir.

Arastirmamizda mikroplate yontemiyle yapilan biyofilm testi sonuglarinda peynir ve ¢ig siit
orneklerinden izole edilen L. plantarum’larin 46°s1 (95,8), L. fermentum’ lari 20’si (76,9),
L. brevis’lerin 13’1 (86,6), L. paracasei’lerin 7’si (%100), L. zeae’lerin 2’si (%100),
L. curvatus’larin 1’1 (%50), L. coryniformis 1’i (100) pozitif biyofilm olusumu gostermistir.

Arastirmamizda mikroplate yontemiyle yapilan biyofilm testi sonuglarinda peynir ve ¢ig siit
orneklerinden izole edilen L. plantarum’larin 2’si (4,2), L. fermentum’ larin 6’s1 (23),
L. brevis’lerin 2’si (13,3), L. curvatus’larin 1’1 (%50), L. paracasei spp. tolerans 1’1 (100),
L. amylolyticus 1’1 (100), negatif biyofilm olusturduklari bulunmustur. Bu ¢aligmada genel
olarak yiiksek derece biyofilm olusumu gozlenmistir ve daha az siklikla slime olusumu

gozlemlenmistir.

Calismalardan birinde L. curvatus tiiriiniin olusturdugu biyofilm, kalsiyum laktat

kristalleriyle peynir yapisinda hasara sebep oldugu belirlenmistir (Wong, 1998).

Soomers ve digerleri (2001), peynir iiretimi sirasinda NSLAB’nin biyofilm olusturma
potansiyelini inceledekleri aragtirmalarinda, L. curvatus ve L. fermentum suslarinin biyofilm

olusturabildiklerini géstermislerdir.

Kubota ve digerleri (2008), yaptiklar1 calismada Lactobacillus suslarindan {igiinde
L. plantarum, L. brevis ve L. fructivorans tiirlerinde biyofilm olusumu ve gevresl strese karsi
direnci aragtirmiglardir. Yapilan testlerle sogandan izole edilen 43 adet LAB bakterisinin
gliclii biyofilm yapisi olusturduklari ve L. plantarum susunun strese karsi yiiksek direng
gosterdigi bulunmustur. Bizim ¢alismamizda ise 103 adet Lactobacillus izolatindan
L. plantarum tiirlerinin 46’sinin (%95,8) biyofilm pozitif oldugu bulunmustur.

Siit isletmesinin ¢esitli bolgelerinden alinan biyofilm tabakalarinin bir miktar alinip analiz
edilmesi sonucu Lactobacillus cinsi bakterilerin izole edildigi goriilmiistiir. (Olmez, 2009).
Bizim aragtirmamizda yapilan deneyler sonucunda biyofilm olusumu %87,4 oraninda pozitif

oldugu bulunmustur.
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Muruzovic ve digerleri (2018), geleneksel Sirp peynirleri ile yaptiklari bir ¢alismada
Lactobacillus ve Lactococcus izolatlarinin mikroplak yontemi ile biyofilm olusturma
yeteneklerini incelemisler ve tiim L. fermentum izolatlarinin biyofilm olusturabildiklerini

gostermislerdir.

Kandan izole edilen laktik asit bakteri grubundan 170 adet Enterecoccus tiirlerinin
mikroplak yontemiyle yapilan biyofilm deneyinde 27 susun (%31,8) biyofilm pozitif oldugu
sonucuna varilmistir. Vankomisin duyarlililigi incelendiginde ise 29 tanesinin (%34,1)

direngli oldugu bulunmustur (Ozkok, 2018).

Yapilan bir diger arastirmada Goerge ve Halami, (2019) gentamisin direngli L. plantarum
bakterilerinin olusturdugu biyofilmdeki DNA- protein yapisi incelenmistir ve L. plantarum
izolatlarinin oldukga fenotipik olarak duyarli olduklari ve biyofilm olusturma yetenegine
sahip olduklar1 belirlenmistir. Arastirmamizda bizim elde ettigimiz L. plantarum

izolatlarinin yiiksek oranda biyofilm olusumlarinin pozitif oldugu belirlenmistir.

Bu calismada, gidalardan izole edilen 103 Lactobacillus izolatinin Kongo kirmizili agarda
slime olusumu caligilmistir. Sonuglara bakildiginda L. plantarum izolatlarinin 24’# (%50),
L. fermentum’ larm 2’si (%7,8 ), L. paracasei’lerin 5’1 (%71,4) slime pozitif olarak

bulunmustur.

Bu c¢aligmada, L. plantarum’larin 24’4 (%50), L. fermentum’ larin 24’4 (% 92,3),
L. brevis’lerin 15 (%100), L. paracasei’lerin 2’si (%28,6), L. zeae’lerin 2’si (%100),
L. curvatus’larin 2’si (%2100), L. coryniformis 1’1 (100), L. paracasei spp. tolerans 1’1 (100),

L. amylolyticus 1’1 (100) slime negatif olarak bulunmustur.

Arastirma sonuglarimiza gore, Lactobacillus izolatlarinin %30,0'unun slime ve %87,4'liniin
biyofilm {irettigi goriilmiistiir. Antimikrobiyal direnglilik testinde izolatlarin ampisiline
(%380,6) kars1 oldukga direngli, ancak tetrasiklin (%68,9), penisilin (%68,0), kloramfenikol
(%96,1), gentamisine (%99,0), trimetoprim-sulfametoksazol (%85,4) ve eritromisine

(%87,4) duyarh oldugu goriilmiistiir.
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6. SONUC VE ONERILER

Geleneksel peynirler tiiketici tarafindan fazla talep goren peynirlerdir. Ulkemizde iiretilen
bir¢cok geleneksel peynir vardir. Laktik asit bakterilerinin tirettikleri bilesikler, peynirlerde

dokuyu gelistirir ve {irliniin hos duyusal profiline katkida bulunurlar.

Bu arastirmada Ankara’da iiretilen ve tilketime sunulan ¢ig siit ve geleneksel peynirlerden
Lactobacillus’lar izole edilip, MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlanmustir. Ayrica izole
edilen Lactobacillus bakterilerinin antibiyotik direnglilikleri ile slime ve biyofilm olusumlari

incelenmistir.

MALDI-TOF MS yontemi ile ¢ig siit ve peynirlerden L. plantarum, L. fermentum, L. brevis,
L. paracasei, L. zeae, L. curvatus, L. amylolyticus, L. coryniformis, ve L. paracasei spp.
tolerans tiirleri tanimlanmistir. Aragtirmamizda izole ettigimiz bu tiirler, peynir tiretiminde
kiiltiir ya da destek kiiltiir olarak kullanilabilmektedir. Ayni zamanda bu Lactobacillus
tirlerinin 6zellikle ¢esitli peynir tiplerinde starter olmayan mikrofloranin 6nemli bir kismini

olusturdugu bilinmektedir.

Arastirmamizda Lactobacillus izolatlarinin tanimlanmasinda kullandigimiz MALDI-TOF
MS yonteminin biiyiik oranda dogru sonug vermesi, analizin kisa siirede gerceklesmesi ve
maliyetinin diisiik olmasi1 gibi avantajlarindan dolay1 biyokimyasal testler ile birlikte bakteri

tiirlerinin tanimlanmasinda iyi bir segenek oldugunu diisiinmekteyiz.

Caligmamizda Lactobacillus tiirlerinin bazilarinin ampisilin, vankomisin gibi antibiyotiklere
direngli oldugu, penisilin, tetrasiklin, kloramfenikol, gentamisin, eritromisin, trimetoprim-
sulfametoksazol gibi antibiyotiklere de duyarli olduklari bulunmustur. Bu sonuglar, gida
kaynakli bakterilerin, antibiyotik diren¢ genlerinin kaynaklarindan biri olabilecegi
kuskusunu destekler niteliktedir. Bu nedenle gidalarda bulunan veya starter olarak kullanilan
laktik asit bakterileri antibiyotik direng riskine karsi siirekli denetlenmeli ve antibiyotik

kullanimi1 kontrol altina alinmalidir.

Bakterilerin bulundugu yiizeye yapisma ve biyofilm olusumlari capraz bulagmay1
kolaylastirir. Eger ortamda patojen bakteriler varsa, kontamine yiyeceklerin tiiketimi halk

saglig1 acisindan riski olusturabilir.
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Arastirmamizda %87,4 gibi biiyilk bir oranla Lactobacillus izolatlarinin mikroplate
yontemine gore biyofilm olusturdugu, %30’u da Kongo kimizili agarda slime olusturdugu

tespit edilmistir.

Gida kalitesi ve giivenligi i¢in gidalarin hazirlanmasi, ve ekipman tasarimi gibi koruyucu ve
kontrol stratejilerinin dogru uygulanmasi, fiziksel yontemlerle birlestirilmis deterjan ve
dezenfektan secimleriyle gida ile temas eden yiizeylerde biyofilm olusumunun kontrol

edilmesi gerektigini diisiinmekteyiz.
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