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CESITLI GIDALARDAN IZOLE EDILEN LAKTIK ASiT BAKTERILERININ
(LAB) TANIMLANMASI VE BIYOFILM OLUSTURMA YETENEKLERI ILE
ANTIBIYOTIK DIRENCLILIKLERININ ARASTIRILMASI

Goksen ARIK

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damisman: Prof. Dr. Mihriban KORUKLUOGLU

Bu calismada ¢esitli gida 6rneklerinden izole edilerek tanilanan laktik asit bakterilerinin
(LAB) biyofilm olusturma 6zellikleri ve antibiyotik direnglilikleri belirlenmistir. Gida
ornekleri Bursa’ daki farkli pazarlardan temin edilerek, uygun kosullarda laboratuvar
ortamina getirilmistir. Potansiyel LAB kiiltiirleri, gida orneklerinden izole edilerek,
saflastirilmistir. Izolatlara biyokimyasal testler uygulanarak, potansiyel LAB suslari
belirlenmis ve molekiiler yontemler ile suslarin tanilanmasi yapilmistir. Olasi LAB
kiiltiirlerinin cins ve tiir bazinda belirlenebilmesi i¢in 16S rRNA bolgesi PZR ile
evrensel 27F (5° AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3) ve 1492R (%
TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3') primerleri kullanilarak g¢ogaltilmis ve elde
edilen PZR iirlinleri sekanslanmistir. Sekans sonuglarina gore 40 izolatin tanilanmasi
yapilmistir. Identifikasyonu yapilan LAB suslarinin biyofilm olusturma kapasiteleri
kalitatif bir yontem olan “Tiip yontemi” ve kantitatif sonuclar veren “Mikro plaka (96
kuyucuklu plaka) yontemi” ile belirlenmistir. Biyofilm olusumu 30 ve 37°C’ de 24 ve
48 saatlik inkiibasyonun ardindan gozlemlenmis olup, farkli sicaklik ve inkiibasyon
siireleri kullanilarak stres kosullar1 olusturulmaya calisilmistir. Suslarin dort ayr
antibiyotige (streptomisin (25 ve 300ug), ampisilin (25pg), tetrasiklin (50png) ve
vankomisin (30pug)) karst direncleri disk difiizyon yontemi ile inkiibasyonun ardindan
disklerin etrafinda olusan zon ¢aplar1 dlgiilerek belirlenmistir. Tanist yapilan 40 LAB
susu arasindan 21’ inin (%52,5) biyofilm treticisi oldugu belirlenmistir. LAB suslarinda
en yogun biyofilm olusumu 37°C’ de 48 saat inkiibasyon kosullarinda gzlemlenmistir.
37°C’ de 48 saatlik inkiibasyon kosulunda suslarin %20’ sinin (8 adet) “orta diizeyde”,
%25’ inin (10 adet) ise “zayif diizeyde” biyofilm olusturdugu gézlemlenmistir. Ayrica
suslarin %72,5° inin streptomisine (25 pg), %65’ inin vankomisine (30 pg) direncli
oldugu, ancak %77,5’ inin ampisiline (25 pg) ve %95’ inin ise tetrasikline (50 pg)
duyarl olduklar1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: laktik asit bakterileri, tanilama, biyofilm, antibiyotik direnglilik

2018, 118 sayfa.



ABSTRACT
Ph. D. Thesis

IDENTIFICATION OF LACTIC ACID BACTERIA (LAB) ISOLATED FROM DIFFERENT
FOODS AND INVESTIGATIONS OF THEIR BIOFILM FORMATION AND ANTIBIOTIC
RESISTANCE

Goksen ARIK

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Mihriban KORUKLUOGLU

In this research, the biofilm formation properties and antibiotic resistance of lactic acid
bacteria (LAB) isolated from different food samples, were determined. The potential
LAB cultures were isolated and purified after the food samples were collected from the
bazaars in different regions of Bursa and they were transported to the laboratory under
appropriate conditions. The biochemical analyses were performed to the cultures and
the possible LAB strains were identified by molecular methods. 16S rRNA was
amplified by PCR with using universal bacterial primers 27F (5 AGAGTTT
GATCMTGGCTCAG 3'), 1492R (5' TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3') and the
PCR products were sequenced. According to the sequencing results, 40 isolates were
identified. The biofilm forming capacity of the identified LAB strains was examined by
“Tube adherence method” a qualitative method and “Microtiter plate (96 well-plate)
assay” a quantitative method. Biofilm formation was observed after the incubation at 30
and 37 °C for 24 and 48 hours, thus stress conditions were tried to be provided by using
different temperatures and incubation periods. Susceptibility of all the strains to four
antibiotics (streptomycin (25 and 300 ng), ampicillin (25 pg), tetracycline (50 png), and
vancomycin (30 pg)) was tested with the disk diffusion method by measuring the zone
diameter formed around the disks after the incubation. Among the identified 40 isolates,
21 LAB strains (52,5%) were determined as a biofilm producer. The most biofilm
formation among the strains was observed under the conditions at 37°C for 48 hours. It
was observed that among the strains, 20% (8 strains) produced biofilm at “medium
level” and 25% (10 strains) at “weak level” after the incubation at 37°C for 48 hours.
Besides, it has been determined that among the strains, 72,5% were resistant to
streptomycin (25 pg) and 65% were resistant to vancomycin (30 ug), moreover, 77,5%
were susceptible to ampicillin and 95% to tetracycline (50 ug).

Key Words: lactic acid bacteria, identification, biofilm, antibiotic resistance

2018, 118 pages.
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1. GIRIS

Laktik asit bakterileri (LAB) gelistikleri ortamlarda fermentasyon sonucunda laktik asit
tretmekte ve son iriine kendine has tat, koku ve aroma kazandirmaktadir. LAB, Gram
pozitif, fakiiltatif anaerob, katalaz negatif, ¢ogunlugu spor olusturmayan, hareketsiz
bakteriler ~ olarak  bilinmektedir. Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Tetragonococcus,  Carnobacterium,  Vagococcus,  Weissella,  Streptococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Lactosphaera, Melissococcus, Aerococcus ve Oenococcus
cinsleri, LAB iiyeleri arasinda yer almaktadir (Dinger ve ark. 2009, Evren ve ark. 2011,
Ozteber 2013, Mahony ve ark. 2014). Ilk kez 19. yiizyilda siitii pihtilastiran
mikroorganizmalar olarak taninmaya baslamis ve sonrasinda laktik asit bakterileri
olarak gruplandirilarak, ozellikle fermente gidalarin iiretimindeki Onemleri ortaya

cikmigtir (Yerlikaya 2014).

Laktik asit bakterilerinin siit ve et iirlinleri, baz1 alkollii igkiler ve baz1 bitkilerin yam
sira meyve-sebzelerden izole edildigi bilinmektedir. Ayrica, insan ve hayvanlarin
gastro-intestinal sistemlerinden (Gl-sistem) ve nadir olarak da topraktan izole
edilebilmektedir. LAB, ¢ok eski ¢aglardan beri fermente gida ve yem iiretiminde dnemli
rol oynamakta olup, gilinlimiizde de fermente iriinlerde starter olarak siklikla

kullanilmaktadir (Wassie ve Wassie 2016).

LAB tiirleri yaygin olarak izole edilen, karbonhidratlar1 fermente ederek laktik asit
treten ve heterojen bir familya olan mikroorganizma grubunun {iyeleri olarak
bilinmektedir. Laktik asit fermentasyonu ile mikroorganizma igin gerekli olan enerji
elde edilmektedir (Kockova ve ark. 2011, Stoyanova ve ark. 2012, Saranraj ve ark.

2013, Sun ve ark. 2014).

Laktik asit bakterilerinin biiyiilk ¢ogunlugu gidalarda kullanimi agisindan giivenilir
(generally recognised as safe (GRAS)) kabul edilmektedir. Bu nedenle laktik asit
bakterilerine ait bir¢ok tiir starter olarak kullanilmaktadir. Ayrica, fermentasyon

sonucunda meydana gelen metabolitleri de dogal gida koruyuculari olarak siklikla
1



kullanilmaktadir (Baruah ve ark. 2016). Bu metabolitler basta laktik asit olmak tizere
bakteriyosin, hidrojen peroksit, ekzopolisakkarit (EPS) vb. bilesenler olup, gida
tirlinlerinde kivam artirici ve tat-aroma gelistirici olarak da kullanilabilmektedir (Hassan

2008, Mostefaoui ve ark. 2014, Baruah ve ark. 2016).

LAB tiirleri, gida endiistrisinde probiyotik olarak da kullanilmaktadir. Probiyotik LAB
suslar1 intestinal sistemde tutunarak, hizla ¢ogalabilmektedir. Probiyotikler, “konak¢inin
intestinal sisteminde yeterli miktarlarda bulundugunda sagligi olumlu yonde etkileyen
yasayan mikroorganizmalar” olarak tanimlanmaktadir (Arroyo-Lopez ve ark. 2012, Reis
ve ark. 2016). Ozellikle anne siitii ile beslenen yeni dogan bebeklerde siitte bulunan
oligosakkaritler, prebiyotik Ozellik gostererek LAB’ nin bagirsak mukozasinda
gelismeleri igin  uygun bir ortam olusturmaktadir. Prebiyotikler, faydali
mikroorganizmalarin bagirsak sisteminde gelisimini destekleyen ve sindirilemeyen gida
katkilar1 olarak bilinmektedir (Ozyurt ve Otles 2014, Reis ve ark. 2016). LAB tiirleri
tarafindan iretilen EPS’ nin enerji kaynagi olarak metabolize edilemegi, ancak sindirim
siteminde prebiyotik 6zellik gosterdigi ve LAB tiirleri i¢in bariyer gorevi gorerek,
olumsuz kosullara kars1 direnci artirdig bildirilmektedir (Ahi 2011, Ergene 2015).

LAB iyeleri fermente gida iriinlerinde istenilen Ozelliklerin kazanilmasini
saglamaktadir. Ancak baz1 gidalarda bozucu mikroorganizmalar olarak bilinmekte olup,
ortamda bulunmasi istenmemektedir. Ozellikle baz1 et iiriinlerinde, mayonez ve salata
soslarinda, fermente soya fasiilyesinde ve saraplarda LAB bulunmasi istenmemektedir
(Kubota ve ark. 2008). Gidalarin bozulmasina neden olan mikroorganizmalar arasinda
laktik asit bakterilerinin gidada meydana getirdigi degisimin, Gram negatif bakterilere
gore daha yavas oldugu bilinmektedir. Bu nedenle bozulma daha ge¢ meydana
gelmektedir (Johansson ve ark. 2011).

LAB suglar farkli kosullar altinda biyofilm tabakasi olusturabilmektedirler. Biyofilm
tabakasi, ekstraseliiller matriks iginde gomiilii halde bulunan ve canli/ canli olmayan
yiizeylere tutunma 6zelligi gosteren mikroorganizmalarin olusturdugu koloniler olarak

bilinmektedir. Yiizeye tutunan mikroorganizma sayist zamanla artmakta ve hiicreler
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daha giiclii sekilde baglanmaktadir. Hiicre sayisinin artmasi ile olusturduklari biyofilm
tabakas1 da kalinlagsmaktadir. Kalinlasan biyofilm tabakasi ylizeylere daha siki
baglandigindan, olgun bir tabakanin ortamdan uzaklastirilmasi da zorlagmaktadir.
Biyofilm tabakasinda mikroorganizmalar, metabolitleri ve mikroorganizmalar
tarafindan iiretilen EPS matriks bulunmaktadir. LAB-EPS iliskisinin biyofilm olusumu
ve yiizeylere tutunmada kilit noktas1 oldugu bilinmektedir. EPS {iretimi ve biyofilm
olusumu sayesinde farkli yiizeylerde mikrobiyel kolonizasyon gergeklesebilmektedir
(Johansson ve ark. 2011).

Biyofilm olusumu genellikle patojenite ile iliskilendirilmekte olup, patojen
mikroorganizmalarin 6zellikle antibiyotik direnclerinin biyofilm olusumu ile dogrudan
alakali oldugu bilinmektedir. Bu nedenle ozellikle klinik Oneme sahip patojen
mikroorganizmalarin kontroliinde, biyofilm olusumunun engellenmesi
amaglanmaktadir. Ancak biyofilm olusumu gida endiistrisi agisindan 6neme sahip farkli
mikroorganizma gruplarinda da goézlenmekte olup, 6zellikle starter olarak kullanilan
LAB kiiltiirlerinden biyofilm olusturma yetenegine sahip olanlarin, olumsuz c¢evre
kosullarina daha direngli olabilecekleri diistiniilmektedir. Bu durum goz 6niine alinarak,
tez kapsaminda farkli gida 6rnekleri toplanarak, uygun kosullarda laboratuvar ortamina
getirilmis ve olas1 laktik asit bakterileri izole edilerek saflastirilmistir. Saf kiiltiirler
biyokimyasal ve molekiiler yontemler ile tanilanmustir. Izole edilerek tanilanan LAB
suslarmin biyofilm olusturabilme 6zellikleri ve antibiyotik direnglilikleri incelenmis
olup, biyofilm olusumunun antibiyotik direnci {izerine etkileri belirlenmeye

caligilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Laktik Asit Bakterilerinin Genel Ozellikleri

Laktik asit bakterileri heksozlar1 fermente ederek laktat olusturmaktadir. LAB
iyelerinin tamami Gram pozitif, katalaz negatif, ¢ubuk ya da kok sekilli, genellikle spor
olusturmayan ve biiylik ¢ogunlugu hareketsiz olan bakteriler olarak bilinmektedir
(Tunail 2009, Yerlikaya 2014). Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Enterococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Weissella cinslerine ait tiirler LAB tiyeleri
arasinda yer almaktadir. Ayrica, filogenetik olarak LAB grubuna bagli olmasa da
Bifidobacterium, Propionibacterium ve Brevibacterium tiirleri de gida endiistrisinde
kullanilmaktadir. Ciinkii genellikle LAB suslarina benzer 6zellikler gostermekte ve
benzer metabolitler tiretmektedirler. Gidalarda kullanilmalari1 da giivenilir olarak kabul
edilmekte ve 6zellikle probiyotik 6zellik gosteren tiirleri fonksiyonel gidalarda siklikla
kullanilmaktadir (Temmerman ve ark. 2004, Tunail 2009, Yerlikaya 2014). Laktik asit

bakterilerinin filogenetik gruplar1 Sekil 2.1° de verilmistir.

Laktik asit bakterileri, karbonhidratlar1 metabolize etme sekillerine gére homo- ve
hetero-fermentatif olmak {izere iki gruba ayrilmaktadirlar. Pediococcus spp.,
Lactococcus spp. gibi homo-fermentatif LAB, karbonhidrat kaynaklarini fermentasyon
sonucunda %90 oraninda laktik aside doniistiirebilmektedir. Weissella ve Leuconostoc
gibi hetero-fermentatif LAB ise karbon kaynaklarinin en fazla %350’ sini laktik aside
dontstiirilebilmektedir.  Hetero-fermentatif =~ LAB  tarafindan  gergeklestirilen
fermentasyon sonucunda laktik asit disinda CO,, formik ve asetik asit gibi baz1 organik
asitler, ayrica etanol iiretimi s6z konusu olmaktadir (Tunail 2009, Evren ve ark. 2011,
Kockové ve ark. 2011, Stoyanova ve ark. 2012, Saranraj ve ark. 2013, Tokatli 2013,
Sun ve ark. 2014).



LAB tiirlerinin genellikle anaerobik kosullarda fermentasyon yolu ile enerjilerini
sagladiklar1 bilinmekte olup, genetik yapilar1 farkli olan bazi tiirlerin ise aerobik

kosullarda daha iyi gelisebildigi belirtilmektedir (Valenzuela ve ark. 2015).

ODenococcis

Sireptococcus

Lactococcus
Levuconostoc
Enterococcus
Tetragenococcus Weissella
Fagococcus

Carnobacterium

Lactosphaera Lactobacillus

Aerococcus
Allgicoccus

Doigsigranuium

Propionibacterium

Bifidobacterium

Sekil 2.1. LAB iiyelerinin filogenetik olarak gruplandirilmas: (Stiles ve Holzapfel 1997)

Ozellikle O,’li ortamda gelisebilen LAB suslarinin fermente gidalarda aroma gelisimi
ve K vitamini liretiminde daha etkili ve verimli olduklar1 bildirilmektedir (Valenzuela
ve ark. 2015). K, vitamini eksikligi, yeni doganlarda hemorajik hastaliklara ve

kemiklerde kirilganlig1 artiran osteoporoz gibi bazi rahatsizliklara neden olmaktadir. Bu



nedenle K; vitamini lireten LAB suslarinin gidalarda kullanilmasi insan sagligini

olumlu yonde etkilemektedir (Patel ve ark. 2013).

2.1.1. Lactococcus

Laktokoklar; homofermentatif, mikroaerofilik, Gram pozitif bakteriler olarak bilinmekte
olup, 10°C’ de gelisebilirlerken, 45°C’ de gelisim gosterememektedirler. Cift ya da
zincir seklinde kok hiicre morfolojisine sahip olduklari i¢in, hiicre yapilari bakimindan
Streptococcus ve Enterococcus cinsine ait tilirlere de benzerlik gostermektedirler.
Lactococcus cinsine ait tiirler, gelisme sicakliklarinin farkliligindan yararlanilarak,
Streptococcus ve Enterococcus cinslerinden ayrilabilmektedir (Samarzija ve ark. 2001,
Tokatli 2013).

Lactococcus cinsine ait en 6nemli tiirlerden biri olan L. lactis, gida sanayiinde siklikla
kullanilan, ¢ig siit ve siit tirtinlerinde rastlanilan LAB tiirlerinden biri olarak bilinmekte
olup, bitkisel gidalardan da izole edilebildigi bildirilmektedir (Demir 2014, Kim ve Lee
2016, Khemariya ve ark. 2017). Gida endiistrisinde ticari 6neme sahip starterlerden biri
olup, fermente siit iriinlerinde kullanim alani bulmakta ve bazi patojenlere karsi

inhibisyon etkisi bulunmaktadir (Kim ve Lee 2016, Khemariya ve ark. 2017).

2.1.2. Leuconostoc

Gram pozitif, heterofermentatif ve EPS (dekstran, levan) iiretme yetenegi ile 6n plana
cikan Leuconostoc cinsine ait tiirler genellikle seker iiretim hatlarinda olusturduklari
slam yapisi ile bagdastirilmaktadir (Dimic 2006). Leuconostoc spp. hiicrelerinin kok
seklinde ve hareketsiz bir morfolojiye sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica genellikle ¢ift
halinde ya da zincir halinde olduklar bildirilmektedir (Tokatli 2013). Leuconostoc spp.
daha cok bitkisel iirlinler, sebze-meyve yiizeylerinden izole edilebilmekte ve ayrica siit
rtinlerinde de reolojik ve aromatik Ozelliklerin kazandirilmasinda starter olarak
kullanim alan1 bulmaktadir. Karbonhidratlar1 fermente ederek, laktik asit yaninda CO»,

etanol, laktat, asetaldehit gibi tiriinler de olusturmaktadir. Ayrica siit iiriinlerinde aroma
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maddesi olarak kullanilan diasetil liretme yetenegi ile de gida sanayiinde genis kullanim
alan1 bulmaktadir. Ozel olarak iiretilen peynirlerde biiyiik gdzenekli yapinin
olusmasinda Leuconostoc tiirlerinin kullanildig1 bilinmektedir. EPS iiretimi ile gidalarda
koruyucu 6zellik gostermekte olup, ayrica oligosakkarit, mannitol, bakteriyosin ve bazi
vitaminleri de sentezleyebildigi belirtilmektedir (Cardamone ve ark. 2011, Shin ve Han
2015). Leuconostoc cinsine ait tiirlerin streptomisine direng gosterebildigi, ancak
penisilin, ampisilin gibi B-laktam grubu antibiyotiklere karsi duyarli olduklari
bildirilmektedir (Florez ve ark. 2016).

2.1.3. Lactobacillus

Lactobacillus cinsine ait tiirler LAB gruplar1 arasinda en ¢ok ¢esitlilik gosteren grup
olarak yer almakta ve sekizden fazla tiir icermektedir. Homo- ve hetero-fermentatif
tirlerin bulundugu bu genis grupta, morfolojik yapilar da farklilik ve cesitlilik
gostermektedir. Hiicre morfolojisi uzun ya da kisa ¢ubuk seklinde tanimlanmakta olup,
bazi tiirleri kokoid-kokobasil hiicre yapisina sahip olabilmekte ve bazi tiirlerinin ise
olduk¢a ince bir hiicre yapisina sahip oldugu gozlemlenmektedir. Lactobacillus
grubunda bulunan tiirlerin spor olusturmadiklari, Gram pozitif olduklari, katalaz
enzimlerinin bulunmadigi bilinmektedir. Lactobacillus cinsine ait tiirler proteolitik ve
lipolitik ozellik gosteremediklerinden, gelismeleri icin bulunduklari ortamda 6zellikle
peptit, aminoasit, baz1 vitaminler ve yag asitlerine ihtiyag duymaktadirlar (Ahi 2011,

Tokatl1 2013).

Lactobacillus spp. meyve-sebze ve bitkisel tiriinlerden, siit ve triinlerinden, fermente
gidalardan yaygin olarak izole edilmektedir. Bazi tiirlerinin giiglii diizeyde biyofilm
olusturabildigi, EPS iiretim yeteneginin oldugu ve streptomisin, vankomisin gibi bazi
antibiyotiklere diren¢ gosterebildikleri belirtilmektedir (Jalilsood ve ark. 2015, Jose ve
ark. 2015, Salas-Jara ve ark. 2016).



2.1.4. Weissella

Ik olarak 1993 yilinda ayr1 bir grup olmas1 6nerilen Weissella cinsine ait tiirlerin Gram
pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan, hareketsiz (W. beninensis harig), sitokrom
oksidaz enzimine sahip olmayan tiirler oldugu bilinmektedir (Fessard ve Remize 2017).
Kisa ¢ubuk ya da kokoid seklinde hiicre yapilar1 olan ikili ya da kisa zincirler seklinde
gozlemlenen Weissella spp.’nin giiniimiize kadar 19 tiirii tamimlanmis hepsinin
heterofermentatif olduklari, laktik asit, etanol, CO, ve asetat iiretebildikleri rapor
edilmistir (Srionnual ve ark. 2007, Goh ve Philip 2015, Li ve ark. 2017, Deatraksa ve
ark. 2018). Fakiiltatif anaerob olan Weissella cinsine ait tiirler genel olarak 15-37°C’ de
gelismekte olup, W. cibaria ve W. confusa tiirlerine ait bazi suslarin 45°C* de de
gelisebildigi bildirilmektedir. Morfolojik inceleme yapildiginda Leuconostoc spp. ile
karistirilabilmektedir. Ayrica biyokimyasal testler uygulandiginda da diger LAB
tiyelerinden ayrimi konusunda hatali sonuglar elde edilebilmekte olup, Weissella
cinsinin tanisinda mutlaka molekiiler yontemlerin kullanilmasi gerektigi bildirilmektedir

(Fessard ve Remize 2017).

Genellikle prebiyotik olarak ya da baska amagclar i¢in kullanilmak {izere EPS {iretiminde
Weissella tiirlerinden siklikla yararlanilmaktadir. Baz: tiirlerinin de probiyotik oldugu
belirtilmektedir. Bakteriyosin benzeri bilesenler ve folat iirettigi belirlenen bazi
Weissella tiirlerinin de oldugu 6nceki ¢alismalarda belirtilmektedir (Srionnual ve ark.

2007, Goh ve Philip 2015, Li ve ark. 2017, Deatraksa ve ark. 2018).

Weissella spp. fermente gidalardan, islenmemis sebze-meyvelerden, siit ve cesitli
peynirlerden izole edilebilmektedir. W. cibaria’ nin bazi Lactobacillus spp. tiirlerinden
cok daha fazla EPS (glukan ve dekstran) iiretebildigi rapor edilmistir. Ayrica W. cibaria
suslarmin vankomisin, streptomisin, penisilin, gentamisin gibi bir¢ok antibiyotige kars1
direncli olduklar1 ancak, ampisilin, tetrasiklin, eritromisine karsi duyarli olduklari

bildirilmektedir (Fessard ve Remize 2017).



2.1.5. Enterococcus

Enterococcus cinsi, ikili ya da kisa zincir halinde bulunan fakiiltatif anaerob, kok ya da
kokoid morfolojiye sahip bakteriler olarak bilinmektedir. LAB iiyeleri arasinda yer alan
enterokoklarin gidalarin tat, aroma ve sertlik-yumusaklik gibi reolojik 6zelliklerinin
olusmasinda etkili olduklar1 belirtilmektedir (Ahi 2011). Enterococcus cinsinin
optimum gelisme sicaklig1 37°C olarak belirtilmektedir. Bazi tiirleri vankomisine direng
gosterirken, bazilarinin ise duyarli olduklar1 belirtilmektedir. Cig siit ve siit tirlinlerinden
izole edilen baz1 Enterococcus tiirlerinin ise eritromisin ve tetrasikline karsi direngli
olduklar1 belirlenmistir (Lukasova ve Sustackova 2003). Morfolojik incelemelerde
Streptococcus ile ayirt edilmesi miimkiin olamamakta ve tiir bazinda tanilanmalar1 i¢in
16S rRNA dizi analizine ihtiya¢ duyulmaktadir (Demir 2014). E. feacalis ve E. faecium
tirlerinin biyofilm olusturabildikleri bildirilmekte olup (Mohamed ve Huang 2007),
siitten izole edilen ve biyofilm olusturan Enterococcus spp. tiirlerinin ¢ig siitte yogun
olarak gozlemlendigi, ancak siitlin islenmesi ile elde edilen peynir ¢esitlerinde daha az

rastlandigi bildirilmektedir (Necidova ve ark. 2009).

2.2. Laktik Asit Bakterilerinin Onemi ve Kullanim Alanlari

Gidalarin saklanmasinda kullanilan 6nemli yontemlerden biri fermentasyon olup, ¢ig
gidada dogal olarak bulunan mikrobiyotanin aktivitesi ile ger¢eklesmekte ve bu sayede
rtiniin kendine 6zgii duyusal 6zellikleri 6n plana ¢ikmaktadir. Ayrica dogal olarak
gerceklesen fermentasyon ile gida giivenligi de saglanmaktadir. Eski caglardan beri
gidalarin korunmasi amaci ile kullanilan bir yontem olan fermentasyon sayesinde diigiik
pH ve su aktivitesi gibi olumsuz kosullara dayaniklilik gésteren LAB suslarinin ortamda
rekabetleri sonucunda, patojen ve/veya bozucu mikroorganizmalar ile gidanin bulagsmasi
engellenmekte ve son liriiniin raf dmrii uzamaktadir. Lactobacillus sakei, L. curvatus ve
L. plantarum tiirleri siit ve triinlerinden siklikla izole edilebilmektedir. Fermentasyon
sonucunda meydana gelen CO,, hidrojen peroksit (H20;), bakteriyosin gibi
metabolitlerin de son iriiniin giivenliginde ve bozulmadan depolanabilmesinde etkili

oldugu belirtilmektedir (Quijada ve ark. 2018). Farkli iiriinlerden izole edilen L. sakei
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ve L. curvatus tiirlerinin fermentasyon siiresince sakasin ve kurvasin A gibi
bakteriyosinler iireterek, patojen mikroorganizmalari inhibe edebildigi rapor edilmistir
(Cebirbay 2014, Palamutoglu ve Kasnak 2014). Cig siitiin LAB suglar1 ile dogal
fermentasyonu sonucunda elde edilen Iran’ a 6zgii geleneksel bir peynir ¢esidi olan
Lighvan peynirinin  tiketiminden sonra gida kaynakli bir enfeksiyona
rastlanmamaktadir. LAB suslariin ¢ig siit iginde geliserek hakim mikrobiyota haline
geldigi ve ortamdaki patojen mikroorganizmalar1 tamamen inhibe edebildigi

diisiiniilmektedir (Attar ve ark. 2018).

Siit dirtinleri probiyotik LAB suslari i¢in uygun bir ortam olusturmaktadir. Probiyotik
siit lirlinlerinin yaninda lilkemizde ve diinyada sebze bazli fermente iiriinlerin de siklikla
tiiketildigi bilinmektedir. Baz1 durumlarda siit proteinlerine kars1 alerji ya da kolesterol
problemi olanlar i¢in fermente siit iirlinleri sinirlayict etken olabilmektedir. Hem siit
tirlinlerinde hem de bitkisel fermente gidalarda ve ham meyve-sebzelerde LAB
tiyelerinin dogal olarak bulundugu bilinmektedir. Tursu {iretiminde ve farkh
sebzelerden fermente igecek iiretiminde de LAB suglarindan faydalanilmaktadir. Ayrica
Tiirkiye’ deki hiyar tursularindan farkli olarak, Hindistan ve Nepal® de olgun hiyarlarin
actk havada kurutulduktan sonra 3-5 giin siire ile L. plantarum ve Pediococcus
pentosaceus tiirleri ile fermentasyona birakilmasinin ardindan “khalpi” olarak
adlandirilan geleneksel yiyecegin tiiketime sunuldugu bildirilmektedir (Panghal ve ark.
2018). Fermente siit iirtinlerinde siklikla karsilasilan LAB suslarinin yaninda ¢ig siitlerin
dogal biyotasinda da L. lactis, L. plantarum, L. paracasei gibi LAB suslarmin varligi
bilinmektedir (Giines Altuntas ve ark. 2010).

LAB’ nin GRAS olarak gidalarda kullanilabilme nedenlerinin basinda hiicre yapilar1 ve
ozellikleri  gelmektedir. LAB suslarinda hiicre duvar1 yapisinda bulunan
polisakkaritlerin 6zellikle biyofilm tabakasinin olusumunda, antimikrobiyel peptidlere
kars1 direncin gelisiminde, hiicre morfolojisinin ve bakteriyofajlarin taninmasinda rol
aldig1 bilinmektedir. Hiicre duvar1 yapisinda yer alan proteinlerin ise hem fonksiyonel,
hem de yapisal 6zelliklerin kazanilmasinda farkli rolleri oldugu bilinmektedir (Chapot-
Chartier ve Kulakauskas 2014).
10



Laktik asit fermentasyonu birgok gidada eksime ve bozulmaya neden olabilmektedir.
Ancak fermentasyonun yogurt, peynir, tursu, sucuk ve salam gesitleri gibi bir¢ok
gidanin tiretiminde olmasi gerektigi bilinmektedir (Ertekin 2007, Tunail 2009, Evren ve
ark. 2011). Ayrica sofralik zeytin iiretiminde ortama starter eklenmeden, ham zeytinin
tizerinde bulunan dogal flora ile fermentasyon gergeklestirilmektedir. Sofralik zeytinin
fermentasyonunda, 6zellikle LAB tiirleri ile mayalar rol oynamaktadir. LAB suslari
salamurada pH’ y1 disiren en Onemli faktor olup, bu sayede bozucu
mikroorganizmalarin inhibisyonu saglanmaktadir (Hurtado ve ark. 2012, Bonatsou ve
ark. 2017). Bazi gidalarda arzu edilen, bazilarinda ise istenmeyen sonuglara neden olan
LAB iiyelerinden ozellikle Leu. mesenteroides subsp. mesenteroides gibi sakkarozdan
yogun sekilde dekstran iiretebilen tiirlerin sekerleme fabrikalarinda sorun olusturdugu

bilinmektedir (Ertekin 2007, Tunail 2009, Evren ve ark. 2011).

LAB, ozellikle zengin besin igerigine sahip olan gidalarda slam olusturabilmektedir, bu
nedenle bozulma olan gidalarda yapiskan slam yapist da gozlemlenebilmektedir.
Ayrica, LAB dyeleri, gidalarin dogal renk, aroma ve gOrlinlgini de
degistirebilmektedir (Johansson ve ark. 2011). Baz1 Lactobacillus acetotolerans ve L.
fructivorans suslarinin yiiksek konsantrasyondaki asetik asite kargt dayanikli olduklart
bilinmektedir. Ozellikle sirke prosesinde Lactobacillus spp.” nin ortamda canli
kalabilme ihtimalleri, son iiriinde bozulma riskini de beraberinde getirmektedir (Kubota
ve ark. 2008). Ayrica laktik asit bakterilerinden L. plantarum da biyofilm olusturabilen
tiirlerden biri olup, asit ve etanole kars1 direng gostermektedir. Bu nedenle ozellikle
lahana tursusu gibi asitli gidalarda gozlenen tipik bozulma nedeni olarak 6n plana
cikmaktadir. L. plantarum susu kirmizi saraplardan da izole edilmis ve diisik pH
degerlerinde (3,2-3,6) bile canliligin1 koruyabildigi ve gelisebildigi belirlenmistir
(Kubota ve ark. 2009).

Gidalarda kullanilan LAB suslarinin ortam asitligini hizla artirabilme, proteolitik etki,

tuz toleransi, fajlara karsi diren¢ gibi gida endiistrisinde istenilen Ozelliklere sahip

oldugu bilinmektedir (Ho ve ark. 2018). Ayrica LAB Kkiiltiirlerinin fermentasyonu ile
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meydana gelen metabolitlerin, firmcilik {rlinlerinin  de raf Omriinii uzattig
belirtilmektedir (Minervini ve ark. 2018).

Fermente bir {irlin olan Kimchi, Kore’ ye 0zgii geleneksel sebze yemegi olarak
bilinmektedir. Jeong ve Lee’ nin (2015) yaptiklar1 bir ¢aligmada Kimchi’ den izole
ederek, taniladiklar1 Weissella ve Leuconostoc cinslerine ait farkli tiirlerin antibiyotik
direngliliklerini arastirmis ve tiim suslarin ampisilin, kloramfenikol, eritromisin ve
tetrasikline duyarlt oldugunu belirlemislerdir. Suslarin penisiline karsi da duyarh
olduklarini, ancak Weissella tiirlerinin Leuconostoc tiirlerinden iki kat daha fazla
penisilin  konsantrasyonunda inhibe olabildiklerini gdzlemlemislerdir. Weissella
suslarinda gbzlemlenen antibiyotik direncinin ise sonradan kazanilmis bir direng
olmadigint belirtmektedirler. Ayrica Kim ve Kim (2014), Jimenez ve ark. 2018 ve
Maksimovic ve ark. (2018) ise yaptiklar1 ¢aligmalarda, “kimchi” ve Peru’ ya ozgii
“tocosh” isimli geleneksel fermente patatesten izole ettikleri LAB suslarinin folat,
riboflavin ve tiramin gibi insan sagligi icin gerekli ve Onemli olan, enzimatik
aktivitelerde kofaktor gorevini iistlenen vitaminleri de iiretebildigini belirlemislerdir.
LAB suslarinin insan saghgini olumlu yonde etkileyen metabolitler (EPS, biyofilm,
vitaminler, antimikrobiyel bilesenler vb.) iiretmesi, onlar1 ila¢ ve gida sektoriinde de
onemli hale getirmektedir. Ayrica endiistriyel proseslerde LAB iiyelerinin ortamda
biriken metabolitleri sayesinde gida glivenligi de saglanmaktadir. Fonksiyonel fermente
gida tiretiminde de LAB suglarinin metabolitleri yeni iiriinlerin gelistirilmesinde dnemli

bilesenler olarak bilinmektedir (Yiiksekdag ve Zeydanli 2013, Deatraksa ve ark. 2018).

Fermente gidalarin iretilmesinde LAB suslari arasindan ozellikleri bilinen, dogal
antibiyotik direnci olanlarin sec¢ilmesi ve starter olarak kullanilmas1 gerektigi
bilinmektedir. Antibiyotik direnci olan bakterilerin, duyarl tiirlere gére insan sindirim
sisteminde daha kolay kolonize olabildikleri, yetersiz kosullar altinda daha uzun siire
canliliklarin1  koruyabildikleri ve daha direngli olduklar1 bilinmektedir. Ayrica
antibiyotik  direncin patojen mikroorganizmalara aktarilamamasi da istenilen
ozelliklerden biridir. Bu 0Ozelliklere sahip olan suglarda bakteriyosin iiretiminin de

olmasi, diren¢ mekanizmasini giiclendirmektedir. Jeong ve Lee (2015) yaptiklan
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calismada fermente gidalardan izole ettikleri Leuconostoc ve Weissella tiirlerinde

bakteriyosin iiretiminin oldugunu rapor etmislerdir. Bazi gidalarda bulunan LAB suglar1

Cizelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1. Baz1 gida 6rneklerinden izole edilen LAB suslari

Gida ornegi

LAB tiirii

Referans

Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis,

Korukluoglu ve ark.

Islenmemis Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis,
. ) . . 2002, Tokatl ve ark.
zeytin Leuconostoc lactis, Leuconostoc garlicum, Weissella 2012
spp., Leuconostoc citreum
Lactococcus lactis, Lactobacillus casei, Karakus 1994, Durlu-
Lactobacillus plantarum, Weissella cibaris, Ozkaya ve ark. 2001,
Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sakei, Coeuret ve ark. 2003,
Lactobacillus graminis, Lactobacillus pentosus, Isleroglu ve ark. 2008,
Pevnir Lactobacillus curvatus, Evren ve ark. 2011,
y Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus fermentum,  Simsek ve ark. 2014,
Pediococcus acidilactici, Ertiirkmen ve Oner
Enterococcus faecalis, Enterococcus durans, 2015, Singh ve ark.
Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus 2015, Akoglu ve ark.
rhamnosus 2017
Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Delavenne ve ark.
Cig siit Enterococcus faecalis, Pediococcus spp. 2012, Singh ve ark.
g Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus 2015, Dogan ve
rhamnosus Ozpmar 2017
Lactobacillus plantarum, Leuconostoc Ev_r en ve ark. 2011,
. . . Leite ve ark. 2015,
. mesenteroides, Lactococcus lactis, Lactobacillus N 0
Kefir : . : ; - Dogan ve Ozpinar
kefiranofaciens, Lactobacillus kefiranofaciens, L.
" . ; 2017, Jeong ve ark.
delbrueckii, L.rhamnousus, L. casei, L. paracasei 2017
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus,
Lactobacillus pentosus, Lactococcus lactis subsp. .
: ; Azadnia ve Khan-
cremoris, Leuconostoc mesenteroides subsp.
. . . . Nazer 2009, Evren ve
< cremoris, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus
Yogurt . . ark. 2011,
brevis, Lactobacillus plantarum, Leuconostoc .
; . Alexandraki ve ark.
mesenteroides subsp. cremoris, Streptococcus
oo . . 2017
salivarius ssp. thermophilus, Enterococcus faecium,
Enterococcus durans
Lactobacillus brevis, L. parabrevis, Lactobacillus I¢ ve Ozgelik 1995,
plantarum, Lactobacillus buchneri, Lactobacillus Evren ve ark. 2011,
Tursu namurensis, Lactobacillus diolivorans, Pediococcus  Bagder-Elmaci ve ark.

parvulus, Pediococcus ethanolidurans, Pediococcus
cerevisiae, Enterococcus casseliflavus,
Enterococcus faecalis, Leuconostoc mesenteroides,

2015, Tokatl ve ark.
2015, Tokath ve ark.
2017
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Vakevainen ve ark. (2018)’ lan1 yaptiklart ¢aligmada Meksika’ ya 6zgii fermente bir
misir Uriinii olan “atole agrio”dan izole ettikleri LAB suslarinin 6zelliklerini
incelemisler ve suslarin EPS iiretebildiklerini belirlemislerdir. Suslarin EPS iiretimi, %2
glikoz, laktoz, maltoz, rafinoz ya da sakkaroz igeren MRS Agar iizerinde her bir
kiiltiiriin gelistirilmesi ile belirlenmistir. Gelisme sonucunda rop olusturan koloniler
EPS fiiretebilen kiiltiirler olarak isaretlenmistir. L. plantarum Q8212 susu da pozitif
kontrol olarak denemede kullanilmistir. Bahsi gegen calismada L. plantarum ve P.

pentosaceus suslari, en ¢ok EPS iiretebilen suslar olarak belirlenmistir.

Probiyotik LAB suslar1 {izerine yapilan bir bagka c¢alismada yesil lahanadan izole
edilerek tanilanan L. plantarum, L. paraplantarum, L. brevis ve P. pentosaceus’ un
teknolojik ozellikleri arastirllmigtir. Fermente yesil lahanadan izole edilen suslarinin
tamamiin nalidiksik asite karsi direngli olduklari, ¢gogunlugunun da streptomisin ve
kanamisine direng gosterdikleri belirtilmektedir. Mikroorganizma kaynakli hastaliklarin
tedavisinde antibiyotik kullanimi sonrasinda bagirsak mukozasina tutunmus halde
bulunan probiyotik suslarin ortamda hakim mikrobiyota halinde kalabilmesi igin
antibiyotiklere kars1 direngli olmalar1 gerekmektedir. Bu nedenle antibiyotik direnglilik,
probiyotik mikroorganizmalarda aranan 6nemli 6zelliklerden biri olarak belirtilmektedir
(Gotcheva ve ark. 2002). Bahsi gegen g¢alismada tanilanan suslarda gozlemlenen
antibiyotik direngliligin sonradan kazanilmig bir Ozellik olmadigi bildirilmektedir.
Ayrica suslarin ¢ogunlugunun diisiik pH degerlerinde gelisebildigi de belirlenmistir.
Calismada baz1 6zellikleri belirlenen LAB suslarmin potansiyel probiyotik bakteriler

olabilecegine deginilmektedir (Michalak ve ark. 2018).

Listeria monocytogenes, bazi gidalarda rastlanan patojen bir bakteridir. Laktik asit
bakterilerinden  ozellikle L. plantarum tarafindan dretilen plantarisinin = L.
monocytogenes’ i inhibe ettigi bilinmektedir. Bu nedenle plantarisin gidalarda dogal
koruyucu ajan olarak kullanilmaktadir. Antimikrobiyel bilesenler, bakteriyosin vb.
metabolitler iireterek ya da biyofilm olusturarak gidalarin raf Omriinii uzatan LAB
suslarinin, metabolit iiretim yeteneklerinin ortam kosullarina gore sekillendigi

bilinmektedir. Engelhardt ve ark. (2018) tarafindan yapilan bir ¢aligmada L. curvatus
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un bakteriyosin liretme hizinin NaCl konsantrasyonu, pH ve sicakliktan etkilendigi
gbzlemlenmistir. NaCl konsantrasyonu arttikga ve sicaklik diistilkge, L. plantarum
susunun bakteriyosin iiretme yeteneginin de azaldigi sonucuna varilmistir. LAB
suslarinin dogal koruyucu olarak kullanilabilme potansiyellerinin arastirilmasinda,
metabolitlerinin hangi kosullarda daha yogun {iretildigi belirlenerek, o kosullarda

iiretimi uygun olan gidalarda kullanilmalarinin etkili sonug verecegi diisiiniilmektedir.

Son yillarda starter olarak kullanilan LAB suslarinin enkapsiilasyonu ile ilgili ¢aligmalar
da hiz kazanmistir. Cok eski caglardan beri dogal fermentasyon yolu ile elde edilen
gidalarin endiistriyel olarak iiretilmeye baslanmasindan sonra starter kavrami 6n plana
¢ikmis ve suslarin se¢ciminde de bazi kriterler 6nemli hale gelmistir. LAB kiiltiirlerinde
trlinlin hizla fermente olabilmesi i¢in, fermentasyon giicii yiiksek, farkli ortam
kosullarina dayanikli, hizli gelisme 6zelligi bulunan suslar, starter olarak se¢ilmektedir.
LAB suglarmi fermentasyon sonucunda olusan metabolitlere genellikle dayanikli
oldugu bilinmektedir, ancak metabolit konsantrasyonu arttik¢a, canli hiicre sayisinda da
azalma olmasi kaginilmaz hale gelmektedir. Enkapsiilasyon islemi ile starterlerin dis
ortamdan etkilenme ihtimali disik seviyeye inmektedir (Kavitake ve ark. 2018,
Prasanna ve Charalampopoulos 2018). Ozellikle antibiyotik direnci olan, EPS ve
biyofilm iiretebilen LAB suslarinin da dayanikliliklarinin artirilmasinda enkapstilasyon
uygulamalarinin  yararli olabilecegi diistiniilmektedir. Kullanilan enkapsiilasyon
materyalinin 6zellikleri sayesinde starterin korunabilecegi ve duyusal 6zelliklerin de
daha uzun siire saklanabilecegi diistiniilmektedir (Kavaz-Yiiksel ve ark. 2015, Pulaj ve
ark. 2016, Schoina ve ark. 2018).

Inkiibasyon kosullar1, ortama salgilanan metabolitlerin cesit ve miktarin1 degistirmekte
olup, oOzellikle bazi fermentasyon kosullarinda LAB suslar1 tarafindan {iretilen
biyojenaminlerin birikebildigi ve insan sagligini tehdit edebildigi belirlenmistir. (Pefias
ve ark. 2010, Xiong ve ark. 2014). Insan sagligina zarar verebilecek metabolitler
yaninda, takip edilmeyen fermentasyon kosullarinda arzu edilen miktardan daha fazla
yapiskan madde (EPS vb.) tretimi sonucunda iiriniin duyusal 6zelliklerinde de

bozulmalar meydana gelebilmektedir. Siit iiriinlerinde yapiskan (ropy) kiiltiir olarak
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bilinen EPS iireten LAB susglarinin tercih edildigi bilinmektedir. Bu iriinlerde istenilen
kivamli yapiin elde edilmesi, EPS iiretme yetenegi olan LAB suslariin kullanimi ile
miimkiin hale getirilebilmekte ve bu sayede kivam artiric1 katki maddelerinin kullanimi
azaltilabilmektedir. Ayrica EPS tabakasinin dogal koruyuculugu nedeni ile starterin
uzun siire fermentasyonda kullanilabilmesi de miimkiin olabilmektedir (Suyucok ve ark.
2016). Ancak bazi fermente gidalarda (fermente et TUriinleri vb.) yapigkan EPS
tabakasiin yogun olmasi iiriiniin duyusal 6zelliklerini de bozabilmektedir. Bu nedenle
gida tliretiminde kullanilan LAB suslarinin metabolit liretme kosullarinin belirlenmesi ve
fermentasyonun takibi énemli birer iiretim basamagi olarak bilinmektedir (Makela ve
ark. 1992, Krockel 2013).

2.3. Laktik Asit Bakterilerinin Tamilanmasi ve Uygulanan Yontemler

Gidalardan izole edilen LAB iiyeleri incelendiginde genel olarak, Lactobacillus tiirleri
siit, et, sebze ve tahil Uirlinlerinden, Lactococcus tiirleri siit ve iiriinlerinden, Leuconostoc
turleri sut ve sebzelerden, Pediococcus tiirleri, et ve sebzelerden, Oenococcus tiirleri
saraplardan ve Enterococcus ve Streptococcus tiirleri ise siit ve tiriinlerinden izole
edilerek tanilanmistir. LAB suslarinin tanilanmasinda fenotipik ve genotipik yontemler
kullanilmaktadir. Bu yontemler kiiltiire bagh ve kiiltiirden bagimsiz teknikler olarak iki
grup altinda incelenmektedir (Temmerman ve ark. 2004, Paveljsek ve ark. 2014
Yerlikaya 2014). Giiniimiizde rutin mikrobiyolojik analizlerde uygulanabilen hizli
fenotipik tanilama yontemleri bulunmasina ragmen, bu yontemler genotipik yontemler
kadar hassas ve giivenilir sonuglar vermemektedir (Donelli ve ark. 2013, Paveljsek ve
ark. 2014).

Molekiiler ~ yontemler;  gidalar  gibi  karmagik  ekosistemlerde  bulunan
mikroorganizmalarin saptanmasi, tanilanmasi1 ve Ozelliklerinin belirlenmesi ig¢in
kullanilan teknikleri kapsamaktadir. Ozellikle gida mikrobiyolojisi alaninda son yillarda
kiiltiire bagli olmayan tanilama yontemleri dikkat cekmektedir. Kiiltiire bagli ya da
kiiltiirden bagimsiz yontemler mikrobiyel DNA’ nin dogrudan ornekten ya da kiiltiir

ortaminda gelistirilen mikroorganizma kolonisinden alinip alinmama durumuna gore
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gruplandirilmaktadir. Geleneksel yontemler ile mikroorganizmalar1 kiiltiire alma
teknikleri goz Oniine alindiginda, karmasik bir mikrobiyotanin tamaminin tanilanmasi
mimkiin olamamakta ve bu nedenle kiiltiirden bagimsiz tanilama teknikleri tizerine

calismalar hizla devam etmektedir (Yerlikaya 2014).

2.3.1. Kiiltiire bagh tanilama yontemleri

Mikroorganizmalarin incelenmesinde eski tarihlerden beri uygulanan yontemlere gore
numunelerden izole edilen mikroorganizmalarin laboratuvar ortaminda gelismesine

olanak saglanmis ve mikrobiyel gelisme in vitro kosullarda gergeklestirilmistir (Giirsoy
ve Otlu 2017).

Gida endiistrisinde kullanilan LAB suslariin 6zelliklerinin bilinmesi gerekmektedir. Bu
nedenle de suslarin tanilanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Tanilamada kullanilan
fenotipik yontemler daha ekonomik oldugu igin, genotipik yontemlerden daha fazla
tercih edilmektedir. Bu nedenle fenotipik tanilama islemlerinde spesifik tanilama kitleri
kullanilmaktadir. Kiiltiirlerin genel olarak &zellikleri fenotipik yontemler ile
belirlenebilse bile benzer fenotipe sahip olan suslarin DNA dizileri arasinda farklilik
olmast durumunda birbirinden farkli davranig sergileyebilecegi de bilinmektedir. Farkli
genotipe sahip olmalarina ragmen fenotipik yontemler ile ayni tiir olarak tespit edilen
suslarin tanilama sonuclarinda hatalarin olabilecegi genellikle gézden kagmaktadir

(Temmerman ve ark. 2004, Yerlikaya 2014, Fguiri ve ark. 2015).

Fenotipik tanilama yontemleri

Ozellikle, endiistride ve gida mikrobiyolojisi laboratuvarlarinda mikroorganizmalarin
tanilanmasinda fenotipik testler rutin olarak kullanilmaya devam etmektedir. Bu
yontemler; mikroorganizmalarin morfolojik ve fizyolojik karakteristiklerinin, farkl
sicakliklarda gelisme diizeylerinin, karbonhidrat metabolizmasi ve protein profillerinin
belirlenmesi olarak bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar, fenotipik tanilama yontemlerinin

taksonomik ayirim giicliniin sinirli oldugu ve tekrarlanabilirliginin diisiik oldugu gibi
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onemli sonuglar1 ortaya ¢ikarmaktadir. Fenotipik yontemlerin popiiler olmasinin nedeni
ise spesifik bir cihaz ya da ekipman gerektirmemesine baglanmaktadir (Temmerman ve
ark. 2004, Yerlikaya 2014).

Fenotipik yontemler, kiltiire bagl teknikler olarak bilinmekte olup, hedef
mikroorganzimanin  kiiltire  almabilir ~ olmast  gerekliligi 6n  plandadir.
Mikroorganizmalarin kiiltiire alinmasi her zaman miimkiin olamamakta ve bu nedenle

sonuclar bazen yanlis yorumlanabilmektedir (Giirsoy ve Otlu 2017).

Mikroorganizmalarin fenotipik tanilanmasinda spesifik test kitleri (APl 50 CHL vb.),
sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi
(Temmerman ve ark. 2004, Donelli ve ark. 2013, Bagder-Elmac1 ve ark. 2015), organik
asitlerin ince tabaka kromatografisi ve yag asiti metil ester (FAME) analizi
(Temmerman ve ark. 2004, Donelli ve ark. 2013) ve bu analizlere ek olarak, gerekli
gorildiigii.  durumlarda rastgele arttirillmis polimorfik DNA-PZR (RAPD-PZR)
tekniklerinin (Temmerman ve ark. 2004, Donelli ve ark. 2013, Bagder-Elmac1 ve ark.
2015) kullanildigi bilinmektedir. Fenotipik yontemlerde alt tiirlerin birbirinden
aymrmminda bazi hatali sonuclar elde edilebilmekte olup, bu yontemlerin 6zellikle
laktobasiller ve bifidobakterilerin tanilanmasinda yetersiz kaldigi belirtilmektedir
(Donelli ve ark. 2013). Fenotipik yontemlerde en dogru sonuca ulasabilmek i¢in, birden
fazla yontemin kombinasyonunun kullanilmas1 ve analizlerin tekrarlanabilirliginin tespit

edilmesi dnerilmektedir (Temmerman ve ark. 2004, Bagder-Elmaci ve ark. 2015).

Genotipik tanillama yontemleri

Bircok genotipik tanilama yontemi, spesifik olarak hedef bir DNA pargasinin
amplifikasyonuna izin veren polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) prensibine
dayanmaktadir. Teorik olarak PZR primerleri kontrollii reaksiyon kosullari altinda tiim
tiirlere 6zgii olacak sekilde tasarlanabilmektedir. ilk primer tasarimi 1997 yilinda 16S
rRNA parcasinin amplifikasyonunu saglayacak sekilde gergeklesmis ve tasarlanan

primerin sadece bifidobakterilere 6zgii oldugu belirtilmistir. Bu sayede gida matriksinde
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gene 6zgii tanilama islemi bifidobakteriler i¢in miimkiin hale gelmistir. Bifidobacterium
adolescentis, B. angulatum, B. bifidum, B. breve ve B. longum insan sindirim sisteminde
sikca rastlanan bakterilerdendir. Son zamanlarda LAB tiirlerine 6zgli primerler de
tasarlanmakta ve faj baglantili primerler bu amagla siklikla kullanilmaktadir (Matsuki
ve ark. 2004, Temmerman ve ark. 2004, Ward ve Roy 2005).

Genotipik yontemlerde, numuneden yapilan ekimler sonucunda mikroorganizmalarin in
vitro kosullarda besi ortaminda gelismesi saglanmakta ve koloni olusumu
gozlemlenmektedir. Mikroorganizmalar, zenginlestirme besiyerlerinde gelistirilerek
koloni olusumu desteklenebilmektedir. Mikroorganizmanin saf kolonisi elde edildikten
sonra DNA izolasyonu ve uygun primerler kullanilarak PZR amplifikasyonu
gerceklestirilmektedir. PZR iiriinleri saflastirilarak sekans analizi yapilmakta ve dizi
analizinde elde edilen elektroferogramlar degerlendirilerek, tanilama islemi

tamamlanmaktadir (Demirel 2012).

Mikroorganizmanin cins ve tiiriiniin tahmin edilemedigi durumda, tiirler arasinda en iyi
ayrimi saglayan 16S ya da 23S rRNA sekanslama yapilmasi onerilmektedir. Dizi analizi
ile elde edilen sekansin, dnceden sekansi tanilanan ve veritabaninda yer alan diziler ile
karsilagtirilmast sonucunda yakin akrabaliklar tespit edilmekte ve tiirler arasindaki
benzerlik oranlart kontrol edilerek, mikroorganizmanin tiirii belirlenebilmektedir.

Online veritabanlar1 arasinda en ¢ok kullanilanlar, EMBL (http://www.ebi.ac.uk/embl/)

ve Genbank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/)  olarak  bilinmektedir.

Veritabanlarinda bulunan ve test mikroorganizmasi ile uyumlu olan sekanslarin
belirlenmesi i¢in BLAST ya da FASTA gibi arama algoritmalar1 kullanilmaktadir. Bu
tanilama yontemi oldukca giivenilir olmasina ragmen, alt tiirlerin tanilanmasi,
veritabanlarindaki taksonomik tiir sayist ile sinirli kalmaktadir. Ayrica operonlar arasi
baz diziliminden dolay1r meydana gelen varyasyonlar da bazi tanilama hatalarina neden

olabilmektedir (Temmerman ve ark. 2004).
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2.3.2. Kiiltiirden bagimsiz tanilama yontemleri

Kiiltiire bagl tanilama yontemlerindeki yaklagimlar, kiiltliriin bulundugu ortama (gida,
toprak vb.) bagli olarak tasarlanmistir. Ge¢mis yillarda yapilan ¢aligmalarda kiiltiire
bagli yontemlerin kullanilmasi sayesinde mikroorganizmalar hakkinda 6nemli bilgiler
elde edilebilmistir. Ancak, kiiltirden bagimsiz molekiiler tanilama yontemlerinin
uygulanmas1  sonucunda, Ozellikle kiiltiire alimamayan mikroorganizmalarin
Ozelliklerinin de belirlenebilmesi saglanmistir. Bu yontemde DNA, dogrudan 6rnekten

izole edilerek analiz edilmektedir (Giirsoy ve Otlu 2017).

Toplam DNA ya da secici PZR reaksiyonu sonunda meydana gelen PZR iiriinleri
(amplikonlar) ile gergeklestirilen ayrim giicii yiiksek, kiiltiirden bagimsiz teknikler
bulunmaktadir. Restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (RFLP) (Temmerman ve ark.
2004, Claisse ve ark. 2007), darbeli alan jel elektroforezi (PFGE) (Cetinkaya ve Ayhan
2012, Munoz-Atienza ve ark. 2016), ¢ogaltilmis parga uzunluk polimorfizmi (AFLP)
(Temmerman ve ark. 2004, Demirel 2012), laktobasillere 6zgii spesifik primerlerin
kullanilmas: ile ayrim hassasiyeti yiiksek olan rastgele arttiritlmis polimorfik DNA
yontemi (RAPD) (Kili¢ ve ark. 2003, Temmerman ve ark. 2004) ve floresan in stu
hibridizasyonu (FISH) (Demirel 2012, Giirsoy ve Otlu 2017), bu yontemler arasinda yer
almaktadir. Kiiltiirden bagimsiz tanilama yontemleri ile mikroorganizmalarin alt tiirleri
de kolaylikla belirlenmektedir. Yapilan ¢aligmalarda kiiltiirden bagimsiz teknikler ile tuf
geninin tespiti ile yakin akraba olan 9 adet Lactobacillus alt tiiriiniin belirlenebildigi
belirtilmektedir (Temmerman ve ark. 2004, Demirel 2012, Park ve ark. 2012). Ayrica
kiiltiirden bagimsiz denatiire gradyan jel elektroforezi (DGGE) yontemi de bir 6rnekteki
DNA pargalarinin karsilagtirilmasini saglayan molekiiler parmak-izi teknikleri olarak
bilinmektedir (Temmerman ve ark. 2004, Claisse ve ark. 2007, Demirel 2012, Giirsoy
ve Otlu 2017). LAB suslarinda antimikrobiyel bilesenlere direng genlerinin de bu
yontemler ile tespit edilebildigi bildirilmektedir (Demiray ve Yilmaz 2005).

Ozellikle fenotipik tanilama ydntemlerinin yetersiz olmasi, arastirmacilar1 daha

giivenilir sonuglar elde edebilecekleri ve kesin bir taksonomik ayrimin anlagilmasina
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olanak saglayacak yaklasimlara yonlendirmis ve dolayisi ile mikroorganizmalarin DNA
yapilarinin detayli olarak incelenmesi gerekliligi dogmustur. Genotipik yontemler de
DNA dizilerinin ve genetik 6zelliklerin anlasilmasina yonelik teknikleri igcermektedir.
Arastirmalar sonucunda, uygulanan modern taksonomik ydntemlerin fenotipik ve

genotipik yontemleri birlikte kullanmaya tesvik ettigi bilinmektedir (Tokatl1 2013).

2.4. Biyofilm

Mikroorganizmalarin ¢ogunlugu yiizeylere tutunma konusunda dogal bir yetenege
sahiptir. Bir ylizey {izerinde tutunmus halde bulunduklarinda ortamdaki besin
maddelerinden daha c¢ok faydalanabilmekte ve daha hizli geliserek sayilarim
cogaltabilmektedirler (Aratjo ve ark. 2011, Kostaki ve ark. 2012, Fonteini 2015).
Biyofilm, canli/ cansiz bir yiizeye geri doniisiimlii ya da doniisiimsiiz olarak tutunmus
kendi {rettikleri ekstraseliiler matriks tarafindan gevrelenmis ve salgiladiklari sinyal
maddeleri ile birbiri ile haberlesebilen mikroorganizma topluluklart olarak
tanimlanmaktadir (Kam Hepdeniz ve Segkin 2017, Unal ve Tayfur 2017). Matriksi
olusturan tabakanin, biyofilm katmanlar1 i¢inde yer alan mikroorganizmalar tarafindan
tretilen ag yapist seklinde jele benzer polisakkarit bir yapr oldugu bilinmektedir.
Biyofilm tabakasinin %97’ sini su olusturmaktadir. Geri kalan kisimlarda ise
mikroorganizmalar, EPS, proteinler, niikleik asit, lipit ve fosfolipitler yer almaktadir.
Ortam kosullarina, biyofilm tabakasinda bulunan mikrobiyel biyotaya ve
mikroorganizmalarin tutunduklar1 yilizey kosullarina gore, biyofilm matriksi ic¢inde
bulunan bilesenlerin yiizde oranlari da degisebilmektedir (Giin ve Ekinci 2009, Abebe
2013, Unal ve Tayfur 2017).

Mikroorganizmalar tarafindan biyofilm tabakasinin olusturulma nedenleri asagidaki
gibidir (Jefferson 2004);

1. Das faktorlerden korunmak,

2. Besin maddelerine erigsebilme imkanini artirmak,

3. Diger mikroorganizmalar ile iletisim halinde olarak, topluca hareket etmek
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4. Diger mikroorganizma gruplar ile sinyal molekiilleri ile haberleserek, ortam
kosullarina uygun olacak sekilde yeni ve farkli genetik 6zellik ve davranig

sekilleri sergileyebilmek

Biyofilm olusturan mikroorganizmalar gelisim evrelerine gore planktonik ve yerlesik
(sessile) olmak tizere iki gruba ayrilmaktadir. Planktonik hiicrelerin bireysel olarak ve
serbest halde yasadiklari, sessile hiicrelerin ise bir ylizeye tutunarak mikrokoloni
halinde yasamlarint devam ettirdikleri bilinmektedir. Mikroorganizmalarin ylizeye
tutunma asamalart zamana bagli olarak degismekte ve yiizeyde tutunmus olan
mikrokoloni ile salgiladiklari metabolitlerinin olusturdugu jele benzer matriks de
zamanla kalin bir tabaka haline gelmektedir. Stres kosullarinda canli kalabilme gibi bazi
karakteristik 6zellikler, mikroorganizmalar arasinda genetik olarak aktarilabilmektedir.
Tutunulan ylizeyin yapist ve mikroorganizmanin tutunma kabiliyeti, biyofilm
olusumunda 6nemli olan temel iki faktor olarak bilinmektedir. Ayrica ortam pH’ s1 ve
sicakliginin disinda mikroorganizmanin tiirii, hiicre zar1 ve duvarmin yapisi, yiizeye
tutunan hiicre sayisi, mikroorganizmanin hareket kabiliyeti, ortamin iyon
konsantrasyonu ve ortamdaki besin maddelerinin miktar/ igerigi gibi bircok yan
faktoriin de biyofilm olusumunda rol aldig: belirtilmektedir (Giin ve Ekinci 2009, Akan
ve Kinik 2014, Fonteini 2015). Biyofilm olusumunda birden fazla gelisim asamasi
gozlemlenmektedir. Mikroorganizmalarin biyofilm olusturabilme kabiliyetlerine gore
ve biyofilm olusum asamasina bagli olarak yiizeylere tutunmanin tersinir ya da
tersinmez sekilde gergeklestigi bilinmektedir. Bu durum da genetik faktorlere bagh
olarak degiskenlik gosterebilmektedir. Bu nedenle dayanikli mikroorganizmalarin
canliligini daha uzun siire devam ettirebilmek igin EPS iireterek, yiizeylere geri
doniisiimsiliz olarak tutunmaya c¢alistiklar bilinmektedir (Aratjo ve ark. 2011, Kostaki
ve ark. 2012, Fonteini 2015). EPS {iretiminin mikroorganizmalarin kendi aralarinda
haberlesmesini saglayan sinyal iiretimlerini tetikledigi bildirilmektedir. EPS salgisi
hiicrelerin dehidrasyona ugrama riskini azalttig1 i¢in, stres kosullarma daha dayanikli
hale gelmelerini saglamaktadir (Patel ve ark. 2014). EPS salgis1 ile biyofilm
tabakasinin zamanla olgunlastigi ve buradaki mikroorganizmalarin, salgiladiklart sinyal

molekiilleri sayesinde etkilesime gectikleri bilinmektedir. Sinyal molekiilleri ile
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gerceklesen hiicreler arasi iletisim “Quorum sensing (QS)” olarak adlandirilmaktadir.
QS mekanizmasi sayesinde planktonik haldeki mikroorganizma hiicrelerinde
gozlemlenmeyen baz1 Ozelliklerin  biyofilm tabakasi i¢inde godzlemlendigi
bildirilmektedir. Mikroorganizmalarin ylizeylere tutunmasi ve zamanla daha giiclii
baglar ile tersinmez olarak baglanmasi konusunda da QS mekanizmasinin rol aldigi
belirtilmektedir (Araujo ve ark. 2011, Patel ve ark. 2014, Fonteini 2015). Biyofilm

olusum asamalar1 Sekil 2.2° de gosterilmektedir.

Biyofilm olusumu bes asamada meydana gelmektedir. ilk asamada mikroorganizma
hiicreleri yiizeye hidrojen baglar1 gibi giicli olmayan baglar ile tersinir sekilde
tutunmaktadir. Yiizeye tutunma zamanla daha gili¢lii baglar ile gerceklesmekte ve
mikroorganizma hiicrelerinin yilizeye geri doniisiimsiiz olarak tutunmasi ile ikinci asama
tamamlanmaktadir. Ugiincii asamada ise mikrokoloni olusumlart meydana gelerek, EPS
tiretimi hizlanmakta ve biyofilm tabakasi biraz kalinlagmaya baslamaktadir. Biyofilm
tabakasinin olgunlasmasi asamasinda (dordiincii asama) QS mekanizmasinin aktif
oldugu ve hiicre sayisinin daha c¢ok arttigi bilinmektedir. Bu sayede biyofilm
tabakasinda yer alan mikroorganizma hiicreleri stres kosullarina karsi dayanikli hale
gelmektedir. Olgunlagsma asamasini ise dagilma evresi (besinci asama) takip etmektedir.
Biyofilm tabakasindan ayrilan planktonik hiicreler baska ylizeylere tutunarak, yeniden
biyofilm olusum asamalarini devam ettirme egilimde olmaktadirlar. Biyofilm gelisim
asamalarinda gozlemlenen kopma veya ayrilma evresinde tek bir mikroorganizma
hiicresi ya da mikroorganizma kiimesi biyofilm tabakasindan koparak ortama
yayilmaktadir. Bu ayrilma ve dagilma islemi, dis kuvvetlerin etkisi ile olabilecegi gibi
biyofilm olusum asamasinin bir pargasi olarak, tek ya da ¢oklu hiicrelerin kopmasi
sonucunda da gergeklesebilmektedir (Gilin ve Ekinci 2009). Sekil 2.3° te biyofilm

asamalarinin makroskobik ve mikroskobik goriiniimleri verilmistir.
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Sekil 2.2. Biyofilm olusum evreleri (Yesilcimen-Akbas 2015)

A Biyofilm olusumu

Sekil 2.3. Biyofilm olusum asamalarinin makroskobik semalar1 (A ve C) ve elektron
mikroskobu goriintiileri (B) (Ma ve Wood 2009)
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2.4.1. Biyofilm olusumunun dezavantajlari ve engelleme yollar:

Biyofilm olusumu ilk olarak patojen mikroorganizmalarda tespit edilmistir, bu nedenle
biyofilm olusumu ile insan sagliginin olumsuz etkilenecegi Onyargist olusmus ve
bilimsel arastirmalarda da genellikle biyofilm olusumunun engellenmesi iizerinde
durulmustur. Biyofilm yapisi ilk olarak 1980’li yillarda dis plaklarinda gézlemlenmistir
(Donlan ve Costerton 2002, Bjarnsholt ve ark. 2013).

Ozellikle patojenler gibi insan saghgmi olumsuz etkileyen mikroorganizmalarm bir
yiizeye tutunup, gelismesi istenmemektedir. Ortamda hakim mikrobiyota halini aldig:
zaman enfeksiyon riskleri ve salginlar ortaya ¢ikabilmekte ve mikrokolonilerin biyofilm
olusturmasi sonucunda da antimikrobiyel ajanlara karsi direng gelisebilmektedir.
Patojen mikroorganizmalarin direng gelistirmesi, onlarla miicadeleyi zorlastirmaktadir.
Bu nedenle 6zellikle klinik mikrobiyolojide hastalik etmeni olan mikroorganizmalarin
olusturdugu biyofilmin engellenmesi ile ilgili ¢alismalar devam etmektedir (Annous ve
ark. 2009, Giin ve Ekinci 2009).

Yapilan bir ¢alismada, baz1 patojen bakterilerin planktonik formlarinin gelisme siireci
takip edilmistir. Planktonik formun duragan fazdaki antibiyotik direncliligi ile biyofilm
formlariin antibiyotik direclilikleri ayn1 bulunmustur. Mikroorganizmalarin 6zellikle
QS mekanizmas: ile haberlesebilmeleri sonucunda ortam kosullarina gore davranis
sekillerini degistirdikleri belirlenmistir. Biyofilm formunda olmasalar bile toplu halde
bulunan hiicrelerin duragan fazda, stres faktorlerine direng gosterebilme egilimlerinin de
QS mekanizmas: ile alakali oldugu disiiniilmektedir. Biyofilm olusturan
mikroorganizmalarin ortam kosullarina hizli adapte olabilme ve daha direngli hale
gelme oOzellikleri de QS mekanizmasini destekler nitelikte bulunmustur (Spoering ve
Lewis 2001, Vu ve ark. 2009).

Biyofilm tabakasi, mikroorganizmalar i¢in koruyucu bir kalkan goérevi gormektedir.
Ozellikle antimikrobiyel ajanlar ve dezenfektanlara kars1, planktonik formlarina oranla

500 kat daha dayanikli olduklart rapor edilmistir. Bu konu ile ilgili yapilan bir
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calismada, mikroorganizmalarin biyofilm tabakasindan ayrilarak, gelismeleri i¢in uygun
bir siv1 besiyerine agilanmalar1 durumunda, antimikrobiyel ajanlara duyarli olan eski

hallerine dondiikleri de belirtilmektedir (Akan ve Kinik 2014, Diani ve ark. 2016).

Tibbi alanda sorun teskil eden biyofilm olusturabilen patojen mikroorganizmalar ile
miicadele énemli bir arastirma konusudur. Ozellikle gida endiistrisinde de biyofilm
olusumunun gida giivenligi agisindan 6nemli riskleri oldugu bilinmektedir. Ozellikle siit
isletmeleri, igme suyu dolum ve siseleme fabrikalari, meyve-sebze isleme ve et isleme
fabrikalar1 gibi gida sektoriinde bulunan isletmeler i¢in en biiyiik risklerden biri, gida
hammadde ve son iriiniin temas ettigi yiizeylere Bacillus cereus gibi 6zellikle sporlu
patojen mikroorganizmalarin bulagmasi ve ortamdan uzaklastirilmast konusunda
yetersiz kalinmasidir. Gida kaynakli patojen mikroorganizmalar insan sagligini tehdit
etmektedir. Bu nedenle gida isletmelerinde alet-ekipman temizligi 6nem tasimaktadir.
Ozellikle iiretimin tamamen kapali sistemler ile gerceklestigi isletmelerde hijyen
kontroliiniin daha 6nemli oldugu bilinmektedir. Siit ve sekerleme fabrikalarinda sivi
hammaddenin gectigi boru sistemlerinin i¢ yiizeylerinin temizligi diger ekipmanlara
gore daha zor ve risklidir. Benzer sekilde gida ile temas eden yiizeylerde hijyen
eksikligi durumunda, besinsel yonden zengin olan kalinti igerisinde cesitli
mikroorganizma gruplart gelisme imkani bulmakta ve gida hatlarinda ¢apraz
kontaminasyonuna neden olmaktadir. Ayrica mikroorganizmalar yiizeylerde gelismeye
bagladiklar1 andan itibaren zamanla biyofilm olusturan tiirler ortamda hakim biyota
haline gelebilmekte ve dolayisi ile EPS iretimi de hizlanmaktadir. Mikrokolonilerin
yiizeylere giiclii kimyasal baglar ile baglanmasi sonucunda biyofilm tabakasinin
kalinlig1 artmaya baslamaktadir. Boru i¢ yiizeylerinde biyofilm tabakasinin kalinlasmasi
ile korozyon meydana gelmektedir. Ayrica siirtiinme kuvvetinin artmasi ve boru ig
hacminin de daralmasindan dolayr sivi gegis hizi da digmektedir. Bu durumda
ekonomik kayip, iiretim hizinda diigme ve kontaminasyondan dolay: {irlin kayb1 gibi
hasarlar meydana gelebilmektedir (Garrett ve ark. 2008, Kisk6 ve Szabo- Szabo 2011,
Winkelstroter 2015). Olgunlasmis biyofilm tabakasiin yiizeylerden uzaklastiriimasi
zorlagtig1 i¢in, yeterli dezenfeksiyonun saglanamama ihtimali dogmaktadir. Biyofilm

olusumuna izin verilmeden etkili ve yeterli bir sanitasyon islemi gerekliligi tiim gida
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fabrikalart icin gegerlidir (Kumari ve Sarkar 2016). Gida isletmelerinde yer alan
sistemlerde boru cidarlarinda farkli mikroorganizma gruplarinin tutunmasi ile meydana

gelen biyofilm tabakasi1 Sekil 2.4° te sematize edilmistir.

Gida isletmelerinde kullanilan boru sistemleri
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Sekil 2.4. Gida isletmelerinde kullanilan boru sistemlerinin i¢inde biyofilm tabakasi
olusumu (http://watter.nl/en/sustainable-disinfection/removing-biofilm/)

Yapilan bir ¢alismada et fabrikalarinda temizlik ve dezenfeksiyon islemlerini takiben
gida hatlarinda bulunan konveyorlerden Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Listeria
spp., Serratia spp. ve Staphylococcus spp. tiirlerinin izole edildigi belirlenmis ve
biyofilm olusturma kosullar1 ile dezenfektanlara kars1 direngleri arastirilmistir.
Denemede biyofilm olusturma kapasitesi en yiiksek olan suslarin dezenfeksiyon
islemlerinden sonra bile ortamdan izole edilebilen bakteriler olan Pseudomonas,
Acinetobacter ve Listeria cinslerine ait oldugu tespit edilmistir. Bu durumun g¢apraz
kontaminasyona neden olarak, tiikketime hazir et iriinlerinde risk olusturacag: ifade

edilmektedir (Fagerlund ve ark. 2017).

Biyofilm olusumunun risk olusturdugu alanlardan biri de su aritma tesisleridir.
Tesislerde yapilan mikrobiyel kontrollerde 6zellikle slam olusturan Pseudomonas ve
bazi kiif tiirlerinin izole edildigi belirtilmektedir. Biyofilm olugumunu engellemek i¢in
etkin dezenfeksiyon sistemlerinin bulunmas: gerekliligi vurgulanmaktadir (Rao ve ark.
2017).
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Bir diger gida kaynakli patojen bakteri tiirii olan Staphylococcus aureus ile yapilan bir
calismada ise bakterinin tirettigi biyofilm gelisimi {izerine baz1 bitki esansiyel yaglarinin
etkileri incelenmistir. Ozellikle Cinnamomum cassia ve Salvia officinalis esansiyel
yaglarinin beraber kullanildigi denemede 24 saatlik inkiibasyon sonunda S. aureus
gelisiminin 3 log birimlik azaldig1 ve biyofilm olusumunun da 90 dakikalik muamelenin
ardindan %068 oraninda azaldig1 belirlenmistir (Campana ve ark. 2017). Tar¢in ve limon
esansiyel yaglari ile yapilan bir bagka ¢alismada E. coli ve B. cereus suslari arasinda
meydana gelen QS mekanizmasi engellenerek biyofilm olusumunun azaldig
anlagilmistir (Kerekes ve ark. 2013). Biyofilm olusumunu engelleyici yeni dogal
koruyucu ajanlarin tespit edilmesi gida endiistrisi agisindan ¢cok dnemlidir. Nostro ve
ark. (2016)’ nin yaptig1 ¢alismada Punica granatum L. ve Rhus coriaria L. bitki
ekstraktlariin gida kaynakli patojenlerden olan Esherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa tarafindan olusturulan biyofilm tabakalarini sirasi ile %25-40 ve %20-30
arasinda azalttig1 belirlenmistir. Biyofilm olusumu 96-kuyucuklu plaka yontemi ile
belirlenmistir. Yapilan bazi ¢alismalar da ultrasonik ses dalgalarinin P. aureginosa
tarafindan olusturulan biyofilm tabakasini parcalayabildigini gostermektedir (Masak ve

ark. 2014).

Gida kaynakli hastaliklarin ve kontaminasyonun engellenmesi agisindan, gida
isletmelerinde ham madde girisinden son {irlin ¢ikisina kadar gida ile temas eden alet-
ekipman ve konveyor sistemlerinin diizenli olarak dezenfekte edilmesi, ayrica belirli
araliklarla dezenfeksiyon kontrollerinin yapilmasi ¢ok dnemlidir. Diizenli kontroller ile
mikroorganizmalarin ~ biyofilm  olusturmalarma  izin  verilmeden,  hijyen
saglanabilmektedir. Mikroorganizmalar bir yiizeye tutunduktan sonra biyofilm olusumu
genellikle 10 giin siire igerisinde gerceklesmektedir. Bu durumun engellenmesi
acisindan uygun antimikrobiyel ajanlar yardimi ile igletme i¢i hijyenin saglanmasi

Onerilmektedir (Akan ve Kinik 2014).

Ozellikle gectigimiz yillarda Avrupa ve Iskandinav iilkelerinde goriilen paketlenmis
taze yesilliklerden kaynaklanan salginlar sonrasinda Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi

(EFSA) toplantilar diizenlemis ve konu ile ilgili ¢aligmalara baslamistir. Yapilan
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arastirma sonuglarima gore Ozellikle salata igin hazirlanarak tiiketime sunulan
paketlenmis 1spanak ve karisik yesillik ambalajlarinda bitki 6zsularinin  biriktigi
gbzlenmistir. Bu sizintinin 6zellikle Salmonella spp. gelismesi i¢in uygun bir ortam
yarattigi ve bakteri gelisiminin denemedeki kontrol grubuna gore ¢ok daha fazla oldugu
belirtilmektedir. Enterobacter ve Salmonella gibi enterik patojenler, taze yesillik
cesitlerinin bulundugu ambalajlarda biriken sivi ile gelisme olanagi bulmakta ve
biyofilm olusturmaktadir. Bu nedenle tiiketime hazir yesilliklerin depolama ve transfer
stireglerinde mikrobiyel gelismeye ve biyofilm olusumuna uygun hale geldikleri
bildirilmektedir. Taze olarak tiiketilen yesillikler ¢ok az islem gordiikleri i¢in, patojenler
ile kontamine olmalar1 da kacinilmaz hale gelmektedir. Tiiketime hazir yesilliklerin
dekontaminasyonu amaci ile organik asit, hidrojen peroksit ya da klor uygulamalari
yapilmis ancak, sanitasyon uygulamalarmin yesilliklerin tekstiirel yapisini bozdugu
anlagilmistir. Yesillik yapraklarinda LAB suslarinin kolonizasyonu saglandiginda ve
baz1 bakteriyofajlarin yapraklara uygulanmasi sonucunda enterik patojenlerin sayisinin
diistiigii ve biyofilm olusumunun azaldigi gozlemlenmis, ancak tam inhibisyonun

sagalanabilecegi en uygun yontem heniiz belirlenememistir (Koukkidis ve ark. 2017).

2.4.2. Biyofilm olusumunun avantajlari ve LAB suslarinda biyofilm olusumu

Biyofilm olusumu ozellikle LAB suslarn1 gibi insan saghgma faydah
mikroorganizmalarda gozlemlendiginde, hiicrelerin olumsuz ortam kosullarina direngli
olmasini saglamak i¢in istenilen bir 6zellik haline gelebilmektedir. Birgok LAB susunun
EPS iiretebildigi bilinmektedir (Erginkaya ve ark. 2011, Salas-Jara ve ark. 2016).
Ayrica ¢cogu LAB tiirli probiyotik olarak gidalarda kullanilmakta ve biyofilm iiretme
kabiliyetleri nedeni ile patojen mikroorganizmalarla yarisabilmektedir. LAB suslarinin
tirettigi biyofilm tabakasinin patojen mikroorganizmalara karsi koruyucu bir kalkan
gorevi gordiigii bildirilmektedir. Bu sayede 6zellikle et ve siit endiistrisinde biyofilm
iiretebilen LAB suslarinin kullanimi1 6n plana ¢ikmaktadir. Yapilan ¢alismalar, LAB
suslarinin antilisterial etkiye sahip olduklarini gostermektedir. Bu 6zelligin de LAB
suslarinin  biyofilm iiretebilme yetenekleri ile dogrudan iliskili oldugu sonucuna

vartlmistir. LAB suslarmin trettigi biyofilm tabakasinin kiifler {izerine de inhibe edici
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etkilerinin oldugu bildirilmekte olup, dogal gida koruyucusu olarak LAB
biyofilmlerinin kullanim kosullar izerine ¢alismalar devam etmektedir (Erginkaya ve

ark. 2011, Furukawa 2015, Gomez ve ark. 2016, Cruciata ve ark. 2018).

Biyofilm olusumunda QS mekanizmasiin 6nemli role sahip oldugu bilinmektedir.
Cogunluk algilanmasi mekanizmasiin patojen mikroorganizmalarda goriilmesinin
istenmeyen sonuclar dogurdugu bilinmektedir. Ancak, gida endiistrisinde kullanim alani
bulan insan sagligina faydali mikroorganizmalarda aktif QS mekanizmasinin pozitif
etkileri olabilecegi bildirilmektedir. Yapilan bir ¢alismada L. sakei susunun Al-2 sinyal
molekiilii ile diger LAB suslar1 arasinda haberlesme saglayabildigi ve bu sinyal
molekiiliiniin ise E.coli O157:H7’nin viriilens etkisini inhibe edebildigi tespit edilmistir
(Park ve ark. 2014).

Yun ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir bagka calismada da LAB tiirleri arasinda
ozellikle fermente siit tiriinlerinden izole edilen L. acidophilus susunun salgiladig
sinyal molekiiliiniin Clostridium difficale gelisimini engelledigi ve toksin {iretimini de

durdurdugu belirtilmektedir.

Gida sanayiinde o6zellikle Akdeniz iilkelerinde 6nemli bir kaynak olan zeytinin hasat
edildikten sonra 6n islemlerden gegirilmesi gerekmektedir. Hasat sonrasinda zeytine aci
tat veren oleuropeinin meyveden uzaklastirtlmasi ve iriiniin yenilebilir hale getirilmesi
icin bazi on islemler yapilmaktadir. Alkali oksidasyonu, salamurada bekletme gibi
islemler sayesinde sofralik zeytinler tiikketime sunulmaktadir. Meyvenin olgunlasma
asamasina bagli olarak yag, karbonhidrat ve oleuropein miktarlarinin oranlar
degiskenlik gosterebilmektedir. On islemler esnasinda, meyvenin dogal florasinda
bulunan LAB ve bazi maya suslari, zeytin ve salamuranin birlesimi sayesinde uygun bir
gelisme ortam1 bulmakta ve yeterli besin maddesi de salamuraya gecmektedir. Ortamda
hakim duruma gecen LAB susglar1 ve mayalar sayesinde fermentasyon gerceklesmekte
ve zeytinin kendine 6zgii tat ve aroma kazanmasi saglanmaktadir. Ozellikle LAB
suslarinin zeytindeki mezokarp tabakasina tutunarak biyofilm olusturmasi sayesinde

hasat sirasinda ortamda bulunan patojen mikroorganizmalar, LAB suslar1 ile
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yarigamamakta ve fermentasyon esnasinda da tamamen inhibe olmaktadir (Berlanga ve

Guerrero 2016).

Laktik asit bakterileri 6zellikle fermente gidalarin iiretiminde kullanilan starter kiiltiir
olarak gida endiistrisinde 6n planda olup, metabolitlerinin dogal gida koruyucular
olduklar1 bilinmektedir. Ayrica patojenlerin gida iirlinlerinde gelisip, insan sagligini
tehdit etme riskleri bulunmasi nedeni ile ortamda LAB suslarmin da bulunmasi
patojenlerin zararli etkilerini azaltabilmekte ya da tamamen durdurabilmektedir.
Biyofilm yapisi, mikroorganizmay1 6zellikle stres kosullarina, olumsuz ¢evre sartlarina
daha dayanikli hale getirmektedir. Planktonik hiicrelerin ise olumsuz kosullardan daha
kolay etkilendikleri bilinmektedir. Bu durumda LAB suslarinin daha direncli hale
gelebilmeleri agisindan biyofilm olusturabilmeleri, gida sanayiinde istenilen bir 6zellik

haline gelmektedir (Jalilsood ve ark. 2015, Salas-Jara ve ark. 2016).

LAB suslarmin iirettigi EPS’ ler homo (HoPS) ve heteropolisakkaritler (HePS) olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir. Her iki grubun da gida endiistrisinde kullanim alanlari
bulunmaktadir. Bunlardan o-D-glukan, B-D-glukan ve B-D-fruktanlar HoPS’ lerden
bazilar1 olup, Ozellikle gida endiistrisinde reolojik-tekstiirel 6zelliklerin diizenlenmesi
icin hidrokolloidlerin yerine kullanilmaktadir. HoPS’ ler ayrica donmus gidalarin
stabilizasyonu amaci ile kullanilmaktadir. Donmus et ve balik gibi iirlinlerin ve ayrica
peynir ¢esitlerinin lizerinin HoPS’ ler ile film seklinde kaplanmasi sonucunda iirtinler
oksidasyon ve diger kimyasal reaksiyonlardan korunmaktadir. Ksantan gibi
biyopolimerler ise bakteriler tarafindan iiretilebilen ve kivam artirici olarak gidalarda
kullanim alan1 bulan HePS’ lerden bazilari olarak bilinmektedir. Bu nedenle LAB
suglarinda EPS iretimi ve biyofilm olusumu, gidalarin endiistriyel olarak
stabilizasyonunda da rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda biyofilm iiretebilen LAB suslar1
bagirsak mukozasina tutunma ve kolonize olabilme 6zelligine de sahip olabilmekte ve
bu suslardan probiyotik gida {iiretiminde de faydalanilabilmektedir (Sanlibaba ve
Cakmak 2016, Bassi ve ark. 2017, Zarour ve ark. 2017).
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Abdellah ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢calisma sonuglarina gore probiyotik oldugu bilinen
bazi LAB suslarinin biyofilm olusturma kabiliyetinin de oldugunu belirtmektedir.
Ayrica yaptiklar: ¢calismada deve siitiinden izole edilen L. bulgaricus, S. thermophilus,
E. feacium ve P. acidilactici suslarinin biyofilm olusturma kinetiklerinin birbirleri ile
ayni oldugunu, ancak irettikleri EPS miktarlarinin birbirlerinden farklilik gosterdigi
rapor edilmistir. Bu nedenle arastirma sonucunda, EPS iiretimi ile biyofilm olusturma

kapasitesi arasinda bir korelasyonun tespit edilemedigi belirtilmektedir.

Gida endiistrisinde, patojen mikroorganizmalar ile miicadelede ve gidalarin raf dmriiniin
uzatilabilmesi a¢isindan dogal gida koruyuculari olarak gorev yapan LAB tiirlerinin
biyofilm olusturabilen suslari segilerek, 6zellikle fermente gidalarda starter olarak
kullaniminin uygun olabilecegi diisiiniilmektedir. Biyofilm olusturan tiirlerin, ortam
kosullarina daha hizli adapte olabilecegi ve aktif QS mekanizmasi sayesinde istenmeyen
mikroorganizmalar1 daha kolay ve hizli inhibe edebilecegi ve bu sayede son iirlinii daha
uzun siire koruyabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica biyofilm olusturma kabiliyetleri
nedeni ile ylizeylere kolaylikla tutunabildikleri bilinmektedir. Bu nedenle sindirim
sistemi boyunca da hizli kolonize olabilecekleri goz oniinde bulunduruldugunda,
probiyotik  6zellik gdsterme potansiyellerinin  de s6z konusu olabilecegi

diistiniilmektedir.

2.5. Laktik Asit Bakterilerinde Antibiyotik Direnci

Mikroorganizmalarin endiistride giivenli olarak kullanilabilmeleri agisindan her bir
susun antibiyotik direngliliklerinin aragtirilmas1 gerekmektedir. Antibiyotik direng
mekanizmasi; mikroorganizma tiirleri, antibiyotik cinsi, insan ve ¢evrenin etkilesimi ile
sekillenen karmagik bir olgudur. Mikroorganizmalarin probiyotik 6zelliklerinin
arastirilmasinda antibiyotik direnci aranan bir oOzellik olmasina ragmen, patojen
mikroorganizmalara genlerle aktarilabilme riskinin oldugu da bilinmektedir. Bu nedenle
LAB suslarinda dogal (fenotipik) ya da sonradan kazanilmig antibiyotik direncinin goz
online alinmasi gerekmektedir. Bagirsak mukozasinda kolonizasyonun saglanmasi

acisindan antibiyotik direnci probiyotik suslarda avantaj saglayan bir 6zellik olarak
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bilinmektedir. Bunun nedeni ise direngli LAB suslarinin antibiyotik varliginda bile
patojenlerle yarigsabilme giicline sahip olmasi ve dolayisi ile mikrobiyotada dominant
hale gelerek, ortamda hizla c¢ogalabilmesidir. Enfeksiyon tedavisinde kullanilan
antibiyotikler, genellikle bagirsak mukozasinda kolonize olmus LAB suslarinin
inhibisyonuna neden olmakta ve bagirsak yiizeyi patojenlerin ¢ogalmasina uygun hale
gelebilmektedir. Bu nedenle antibiyotik direnci LAB suslarindan 6zellikle probiyotik

olanlarda aranan bir 6zellik haline gelmistir (Gerritsen ve ark. 2011, Gad ve ark. 2014)

LAB tiirlerinde dogal (fenotipik) antibiyotik direncin kalitsal karakterlerinden
kaynaklandig1 ve horizontal olarak bir bagka bakteriye aktarilamadigi bilinmektedir.
Antibiyotik ajanin hedef aldig1 yapinin mikroorganizmada bulunmamasi ya da
mikrobiyel hiicrenin etken maddeden etkilenmemesi gibi nedenler ile dogal direng
olusumu gozlenmektedir. Bazi direngli bakterilerde antibiyotiklerin baglandigi hedef
bolge degisime ugratilarak, bakterinin zarar gormesi engellenebilmektedir.
Antibiyotikler genellikle bakteri yiizeyindeki protein bolgelere baglanarak inhibisyon
gerceklestirmektedirler. Bazi diren¢ mekanizmalarinda antibiyotigin hedef metabolik
yolunda degisim ve modifikasyon gercekleserek, fenotipik direng olusumu
gozlemlenmekte ve bu sayede antibiyotigin inhibisyon etkisi de yok edilebilmektedir.
Ayrica, antibiyotigin bakteri yiizeyindeki gecirgenligi azaltilarak ya da aktif pompa
ozelligi ile antibiyotik bakteriden uzaklastirilarak ve antibiyotik konsantrasyonu
disiiriilerek bakterinin zarar gormesi engellenmektedir. (Meral ve Korukluoglu 2014,

Demirel ve Giirler 2016).

Dogal diren¢ genlerinin varligi ozellikle LAB suslarinda istenen bir 6zellik iken,
sonradan kazanilmig direncg risk teskil edebilmektedir. Dogal antibiyotik direnci, hem
antibiyotik tedavilerinde LAB suslarinin gastro intestinal sistemde inhibe olmadan
gelismelerine izin vermekte, hem de patojen mikroorganizmalara genetik olarak
aktarilamamaktadir. Ancak sonradan kazanilan diren¢ mekanizmalari, baska
mikroorganizmalardan horizontal olarak gen aktarimi ile elde edilen bir 6zellik olarak
bilinmektedir. Bakteri genom mutasyonunda veya diren¢ olusumunu kodlayan genlerin

olusmasi durumunda kazanilmis direncten s6z edilmektedir. Mikroorganizmalarda
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horizontal gen aktarimi bakteriyofajlar ile ya da konjugasyon yolu ile meydana
gelmektedir. Plazmidler LAB tiirleri arasindan en ¢ok Bifidobacteria, Lactobacillus,
Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus ve Pediococcus cinslerine ait suslarda
gdzlemlenmektedir. Ozellikle sindirim sisteminde LAB suslar1 ile patojen bakteriler
arasinda gen aktariminin gergeklesebildigi bilinmektedir. Bu nedenle, patojen bakteriler
zamanla birgok antibiyotige direngli hale gelerek, tedavisi zor olan veya miimkiin
olmayan salginlara yol agabilmektedir. Gen aktariminin gergeklesmesi i¢in uygun olan
ortamlardan biri ise gida iiriinleri olarak bilinmektedir. Ozellikle vankomisine direngli
Enterococcus tiirlerinin gida yolu ile insanlara gegerek, bagirsak mukozasindan izole
edildigi yapilan ¢alismalar ile belirlenmistir (Kushiro 2009, Demirel ve Giirler 2016).
Ayrica LAB suslarinda sonradan kazanilmis antibiyotik direng genlerinin Gram negatif
bakterilere de aktarilabildigi belirtilmektedir. Ancak oOzellikle fermente gidalarin
tiretiminde kullanilan birgok LAB susunun (L. plantarum, L. casei, L. acidophilus vb.)
vankomisin, ampisilin gibi bazi antibiyotiklere karsi dogal dirence sahip oldugu da

bilinmektedir (Mathur ve Singh 2005, Tatl1 2009).

Bir bagka direng mekanizmasi ise “capraz direng” olarak adlandirilmakta olup, benzer
mekanizma ile bakterilere etki eden farkli antibiyotik tiirlerine kars1 gosterilen direng
olarak tanimlanmaktadir. Bu durumun genel olarak, etki mekanizmalar1 ve yapilar1 ayni
olan eritromisin, neomisin, kanamisin vb. antibiyotiklerde gozlendigi belirtilmektedir

(Tatli 2009).

Birgok Lactobacillus tiiriiniin vankomisin ve streptomisine karst dogal direngli oldugu
bilinmektedir. Ayrica ¢ogu Leuconostoc tiirliniin de vankomisine karsi1 dogal dirence
sahip oldugu belirtilmektedir (Mathur ve Singh 2005).

Gida endiistrisinde kullanilacak olan LAB suslarinin antibiyotik direngliliklerinin
molekiiler diizeyde incelenerek, kazanilmis dirence sahip olan suslarin starter olarak
kullanilmamas1 gerektigi diisiiniilmektedir. Ancak, dogal direncin genetik olarak

tespitinin yapilmasi sonucunda suslarin gida endiistrisinde kullanilmasmin, yeni iiriin
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gelistirilmesinde ve fonksiyonel iriinlerin iiretiminde 6nemli rol oynayacagi ifade

edilmektedir.

2.6. Laktik Asit Bakterilerinde Biyofilm Olusumu ile Antibiyotik Direnci
Arasidaki Tliski

Laktik asit bakterilerinde EPS {iretimi ile biyofilm olusumu arasinda korelasyon oldugu
bazi ¢alismalar ile belirlenmis olsa da, bazi LAB suslarinda EPS iiretim miktar1 ile
biyofilm olusturma diizeyi benzer nitelikte bulunmamustir (Patel ve ark. 2012, Abdellah
ve ark. 2015). Ancak hem EPS iiretiminin, hem de biyofilm tabakasinin LAB suslarini
daha dayanikli hale getirdigi konusunda arastirmacilar benzer sonuglara ulagsmislardir.
Bunun nedeni ise biyofilm tabakasinda yer alan bilesenler arasinda EPS’ nin de
bulunmasi ve mikroorganizmalari bir arada tutmada 6nemli rol oynamasidir. EPS’ lerin
mikroorganizmalar tarafindan katabolize edilemedigi ve dolayisiyla enerji kaynagi
olarak kullanilamadig1 bilinmektedir (Bar¢in-Oztiirk ve ark. 2008). Ancak EPS’ lerin,
bulunduklar1 ortamda koruyuculuk gorevi yaptigi ve mikroorganizma kolonizasyonu ile
yiizeye tutunma kabiliyetinin de artmasini sagladigi bildirilmektedir. Enfeksiyon
durumlarinda kullanilan antibiyotiklerin bagirsak mikrobiyotasini bozdugu ve zararh
mikroorganizmalar  tarafindan  rekabet¢i  biyotanin  yeniden  olusturuldugu
bildirilmektedir.  Probiyotik LAB suslarinin  antibiyotiklere  karsi  patojen
mikroorganizmalara kiyasla daha duyarli olduklar1 bilinmektedir. Bu nedenle bagirsak
dogal mikrobiyotasinin bozulmamasi ve epitel ylizey ilizerinde LAB suslarinin zarar
gormeden hakimiyetlerine devam edebilmesi i¢in antibiyotiklere karsi gelistirdikleri
diren¢ mekanizmalarinin  6nemli oldugu disiiniilmektedir. Biyofilm i¢indeki
mikroorganizmalarin, besin yoksunlugu, pH degisliklikleri, oksijen radikalleri,
dezenfektanlar, fagositoz ve antibiyotiklere karsi planktonik hiicrelerden daha direngli
olduklari bildirilmektedir (Bar¢in-Oztiirk ve ark. 2008, Gerritsen ve ark. 2011, Gad ve
ark. 2014).

Biyofilmin biiyiik bir boliimiinii olusturan EPS’ lerin savunmada 6nemli rol oynayan

molekiiller oldugu bilinmektedir. EPS’lerin bakteriyi diger ¢ekim alanlarindan (elektrik
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¢ekimi) uzaklastirarak, farkli hiicrelerin fagositozundan ve antimikrobiyel etkisinden de
korudugu bildirilmektedir. Ortamda bulunan diger mikroorganizmalarin salgilamis
oldugu sinyal molekiillerini alarak, tehlikede oldugunu algilayan bakteri, savunma
mekanizmasini 6n plana ¢ikartmakta ve dolayisi ile biyofilm olusturmaktadir. Biyofilm
olusumu, bakterinin kendini koruma altina almasi olarak tanimlanmaktadir (Barg¢in-
Oztiirk ve ark. 2008). Olumsuz kosullarin ortaya ¢ikmasi halinde, QS mekanizmasinin
aktif hale gecmesi saglanmaktadir. Savunma haline gegen bakterinin biyofilm tireterek
metal iyonlarina ve bakteriyofaja kars1 da direng gosterebildigi belirtilmektedir (Milci
ve Yangin 2005, Ciszek-Lenda 2011).

LAB Kkiiltiirlerinin planktonik halde iken, sahip olmadiklar1 6zelliklerin biyofilm
olusumu ile ortaya ¢ikmasi ile antibiyotik benzeri maddeler iiretebildikleri ve ayrica
antimikrobiyel ajanlara karsi da diren¢ kazandiklar1 rapor edilmistir (Jones ve
Versalovic 2009, Guinta 2010, igten 2013, Sudagidan ve Aydin 2013, Zhang ve ark.
2013, Khosravi ve ark. 2014).

Antimikrobiyel ajanlara gdsterilen direncin ve bagirsak mukozasina tutunma
kabiliyetinin ~ biyofilm  olusumu ile  desteklenmesinden  dolayr  patojen
mikroorganizmalarda  biyofilm  engellenilmeye ¢alisilirken, sagliga faydali
mikroorganzimalarda ise desteklenebilmektedir. Yapilan bir ¢alismada Kore’ ye 6zgii
fermente soya hamurundan izole edilen LAB suslarmin P. acidilactici SDL 1402, P.
acidilactici SDL 1405, P. acidilactici SDL 1406, W. cibaria SCCB 2306, S.
thermophilus SCML 337, S. thermophilus SCML 300 ve E. faecium SC 54 oldugu
molekiiler yontemler ile tanilanmis ve probiyotik 6zellikleri incelenmistir. Suslarin
tamaminin penisilin, tetrasiklin, kanamisin, gentamisin, eritromisin, klindamisin ve
Kloramfenikole karst duyarli olduklari, ancak streptomisin ve ampisiline karsi direngli
olduklar1 belirtilmektedir. Ayrica agregasyon kabiliyetlerinin E. coli O157:H7, L.
monocytogenes ATCC 15313 suslarina gore daha iyi oldugu belirtilmektedir (Oh ve ark.
2018).
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Tez kapsaminda farkli gidalardan izole edilerek biyokimyasal ve molekiiler tekniklerle
tanimlanan LAB suslarinin biyofilm olusturma yetenekleri ile antibiyotik direngleri
incelenmis ve biyofilm olusumunun antibiyotik direnci tizerine etkisi anlasilmaya

calisilmigtir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Arastirma érnekleri

Laktik asit bakterilerinin izolasyonu, identifikasyonu ve Ozelliklerinin belirlenmesi

amaci ile Bursa ilindeki farkli pazarlardan temin edilen toplam 17 6rnek [¢ig siit (3

adet), koy peyniri (4 adet), yesil ve siyah ham zeytin (10 adet)] toplanmis, Uludag

Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Béliimii Mikrobiyoloji Laboratuvari’

na uygun kosullarda getirilerek numaralandirilmis ve etiketlenmistir (Cizelge 3.1).

Ornekler agikta tiiketiciye satildig1 ambalaj ile temin edilmistir.

Cizelge 3.1. Orneklere iliskin bilgiler

Ornek kodu  Ornek alim tarihi _(")rnek tipi Ornek miktar
YZA-1 12.10.2014 fel;tl};‘fegafsﬂ 1000 g
YZA-2 12.10.2014 iseljtl};‘fegafsﬂ 1000 g
YZA-3 12.10.2014 isel)e/g;riegaiesﬂ 1000 g
5 YSZG-L 23.11.2014 ;?;ngg‘;tﬁyggmhk 500 g
§ YZG-1 13.10.2014 iﬂ;ﬁﬁ‘%ﬁfﬂfﬁfﬂ 500 g
E YZG-2 15.10.2014 iﬂ;ﬁﬁ‘%ﬁfﬂfﬁfﬂ 500 g
D yz63 25.10.2015 iﬂ;ﬁﬁ‘%ﬁfﬂfﬁfﬂ 500 g
YZG-4 25.10.2015 iﬂ;ﬁ?egéfnﬁfﬂ 500 g
Yszi-1 17.11.2015 g;‘;f’;eer;‘tﬁyijﬂlk 1000 g
YSZi-2 17.11.2015 Islenmemis yesil- 500 o

siyah zeytin- Iznik
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Cizelge 3.1. Orneklere iliskin bilgiler (devam)

Ornek kodu Ornek ahm tarihi Ornek tipi Ornek miktar
- CS-1 15.05.2014 Cig siit 100 mL
3 CS-2 22.05.2014 Cig siit 100 mL
= CS-3 09.08.2015 Cig siit 100 mL
= KP-1 07.08.2015 K&y peyniri 700 g
> KP-2 14.09.2015 Koy peyniri 550 g
i KP-3 16.09.2015 Koy peyniri 550 g
KP-4 16.09.2015 Koy peyniri 700 g

3.1.2. Kullanilan besiyerleri ve cozeltiler

De man-rogosa-sharpe (MRS) broth ve agar (Merck)

MRS broth graniil halde bulunan dehidre besiyerinden 52,2 g/L, MRS agar ise graniil
halde bulunan dehidre besiyerinden 66,2 g/L olacak sekilde tartilarak, damitik su i¢inde
homojen sekilde eritilmis ve 121°C’de 15 d otoklavlanarak, kullanima hazir hale
getirilmigtir. MRS broth laktik asit bakterilerinin aktiflestirilmesinde ve diger
analizlerde, MRS agar ise laktik asit bakterilerinin saflagtirilmasi, mikrobiyel sayim ve

antimikrobiyel diren¢ analizlerinde kullanilmistir.

%30’ luk H,0; ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich)

Konsantrasyonu hazir olan ¢ozelti gida orneklerinden izole edilen ve saflastirilan
bakterilerin katalaz reaksiyonlarini gézlemlemek amaci ile kullanilmistir (Kaban ve
Kaya 2008, Bagder-Elmaci ve ark. 2015).

10X tris borat EDTA (TBE) tamponu (Merck)

TBE tamponu kullanima hazir olarak alinmig olup, jel elektroforezi amaci ile

kullanilmigtir (Aymerich ve ark. 2003).

39



%00,7’ lik agaroz jel (Bioshop)

0,84 g agaroz (Bioshop) tartilarak 120 mL 1X TBE (Merck) tamponu eklenmistir.
Mikrodalga firinda ¢oziindiiriildiikten sonra son derisim 0,5 pg/mL olacak sekilde
Etidyum Bromiir (EtBr) (Applichem) eklenip hafifce calkalanarak karistirilmis ve
elektroforez tankina dokiilmistiir (Aymerich ve ark. 2003).

6X jel yiikleme boyasi (Thermo Fisher Scientific)

Agaroz jel elektroforezinde DNA ve PZR fiirlinlerinin jele yiiklenmesi ve izlenmesi

amaci ile kullanilmistir (Lee ve ark. 2012).

Etidyum bromiir (EtBr) (Applichem)

10 mg/mL distile su iginde ¢Oziindiiriilerek, hazirlanan ¢ozelti agaroz jel igerisinde son
derisimi 0,5 pg/mL olacak sekilde hazirlanmistir. EtBr, elektroforez sonrasi DNA
bantlarinin UV 1s1k altinda sar1/turuncu renk vermesini saglamaktadir (Aymerich ve ark.
2003).

DNA merdiveni (SolisBioDyne)

Farkli boylarda hazirlanmis DNA pargalarini igeren bir ¢ozelti olup, jeldeki goriintii ile
karsilagtirma yapilarak, analiz edilen DNA 6rneklerinden elde edilen bantlarin yaklasik

boy ve miktarlarinin belirlenmesinde kullanilmistir (Aymerich ve ark. 2003).

Liziz soliisyonu

Liziz soliisyonu (20 mM Tris-HCI (Merck), pH:8,3; 50 mM KCI (Merck); 1,5 mM
MgCl; (Merck) ; % 0,5 Tween 20 (Applichem); % 0,45 Triton X-100 (Sigma), % 0,01
jelatin (Bioshop)) Caro ve ark. (2015)’ nin kullandig1 yonteme gore 5 mL’lik stok

¢ozelti halinde hazirlanmis ve DNA izolasyonunda kullanilmastir.
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Proteinaz-K (Calbiochem)

Proteinaz-K, DNA izolasyonunda, liziz soliisyonu ile birlikte kullanilmistir (Caro ve
ark. 2015).

Fenol:kloroform:isoamil alkol (FKI); pH:8,0 ¢ozeltisi (Bioshop)

Yiiksek agirlikta genomik DNA elde edilebilmesi i¢in pH’st 8,0 olan Tris EDTA
tamponu ile doyurulmus FKI ¢ozeltisi kullanilmistir (Caro ve ark. 2015).

3.2. Yontem

3.2.1. Laktik asit bakterilerinin izolasyonu

Bursa ilindeki pazarlardan toplanan ham zeytin meyveleri (iznik ve Gemlik) ile kdy
peyniri numuneleri 10 g olacak sekilde tartilarak 90 mL %0,85 NaCl iceren fizyolojik
tuzlu su icinde homojenize edilmistir. Cig siit drneginden ise seri diliisyon yapilmistir.
Her ornekten MRS agara dokme yontemi ile ekim yapilmis ve 28°C'de 48 saatlik
inkiibasyon sonunda farkli morfolojik yapiya sahip koloniler steril 6ze yardimi ile
alinarak MRS agara siirme yontemi ile ekilmistir. Gelisen kolonilerin steril 6ze yardimi
ile alinarak MRS agara stiriilmesi islemi 3 defa tekrarlanarak saflagtirma islemi

gerceklestirilmistir (Bagder-Elmaci ve ark. 2015).
3.2.2. Laktik asit bakterilerinin morfolojik 6zelliklerinin belirlenmesi
Saflagtirilan kolonilerden basit preparat hazirlanarak mikroskopta incelenmistir.

Mikroskobik incelemede, koloninin safligi kontrol edilmis ve morfolojik ozellikleri

hakkinda genel bilgi kayit altina alinmagtir.
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Gram boyama

Saf kiiltiirler MRS broth besiyerine asilanarak 28-30°C'de 18-24 saatlik inkiibasyona
birakilmistir. 18-24 saatlik taze kiiltiirlerin Gram 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in, Kristal
viyole (Merck) ile Lugol ¢ozeltisi (Merck) kullanilmstir. izolatlarin Gram boyanma

ozellikleri belirlenmis ve Gram pozitif olan izolatlar se¢ilmistir (Goh ve Philip 2015).

3.2.3. Laktik asit bakterilerinin biyokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi

Katalaz testi

Gram pozitif izolatlara ve katalaz testi yapilmistir. Katalaz testinde %30' luk H,O,
kullanilmustir. Saf kiiltiirler lam {izerine steril kosullarda alinarak, {izerlerine %30' luk
H,0; ¢ozeltisi damlatilmis ve gaz kabarciklar1 olusturan izolatlar katalaz pozitif olarak
degerlendirilirken, gaz kabarcigi olusturmayan izolatlar katalaz negatif olarak

degerlendirilmistir (Villani ve ark. 1997).

Morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri belirlenen izolatlardan Gram pozitif ve katalaz
negatif olan izolatlar se¢ilmis ve tanilama islemleri i¢in %30 oraninda gliserin iceren

s1vi besiyeri iginde -80°C’ de saklanmistir (Shukla ve Goyal 2011).

3.2.4. Laktik asit bakterilerinin genotipik yontem ile tanilanmasi

Izolatlarin elde edildikleri kdken ve koloni morfolojileri ile mikroskopta gdzlemlenen
hiicre morfolojileri goz Oniine alinarak, farkli cins ve tiire ait olabilecekleri tahmin
edilen izolatlar secilerek dizi analizleri yapilmistir (Adesulu-Dahunsi ve ark. 2017).

Laktik asit bakterilerinden DNA izolasyonu

DNA izolasyonu ve polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) Caro ve ark. (2015) tarafindan

onerilen yontem modifiye edilerek gerceklestirilmistir. Dizi analizi dncesinde -80°C'de
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depolanan izolatlar MRS broth igeren 2 mL'lik cryo tiiplerde aktiflestirilmistir. 18-24
saatlik aktif kiiltiirlerden 1’er mL alinarak, 2 paralelli olacak sekilde tiiplere aktarilmis
ve 12,000 g hizinda 3 d santrifiij (Spectrafuge™ 24D) edilmistir. Supernatant
uzaklagtirilarak, 100’er pL steril ve niikleaz icermeyen saf su ile pelet yikama islemi
yapilmistir. Yikanan peletler vorteksle karistirildiktan sonra yeniden 12,000 g’de 3 d

santrifiij edilmis ve yikama suyu pipetlenerek uzaklastirilmistir.

Liziz soliisyonu (20 mM Tris-HCI, pH 8,3; 50 mM KCI; 1,5 mM MgCl,; %0,5 Tween
20; %0,45 Triton X-100; %0,01 jelatin) stok ¢ozelti olarak hazirlanmistir. Peletlerin
tizerine 100 pL liziz soliisyonu ve 5 pL Proteinaz-K eklenmistir. Tiipler, blok 1sitici
(Labnet Accublock, ABD) iginde Proteinaz-K’nin optimum aktivite gosterdigi 55°C’de
1 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun sonunda Proteinaz-K’nin inaktive
edilmesi i¢in tiipler 98°C’de 10 d bekletilmis ve 12,000 g’de 1 d santrifiij edilerek,
DNA igeren supernatant (~100uL) baska bir Eppendorf tiipe alinmistir. Supernatant
miktar1 kadar FKI pH:8,0 ¢ozeltisi de oda sicakliginda eklenmistir. FKI ¢6zeltisinin
ozellikle solunum yollar {izerine toksik etkilerinden dolayi, supernatant iceren tiiplere
ilavesi esnasinda ¢eker ocak kullanilmistir. Beyaz renkli emiilsiyon olusuncaya kadar
vorteks ile karigtirllmistir. DNAnin kirilmasini engellemek i¢in, tiiplerin ¢ok kisa siireli
karistirtlmasina 6zen gosterilmistir. Yiiksek agirlikta DNA gerektiginde vorteks ile
karigtirma yerine, tiipler hafifce ¢evrilerek, islem gerceklestirilebilmektedir. 12,000 g’de
5 d santrifijlendikten sonra iist fazda DNA’nin bulundugu su, alt fazda organik
cozeltiler, ara fazda ise opak disk seklinde denatiire proteinler ve hiicre parcalari
bulunmaktadir. Ust faz, ara faza dokunulmadan pipetle baska tiipe alinmis, organik faz
ve ara faz atilmistir. Yaklasik olarak 25uLL hacminde elde edilen iist fazin {izerine ayni
miktarda kloroform eklenmistir. Yeniden 12,000 g’ de 5 d santrifiij edilerek, iist faz
alinmistir. Bu sayede alt fazda bulunan fenol kalintis1 da uzaklagtirilmistir. En son tiipte
bulunan sivinin hacminin 3 kat1 hacminde, soguk %100 etanol eklenmis ve -20°C’ de
bir gece bekletilmistir. -20 ya da -80°C’ de bir gece bekletme ile DNA miktarmnin
yogunlagmasi saglanabilmektedir. DNA igeren tiipler -20°C’ den alinarak en yiiksek
devirde 15 d santrifiijlenmis ve etanol dokiilerek, uzaklastirilmistir. Tuzlarin da

uzaklagtirllmasi i¢cin 30 pL %70’ lik etanol ¢ozeltisi tiiplere eklendikten sonra 5 d

43



boyunca en yiiksek devirde santrifiijlenmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmistir. Tiipler
bir pegete iizerine ters g¢evrilerek dizilmis ve tamamen kuruyana kadar beklenmistir.
Tamamen kuruyan DNA’ larin iizerine 30 pL steril, niikleaz igermeyen saf su

eklenmistir ve kullanilincaya kadar +4°C” de saklanmigtir (Caro ve ark. 2015).

DNA miktar ve kalitesinin belirlenmesi

DNA ve diger niikleik asitler, sivi ¢ozeltiler icinde ultraviyole 1s18in1 absorbe
etmektedirler. Absorbans degerlerinin Olgiilmesi ile DNA miktar ve kalitesi hakkinda
bilgi veren grafikler elde edilebilmektedir. Niikleik asitler 260 nm dalga boyundaki
15181; karbonhidrat, peptit, fenol ve aromatik bilesen kalintilar1 ise 230 nm dalga
boyundaki 15181 absorbe etmektedirler. Proteinler ise 280 nm dalga boyundaki 15181
absorbe etmektedirler. Bu nedenle ekstrakte edilen DNA’nin safligin1 ve miktarini
kontrol edebilmek i¢in 230, 260 ve 280 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri
olgiilmiistiir (Adesulu-Dahunsi ve ark. 2017). Bu o&lciimler Ankara Universitesi
Biyoteknoloji  Laboratuvari” nda  bulunan ~ Nano  Spektrofotometresi ile
gerceklestirilmistir. DNA ¢ozeltisinden 1 pL. NanoDrop cihazinin goziine damlatilarak
230, 260 ve 280 nm’de absorbans Olcliimleri ve olusturduklart grafikler
goriintiilenmistir. Olgiim sonuglarina gére DNA konsantrasyonlar1 asagidaki formiile
gore hesaplanmistir (Olson ve Morrow 2012, Nayak ve ark. 2013, Adesulu-Dahunsi ve
ark. 2017);

“DNA konsantrasyonu (ng/mL) = Azg X 50 png/mL x seyreltme faktorii”

Izole edilen DNA saflig1 yeterli ise Ago/Azgo orani 1,6-2,0 arasinda ve Ajgo/Azzp orani
2,0-2,2 arasinda olmalidir.

Azl Azgo < 1,6 ise protein kirliligi,

Aol Azgo > 2,0 ise kloroform/fenol kirliligi,

AgsolAzzp < 2,0 ise karbonhidrat, peptit, fenol ve aromatik bilesik kirliligi seklinde

yorumlanmustir.
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Agaroz jelin hazirlanmasi

Laboratuvarda kullanilan 120 mL hacmindeki elektroforez tankina dékmek i¢in agaroz
jel hazirlanmistir. Agaroz jel hazirlanirken hem mikroorganizmalardan ekstrakte edilen
DNA’ larin (nano-drop Ol¢iim sonuglart uygun olanlar), hem de polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) iiriinlerinin agaroz jelde yiiriitiilmesi i¢in % 0,7 (w/v) oraninda agaroz
250 mL’lik erlen igine tartilarak eklenmis ve 1xTBE tamponu ile 120 mL’ ye
tamamlanmistir. Calkalanarak karisim saglanmis ve sivinin seviyesi erlen tizerinde
isaretlenmistir. Mikrodalga firin i¢inde agaroz tamamen homojen olarak dagilincaya
kadar 1sitilmis ve buharlasma olmus ise isaretlenen seviyeye kadar distile su ilave
edilmistir. Cozeltinin biraz sogumasi beklenmis ve 60°C civarina gelince 0,5 pg/mL
etidyum bromiir (EtBr) eklenerek hazirlanan jel elektroforez tankina dokiilmiistiir.
Kullanilacak tarak jel igine yerlestirildikten sonra jelin katilasmasi beklenmis ve tarak
jelden cikarilmistir. Katilasan jelin yiizeyini ortecek sekilde tampon dokiilerek, jelin

kurumasi engellenmistir (Aymerich ve ark. 2003).

Laktik asit bakterilerinin 16S rRNA yontemi ile tanmilanmasi

Laktik asit bakterilerinden genomik DNA ekstrakte ve izole edildikten sonra 27F (5'
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3') ve 1492R (5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT
3") ileri ve geri primerleri ile bakterilerin evrensel primerler ile uyum saglayan genetik
bolgelerinin ¢ogaltilarak tanilanmasi amaglanmustir. ileri ve geri primerler kullanilarak
PZR ile gogaltilan bolge yaklasik olarak 1500 bg olarak belirlenmistir (Doi ve ark.
2013, Bagder-Elmaci ve ark. 2015).

Stok PZR karisim1 hazirlanmis ve tiiplere dagitilmistir. Reaktiflerin hacimleri ve her bir
tiipte 25 pL olacak sekilde hazirlanan stok ¢ozeltinin son kansantrasyonu Cizelge 3.2°de

belirtilmektedir.

45



Cizelge 3.2. PZR i¢in hazirlanan stok ¢ozeltide bulunan reaktifler ve konsantrasyonlari
(Taq DNA Polymerase, New England, Biolabs Protokol, 2017)

Reaktifler (Konsantrasyon) Hacim (1 tiip i¢in) Son
konsantrasyon

ThermoPol Reaksiyon Tamponu -

PZR Tamponu 2,5 uL 1x

(10x + MgCly)

dNTP (5mM) 1ul 0,2 mM

Primer F (5uM) 1 uL 0,2 uM

Primer R (5uM) 1 uL 0,2 uM

Taq (5U/uL) 0,25 uL 1U

DNA (20-200 ng/ uL) 1 uL 25-70 ng

Niikleaz igermeyen steril saf su 18,25 uL -

TOPLAM 25 uL -

PZR kosullart Caro ve ark. (2015)’nin kullandig1 yontem biraz modifiye edilerek,
kullanilan primer 6zellikleri ve Taq polimeraz enziminde gegerli olan protokole gore
olusturulmustur. Her bir bakteri 6rnegi i¢in PZR tiipleri 2 paralelli olacak sekilde
hazirlanmis ve agaroz jelde ayni anda yiiriitiillecek ornek sayis1 ve paralelleri dikkate
alinarak master miks miktar1 hesaplanmistir. Master miks tiipii buz i¢inde hazirlanmig
(Taq polimeraz en son eklenmistir) ve 24’ er pL olacak sekilde tiiplere dagitilmistir. Her
bir bakteri 6rnegine ait DNA’ larin nano-drop Ol¢limleri PZR Oncesi tamamlanmistir,
PZR tiiplerinde son hacim 25 pL olarak belirlendigi i¢in her bir DNA 6rneginden kendi
tiipline aktarilmak tlizere 1° er uL alinarak, 2 paralelli olacak sekilde tiiplere dagitilmis
ve toplam DNA konsantrasyonlar1 20-200 ng arasinda olacak sekilde ayarlanmistir.

Calismada kullanilan PZR kosullar1 Cizelge 3.3 te belirtildigi gibidir.
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Cizelge 3.3. Laktik asit bakterileri i¢in uygulanan PZR kosullar1

Asama Sicaklik Zaman

On denatiirasyon 95°C 5d
95°C 30s

35 dongii 50°C 15d
68°C 15d

Primer uzamasi 68°C 10d

Bekletme 10°C 0

PZR bittikten sonra tiipler cihazdan ¢ikarilmis, her birine 5° er pL yiikleme boyasi
eklenmis, karistirllmis ve agaroz jeldeki kuyucuklara yiiklenerek 90 voltta, 1 saat
yiriitilmiistir. Baz biytkligi tespiti i¢in 1 kb’lik marker (SolisBioDyne)
kullanilmistir. Jelde yiirlitme sonucunda olusan bantlar, UV 151k altinda goriintiileme
cihazinda (Illuminyx-Transilluminators) goriintillenmis ve go6zlemlenen bantlar
kesilmistir. Kesilen bantlar, bant temizleme islemi i¢in DNaz ve RNaz icermeyen
Eppendorf tiipler i¢cine alinmistir. Bant gézlemlenemeyen 6rneklerin PZR master miks
karigimlarindaki miktarlar1 degistirilmistir. DNA Orneklerinden 2 ve 5 pL konularak,
master miks i¢indeki niikleaz icermeyen steril saf su miktar1 ayni oranda azaltilmis ve
tiiplerdeki son miktar yine 25 pL olacak sekilde ayarlanmistir. Bu durumda kullanilan
DNA miktar1 artti1 i¢cin PZR ¢alismis ve agaroz jelde ylirlitme sonucunda, bant
olusumlar1 gozlemlenmistir. Kesilen bantlar, bant temizleme kiti (NucleoSpin) ile
temizlenerek sekans analizi i¢gin REFGEN- Gen Arastirmalari ve Biyoteknoloji
(Ankara) ve IONTEK (Istanbul) firmalarma gonderilmistir. Sekans sonuclar1 gen
bankasi olan ve https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi adresindeki “Nucleotid BLAST”

programi kullanilarak taranmistir. Biyokimyasal analizler ile tanimlanan olas: laktik asit
bakterileri 16S rRNA dizilimi baz alinarak, 27F ve 1492R primerleri ile PZR
gerceklestirilmis ve sekans sonuglar1 géz Oniine alinarak, tiir bazinda tanilanmasi da

yapilabilmistir.
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3.2.5. Tanilanan laktik asit bakterilerinin biyofilm olusturma yeteneklerinin

belirlenmesi

Tanilanan izolatlarin biyofilm olusturma yetenekleri iki farkli yontem ile belirlenmistir.

Her iki yonteme gore sonuclar karsilastirilmistir.

“Tip yontemi” ile biyofilm olusumunun incelenmesi

Tiip yontemi ile biyofilm olusumunun incelenmesinde Hassan ve ark. (2011)’ nin
caligmalarindaki yontem kullanilmistir. Laktik asit bakterilerinin gelismeleri igin
optimum kosullar ile bazi stres kosullar1 olusturulmus ve farkli gelisme ortamlarinda
biyofilm olusturma diizeyleri incelenmistir. 30 ve 37°C” de 24 ve 48 saatlik inkiibasyon
kosullart ile 4 ayr1 deneme grubu olusturulmustir. Test mikroorganizmalari
aktiflestirilmis ve 10 mL steril MRS broth bulunan falkon tiiplerine 18-24 saatlik
kiiltiirlerden 100’er uL asilama yapilmistir. Tiipler 30 ve 37°C’ de 24 ve 48 saat siire ile
aerobik kosullarda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplerdeki besiyeri
bosaltilmis, fosfat salin tamponu (pH:7,3) ile yikanmis ve oda sicakliginda ters sekilde
kurumaya birakilmistir. Tiipler tamamen kuruyunca %0,1” lik kristal viyole ile 10 d
boyunca boyama islemi gergeklestirilmistir. Biyofilm tabakaya baglanmayan fazla boya
deiyonize su ile yikanmig ve tiipler ters sekilde oda sicakliginda yeniden kurumaya
birakilmigtir. Kurutmanin ardindan tiiplerin i¢ ¢eperlerinde ve tabaninda goriiniir boyali
biyofilm tabakasi var ise pozitif olarak degerlendirilmis ve boyali tabakanin
yogunluguna gore “biyofilm iiretmeyen, zayif, orta ve giiclii biyofilm iireten bakteri

suslar1” seklinde derecelendirme yapilmistir.

“96 kuyucuklu plaka yontemi” ile biyofilm olusumunun incelenmesi

Laktik asit bakterilerinde biyofilm olusumu Zhang ve ark. (2013)’nin uyguladigi
spektroskobik yontem olan 96 kuyucuklu plakalar ile belirlenmistir. Calismada
kullanilan yontem, 96-kuyucuklu plakalarda hiicre yogunluklarinin oOlciilmesi ve

sonrasinda  9%0,1> lik kristal viyole ile kuyucuklarin boyanmast sonucunda
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spektroskobik oOlglimlerinin alinmasi ve hiicre yogunluguna gore olusan biyofilmin
absorbans degerlerinin belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Bu yonteme gore 18-24
saatlik taze kiiltiir, steril MRS s1v1 besiyeri ile 1:100 oraninda seyreltilmis ve toplamda
100 pL olacak sekilde mikroplakada bulunan kuyucuklara pipetlenmistir. Negatif
kontrol kuyucuklarina ise steril MRS sivi besiyeri aktarilmistir. Deneme gruplart iki
ayr1 inkiibasyon siiresi ve sicakligi baz alinarak diizenlenmis olup, her bir test
organizmasinin biyofilm olusturma yetenegi ii¢ paralelli olacak sekilde, 30 ve 37°C’ de
24 ve 48 saat siire ile aerobik kosullar altinda belirlenmistir. Inkiibasyon siireleri
sonunda laktik asit bakterisi kiiltiirleri kuyucuklarda gelismis ve toplam hiicre
yogunluklar1 630 nm dalga boyunda ol¢iilmiistiir. Ardindan kuyucuklardaki besiyeri ve
kiiltiir bosaltilmis olup, kuyucuklardaki serbest halde bulunan bakteri hiicrelerinin
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in deiyonize su igerisine mikroplakalar 7-8 defa
daldirilarak, yikanma islemleri gergeklestirilmistir. Yikama isleminin ardindan
mikroplakalar 37°C’ lik inkiibatorde 45 d boyunca ters sekilde kurumaya birakilmistir.
Kuyucuklar tamamen kuruduktan sonra, her bir kuyucuga %0,1° lik kristal viyole
pipetlenerek biyofilm tabakasinin 20 d boyunca oda sicakliginda boyanmasi
saglanmustir. Inkiibasyon siiresi sonunda serbest haldeki boya tamamen uzaklasana
kadar mikroplakalar deiyonize su igerisinde yikanmis ve ardindan 37°C’ de 45 d
boyunca kurumaya birakilmistir. Kuyucuklar tamamen kuruduktan sonra her bir
kuyucuga 100 pL %95’ lik etil alkol ilave edilmis ve 30 d boyunca oda sicakliginda
inkiibe edilerek, biyofilm tabakaya baglanmis boyanin etil alkol i¢inde ¢oziinmesi
saglanmigtir. Siire sonunda her bir kuyucuktaki “kristal viyole-etil alkol” ¢ozeltisi,
bagka bir mikroplakaya ayni sira ile aktarilarak, spektrofotometrede 492 nm’de

absorbans Ol¢limii yapilmustir.

Her bir susun biyofilm olusturma kapasitesi asagidaki formiile gére hesaplanmigtir.

“B= A4z / As30”

Izolatlarin biyofilm olusturma kapasiteleri B skalasina gore smiflandirilmigtir

(Tahmourespour ve Kermanshahi 2011, Zhang ve ark. 2013).
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B< 0,1 ise "biyofilm iiretmeyen",
0,1<B<0,5 ise "zayif ",
0,5< B< 1,0 ise "orta dilizeyde",

B> 1,0 ise "gii¢lii biyofilm {ireten” olarak adlandirilmistir.

3.2.6. Tanilanan laktik asit bakterilerinin antibiyotik direnclerinin belirlenmesi

Izolatlarin antibiyotik direnglerinin belirlenmesinde Halkman (2005) ve Landeta ve ark.
(2013)’nin kullandigr yontem kullanilmis olup, tanilanmig laktik asit bakterilerinin 18-
24 saatlik taze kiiltiirlerinden MRS kati besiyerine yayma plak yontemi ile ekim
yapilmistir.

izolatlarin  belirli konsantrasyonlardaki bazi antibiyotiklere [ampisilin (25pg),
streptomisin  (25ug ve 300pg), vankomisin (30pg), tetrasiklin (50pg)] karsi
direnclerinin belirlenmesi i¢in disk diflizyon yontemi (Akoglu 2006, Karanki 2013)
uygulanmistir. Antibiyotik emdirilmis disklerin (6 mm) tamami Oxoid firmasindan

temin edilmistir.

Test mikroorganizmasi inokiile edilmis agar {izerine steril kosullarda antibiyotik
emdirilmis diskler yerlestirilmis ve aerobik kosullarda 30°C’ de 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda antibiyotik aktivitesine bagl olarak, disk ¢evresinde
olusan zon c¢aplar1 Olgiilerek, mikroorganizmanin antibiyotik direncliligi tespit
edilmistir. Deneme {i¢ paralelli olacak sekilde yapilmistir (Akoglu 2006, Karanki
2013).

Inkiibasyon sonunda antibiyotik disklerin gevresinde zon olusumu gézlenmeyen suslar,
antibiyotige direncli olarak kabul edilmistir. Antibiyotik disk etrafinda olusan zon ¢ap1
biiyiikliigiine gore suslarin antibiyotiklere duyarliliklar: birbiri ile kiyaslanabilmistir.
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Coklu antibiyotik direnci (MAR) indeksi

Suslarin antibiyotik direncliliklerinin belirlenmesinde MAR indeksi kullanilmistir. Bu
indeks, test organizmalarimin direngli oldugu antibiyotik sayisinin toplam denenen
antibiyotik sayisina orani bulunarak, hesaplanmaktadir (Yalanca 2009, Alp ve Oner
2014).

“MAR indeksi =a/b”

a: Test organizmasnin direngli oldugu antibiyotik say1s1

b: Test edilen toplam antibiyotik sayis1

Denemede, streptomisin (25 ve 300pg), vankomisin (30ug), tetrasiklin (50pg) ve
ampisilin (25pug) olmak iizere dort ayr1 antibiyotik kullanilmigtir. Caligmada kullanilan
iki ayr1 dozdaki streptomisinin yliksek dozu (300pg), MAR indeksinin hesaplanmasinda
tercih edilmistir. Clinkii yliksek doza direngli olan suslarin, ayni antibiyotigin daha
diisiik dozlarina da direncglilik gosterecegi diislinlilmektedir. Bu nedenle, direng
indeksinin belirlenmesi amaci ile denemede kullanilan farkli dozlardaki antibiyotiklerin

yiiksek dozlu olani segilerek, indeks ¢izelgesi olusturulmustur.

Coklu antibiyotik direnci indeksinin 0,20’ den biiyiik ¢ikmasi durumunda, susun yogun
antibiyotik kullanilan bir kaynaktan izole edildigi anlasilmaktadir. Yogun antibiyotik
kullaniminin oldugu ortamlardan izole edilen mikroorganizmalar, “yiliksek riskli”
mikroorganizmalar olarak tanimlanmaktadir. Hesaplanan indeks degerinin 0,20’ ye esit
ya da altinda bir deger olmasi ise elde edilen susun nadiren antibiyotik kullanilan ya da
antibiyotik kullanilmayan bir ortamdan izole edildigi anlamin1 tasidig: belirtilmektedir

(Yalanca 2009, Alp ve Oner 2014).

3.2.7. istatistiksel analiz

Ug paralelli olarak elde edilen analiz sonuglarinin ortalamalar alinarak, standart hatalar
ile birlikte verilmistir. Analizler sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel

degerlendirmeleri JMP 7.0 programi ile one-way (ANOVA) analizi kullanilarak
51



yapilmistir. Degerlerin birbirinden farkliliklar1 ve istatistiksel karsilagtirllmasi Tukey

HSD testi ile %5 anlamlilik diizeyinde belirlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Laktik Asit Bakterilerinin izolasyonu

Izole edilen bakterilerin saflastirilmas: icin MRS agara siirme islemleri birka¢ kez
tekrarlanarak mikroskobik incelemeler sonucunda bitkisel ve siit kokenli 62 adet bakteri
izolat1 elde edilmistir. Ancak, biyokimyasal testler ve tanilama islemlerinin ardindan
bazi izolatlar elenmis ve 43 adet olasi laktik asit bakterisi elde edilmistir. Uygun
kosullarda (-80 °C) saklanan izolatlar, siit ve tiriinlerine ait 7 ve bitkisel iiriinlere ait 10
olmak tizere toplam 17 6rnekten elde edilmistir. 43 adet izolatin elde edildigi kaynaklar
Sekil 4.1° de verilmistir.

Cig Siit
5%

Islenmemis Yesil
Zeytin (Aydin)
25%

Koy Peyniri
35%

Islenmemis Yesil
Zeytin (Gemlik)

Islenmemis Yesil- Islenmemis Yesil- 25%

Siyah Zeytin Siyah Zeytin
(Iznik) (Gemlik)
5% 5%

Sekil 4.1. izolatlarin elde edildikleri kaynaklar
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4.2. Laktik Asit Bakterilerinin Tanilanmasi

4.2.1. Fenotipik yontem

Bu asamada izolatlara gram boyama ve katalaz testleri uygulanmistir. Siit ve bitkisel
kokenli 62 adet bakteri izole edilmis ve 43 adet bakteri kiiltiiriiniin Gram pozitif ve
katalaz negatif olduklari tespit edilmistir. Olas1 laktik asit bakterisi olan 43 izolatin, 17’
sinin bitkisel kokenli, 26’ sinin ise siit kokenli oldugu anlasilmistir. Saflastirilan
izolatlar -80 °C' de %30 oraninda gliserin igeren MRS broth besiyerinde muhafaza

edilmistir. Cizelge 4.1’ de saf izolatlara ait fenotipik 6zellikler belirtilmistir.

Cizelge 4.1. Bakteri izolatlarinin fenotipik 6zellikleri

Gram Katalaz

izolat kodu Ornek kodu Morfoloji o len. .
ozelligi reaksiyonu

FE5 YZA-1 kokoid + ;
FE6 YZA-1 kok/kokoid + ;
FE7 YZA-1 kisa cubuk it -
FE46 YZA-1 kok * +
FES YZA-2 kok + -
FE9 YZA-2 kok/kokoid + -
. FE45 YZA-2 kok + +
=<  FE10 YZA-3 kok + -
= FE44 YZA-3 kisa, ince cubuk - +
= FE11 YSZG-1 kok + ;
‘s FE12 YZG-1 kok + ;
<  FE13 YZG-2 kok + ;
§ FE14 YZG-2 kokoid + ;
Z  FEI5 YZG-2 kok + ;
= FEL6 YZG-2 kokoid/kisa cubuk + -
FE17 YZG-3 kok + ;
FE18 YZG-3 kok + -
FE50 YZG-4 kokoid + +
FE51 YZG-4 kokoid + +
FE20 YSZi-1 kisa cubuk + -
FE21 YSZi-1 kokoid + -
FE 19 YSZi-2 kokoid + -
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Cizelge 4.1. Bakteri izolatlarinin fenotipik 6zellikleri (devam)

Ikzolat Ornek kodu  Morfoloji G ram Katalaz
odu ozelligi reaksiyonu
FE1 CS-1 cubuk + -
FE2 CS-1 cubuk + -
FE3 CS-2 cubuk + -
FE4 CS-2 cubuk + -
FEG2 CS-2 cubuk + +
FE47 CS-3 kisa, ince ¢cubuk - +
FEA48 CS-3 kisa, ince ¢ubuk - +
FE49 CS-3 cubuk + +
FEGO CS-3 cubuk + +
FE61 CS-3 kisa gubuk - +
FE22 KP-1 kok + -
FE23 KP-1 kokoid/kisa ¢ubuk + -
FE24 KP-1 kok + -
FE25 KP-1 cubuk + -
FE26 KP-1 kisa cubuk + -
FE27 KP-1 kisa cubuk + -
5 FE28 KP-1 kokoid zincir + -
E= FES3 KP-1 kisa ¢ubuk + +
7[3] FE54 KP-1 cubuk + +
o FE55 KP-1 cubuk 4 +
E FES9 KP-1 cubuk + +
S FE29 KP-2 kisa cubuk + -
=  FE30 KP-2 kokoid zincir + -
1 FE3L KP-2 kisa ¢ubuk + -
FE32 KP-2 streptokok + -
FE33 KP-2 kisa cubuk + -
FE34 KP-2 cubuk + -
FE35 KP-2 kisa ¢ubuk + -
FE36 KP-2 kisa gubuk + -
FE37 KP-2 kisa ¢ubuk (zincir) + -
FE38 KP-3 kokoid + -
FE39 KP-3 kok + -
FE40 KP-3 kok + -
FE56 KP-3 kisa, ince ¢ubuk - +
FE58 KP-3 kisa gubuk - +
FE41 KP-4 uzun ¢ubuk + -
FE42 KP-4 kisa cubuk + -
FE43 KP-4 kok/streptokok + -
FES2 KP-4 kok + +
FE57 KP-4 kokoid + +
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Saflastirilan bitkisel kdkenli 22 adet bakteri izolatinin %77’ sinin (17 adet), siit kokenli
40 adet bakteri izolatinin ise %65’ inin (26 adet) Gram pozitif ve katalaz negatif

bakteriler oldugu tespit edilmistir.

4.2.2. Genotipik yontem

Laktik asit bakterilerinden elde edilen DNA’ larin miktar ve Kkalitesinin

belirlenmesi

Nano-drop cihazi ile DNA absorbans grafikleri ve konsantrasyonlari belirlenmistir.
Absorbans degerlerine gére DNA miktar ve kalitesi belirlenmis ve izolasyon
islemlerinde kirlilik varsa ya da miktar yetersiz ise DNA izolasyon islemleri
tekrarlanmigtir. Bazi Orneklerin nano-drop cihazi ile belirlenen absorbans grafikleri

Sekil 4.2° de gosterilmistir.

Sekil 4.2. [Lactobacillus spp. FE26 (a)], [Leuconostoc lactis FE5, Leuconostoc
garlicum FE5 (b)], [Leuconostoc  pseudomesenteroides FE14, Leuconostoc
mesenteroides FE14 (c)] ve [Lactobacillus curvatus FE41 (d)] suslarindan izole edilen
DNA’larin absorbans grafikleri ve konsantrasyonlari
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DNA ve PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi

Nano-drop sonuglari alinan ve absorbans degerleri uygun aralikta ¢ikan DNA izolatlari
agaroz jelde 90 voltta 1 saat yiiriitiilmiis, ancak bant goriintiileri elde edilememistir.
PZR ile ¢ogaltilan DNA molekiillerine yeniden agaroz jel elektroforezi uygulandiginda,
43 drnekte bant goriintiileri elde edilmistir. Izolatlara ait PZR bant gériintiileri Sekil 4.3

ve Sekil 4.4' te verilmistir.

2015-12-18 karma.jpg

Tidr: JPEG Resmi

Dosya Boyutu: 229 KB

Resim Boyutu: 796 x 596 piksel

Sekil 4.3. FE1-FE23 aras1 kod numarali izolatlarin agaroz jel elektroforezi sonucunda
olusturdugu bantlar
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2015-12-18 karmaa.jpg

Tir: JPEG Resmi

Dosya Boyutu: 74,5 KB

Resim Boyutu: 428 x 321 piksel

Sekil 4.4. FE24-FE43 aras1 kod numarali izolatlarin agaroz jel elektroforezi sonucunda
olusturdugu bantlar

Sekil 4.3" teki PZR goriintiistinde 1. kulvar 17. kuyudan baslayarak sirasiyla FE1 - FE23
aras1 Ornekler, Sekil 4.4' teki PZR goriintiisiinde ise sirastyla FE24 - FE43 numarali

ornekler mevcut olup, 2. kulvar 2. kuyuda negatif kontroliin band1 goriilmektedir.

Laktik asit bakterilerinin 16S rRNA yontemi ile tamlanmasi

Saf kiiltiirlerden izole edilen genomik DNA molekiillerinin 16S rRNA bolgesi
cogaltilarak yapilan PZR sonuglari goz Oniine alinarak, izolatlar sekanslama igin
REFGEN- Gen Arastirmalari ve Biyoteknoloji (Ankara) ve IONTEK (istanbul)
firmalarina gonderilmistir. 40 adet izolatin sekanslama sonuclar1 tamamlanmis, 3 adet
izolatin tanilanmasi ise basarisiz sonuglanmistir. Sekans sonuglart BioEdit (Version
5.0.6) programi yardimi ile okunmus ve diziler
“https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi“ adresindeki “Nucleotid BLAST” programi
kullanilarak taranmistir. Sekans sonuglar1 goz oniine alinarak gen bankasindan taranan

dizileme ile izole edilen laktik asit bakterilerinin cins ve tiirleri belirlenmistir.
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Orneklerden bazilarmin ileri ve geri primerlerin baglanmas: ile verdikleri sekans

sonuclar1 Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 de verilmistir.

Modsl 3100 File: 1-185RNA_F.3b1 Signal G:241 A:237 T:160 C:184 Page 1 of2
BRIO KB bep KB_3130_POPT_BDTv3mob 111902018
TRA 6286250-02 528420237 PEIBENBOBL BIE005-00 77 o MTXF field Spacing 11,7365112304888
R Ve 71153 NMZNS) Lane 1 Points 2210 to 12488
GGCGCOGTGAT AC TG CA GTCGTACGAGT TCTECCT ATGATGGTGCTIG CATCTTG AT TCAAGGTT GCAC TAATGGC GGACGGE T
w 0 £ 40 0 . L n

TCCAAGAACCGLATGGTTICT
160 170 1

CEAGCGCAGEC GG TTTT
el

LAAGLC CTCGGCTTAACE CAGGA AGTGC ATC
a0 810 20

Sekil 4.5. Lactobacillus rhamnosus FE1 susunun ileri primer ile sekans okuma grafigi

Model 3100 File: 1-1482_R.ab1 Signal G:577 A:585 T:575 C:883 Page 10f2
BIO KB.bcp KB_2130_POP7_BOTv3.mok 11872018

6206250-02 628620220 2B ENBR52 BFXA005-00 ?? no 'MTXF field Spacing: 11.8574277877808
SinEdit version 7.0.5.3 (1V24/D5) Lane 2 Points 2188 to 12513

TGT TACCTTATATAACTCGC T GCIL ACGGGLGGE TG TG TACAAGGL COG G

GGGALACAACACCG GCTICGGGTGT TACCCALG AT CATGGT
10 F 5 Rl

AACGTATTCACLCGLGGLG TGL 1G]
m

CCATTATAA
240

TTCTCTGICATCLCCACCTICCTCOGLT T TGTCAL COGLL GICT TACTAGAGE GLCCALCTAAATGL TGGLAACTAGIC
130 300 310 30 330 30 33 360

TCACGACACGAGC TGALGAI
350 o 400 |

Sekil 4.6. Lactobacillus rhamnosus FE1 susunun geri primer ile sekans okuma grafigi
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EioEdit version 7.05.3 | 1028
GGTA GoGL TTAC 11
10

Madel 3100
KB.bco
6286250-02 620620227 P HIRENB 262 B265005-00
Lane 11

File: 10-18sRNA_F.ab1

Signal G114 A:B6 T.03 C:65
KB_3120_POP7_BDTva.mab
22 no MTXF field

Points 2241 to 12431

Page 10f2
11182018
Spacing: 11.6508241043001

LG ICC ACGCACAGCG GA GGIGL TTGCACL 1T TCAAG TG AG 16 GL GAALGG G 16 AG TAA
3 4 E] ] k]

AAAGOLGC T TIGGL G TCACC TAG
50 18

1% 1

ACG TGG ACAACC IGCLICAAG
s B 1

CIGGGGATAACAT I 1GGA)
100 1

hoy
Mial
i}

. ‘nl{'
il
WAL

Sekil 4.7. Leuconostoc pseudomesenteroides FE10 susunun

okuma grafigi

ileri primer ile

Mode! 3100 File: 10-1482_R (1).ab1
KB.bep
6296250-02 628620227 POEENER52 BTEE005-00

Lane 12

Signal G:188 A:181 T-143 €152
KE_3130_POP7_BDTvamob
27 no MTXF field

Points 2180 to 12385

Page 10f3
11182018
Spacing: 11,6321535110474

30 40 Bl

C 1A GCTATCICC TCLTAGAGGTIIAGGL AL 06 GC ITIGCT 111 TACICACICC CATG GIGIGACGGG LG G GIG A € ATC COCGGLLAACGTA
n s & ] ] 1

TCCCGAGCC TIGLT
110

sekans

Sekil 4.8. Leuconostoc pseudomesenteroides FE10 susunun geri primer ile sekans
okuma grafigi
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Izolatlarin kod numaralari, elde edildikleri gida materyali, morfolojik ozellikleri ve

tanilama sonuglar1 Cizelge 4.2 de belirtilmistir.

Cizelge 4.2. Saflastirilan izolatlarin 6zellikleri

izolat numaras: (elde edildigi

K Morfoloji Tamlanan Tiir
aynak)
FE1 (¢ig siit) cubuk Lactobacillus rhamnosus
FE2 (¢ig siit) cubuk Lactobacillus rhamnosus
FE3 (¢ig siit) cubuk Lactobacillus rhamnosus
FE4 (¢ig siit) cubuk Lactobacillus rhamnosus spp.
FES (islenmemis yesil zeytin-Aydin) kokoid Leuconostoc lactis, Leuconostoc garlicum
FEG (islenmemis yesil zeytin-Aydin) kok/kokoid Leuconostoc citreum
FE7 (islenmemis yesil zeytin-Aydin) kisa gubuk Weissella spp.
FE8 (islenmemis yesil zeytin-Aydin) kok Lactococcus lactis
FE9 (islenmemis yesil zeytin-Aydin) kok/kokoid Leuconostoc citreum
FE10 (islenmemis yesil zeytin-Aydin) kok Leuconostoc pseudomesenteroides
FELL (55 emis yeQeiiagein- kok Leuconostoc mesenteroides
Gemlik)
FE12 (islenmemis yesil zeytin-Gemlik) kok Leuconostoc lactis, Leuconostoc garlicum
FE13 (islenmemis yesil zeytin-Gemlik) kok Leuconostoc spp.

, 1 . . . . Leuconostoc pseudomesenteroides,
FE14 (islenmemis yesil zeytin-Gemlik) kokoid Leuconostoc mesenteroides
FEL5 (islenmemis yesil zeytin-Gemlik) kok Leuconostoc spp.
FEL6 (islenmemis yesil zeytin-Gemlik) lggi:l(ilid/klsa Weissella cibaria
FEL7 (islenmemis yesil zeytin-Gemlik) kok Leuconostoc spp.
FE18 (islenmemis yesil zeytin-Gemlik) kok Leuconostoc mesenteroides
]inlzlg (islenmenmis yesil-siyah zeytin - kisa gubuk Lactobacillus plantarum
FE22 (koy peyniri-1) kok Lactococcus lactis
FE23 (koy peyniri-1) lgglgzll(d/klsa Weissella cibaria
FE24 (koy peyniri-1) kok Lactococcus lactis
FE25 (koy peyniri-1) ¢ubuk Lactobacillus curvatus
FE26 (koy peyniri-1) kisa ¢ubuk Lactobacillus spp.

. . Lactobacillus curvatus, Lactobacillus

FE27 (koy peyniri-1) kisa qubuk graminis, Lactobacillus sakei
FE28 (koy peyniri-1) kokoid zincir Enterococcus faecalis
FE29 (koy peyniri-2) kisa gubuk Lactobacillus plantarum
FE30 (koy peyniri-2) kokoid zincir Lactococcus lactis
FE31 (koy peyniri-2) kisa gubuk Lactobacillus plantarum
FE32 (koy peyniri-2) streptokok Lactococcus lactis
FE34 (koy peyniri-2) gubuk Lactobacillus plantarum
FE35 (koy peyniri-2) kisa gubuk Lactobacillus plantarum
FE36 (koy peyniri-2) kisa gubuk Lactobacillus plantarum
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Cizelge 4.2. Saflastirilan izolatlarin 6zellikleri (devam)

izolat numaras: (elde edildigi

Morfoloji Tamlanan Tiir

kaynak)
FE37 (koy peyniri-2) lzgisscﬁgbuk Lactobacillus plantarum
FE38 (koy peyniri-3) kokoid Lactococcus lactis
FE39 (koy peyniri-3) kok Lactococcus lactis
FEA40 (koy peyniri-3) kok Lactococcus lactis
FEAL (koy peyniri-4) uzun ¢ubuk Lactobacillus curvatus

. . Lactobacillus curvatus, Lactobacillus
FE42 (koy peyniri-4) kisa qubuk graminis, Lactobacillus sakei
FEA43 (koy peyniri-4) kok/streptokok  Leuconostoc mesenteroides

Sekanslama sonucunda, analizi tamamlanan 40 izolat iginde 5 farkli cinse ait LAB
tiirlerinin izole edildigi anlagilmistir. Cig siit, zeytin ve kdy peynirlerinden izole edilmis
olan laktik asit bakterileri Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus rhamnosus spp.,
Leuconostoc lactis, Leuconostoc garlicum, Leuconostoc citreum, Weissella spp.,
Weisella cibaria, Leuconostoc spp., Lactococcus lactis, Lactobacillus curvatus,
Lactobacillus graminis, Lactobacillus sakei, Leuconostoc pseudomesenteroides,
Leuconostoc mesenteroides, Enterococcus faecalis ve Lactobacillus plantarum olarak
belirlenmistir. 40 adet izolat igindeki mikrobiyel dagilim Sekil 4.9’ da verilmistir.
Tanilanan LAB suslarimin siit, zeytin ve peynir orneklerinin dogal mikrobiyotasinda
bulunabilecek tilirler oldugu tespit edilmistir. Zeytin Orneklerinden daha c¢ok
Leuconostoc spp., siit orneklerinden Lactobacillus ve peynir 6rneklerinden de genel

olarak Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Lactococcus spp. izole edilmistir.
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m Lactobacillus rhamnosus

m Lactobacillus rhamnosus spp.

m |_euconostoc lactis, Leuconostoc garlicum
B | euconostoc citreum

m Weissella spp.

m Weissella cibaria

m | euconostoc pseumesenteroides,

Leuconostoc mesenteroides
® Lactobacillus curvatus, Lactobacillus

graminis, Lactobacillus sakei
= Leuconostoc spp.
m L actococcus lactis
m L_euconostoc pseudomesenteroides

= Leuconostoc mesenteroides

Lactobacillus curvatus
Lactobacillus spp.
Enterococcus faecalis

Lactobacillus plantarum

Sekil 4.9. izole edilen mikroorganizmalarin tiir bazinda dagilimi (%)

izolatlarin tiir bazinda dagilimlar1 incelendiginde en ¢ok farkli tiiriin izole edildigi
gidalar islenmemis yesil zeytin ve kdy peyniri olarak belirlenmis olup, ¢ig siit ve
islenmemis yesil-siyah zeytinlerden izole edilen laktik asit bakterilerinin ise daha az

cesitlilik gdsterdigi belirlenmistir.
Izolatlarin cins ve tiir bazinda tanilari, BLAST algoritmas: kullanilarak belirlenmis

olup, tanilanan tiirlerin benzerlik yiizdeleri ve erisim kod numaralar1 Cizelge 4.3” te

verilmistir.

63



Cizelge 4.3. Izolatlarin cins ve tiir bazinda tanimlanma sonuglarina ait bilgiler

izolat numaras (elde Tamilanan Tiir Benzerlik Erisim
edildigi kaynak) oram (%) kodu
FE1 (¢ig siit) Lactobacillus rhamnosus 96 KY041760.1
FE2 (¢ig siit) Lactobacillus rhamnosus 97 KY780506.1
FE3 (¢ig siit) Lactobacillus rhamnosus 97 MF369976.1
FE4 (¢ig siit) Lactobacillus rhamnosus spp. 96 MF348222.1
FE5_ (islenmemis yesil Leugonostoc lactis, Leuconostoc 97 EU794734 1
zeytin-Aydin) garlicum
FEG (islenmemis yesil Leuconostoc citreum 08 KT968364.1
zeytin-Aydin)
FE7 (islenmemig yesil .
zeytin-Aydin) Weissella spp. 92 LC071832.1
FE8 (islenmemis yesil Lactococcus lactis 08 KU315069.1
zeytin-Aydin)
FEQ_ (islenmemis yesil Leuconostoc citreum 95 LC269258.1
zeytin-Aydin)
FE10 (islenmemis yesil .

. Leuconostoc pseudomesenteroides 95 KC417008.1
zeytin-Aydin)
FE11 (islenmemis yesils Leuconostoc mesenteroides 96 MG754625.1
siyah zeytin-Gemlik)
FE1_2 (l§lenl?1€m15 yesil Leuqonostoc lactis, Leuconostoc 95 MG462066.1
zeytin-Gemlik) garlicum
FE13 (islenmemis yesil
zeytin-Gemlik) Leuconostoc spp. 94 HQ450732.1
FE1_4 (l§leni?1€mzs yesil Leuconostoc pseudomes_entermdes, 98 KF263165.1
zeytin-Gemlik) Leuconostoc mesenteroides
FE15 (islenmemis yesil
zeytin-Gemlik) Leuconostoc spp. 96 LT853601.1
FEL6 (islenmemis yesil — \yoissella cibaria 98 KP889227.1
zeytin-Gemlik)
FEL7 (islenmemis yesil | o\ conostoc spp. 94 EU177643.1
zeytin-Gemlik)
FE18 (islenmemis yesil Leuconostoc mesenteroides 98 HF562948.1
zeytin-Gemlik)
FE20 (islenmenmis yesil- Lactobacillus plantarum 95 KR858841.1
siyah zeytin -Iznik)
FE22 (koy peyniri-1) Lactococcus lactis 99 KU899030.1
FE23 (koy peyniri-1) Weissella cibaria 99 CP022606.1
FE24 (koy peyniri-1) Lactococcus lactis 97 KT124596.1
FE25 (koy peyniri-1) Lactobacillus curvatus 95 KX156239.1
FE26 (koy peyniri-1) Lactobacillus spp. 97 MF784248.1

.. .. Lactobacillus curvatus, Lactobacillus

FE27 (koy peyniri-1) graminis, Lactobacillus sakei 97 MG430196.1
FE28 (koy peyniri-1) Enterococcus faecalis 97 MF498498.1
FE29 (koy peyniri-2) Lactobacillus plantarum 92 KX129818.1
FE30 (koy peyniri-2) Lactococcus lactis 98 KC692209.1
FE31 (koy peyniri-2) Lactobacillus plantarum 94 MF369878.1
FE32 (koy peyniri-2) Lactococcus lactis 98 HG798459.1
FE34 (koy peyniri-2) Lactobacillus plantarum 98 JN573608.1
FE35 (koy peyniri-2) Lactobacillus plantarum 95 LC164742.1
FE36 (koy peyniri-2) Lactobacillus plantarum 97 JN573608.1
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Cizelge 4.3. Izolatlarin cins ve tiir bazinda tanimlanma sonuglarina ait bilgiler (devam)

izolat numaras (elde Tamilanan Tiir Benzerlik Erisim

edildigi kaynak) oram (%) kodu

FE37 (koy peyniri-2) Lactobacillus plantarum 97 FJ751793.1

FE38 (koy peyniri-3) Lactococcus lactis 98 KU899006.1

FE39 (koy peyniri-3) Lactococcus lactis 97 KC692209.1

FEA40 (koy peyniri-3) Lactococcus lactis 96 MF185375.1

FEAL (koy peyniri-4) Lactobacillus curvatus 99 MF540548.1

FE42 (ki peyniri-A) Lacto_bgcillus curvatus, Lactc_)bacillus 97 KT351722.1
graminis, Lactobacillus sakei

FEA43 (koy peyniri-4) Leuconostoc mesenteroides 97 HM058639.1

Izolatlarin sekans analizi sonuglaria gére; en ¢ok L. lactis (% 20) ve L. plantarum (%
17,5) tiirlerine, ¢ok diisiik oranlarda da L. rhamnosus spp. (% 2,5) Weissella spp. (%
2,5), Leu. pseudomesenteroides (% 2,5) ve E. faecalis (% 2,5) cins ve tiirlerine

rastlanmustir.

Yapilan baska bir ¢alisma kapsaminda 30 farkli ¢ig siit 6rneginden 74 adet LAB susu
izole edilmis olup, tanilanan tiirler arasinda L. rhamnosus, L. mesenteroides, L. lactis
gibi tiirlerin oldugu belirtilmekte ve L. rhamnosus tiiriiniin dagiliminin ise %8 oraninda
oldugu belirtilmektedir. (Orhan 2013). Bir baska ¢alismada ise ¢ig ve pastorize siitlerde
laktik asit bakterisi dagilimi incelenmis ve L. rhamnosus suslarinin ¢ig siit 6rneklerinde
tespit edildigi, pastorize siitlerde ise rastlanmadigi belirtilmistir (Bluma ve Ciprovica
2015). Ayrica Baumgartner ve ark. (1998) ile Pogacic ve ark. (2013) tarafindan yapilan
calismada, L. rhamnosus susuna ¢ig siit 6rneklerinde oldukga az rastlandigi (% 1,6),
ancak ¢ig siitten elde edlilen sert ve yumusak peynirlerde daha sik rastlandigi (%25-30)
belirtilmektedir. Bu durumda L. rhamnosus tiiriiniin ¢ig siitiin dogal biyotasinda diger
Lactobacillus spp. tiirlerine gore daha az miktarda bulundugu ve elde edilen sonuglarin

baska caligmalar ile benzer nitelikte oldugu anlagilmaktadir.

Koy peynirlerinden izole edilen laktik asit bakterilerinin %33’ tinii L. lactis suslarinin
olusturdugu belirlenmistir. Yapilan benzer c¢alismalarda (Ruggirello ve ark. 2014,
Vahabzadeh ve ark. 2017) peynir fretimi sirasinda uygulanan 1sil islem ve

olgunlastirma asamalarinin ardindan en ¢ok rastlanilan LAB tiirlerinden birinin L. lactis
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oldugu belirtilmektedir. Ayrica starter olarak peynir iiretiminde kullanilabildigi ve son
tirtiniin aromasinda etkili oldugu belirtilmektedir (Ruggirello ve ark. 2014, Vahabzadeh
ve ark. 2017). Hayaloglu ve ark. (2002) ile Basyigit Kili¢ ve ark. (2009)’ nin yaptiklari
calismalarda Tiirk beyaz peynirlerinin dogal biyotasinda yer alan LAB suslarindan
dominant tiiriin L. lactis oldugu ve bunu E. faecalis, E. faecium, L. casei, L. plantarum,
L. fermentum, L. brevis, Leu. lactis ve Leu. mesenteroides tiirleri ile diger tiirlerin takip
ettigi belirtilmektedir. Tez kapsaminda L. lactis’ in dominant flora olarak tespit
edilmesi, diger ¢alismalar ile uyum gostermektedir. Ancak, peynirlerden izole edilen
bakteri suslar1 arasindan ikinci baskin tiirlin benzer calismalardan farkli olarak L.
plantarum oldugu ve bunu L. curvatus, Leu. mesenteroides, W. cibaria, E. feacalis ve
Lactobacillus spp. tiirlerinin takip ettigi belirlenmistir. Peynirin olgunlagsma asamalarina
gore laktik asit bakterilerinin ortamdaki oranlar1 degiskenlik gosterebildigi (Hayaloglu
ve ark. 2002) i¢in galismada tanilanan suslarin peynirin dogal mikrobiyotasinda

bulunanan LAB suslar1 ile uyumlu oldugu sonucuna varilmistir.

Yesil ve siyah ham zeytinlerin sofralik zeytine islenmesi agsamalarinda izole edilen LAB
suslarindan en ¢ok Lactobacillus cinsine rastlandigi ve bunu takiben Enterococcus,
Pediococcus, Leuconostoc ve Lactococcus cinslerinin gézlemlendigi Hurtado ve ark.
(2012) ile Bonatsou ve ark. (2017) tarafindan belirtilmektedir. Bu ¢alismada ise ham
zeytinden izole edilerek tanilanan suslar arasinda en ¢ok gorillen LAB cinsinin
Leuconostoc oldugu ve diger cinslerin genel olarak birbiri ile yakin oranlarda izole
edildigi gozlemlenmistir. Ayrica diger ¢alisma sonuglarindan farkli olarak, Weissella
cibaria tiirii ham zeytin &rneklerinden izole edilmistir. Onceden yapilan galigmalarda
zeytinden izole edilen LAB cinsleri i¢inde Weissella spp.” ye rastlanmadigi, ancak;
zeytin agaclarmin kok kismindaki rizosfer tabakasindan Weissella cinsine ait bazi
tirlerin izole edildigi belirtilmektedir (Fhoula ve ark. 2013). Weissella cinsi, toprak
orneklerinden de izole edilebilmektedir. Elde edilen sonuglar gbz oniine alindiginda,
ham zeytinin toplanmasi asamasinda, meyvelerin toprak ile temasmin séz konusu
olabilecegi ve bu nedenle W. cibaria susuna zeytin mikrobiyotasinda rastlanmis
olabilecegi diisiiniilmektedir. W. cibaria tiiriine daha ¢ok siit ve iiriinlerinde rastlandig

onceki ¢alismalarda bildirilmektedir. Keci ve inek siitlerinden, ayrica klinik 6rneklerden
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Weissella cinsine ait tiirlerin izole edildigi, ancak ¢ig siitlerden izole edilen W. cibaria’
nin probiyotik ozellik goOsterdigi, bakteriyosin iirettigi ve gidalarin dogal
fermentasyonunda yer alan Onemli LAB suslarindan biri oldugu vurgulanmistir
(Elavarasi ve ark. 2014). Bu 6zellikleri goz oniine alindiginda, zeytin fermentasyonunda
da rol oynayabilecegi ve son iirlinlin raf dmriiniin uzamasinda diger LAB suslar1 gibi

onemli olabilecegi diisiintilmektedir.

4.3. Tanllanan Laktik Asit Bakterilerinin Biyofilm Olusturma Yeteneklerinin

Belirlenmesi

4.3.1. “Tiip yontemi” ile biyofilm olusumunun incelenmesi

Laktik asit bakterilerinin biyofilm olusturma o&zellikleri Tip Yontemine gore

belirlenmis ve sonuclar EK 1°de verilmistir.

Tiip yontemine gore yapilan analiz sonuglar1 degerlendirildiginde denemede kullanilan
laktik asit bakterilerinin bir kisminda biyofilm olusumu gézlemlenirken, bazilarinin ise

biyofilm olusturamadig1 sonucuna varilmistir.

Deneme planinda tiim izolatlarin biyofilm olusturma kapasiteler1 iki ayr1 sicaklik (30°C
ve 37°C) ve inkiibasyon siiresi (24 ve 48 saat) sonunda test edilmistir. Laktik asit
bakterilerinin normal sartlarda gelismeleri i¢in inkiibasyon kosullar1 28-30°C’ de 18-24
saat olup, deneme planina diger sicaklik ve siirelerin de dahil edilmesi ile kiiltiirlerin
stres kosullarinda ve bunun belirli siire devam etmesi sonucunda gdstermis oldugu tepki
ve biyofilm olusturma dereceleri de gdzlemlenebilmistir. Sicaklik ve siire kosullar
normal gelisim kosullarindan farklilastikca, bazi izolatlarda biyofilm olusturma
kapasitesinin arttig1, bazi izolatlarin ise normal gelisim kosullarinda daha yogun
biyofilm tabakasit olusturduklari gozlemlenmistir. Bu durum, izolatlarin stres

kosullarindaki dayanikliliklar1 hakkinda da bilgi vermektedir.
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Biyofilm olusturma kosullart her bir mikroorganizma i¢in farklilik gosterebilmektedir.
Sicaklik ve inkiibasyon siiresi degisimi ya da mikroorganizmanin &zelliklerine gore
farkl1  stres  kosullarmmin  olusturulmasi, biyofilm  olusturma  kapasitesini
etkileyebilmektedir. Calismada planlana dort farkli inkiibasyon kosulunda gézlemlenen
biyofilm olusum degerleri birbirinden farklilik gostermektedir. Dort ayr1 deneme grubu
birlikte degerlendirildiginde, LAB suslarinin yaridan fazlasinin (%55-82,5) farkli
inkiibasyon kosullarinda zayif biyofilm olusturdugu, ¢ok az susun (%2,2-10) orta
diizeyde biyofilm olusturdugu ve yine c¢ok az susun da (%2,2-10) giiclii biyofilm
olusturdugu gozlenmistir. Literatiirde tiip yOntemi patojen mikroorganizmalarin
biyofilm olusturma kapasitelerinin belirlenmesinde kullanilmis olup, laktik asit
bakterilerinin biyofilm olusturma kapasiteleri molekiiler yontemler ile, SEM
mikroskobu ile ya da mikroplaka yontemi ile belirlenmistir (Cengiz ve ark. 2006,
Hassan ve ark. 2011, Abebe 2013, Demirhan 2013, Tanribuyurdu 2014).

4.3.2. “96 kuyucuklu plaka yontemi” ile biyofilm olusumunun incelenmesi

Laktik asit bakterilerinin biyofilm olusturma 6zellikleri 96 kuyucuklu plaka yontemine

gore belirlenmis ve sonuglar EK 2’ de verilmistir.

96 kuyucuklu plaka yontemine gore dort ayri inkiibasyon kosulu sonucunda suslarin
olusturdugu biyofilm diizeyleri belirlenmis olup, LAB suslarinin biiyiik ¢cogunlugunun
biyofilm olusturamadig1 anlasilmstir. izole edilerek tanilanan LAB suslarinmn %22,5-
27,5’ inin zayif biyofilm olusturduklari, daha az sayida susun (%10-20) orta diizeyde
biyofilm olusturabildigi, sadece bir LAB susunun (Lactococcus lactis FE30) ise ‘24
saat-37°C” inkiibasyon kosulunda gii¢lii biyofilm olusturabildigi anlagilmistir. Biyofilm
olusumu gozlenen laktik asit bakterileri arasinda ise daha ¢ok “zayif biyofilm iireten”
suslarin oldugu sonucuna varilmistir. Arena ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir
caligmada laktik asit bakterilerinin genetik olarak Ozellikle bagirsak yiizeylerine
tutunma kabiliyetinin pili varlig1 ile karakterize edildigi belirtilmekte olup, L. lactis
suglarinda da spaFED operonunun mukus baglama ve yiizey lokalizasyonunda gérev

aldigr belirlenmistir. Bu durum L. lactis suslarinin biyofilm olusturabilecegini
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molekiiler olarak agiklamaktadir. L. lactis’ te pili olmasini saglayan gen kiimesi plazmid
tizerine kodlandig i¢in, biyofilm olusturabilme 6zelliginin Lactococcus spp. arasinda
gen transferi ile birbirine aktarilabilecegi de belirtilmektedir. Mikroplaka ile biyofilm
Ol¢limii yapilan bir baska ¢alismada ise L. lactis 368 susunun 30°C’ de 48 saatlik
inkiibasyon sonunda giiglii diizeyde biyofilm olusturdugu belirtilmektedir (Gémez ve
ark. 2016). Suslarin izole edildigi ortam ve genetik Ozellikleri farkli olabileceginden

farkli kosullarda biyofilm olusturabilecekleri diistiniilmektedir.

Stres kosullar1 olusturuldugunda, baz1 mikroorganizmalar yasamlarini siirdiirebilirken,
bazilar1 canliligini koruyamamaktadir. Optimum gelisme kosullart disina ¢ikildiginda
yasamlarini devam ettirebilen mikroorganizmalardan bazilar1 ise biyofilm olusturma
yetenegini kaybedebilirken, bazilari da stres kosullarinda daha yogun biyofilm
olusturabilmektedir. Calismada kullanilan LAB suslar1 g6z Oniine alindiginda,
bazilarinda optimum gelisme kosullar1 (30°C de 24 saat) disina c¢ikildiginda biyofilm
olusturma kapasitesinin arttigi, bazilarinda ise azaldigi gbézlemlenmistir. Bu nedenle
stres kosullarinin biyofilm olusumu tizerine olumlu/olumsuz etkisi ile ilgili kesin kanrya

varmak olanakli olmamustir.

L. plantarum FE29 susunun 96 kuyucuklu plaka yontemi ile analizi sonucunda 24
saatlik inkiibasyon kosullarinda 37°C’ de biyofilm olusturma kapasitesi “zayif” olarak
belirlenmistir. Ancak 30°C’ de aymi siire sonundaki biyofilm olusturma diizeyi ile
karsilagtirildiginda, 37°C’ de B degerinde artis oldugu gozlenmektedir. Bu sonug, L.
plantarum FE29 susunun stres kosullarinda biyofilm olusturma kapasitesinin
artabildigini gostermektedir. Ayrica inkiibasyon siliresi uzatildiginda 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda 30°C’ de gozlemlenen biyofilm degeri (zayif), 37°C’ lik
inkiibasyon kosulunda artarak, “orta diizey” biyofilm degerine ulagsmistir. 37°C’ de 48
saatlik inkiibasyon sonunda B degeri 0,9 olarak hesaplanmistir. 1,0 ve iizeri degerler ise
“giiclii biyofilm olusumu” araliginda bulunmaktadir. L. plantarum FE29 susunun giiglii
biyofilm olusturma degeri simnirina da yaklasmis olmasi, stres kosullari altinda iken
biyofilm olusturma kapasitesinin artabilecegi konusunda fikir vermektedir. Jalilsood ve

ark. (2015) tarafindan yapilan ¢alismada inkiibasyon sicakligi 30°C° den 35°C’ ye
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cikarildiginda L. plantarum susunun biyofilm olusturma kapasitesinin de arttig
belirtilmektedir. Stres kosullarinin olusmasi ile biyofilm olusumunun da arttigi, bu
calismada elde edilen bulgular ile uyumluluk gostermektedir. Aoudia ve ark. (2016)
tarafindan yapilan bir ¢alismada ise 30°C’ de 24 saat inkiibasyon sonunda mikroplaka
ile dl¢iilen biyofilm degerlerinin L. plantarum WCFS1 ve L. plantarum NA7 suslarinda
L. fermentum suslarina gére daha yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir. Denemede tek
sicaklik ve siire kosulu kullanilmis olup, tez kapsaminda elde edilen veriler ile
karsilagtirildiginda L. plantarum suslarimin farkli kosullarda farkli diizeylerde biyofilm
olusturabildigi anlagilmaktadir. Kumar ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir baska
calismada ise biyofilm olusturan LAB suslarinin metisiline direngli Staphylococcus
aureus S547 susu lizerine inhibisyon etkisi incelenmistir. Kefirden izole edilen L.
plantarum KF susunun biyofilm olusturma kapasitesi mikroplaka yontemi ile 37°C’ de
48 saatlik inkiibasyon sonunda belirlenmis olup, denemede kullanilan kosullarda iyi
derecede biyofilm iireticisi oldugu rapor edilmistir. Ayrica biyofilm olusturan L.
plantarum KF susunun S. aureus S547 gelisimini 36 saatlik inkiibasyon sonunda 2,64
log azalttig1 belirtilmektedir. Kumar ve ark. (2017) tarafindan belirlenen degerler, bu
caligmada kullanilan inkiibasyon sicakligi ve siiresi ile benzer olup, L. plantarum

suslariin biyofilm olusturma kapasiteleri de birbiri ile uyumludur.

Stres kosullarinda B degerindeki artig L. lactis FE30 ve L. lactis FE40 suslarinda da
gozlenmistir. L. lactis FE30 susunun biyofilm olusturma kapasitesi 37°C ’de
artmaktadir. Denemede 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda biyofilm olusumlari

incelenmis ve 30°C” de 0,1 olan B degeri, 37°C’ de 1,1 olarak kaydedilmistir.

L. curvatus FE25 susunun biyofilm olusturma kapasitesi 37°C’ de 24 saatlik inkiibasyon
sonunda 0,7 (orta diizey) olarak belirlenmistir. Ancak 37°C’ de inkiibasyon siiresi 48
saat oldugunda biyofilm olusum diizeyinin azaldigi ve B degerinin 0,3 oldugu
gbzlenmistir. Bu sonuca gore, L. curvatus FE25 susunun biyofilm tabakasinin zamanla
azaldig1 anlasilmaktadir. Laktik asit bakterileri karbon kaynaklarini kullanarak basta
laktik asit olmak iizere bazi organik asitleri iiretmektedirler. Laktik asit fermentasyonu

olarak adlandirilan reaksiyon sonucunda ortaya c¢ikan organik asitler sayesinde
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ortamdaki asit diizeyi artmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda, ortamda organik asitlerin,
Ozellikle laktik asit miktarinin artmasi ile biyofilm tabakasinin zarar gorebildigi ve
laktik asit fermentasyonu sonucunda inkiibasyon siiresi uzadik¢a, biyofilm tabakasinin
azaldig1 belirtilmektedir. Biyofilm tabakasinin zarar gérmesi ve azalmasi, ortamin
pH’smin diismesi ile dogrudan iliskilidir. Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen sitrik,
gallik ve laktik asit gibi tiim organik asitler yiizeylerde olusan biyofilm tabakasinin
uzaklastirilmasinda rol oynamaktadirlar (Kolari 2003, Yesilgimen Akbas ve Cag 2016).
Gomez ve ark. (2016) yaptiklari calismada L. curvatus susunun agregasyon kabiliyeti ve
giiclii biyofilm olusturma yetenegi oldugunu belirlemislerdir. Ayrica L. curvatus susu,
patojen mikroorganizmalar ile ayn1 oranda ortama asilanmis ve ortamdaki biyofilm
tabakasinin hangi mikroorganizmaya ait oldugu 30°C’de 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon kosullar1 sonunda belirlenmistir. LAB suslarinin tutunacak yiizey
konusunda da yarismaci kabiliyete sahip oldugu diisiiniilerek planlanan ¢alismada L.
curvatus tarafindan {retilen giiclii biyofilm tabakasi sayesinde ortamdaki L.
monocytogenes susunun %69 oraninda, E. coli O157:H7 susunun ise %74,6 oraninda
azaldig tespit edilmistir. Caligmada elde edilen veriler de L. curvatus susunun biyofilm
tireticisi oldugunu gostermekte olup, yapilan ¢aligmalar ile benzer nitelikte sonuglarin

elde edildigi anlagilmaktadir.

Calismada biyofilm olusturma 6zellikleri incelenen laktik asit bakterilerinden bazilari
30°C’de biyofilm olusturabilirken, 37°C’de biyofilm olusumu ya daha az gézlenmis ya
da hi¢ gozlenmemistir. Baz1 laktik asit bakterilerinde ise biyofilm olusumu 37°C’lik
inkiibasyon sonunda daha yogun gozlemlenmistir. Benzer durum ile 24 ve 48 saatlik
inkiibasyon sonucunda da karsilagilmistir. Calismada tanilanan laktik asit bakterilerinin
biyofilm olusturma kapasiteleri géz oniine alindiginda, biyofilm olusumu icin gereken
kosullarin degiskenlik gosterdigi ve her mikroorganizma susu i¢in farkli oldugu

sonucuna varilmistir (Giin ve Ekinci 2009, Akan ve Kinik 2014, Fonteini 2015).
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4.3.3. Biyofilm olusumunun belirlenmesinde kullanilan tiip ve 96 kuyucuklu plaka

yontemlerinin karsilastirilmasi

Biyofilm olusumunun incelenmesinde, “tiip yontemi” daha cok gozleme dayali bir
yontem olup, kalitatif sonuclar vermektedir. Spektrofotometrik Olgiime dayali 96
kuyucuklu plaka yonteminde ise biyofilm tabakasinin yogunlugu sayisal degerler ile
belirlenebilmis ve kantitatif sonuglar elde edilebilmistir. Boylece yontemler arasinda

karsilastirma ve dogrulama da yapilabilmistir.

Tiip ve 96 kuyucuklu plaka yontemlerinde elde edilen sonuglar géz Oniine alindiginda,
bazi laktik asit bakterisi suslarinin biyofilm olusturma kapasiteleri her iki yontemde de
benzer bulunmus ancak bazilarinda sonuglarin birbiri ile uyumsuz oldugu gézlenmistir.
L. rhamnosus FE1 susunun tiip yontemine gore 30 ve 37°C’ lik sicakliklarda 24 ve 48
saatlik inkiibasyon siireleri sonunda biyofilm olusturma kapasitesi “zayif” olarak
belirlenmistir. Ancak, ayn1 kosullarda 96 kuyucuklu plaka ile belirlenen sonuglara gore
L. rhamnosus FE1 susunda biyofilm olusumu goézlenmemistir. Calisma sonucunda
buldugumuz sonuctan farkli olarak Goémez ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢aligmada L.
rhamnosus susunun gii¢lii biyofilm tireticisi oldugunu tespit etmistir. Ayrica bir bagka
calismada probiyotik L. rhamnosus GG (ATCC 53103) susunun biyofilm olusturma
degeri “giiclii diizey” olarak tespit edilmistir (Lebeer ve ark. 2007).

L. lactis FE32 susunun biyofilm olusturma kapasitesi incelendiginde ise tip ve 96
kuyucuklu plaka yontemi ile belirlenen sonuglar birbiri ile tutarli bulunmustur. Her iki
yonteme gore de 30 ve 37°C’ lik sicakliklarda 24 saatlik inkiibasyon ve 30°C’ de 48
saatlik inkiibasyon sonucunda L. lactis FE32 susunun zayif diizeyde, 37°C’ de 48

saatlik inkiibasyon sonunda ise orta diizeyde biyofilm olusturdugu belirlenmistir.

Tiip ve 96 kuyucuklu plaka yontemi sonuclari bazi suslarda birbirinden 6nemli derece
farklilik gostermistir. L. plantarum FE36 susunun biyofilm olusturma derecesi 37°C’ de
24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda tiip yontemine gore “gili¢lii” olarak

belirlenirken, 96 kuyucuklu plaka yonteminde ise biyofilm olusumu gézlenmemistir.

72



Benzer durum W. cibaria FE16 susunda da gozlenmistir. Tiip yontemi sonucuna gore
37°C’ de 24 saatlik inkiibasyon sonunda orta diizeyde biyofilm olusumu gozlenirken, 96
kuyucuklu plaka yonteminde zayif biyofilm olusumu gozlenmistir. Yapilan bir bagka
calismada (Jang ve ark. 2016) W. cibaria suslar1 ile agiz sagligi i¢in onemli olan
probiyotik bakterilerinin karakteristik 6zellikleri karsilagtirilmistir. W. cibaria CMU
susunun yiizeye tutunma yetenegi oldugu belirlenmis ve biyofilm olusturma
kapasitesinin varlig1 anlagilmistir. Jang ve ark. (2016) tarafindan belirlenen sonuglar ile
tez kapsaminda 96 kuyucuklu plaka yontemi ile elde edilen sonuglar birbiri ile benzer

niteliktedir.

Iki yontem arasinda farkliliklarin olmasi, ydntemlerin birbiri ile kiyaslanmasini
saglamigtir. Tip yonteminde, inkiibasyon sonunda olusan biyofilm tabakasinin
yogunlugu ile dogru orantili olacak sekilde tiiplerin i¢ ¢eperlerinde ve tabaninda
boyanmis biyofilm tabakasi gozlenmistir. Yogun biyofilm tabakasinin oldugu
orneklerde kristal viyole ile boyanmis tabakanin daha koyu renkli ve kalin olmasi,
beklenen bir sonugtur. Ancak tiip yontemine gore yapilan analizde “orta diizey/yogun
biyofilm olusumu” olarak degerlendirilen bazi sonuglar, ikinci yontemde farkl
cikmistir. Tiip yonteminde, inkiibasyon sonunda mikrobiyel sayim islemi

13

yapilmamaktadir. Bu nedenle goriiniir sekilde boyanmis biyofilm tabakasi, “orta
diizeyde” ya da “giiclii biyofilm diizeyi” olarak belirlenebilmektedir. Ancak, yogun
sekilde boyanmis tabakanin varligi, test mikroorganizmasinin giiglii biyofilm tireten bir
sus olarak kabul edilebilecegi anlamina gelmeyebilir. Clinkii biyofilm olusturma diizeyi,
ortamdaki hiicre yogunlugu ve ylizeye tutunmus biyofilm tabakasi ile dogrudan
iliskilidir. Yiizeye tutunabilme kabiliyeti az olan bir susun hiicre yogunlugu arttikca
ylizeye tutunan ve biyofilm tabakasi olusturabilen hiicre sayisi da artmaktadir. Bu
durumda tiip yontemi ile biyofilm olusumu incelendiginde biyofilm olusturma yetenegi
az ya da yetersiz de olsa, hiicre yogunlugunun fazla olmasi nedeniyle, boyanmis
biyofilm tabakasi da yogun ve kalin olmaktadir. Gozlemlenen boyanmig tabaka, susun
giiclii biyofilm iireticisi oldugu seklinde yorumlanirsa hatali bir sonuca varilabilir.

Biyofilm olusum diizeyinin daha net anlasilabilmesi ic¢in, mutlaka ortamdaki hiicre

yogunlugu ile beraber degerlendirilmesi gerektigi goriisiine varilmistir. Sonucta hiicre
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yogunlugu  ile  karsilastirma  yapilmadiginda  analiz sonuclart  hatali

yorumlanabilmektedir.

Biyofilm olusturma yetenegi olan bir bakteri kiiltiirii, belirli inkiibasyon siiresi sonunda
biyofilm olusturma kapasitesi daha diisiik diizeyde olan bir bakteri kiiltiiriine gére daha
az hiicre yogunluguna ulasabilmektedir (EK 2). Bu durumda ortamda meydana gelen
biyofilm tabakasi da hiicre yogunlugu ile dogru orantili olarak ince bir katman halinde
gozlemlenebilmektedir. Olusan biyofilm tabakasi yogunluguna goére degerlendirme
yapildiginda, susun biyofilm olusturma yeteneginin zayif oldugu kanisina
varilabilmektedir. Daha fazla hiicre yogunluguna ulasan kiiltiiriin biyofilm olusturma
diizeyi ise ortamda fazla sayida yiizeye tutunan hiicre bulundugu i¢in, daha gii¢lii olarak
gozlemlenebilmektedir. Ayrica, inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri igerisinde hiicre
yogunlugu az olan kiiltiiriin, biyofilm olusturma yetenegi olsa bile, tiip ceperi ve
tabanina tutunan hiicre sayisi da az olacagi i¢in, kristal viyole ile boyanan tabaka agik
renkli ve az yogunlukta olmaktadir. Bu durumda tiip yontemine gore yapilan analiz
sonucunda susun biyofilm olusturma diizeyi, “zayif” olarak belirlenmektedir. Ancak,
biyofilm olusturma kabiliyeti daha zayif olan ve ayni inkiibasyon siiresinde daha fazla
hiicre yogunluguna ulasabilen bir bagka kiiltiiriin tiip yontemi ile biyofilm olusturma
yetenegi diger kiiltiir ile ayn1 ya da daha yogun olarak belirlenmektedir. Bu nedenle tiip
ceperi ve tabaninda gozlenen boyanmig tabakanin yogun ya da zayif olmasi, dogrudan
biyofilm olusturma derecesi ile bagdastirildiginda, yanlis sonuglara ulagilabilmektedir.
Inkiibasyon sonrasinda hiicre yogunlugu belirlenmedigi igin, tiip yonteminin ¢ok hassas
bir yontem olmadigi (EK 1, EK 2) sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Oliveira ve Cunha 2010,
Hassan ve ark. 2011, Devaraj ve Sajjan 2015).

96 kuyucuklu plaka ile gerceklestirilen denemelerde ise biyofilm tabakasi1 boyanmadan
once, spektrofotometrik yontemler ile hiicre yogunlugu Olciilmiis, sonrasinda ise
biyofilm tabakasi boyanmistir. Biyofilm tabakasi ne kadar kalin ise tutulan boya da o
kadar yogun olmaktadir. Tutulan boyanin alkol ile serbest hale getirilmesinden sonra
boyanin yogunlugu da spektrofotometrik olarak oOl¢iilmiis ve biyofilm tabakasina

baglanan boyanin absorbansi, hiicre yogunlugu absorbansina béliinerek biyofilm
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olusturma kapasiteleri degerlendirilmistir. Bagli boyanin absorbans degerinin hiicre
yogunlugu absorbansina boliinmesi ile suslarin hiicre yogunluklar1 esitlenmekte ve her
bir susun biyofilm olusturma dereceleri, hiicre yogunluklarindan bagimsiz olacak
sekilde degerlendirilebilmektedir. Her iki ydntem sonucunda ulasilan degerler
gbzlemlenmis ve 96 kuyucuklu plaka ile yapilan denemelerin daha giivenilir ve hassas
sonuglar verdigi anlasilmistir. Hassan ve ark. (2011) yaptiklar1 ¢alismalarda biyofilm
olusumunun belirlenmesinde kullanilan yontemleri birbiri ile kiyaslamiglardir.
Yaptiklart ¢alismada tiip yonteminde bulduklari bazi sonuglarin 96 kuyucuklu plaka
yonteminde bulduklari sonuglara benzer oldugunu, ancak genel olarak yalanci pozitif
sonuclarin tiip yonteminde ¢ok daha sik gozlemlendigini belirtmektedirler. Mikroplaka
ile yapilan spektroskopik yontemin tlip yontemine gore ¢cok daha hassas ve dogru
sonuglar verdigi belirtilmektedir (Hassan ve ark. 2011). Bir baska calismada da,
koagulaz negatif Staphylococcus spp.’ nin biyofilm olusturma diizeyi farkli yontemlere
gore belirlenmistir. Biyofilm olusumu ile ilgili genler PZR ile tespit edilmis olup, ayn1
zamanda da tlip yontemi ve mikroplata yontemi kullanilmistir. Hem tlip yonteminde,
hem de mikroplaka yonteminde alinan sonuglarin PZR ile elde edilen sonuglara yakin
oldugu belirtilmektedir. Bu c¢alismada tiip yonteminde sadece tiip tabaninda meydana
gelen boyanmis tabaka varligi pozitif olarak kabul edilmis, besiyeri ile havanin
birlestigi yerde meydana gelen boyanmis halka seklindeki tabaka, biyofilm olusumu ile
bagdastirilmamistir (Oliveira ve Cunha 2010). Devaraj ve Sajjan (2015) tarafindan
yapilan caligmada da biyofilm belirleme yontemleri birbiri ile karsilastirilarak,
yontemler arasindaki hassasiyet farklari bulunmaya calisilmistir. Sonuglardaki
hassasiyet, mikroplaka yonteminde %98,08 oraninda, tiip yonteminde ise %71,88
oraninda bulunmustur. Tez kapsaminda, giivenilir ve hassas sonuglarin 96 kuyucuklu
plaka yontemi ile elde edildigi, tiip yonteminin hassasiyetinin ise daha diisiik oldugu
belirlenmis olup, elde edilen sonuglarin benzer calismalardaki sonuglar ile uyumluluk

gosterdigi anlasilmistir.

Tip yontemi kalitatif bir yontem oldugu igin, biyofilm olusturma derecesinin bu
yonteme gore belirlenmesi yerine, biyofilm olusumu agisindan “var/yok testi” olarak 6n

denemelerde kullanilmasinin daha dogru olacagi sonucuna varilmistir. Biyofilm
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olusturma kapasitelerinin derecelendirilmesi i¢in ise tiip yOntemi ile yapilan 6n
denemeler sonucunda biyofilm olusturabildigi belirlenen suslarin 96 kuyucuklu plaka
yontemi ile analiz edilmesi ve sonuclara gore biyofilm olusturma seviyelerinin

belirlenmesinin daha dogru oldugu diistiniilmektedir.

L. plantarum FE29 susunun 30°C’ de 24 saatlik inkiibasyonu sonucunda belirlenen
biyofilm olusturma diizeyi tiip ve 96 kuyucuklu plaka yontemi ile belirlenmis ve
karsilastirmali olarak Sekil 4.10.’da verilmistir.

Lactobacillus plantarum (29) susunun 30°C’de 24 saat inkiibasyonu
sonucunda gézlemlenen biyofilm tabakasi

Lactobacillus plantarum (29) susunun 37°C’de 24 saat inkiibasyonu
sonucunda gézlemlenen biyofilm tabakasi

Sekil 4.10. L. plantarum FE29 susunun 30°C ve 37°C’ de 24 saat inkiibasyonu sonunda

[P TP IN

biyofilm olusturma kapasitesi; “a”, “c”: Tiip yontemi; “b”, “d”: 96 kuyucuklu plaka
yontemi

Sekil 4.10° da 30 ve 37°C’ lik inkiibasyon kosullar1 sonucunda olusan biyofilm diizeyi
kristal viyolenin baglanma miktarina gore gorsel olarak incelendiginde, yogun ve koyu
renkli boyanin varligi goézlenmektedir. Tiip yonteminde goézden kagan ve hatalt
degerlendirmelere neden olan bu durum, spektrofotometrik 6l¢tim yapilmadig: takdirde

96 kuyucuklu plaka yonteminde de ayni sekilde ortaya ¢ikmaktadir. 30°C’ de 24 saat
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inkiibasyon, laktik asit bakterilerinin bir ¢ogu icin optimum gelisme kosulu olarak
bilinmektedir. Bu nedenle ayni siire sonunda 37°C’ de inkiibe edilen kiiltiiriin, 30°C’ de
inkiibe edilene gore daha az hiicre sayisina ulagmis olmasi beklenilen bir sonuctur. Tiip
yontemi sonuglari incelendiginde, 37°C’ de inkiibasyon sonucunda tiip ¢eperlerinde ve
tabaninda boyanmis biyofilm tabakasinin 30°C’ lik inkiibasyonun ardindan
gozlemlenen biyofilm tabakasina gére daha az oldugu sonucuna varilmis ve bu nedenle
olusum “zayif diizeyde” olarak nitelendirilmistir. Ancak 96 kuyucuklu plaka yontemine
gore hiicre yogunlugu absorbansi ile biyofilm tabakasinin bagladigi kristal viyole
cozeltisinin  absorbansinin  birbirine orani, biyofilm olusturma kapasitesini
belirlemektedir. Bu nedenle 30°C’ de daha yogun ve koyu renkli olarak g6zlenen boya
ile baglanmig biyofilm tabakasinin nedeninin, ortamdaki hiicre yogunlugunun fazla
olmasi ve dolayisi ile ylizeye tutunan hiicre sayisinin da fazla olmasindan
kaynaklandig1 anlagilmaktadir. Oransal degerlere bakildiginda ise B degerinin 37°C’ de
24 saat inkiibe edilen kiiltiirde daha yiiksek oldugu go6zlenmistir. Ancak her iki
inkiibasyon sicakligindaki biyofilm olusturma kapasitesi de “zayif diizey” araligindadir

(EK 2).

L. lactis FE40 susunun 30 ve 37°C’ de 48 saat siire ile inkiibasyonu sonucunda
olusturdugu biyofilm tabakasi da hem tip, hem de 96 kuyucuklu plaka yontemi ile

belirlenmis ve Sekil 4.11° de her iki yonteme gore karsilastirmali olarak verilmistir.
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Lactococcus lactis (40) susunun 30°C’de 48 saat
inkiibasyonu sonucunda gézlemlenen biyofilm tabakasi

“i -

Lactococcus lactis (40) susunun 37°C’de 48 saat
inkiibasyonu sonucunda gézlemlenen biyofilm tabakasi

Sekil 4.11. L. lactis FE40 susunun 30°C ve 37°C’ de 48 saat inkiibasyonu sonunda

6% 6699,

biyofilm olusturma kapasitesi; “a”, “c”: Tip yontemi; “b”, “d”: 96 kuyucuklu plaka
yontemi

L. lactis FE40 susunun 30 ve 37°C’ de 48 saatlik inkiibasyonu sonucunda biyofilm
olusturma kapasiteleri belirlenmistir. Tip ve 96 kuyucuklu plaka yontemine ait
sonuglar karsilagtirllmistir. Sekil 4.11° de goriildiigii gibi baglanan boya miktar1 tiip
ceperlerinde ve plaka kuyucuklarinda benzer goriinmektedir. Ancak hiicre
yogunluklarinin  birbiririnden farkli oldugu, 96 kuyucuklu plaka yonteminde
inkiibasyon sonunda oSlgiilen absorbans degerleri ile anlasilmistir. Hiicre yogunluklari
ve baglanan boya miktarlar1 birbirinden farkli olan iki ayr1 inkiibasyon kosulu sonucu
gdz Oniline alindiginda, 37°C’ lik inkiibasyon kosulunda daha az hiicre gelisimi
gozlenmesine ragmen, biyofilm olusturma kapasitesinin arttigi anlasilmistir. 96
kuyucuklu plaka yonteminde alinan sonuglara gére 30°C’ de 48 saat inkiibasyon
sonucunda “zayif diizey” biyofilm olusumu goézlenirken, 37°C’ de 48 saat inkiibasyon

sonucunda “orta diizey” biyofilm olusumu gozlemlenmistir (EK 2).

78



Biyofilm olusumunun daha ¢ok patojen mikroorganizmalarda gozlenen bir 6zellik
oldugu ve patojenlerin viriilens 6zelliklerinin artmasi, daha direncli hale gelmeleri gibi
insan sagligini olumsuz yonde etkileyen sonuglara yol agtig1 da bilinmektedir. Ancak
biyofilm, sagligi olumsuz yonde etkileyen mikroorganizmalarda engellenilmeye
calisilan bir 6zellik olmasina ragmen, insan sagligina faydali mikroorganizmalarda ise
istenilen bir 6zellik haline gelebilmektedir. Yararli mikroorganizmalarin daha dayanikli
olmalar1 ve patojen mikroorganizmalar ile savasmalar1 agisindan biyofilm olusturan
suslarin belirlenmesi gerektigi diistiniilmektedir (Giin ve Ekinci 2009, Erginkaya ve

ark. 2011).

Tez kapsaminda analiz edilen laktik asit bakterilerinin biyofilm olusturma o6zellikleri
belirli gelisme kosullar1 altinda belirlenmistir. Insan sagligma faydali olan
mikroorganzimalarin kullanimi s6z konusu oldugunda gidanin tiikketimi ile viicuda
alman LAB suslariin sindirim sisteminde uzun siire canliligin1 korumasi ve biyofilm
olusturma kapasitesinin devamlilik gostermesi Onemlidir. Ayrica fermente bir gida
tiretiminde starter olarak kullanildiginda, dogal koruyucu o6zellik gostererek, gidanin
tazeligini uzun sire muhafaza edebilmesi i¢in biyofilm olusturma kapasitesinin
saklama kosullarinda azalmamasi ya da kaybolmamasi gerekmektedir. Yapilan in vitro
analiz sonuclarma gore, 24 saatlik inkiibasyon sonunda biyofilm olusturabildigi
gozlemlenen bazi laktik asit bakterilerinin 48 saatlik inkiibasyon sonunda biyofilm
olusturma derecelerinin azaldig1 ya da biyofilm olusturma o6zelliklerinin tamamen
engellendigi belirlenmistir. Bu nedenle 48 saatlik inkiibasyon sonunda gozlemlenen
biyofilm olusturma kapasiteleri, suslarin gida endiistrisinde kullanimi agisindan 6nemli
bir faktor haline gelmektedir. Ayrica, insan sindirim sisteminde 48 saat sonunda bile
biyofilm olusturabilme ihtimali yiiksek olan suslarin segilmesi gerekliligi de dikkat
cekmektedir. 48 saatlik inkiibasyon sonucunda laktik asit bakterilerinin hem 30, hem de
37°C’ de biyofilm olusturma kapasiteleri Sekil 4.12” de verilmistir.
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Sekil 4.12. Laktik asit bakterilerinin 30 ve 37°C’ de 48 saat inkiibasyonu sonucunda

belirlenen biyofilm olusturma kapasiteleri
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48 saatlik inkiibasyon sonunda en yogun biyofilm olusumu L. curvatus FE41 susunda
37°C’ de gozlemlenmistir. Ayni inkiibasyon kosullarinda biyofilm olusum yogunlugu
acisindan, L. curvatus FE41 susunu, L. lactis FE32 ve L. plantarum FE29 takip
etmektedir. inkiibasyon sicakligmin 30°C oldugu kosullarda ise 48 saat sonunda L.
plantarum FE29 susunun en yogun biyofilm olusturan kiiltiir oldugu anlasilmistir.
Calismada elde edilen biyofilm olusturma degerleri Gomez ve ark. (2016) ve Kumar ve

ark. (2017)’ nin yaptiklar1 ¢alisma sonuglar1 ile uyumluluk gostermektedir.

Koy peynirinden izole edilen E. faecalis FE28 susunun biyofilm olusturma kapasitesi
tiip ve mikroplaka yontemlerinde birbirinden farkli bulunmustur. Tiip yonteminde farkl
inkiibasyon kosullarinda zayif ve orta derecede biyofilm iireticisi olarak belirlenen E.
faecalis FE28 susunun, mikroplaka ile belirlenen spektroskobik yontemde dort ayri
inkiibasyon kosulunda da biyofilm olusturamadigi sonucuna varilmistir. 96 kuyucuklu
plaka ile alinan sonuglar daha hassas ve giivenilir olduklar1 igin, E. faecalis FE28
susunun biyofilm iireticisi olmadigi belirlenmistir. Necidova ve ark. (2009) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada, E. faecalis ve E. faecium suslar1 ¢ig siit ve siit {irlinlerinden izole
edilerek biyofilm olusturma kapasiteleri arastirilmistir. E. feacalis suslarinin %28’ inin
biyofilm olusturabildigi, %72’ sinin ise olusturamadigi belirlenmistir. Ayrica bir baska
caligmada ortamdaki ozmotik basincin artmasi ile E. faecalis suslarinin biyofilm
olusturma kapasitelerinin azaldigi, ancak bakterilerin gelisme egrilerinde degisiklik
olmadig1 belirtilmektedir (Mohamed ve Huang 2007). Onceden yapilan calisma
sonuglar1 dikkate alindiginda, E. faecalis suslarinin farkli stres kosullarinda farkli
diizeyde biyofilm olusturduklart ve bazilarinin da biyofilm olusturamadig:
anlagilmaktadir. Tez kapsaminda elde edilen sonuglar da, dnceki ¢alismalar ile uyum

gostermektedir.

Tanilanan 40 adet laktik asit bakterisi kiiltiirleri arasinda 21 tanesi, ¢calismada belirlenen
kosullarda zayif, orta ve giiglii diizeyde biyofilm olusturabilmis, ancak diger suslar
biyofilm olusturamamislardir. Her susun kendine 6zgii biyofilm olusturma kosullarinin
olabilecegi g6z Oniinde bulundurularak, g¢alismada biyofilm olusturmayan suslarin,

hicbir kosulda biyofilm olusturamadigi kanisina varmanin  hatali  olacag
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diistiniilmektedir. Suglarin farkli inkiibasyon kosullarinda biyofilm olusturabilecekleri

g6z 6niinde bulundurulmalidir (Jalilsood ve ark. 2015).

Calismada izole edilerek tanilanan LAB suslarinin biyofilm olusturma kapasitelerinin
belirlenmesi icin segilen stres kosullart uzun inkiibasyon siiresi (48 saat) ve iki ayri
inkiibasyon sicakligr (30 ve 37°C) olacak sekilde planlanmistir. Antimikrobiyel bir
ajanin da ortamda bulunmasi, mikroorganizma igin farkli bir stres ortam1 yaratmaktadir.
Mikroorganizmalarin biyofilm tabakasi icinde iken planktonik formlarina gore zor
kosullara  karst  daha  direngli  olduklar1  bilinmektedir. Bu  baglamda,
mikroorganizmalarda antibiyotik direngliligin de biyofilm olusumunun bir sonucu
olabilecegi diislincesi ortaya c¢ikmaktadir. Ancak tetrasiklin gibi genis spektrumlu
antibiyotiklerin biyofilm tabakasini asarak mikroorganizmalara ulasabilecegi ve

mikrobiyel inhibisyonu saglayabilecegi (Oliveira ve Cunha 2010) de bilinmektedir.

4.4. Tanillanan Laktik Asit Bakterilerinin Antibiyotik Direnc¢lerinin Belirlenmesi

Laktik asit bakterilerinin antibiyotik direngleri disk diflizyon yOntemine gore

belirlenmis ve zon ¢ap1 dl¢limlerine ait sonuglar EK 3’ te verilmistir.

Calismada kullanilan laktik asit bakterilerinin antibiyotiklere kars1 direnglerinin
belirlenmesi agisindan yapilan disk difiizyon metodu ile zon ¢ap1 6l¢iimii sonuglarina
gore; izolatlarin  ¢ofunun analizlerde kullanilan konsantrasyondaki (30pg)
Vankomisin’e karsit direngli olduklar1 belirlenmistir. En biiylik zon olusumlar1 ise
Tetrasiklin (50ug) ve Ampisilin (25pg) emdirilmis disklerin bulundugu petrilerde
gbzlemlenmistir. Streptomisin emdirilmis disklerin bulundugu petri kutularinda ise
konsantrasyon arttikca zon ¢apinin arttigi, dolayisi ile antimikrobiyel etkinin de arttig
gbzlenmistir. 25 pg Streptomisin emdirilmis disklerin ve 30 pg Vankomisin emdirilmis
disklerin etrafinda zon olusumu genel olarak gdzlenmemistir. Zon olusumu gézlenen
petri kutularinda ise antibiyotik disk etrafindaki zon ¢aplarimin, denemede kullanilan

diger antibiyotik disklere oranla daha kii¢iik oldugu tespit edilmistir.

82



Tanilanan LAB suslarinin antbiyotik direnclilik durumlar1 Cizelge 4.4’ te verilmistir.

Cizelge 4.4. Tanilanan LAB suslarinin antibiyotik direnglilikleri

. . Antibiyotik (ng)
Bakterl IzolatNo ~sT(300) AM(25) TS(50) VAQ0)
Lactobacillus spp. FE26 R R
: FE25 R
Lactobacillus curvatus FE4L R
FE20
FE29 R
FE31 R R
Lactobacillus plantarum FE34 R
FE35 R
FE36 R
FE37 R R
FE1 R
: FE2 - R
Lactobacillus rhamnosus FE3 R
FE4 R
Lactobacillus curvatus, FE27 R
Lactobacillus graminis,
Lactobacillus sakei FEd2 R
FES R R
FE22
FE24
. FE30
Lactococcus lactis FE3)
FE38 R
FE39 R
FE40 R
FE13
Leuconostoc spp. FE15 R R
FE17
Leuconostoc citreum FE6 R R R
FE9 R R
FE11
Leuconostoc mesenteroides FE18
FE43 R
Leuconostoc pseudomesenteroides FE10 R R
Leuconostoc lactis, FE5 R
Leuconostoc garlicum FE12 R
Leuconostoc pseudomes_entermdes, FE14 R
Leuconostoc mesenteroides
Weissella spp. FE7 R R R
. . FE16 R
Weissella cibaria FE23 =
Enterococcus faecalis FE28 R

ST: streptomisin, AM: ampisilin, TS: tetrasiklin, VA: vankomisin
R: Resistant (direngli)
---: antibiyotik direnglilik durumu belirlenemedi
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Suslarin antibiyotik direnglerinin belirlenmesinde, NCCLS standartlarinda (Yalanca
2009, Alp ve Oner 2014, Unal Turhan ve Erginkaya 2016) belirtilen kosullarindan
(besiyeri, antibiyotik konsantrasyonu ve inkiibasyon sicaklik-siiresi) farkli bir deneme
plan1 kullanilmistir. Bu nedenle, NCCLS standardinda belirlenen zon ¢ap1 biiyiikliigline
gore suslar; direncli (R), orta direngli (1) ve duyarli (S) olarak belirlenememistir. Ancak,
zon ¢ap1 olusumunun gozlenmedigi petrilerde, denemede kullanilan konsantrasyondaki
antibiyotige diren¢ oldugu sonucuna varilmistir. Direngli (R) olduklar1 belirlenen suslar
disinda, gozlemlenen inhibisyon zonlar1 ise ¢ap boyutuna gore karsilastirilmis ve
suslarin  duyarliliklar1  birbirleri ile kiyaslanabilmistir. Gozlemlenen zon c¢api
biiyiikliikleri, onceki caligmalar ile de karsilagtirllmistir. Suslarin antibiyotiklere
direncleri MAR indeks degerleri belirlenerek yorumlanmistir. Tanilanan LAB suslarinin

¢oklu antibiyotik direngliligi (MAR) indeksi Cizelge 4.5 te verilmistir.

Cizelge 4.5. LAB suslarinin MAR indeksi degerleri

Bakteri izolat No MAR indeksi
Lactobacillus spp. FE26 0,50
: FE25 0,25
Lactobacillus curvatus FEAL 0.25
FE20 0,00
FE29 0,25
FE31 0,50
Lactobacillus plantarum FE34 0,25
FE35 0,25
FE36 0,25
FE37 0,50
FE1 0,25
. FE2 0,25
Lactobacillus rhamnosus FE3 0.25
FE4 0,25
Lactobacillus curvatus, FE27 0,25
Lactobacillus graminis,
Lactobacillus sakei FE42 0.25
FES8 0,50
FE22 0,00
FE24 0,00
Lactococcus lactis FE30 0,00
FE32 0,00
FE38 0,25
FE39 0,25
FE40 0,25
FE13 0,00
Leuconostoc spp. FE15 0,50
FE17 0,00
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Cizelge 4.5. LAB suslarinin MAR indeksi degerleri (devam)

Bakteri Izolat No MAR indeksi
Leuconostoc citreum FE6 0,75
FE9 0,50
FE11 0,00
Leuconostoc mesenteroides FE18 0,00
FE43 0,25
Leuconostoc pseudomesenteroides FE10 0,50
Leuconostoc lactis, FE5 0,25
Leuconostoc garlicum FE12 0,25
Leuconostpc pseudomesenteroides, Leuconostoc FE14 0,25
mesenteroides
Weissella spp. FE7 0,75
. L FE16 0,25
Weissella cibaria FE23 0.25
Enterococcus faecalis FE28 0,25

Suslarin ¢ogunlugunun MAR indeks degerinin 0,25-0,75 arasinda oldugu belirlenmis
olup, yogun antibiyotik kullaniminin oldugu ortamlardan izole edildikleri anlagilmistir.
Antibiyotik kullaniminin ¢ok az oldugu ya da hi¢ olmadig1 ortamlardan izole edilen
kiiltiirlerde MAR indeks degeri 0,20’ nin altinda ¢ikmaktadir. Tanilanan LAB suslarinin
%22,5 ‘inin (9 adet) antibiyotik kullaniminin olmadigi ortamlardan izole edildigi
anlasilmistir.  Ozellikle L. lactis ve Leu. mesenteroides suslarinin antibiyotik
kullanimmnin  olmadif1 ortamlardan izole edildigi belirlenmistir. Ozellikle siit
tirtinlerinden izole edilen suslarda MAR indeksi degerinin yiiksek ¢ikmasi, ham madde
olarak kullanilan siitte antibiyotik varligi ihtimalini ortaya ¢ikarmaktadir. Halk
pazarlarinda paketli ya da paketsiz olarak satisa sunulan bu iriinlerin saglig1 tehdit
edebilecek antibiyotik dirence sahip suslar igerebildigi anlasilmistir. Antibiyotik direng
mekanizmasinin ~ belirlenmesi, suslarin  gida  endiistrisinde  giivenli  sekilde
kullanilabilmesi ag¢isindan 6nem tagimaktadir. Zeytinden izole edilen suslarda MAR
indeksinin yliksek ¢ikmasi ise yanlis zirai uygulamalarin (pestisit kullanimi vb.)

yapilmis olabilecegi ihtimalini ortaya ¢ikarmaktadir.

Streptomisinin 25 pg dozunda zon olusumu godzlemlenen suslar arasinda en duyarh
bakterinin Leu. mesenteroides FE43 oldugu saptanmustir. Florez ve ark. (2016)
tarafindan yapilan bir ¢alismada siit ve tiriinlerinden izole edilen Leuconostoc cinsine ait

tiirlerin antibiyotiklere kars1 duyarliliklar arastirilmis olup, Leuconostos spp.’ nin
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streptomisine duyarliliklarinin 2-128 pg/mL konsantrasyon aralifinda oldugu, ancak
Leuconostoc cinsine ait bir susun (LbE16) 128 pg/mL konsantrasyonda canli kalabildigi
bildirilmektedir. Streptomisin dozu arttik¢a, tez kapsaminda kullanilan bir¢ok laktik asit
bakterisinin de inhibe oldugu anlagilmistir. Elde edilen bulgularin Florez ve ark. (2016)
tarafindan yapilan ¢alisma sonuglari ile uyumlu oldugu anlasilmaktadir. Flérez ve ark.
(2016) calismalarinda Leuconostoc spp. suslarini siit ve iirlinlerinden izole etmislerdir.
Bu calismada ise 300 pg Streptomisin’e direngli Leu. citreum susu ham zeytin
orneginden izole edilmistir. Florez ve ark.” nin (2016) bulduklari sonuglardan farkli
olarak, c¢alismada izole edilen Leu. citreum susunun streptomisinin yiiksek
konsantrasyonlarina dahi direncli oldugu belirlenmistir. Denemede kullanilan 300pg
Streptomisin emdirilmis disklerin gevresinde zon olusumu Leu. citreum FE6, Weissella
spp. FE7, L. lactis FE8, Lactobacillus spp. FE26 ve L. plantarum FE31 suslar1 harig,
diger laktik asit bakterilerinin tamaminda gozlemlenmistir. Gad ve ark. (2014)
tarafindan yapilan c¢aligmada siit {riinleri ve probiyotik ilaglardan izole edilen
Lactobacillus cinsine ait tiirlerin ¢ogunlugunun streptomisin (%17,4) ve vankomisine
(%40,6) karst direngli olduklart belirtilmektedir. Calismada Vankomisin (30ug)’e en
duyarli suslarin 11 mm’lik zon ¢api ile L. lactis FE24 ve L. lactis FE30 olduklar
belirlenmistir. Laktik asit bakterilerinde dogal ve kazanilmig antibiyotik direncinin
oldugu bilinmekte olup (Mathur ve Singh 2005, Tatli 2009), 6zellikle Lactobacillus ve
Leuconostoc cinsine ait tiirlerde Vankomisin® e karsi dogal direncin oldugu onceki
calismalarda belirtilmektedir (Ozteber 2013). Antibiyotik direnci denemesi sonuglar
g6z Oniine alindiginda, ¢alismada tanilanan laktik asit bakterilerinden Lactobacillus spp.
ve Leuconostoc spp. tiirlerinin genel olarak Vankomisin® e direngli olduklar
gozlemlenmistir. Jose ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada yogurt, peynir ornekleri ile
rumenden izole ettikleri LAB suslarinin antibiyotik direngliliklerini incelemislerdir.
Denemede kullanilan tiim laktik asit bakterilerinin (L. reuteri, L. rhamnosus ve L.
plantarum suslar1) Streptomisin (10 pg) ve Vankomisin (30 pg) antibiyotiklerine
direngli olduklari belirtilmektedir. L. rhamnosus suslarinin Tetrasiklin (30 pg) ve
Ampisiline (10 pg) duyarli olduklari, L. plantarum suslarinin Ampisilin® e (10 pg)
duyarl, Tetrasiklin’ ¢ (30 pg) ise orta seviyede direngli olduklar1 belirtilmektedir. Tez

kapsaminda L. plantarum suslarinin antibiyotik direnglilikleri ile ilgili elde edilen
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sonuglarin da benzer nitelikte oldugu anlasilmaktadir. Zhang ve ark. (2013) ile Unal
Turhan ve Erginkaya (2016) tarafindan yapilan ¢alismada da benzer sonuglarin elde
edildigi belirtilmektedir. Ayrica L. rhamnosus ve L. casei de dahil olmak iizere birgok
Lactobacillus spp. tiiriiniin Vankomisin® e kars1 dogal direngli oldugu belirtilmektedir
(Ashraf ve Shah 2011).

Calismada tanilanan laktik asit bakterilerinin Ampisilin (25ug) ve Tetrasiklin’ e (50ug)
karsi oldukca duyarli olduklari anlasilmistir. Denemede kullanilan tiim antibiyotikler
dikkate alindiginda, direnci en yiiksek olan suslarin, Leu. citreum FE6 ve Weissella spp.
FE7 oldugu tespit edilmistir. Her iki sus da sadece Tetrasiklin’ e (50ug) duyarlilik
gostermistir, ancak disk ¢evresinde olusan zon gaplart diger suslarda gézlemlenenlerden
daha kiigiik bulunmustur. Florez ve ark. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada ise izole
edilen Leuconostoc spp. suslarinin Ampisilin gibi f-laktam antibiyotiklere karsi duyarl
olduklart bildirilmektedir. Tez kapsaminda elde edilen verilere gore genel olarak
antibiyotik direngliligi en yiiksek suslarin Leu. citreum FE6 ve Weissella spp. FE7
oldugu ve bunlar1 Leu. pseudomesenteroides FE10 susunun takip ettigi gézlemlenmistir.
Denemede kullanilan antibiyotik disklerin etrafinda olusan zon c¢aplar1 dikkate
alindiginda, antibiyotik duyarliligt en yiiksek olan susun L. lactis FE30 oldugu

belirlenmistir.

Laktik asit bakterilerinde antibiyotik direnci ile ilgili ¢calismalarda bazi tutarsizliklar s6z
konusudur. Ozellikle besiyeri segiminde, kullanilan antibiyotik ile etkilesime
girmeyecek besiyeri ile ¢alisilmasi, sonuglarin dogrulugu agisindan 6nem tagimaktadir.
Kullanilan besi ortamimin test mikroorganizmasmin gelisimini destekledigi ve
kullanilan antibiyotik ile etkilesiminin olmadig1 konusunda emin olunmalidir (Ozteber
2013). Laktik asit bakterilerinde antibiyotiklere karsi duyarlilik testleri 6nemli olup,
kullanilabilecek en yiiksek antibiyotik konsantrasyonunun belirlenebilmesi agisindan
minimum inhibisyon degerlerinin (MiK) belirlenmesi énem tagimaktadir. Ayrica, laktik
asit bakterilerinin antibiyotiklere duyarlilik gostermelerinin haricinde, antibiyotik direng
genlerini tagidiklart ve bu genleri aktarabilecekleri de bilinmektedir. Direng genlerinin

aktarilabilir/aktarilamaz olmasi, bakteriyel susa gore farklilik gostermektedir. Ozellikle
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giniimiizde gida endiistrisinde fermente gidalar siklikla tiiketilmekte ve sorumlu
mikroorganizmalar insan viicuduna girmektedir. BOylece antibiyotik diren¢ genleri
patojen ya da kommensal diger mikroorganizmalara aktarilabilmektedir. Ozellikle
Lactobacillus spp. tiirlerinde antibiyotik direng geni bulundugu bilinmektedir. Bazi
antibiyotiklere kars1 diren¢ genleri bulunmasina ragmen, laktik asit bakterilerinde
antibiyotiklere karsi dogal duyarlilik da mevcuttur. Protein sentezini engelleyerek
inhibisyon saglayan tetrasiklin, eritromisin gibi antibiyotiklere karsi bir¢ok laktik asit
bakterisi susunun duyarli oldugu bilinmektedir (Ozteber 2013). Tez kapsaminda izole
edilerek tanisi yapilan laktik asit bakterileri arasinda L. plantarum FE37 ve L. lactis
FE39 suslar1 harig, diger laktik asit bakterilerinin tetrasikline karsi duyarli olduklari
tespit edilmistir.

Calisma kapsaminda biyofilm olusumu ile antibiyotik direncliligi arasinda bir
korelasyon tespit edilememistir. Oliveira ve Cunha (2010) yaptiklari ¢alismada
Enterococcus spp. suslarinin antibiyotik direngliliklerini ve biyofilm olusturma
kapasitelerini incelemislerdir. Suslarin gentamisin ve streptomisin direncliligi ile
biyofilm olusumu arasinda korelasyon oldugu, ancak oksitetrasiklin direngliligi ile
biyofilm olusumu arasinda korelasyon olmadigi belirtilmektedir. Bu ¢alisma sonuglari
g6z ontline alindiginda Oliveira ve Cunha (2010) ile benzer nitelikte veriler elde edildigi
tespit edilmistir. Bagka ¢aligsmalarda ise tez kapsaminda belirlenen sonuglardan farkli
olarak antibiyotik direncliligi olan LAB suslarinin genellikle biyofilm tabakasi da
olusturabildigi belirtilmektedir (Zhang ve ark. 2013, Devaraj ve Sajjan 2015, Gomez ve
ark. 2016).
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5. SONUC

Calismada elde edilen sonuclar, maddeler halinde 6zetlenmistir;

1. Farkli pazarlardan temin edilen ham zeytin, ¢ig siit ve kOy peyniri 6rneklerinden
izole edilen bakterilerin biyokimyasal ve molekiiler yontemler ile tanilanmasi

sonucunda 40 izolatin LAB susu oldugu belirlenmistir.

2. Tanilama sonuglarina gore, Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus, Weissella
ve Enterococcus cinslerine ait tiirlerin izole edildigi belirlenmis olup, genel
olarak L. rhamnosus, L. plantarum, L. curvatus, L. graminis, L. sakei, Leu.
lactis, Leu. garlicum, Leu. citreum, Leu. pseudomesenteroides, Leu.

mesenteroides, W. cibaria, L. lactis ve E. faecalis tiirlerine rastlanmistir.

3. Izolatlarm sekans analizi sonuclarma gore en cok L. lactis (% 20) ve L.
plantarum (% 17,5) tiirlerine, ¢ok diisiik oranlarda da L. rhamnosus spp. (% 2,5)
Weissella spp. (% 2,5), Leu. pseudomesenteroides (% 2,5) ve E. faecalis (% 2,5)
cins ve tlirlerine rastlanmigtir. Ham zeytin orneklerinden en ¢ok Leuconostoc
spp., ¢ig siit 6rneklerinden Lactobacillus spp. ve kdy peyniri drneklerinden de
genel olarak Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Lactococcus spp. izole

edilmistir.

4. Cig siit orneklerinden sadece L. rhamnosus suslari, kdy peyniri 6rneklerinden ise

baskin tiir olarak L. lactis suslar1 izole edilmistir.

5. Islenmemis yesil zeytin drneklerinden Aydin ¢esidi olanlar arasinda en ¢ok Leu.
citreum, Gemlik gesidi olanlar arasinda ise en ¢ok Leu. mesenteroides suslarina
rastlanmistir. Islenmemis yesil-siyah zeytin numuneleri 2 adet olup, Gemlik
cesidi olandan Leu. mesenteroides, iznik ¢esidi olandan ise L. plantarum susu

izole edilmistir.
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6.

7.

10.

Tanilanan suslarin biyofilm olusturma kapasiteleri iki yontem ile belirlenmistir.

a. Tip yontemi ile elde edilen sonuglara gore, LAB suslarinin yaridan
fazlasinin (%55-82,5) farkli inkiibasyon kosullarinda zayif biyofilm
olusturdugu, az sayida susun (%2,2-10) orta diizeyde ve yine ¢ok az
sayida susun da (%2,2-10) giiclii biyofilm olusturdugu belirlenmistir.

b. Mikroplaka yontemi ile elde edilen sonuglara gore ise suslarin yarisinin
biyofilm olusturamadigi belirlenmistir. Biyofilm olusturabilen suslarin
cogunun “zayif biyofilm lireticisi” olduklar1 belirlenmis olup, sadece bir
susun (L. lactis FE30) “24 saat-37°C” inkiibasyon kosulunda giiglii
biyofilm olusturabildigi belirlenmistir.

Tiip ve mikroplaka yontemleri ile belirlenen biyofilm olusturma kapasiteleri
karsilastirildiginda, spektroskobik oOlgiime dayali yontem olan 96 kuyucuklu

plaka ile elde edilen sonuglarin daha giivenilir oldugu belirlenmistir.

Mikroplaka yontemi sonuglarina gore, bitkisel kdkenli izolatlarin (15 adet) %40
‘min (6 adet), siit kokenli izolatlarin (25 adet) ise %60’ min (15 adet) farkh

kosullarda biyofilm olusturabildigi anlasilmistir.

Coklu antibiyotik direnci indeksi sonuglarina gore izolatlarin %22,5 inin (9
adet) antibiyotik bulunmayan ortamlardan izole edildigi anlasilmistir. Bu
suslardan %55,5” inin (5 adet) bitkisel, %44,5° inin (4 adet) ise siit kokenli
oldugu belirlenmistir.

MAR indeksi 0,00 olarak hesaplanan siit kokenli L. lactis FE 30 ve L. lactis

13 2

FE32 suglarinin “orta” ve “giicli” diizeyde biyofilm iireticisi olduklar

belirlenmistir.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Lactobacillus cinsine ait 16 sustan onbes tanesinin 30pg-vankomisine karsi

direngli oldugu, ancak tamaminin 25ug-ampisiline duyarli oldugu belirlenmistir.

Leuconostos cinsine ait 12 susun tamaminin 300ug-streptomisin ve 50ug-
tetrasikline duyarli olduklari, ancak yedi tanesinin 30pg-vankomisine karsi

direngli olduklar1 tespit edilmistir.

Tanilanan 3 adet Weissella spp. suslarindan bir tanesinin denemede kullanilan

tiim antibiyotiklere kars1 direng gosterdigi belirlenmistir.

L. lactis suslarmin denemede kullanilan antibiyotiklere karsi genel olarak
duyarli olduklari, E. faecalis susunun ise 30ug-vankomisine karsi direngli

oldugu belirlenmistir.

30°C’ de 48 saatlik inkiibasyon sonunda biyofilm olusturabilen 12 adet laktik
asit bakterisi suglarinin tamaminin “zayif diizeyde” biyofilm olusturabildikleri
anlasilmistir. Bu suslarin ise Lactobacillus spp., Weissella spp., Lactococcus
spp. ve Leuconostoc spp. oldugu belirlenmistir. Zayif biyofilm {ireticisi
olduklar1 belirlenen suglarin ¢gogunlugunun 30pg-vankomisine direncli olduklari,
bazilarinin tim antibiyotiklere duyarli oldugu, genel olarak da 50ug-tetrasiklin

ve 25ug-ampisiline duyarl olduklar1 belirlenmistir.

Izole edilerek tanilanan LAB suslarinin 30°C’ de 48 saatlik inkiibasyon kosullart
sonunda belirlenen antibiyotik direclilikleri ile biyofilm olusturma kapasiteleri

arasinda korelasyon tespit edilememistir.

Antibiyotik direnci denemesi sonuglart gbz Oniine alindiginda, calismada
tanilanan laktik asit bakterilerinden Lactobacillus spp. ve Leuconostoc spp.
tiirlerinin genel olarak vankomisine direngli olduklar1 gozlemlenmistir. Bu

diren¢ mekanizmast molekiiler diizeyde de arastirilarak, tanisi yapilan LAB
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suslarinda dogal ya da sonradan kazanilmis diren¢ mekanizmalarinin varliginin

tespit edilmesi gerektigi diisiintilmektedir.

Biyofilm olusumu ile mikroorganizmalarin daha direngli hale geldikleri bilinmektedir.
Bu nedenle 6zellikle gida sanayiinde kullanilan starterin uzun Omiirlii olabilmesi
acisindan biyofilm olusturabilen suslarin secilmesinin avantaj saglayabilecegi
diistiniilmektedir. Ayrica fonksiyonel gidalar da giiniimiizde arastirilan alanlar arasinda
bulunmaktadir. Fermente gidalarda, laktik asit fermentasyonu 6zellikle siit iiriinlerinde
(yogurt, kefir, peynir vb.) en 6nemli asama olarak kabul edilmektedir. Bu iiriinlerde
kullanilan starter laktik asit bakteri kiiltlirlerinin ayrica probiyotik 6zellik de tasimalari,
o gida tiriiniinii fonksiyonel bir gida haline getirmektedir. Birden fazla 6zelligin tek bir
trinde toplanmasi1 ile fonksiyonel gida ortaya ¢ikmaktadir. Probiyotik
mikroorganizmalar, {trettikleri metabolitleri sayesinde ortamda bulunan patojen
mikroorganizmalar ile de yarisabilmekte ve Ozellikle sindirim sisteminde hakim
mikrobiyota  haline  gelebilmektedir.  Bu  mikroorganizmalarin ~ biyofilm
olusturabilmelerinin, olumsuz kosullarda ve 6zellikle patojenler ile savasmada onlara

dayaniklilik saglayacagi diisiiniilmektedir.

Ozellikle probiyotik suslarda aranan ozelliklerden biri olan sindirim sisteminde
tutunabilme ve hizli kolonize olabilme yeteneginin de biyofilm olusumu ile
desteklenebilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle LAB iiyeleri arasinda siklikla rastlanan
probiyotik bakterilerden biyofilm olusturabilen suslarin bagirsak mukozasina kolay bir
sekilde tutunabilecegi ve zamanla biyofilm olusturarak dis kosullara kars1 daha direncli
hale gelecegi diisiiniilmektedir. Insan saghigina faydali birden fazla dzelligin starterde
bulunmasi ile de saglikli fermente gidalarin {iretilebilecegi sonucuna varilmaktadir. Bu
nedenle biyofilm olusturabilen LAB suslarinin gida iretiminde yeni starterler

olabilecegi ve dolayisi ile insan sagligini da olumlu etkileyebilecegi diistiniilmektedir.

Bundan sonraki caligmalarda ise, antibiyotik direncliligi tespit edilen suslarda

antibiyotik diren¢ genlerinin tespit edilmesi ile diren¢ mekanizmaslarinin belirlenmesi
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ve LAB suslarinin ticari ve probiyotik Ozelliklerinin de belirlenerek, yeni iiriin

gelistirmede kullanilabilecek suslarin ortaya konulmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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EKLER

EK1 Izolatlarin “Tiip Yontemi” ile biyofilm olusturma kapasiteleri

EK?2 Izolatlarn “96 Kuyucuklu Plaka Yéntemi” ile biyofilm olusturma
kapasiteleri

EK3 Tanis1 yapilan laktik asit bakterilerinin bazi antibiyotiklere karsi

direngleri ve zon ¢ap1 (mm) 6l¢iim sonuglari
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Ek 3- Tamsi yapilan laktik asit bakterilerinin baz1 antibiyotiklere kars:1 direngleri
ve zon ¢api (mm) 6l¢iim sonuclar: (devam)
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