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OZET

Bu ¢alismanin amaci, beyaz peynir florasindan nisini tolere eden Laktik Asit Bakteri’nin (LAB) izolasyonu, takiben 16S
rDNA dizi analizine gére tanimlanmasidir. Denizli semt pazarlarindan temin edilen beyaz peynirlerin mikrobiyolojik
kalitesinin, ¢esitli ulusal markalar altinda ambalajli olarak satilan peynirlerden oldukga disik bulunmustur. Bunun
disinda beyaz peynirlerde M17 ve MRS ortaminda gelisen LAB sayilari sirasiyla ortalama 8.38 ve 7.28 log kob/g
olarak tespit edilmistir. Ayni peynirlerde 500 IU/mL nisin katkili M17 ve MRS ortamlarinda gelisen LAB sayisi ise
sirasiyla ortalama 4.99 ve 2.92 log kob/g olarak belirlenmistir. Segilen 23 adet nisini tolere eden LAB izolat;
Lactobacillus plantarum (4), Lactobacillus casei (3), Lactobacillus paracasei (3), Lactobacillus pentosus (3),
Pediococcus acidilactici (3), Enterococcus faecium (3), Lactobacillus rhamnosus (2), ve Lactobacillus fermentum (2)
ile %97'nin Uzerinde benzer bulunmustur. Sonug olarak, peynir florasinda bulunan laktik suslarinin nisinden énemli
seviyede etkilendikleri belirlenmistir. Peynir Uretimde nisin ile birlikte destek kiltlir olarak kullanilabilecek potansiyel
laktik suslar tanimlanmistir.

Anahtar Kelimeler: Beyaz peynir, Laktik asit bakteri, Nisin, Nisin direnglilik

Amount and Diversity of Lactic Acid Bacteria Tolerating Nisin at White-brined Cheese
ABSTRACT

The aim of this study is the isolation of LAB tolerating nisin and identification within 16S rDNA sequencing ultimately.
The microbiological quality of cheeses obtained from various Denizli local bazaars were found lower than the samples
packaged and sold with commercial brands. The LAB counts grown in M17 and MRS were 8.38 and 7.29 log cfu/g,
respectively. When 500 IU/mL nisin was inoculated to the M17 and MRS, the LAB counts in cheese samples were
averagely 4.99 and 2.92 log cfu/g respectively. The 23 collected LAB tolerating nisin was found 97% similar within;
Lactobacillus plantarum (4), Lactobacillus casei (3), Lactobacillus paracasei (3), Enterococcus faceium (3),
Lactobacillus rhamnosus (2) and Lactobacillus fermentum (2). In conclusion, lactic cultures existed in white-brined
cheese flora was affected from nisin significantly and potential lactic cultures which would be useful for the production
of White-brined cheese production together with nisin were collected and identified.

Key Words: White-brined cheese, Lactic acid bacteria, Nisin, Nisin resistance

GiRiS bakteriyosin, gida endistrisinde koruyucu, medikal

alanda ise terapétik ajan olarak kullaniimaktadir. Nisin
Bir bakteriyosin olan nisin, laktik asit bakterisi Uyesi FDA tarafindan GRAS (insan ve hayvan tiiketiminde
Lactococcus lactis tarafindan (retiimekte ve tip | glvenilir) ajan olarak tanimlanmis ve belgelendirilerek

lantibiyotik grubu igerisinde siniflandiriimaktadir. Genis (E234) gida Uretiminde kullanimina izin verilmistir [1].
bir etki spekitrumuna sahip olmasi nedeniyle bu Buglne kadar peynir, yagsiz sit [2], sucuk-sosis [3],
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biftek [4], kimchi [5] ve balik [6] UrGnlerinde sorun
yaratan  bakterilerin  inhibisyonunda  basari ile
uygulanmistir. Diger yandan pek cok igslenmis gidanin
1sil islem siresi ve diizeyi nisin kullanilarak azaltiimig ve
bdylece gidalarin organoleptik ve besinsel niteliklerinin
korunabilecegi go6sterilmistir. Dolayisiyla gidalarda
kimyasal maddeler ile yapilan muhafaza ydntemlerine
ve gida glvenliginin saglanmasi agisindan nisin énemli
alternatif olarak gorilmektedir [7].

Nisinin gida sistemlerinde uygulamasi her gecen gin
artmaktadir. Bu sistemlerde nisinin uygulamasi ya cesitli
markalar altinda hazirlanmig ticari preparatlarin direk
katilmasiyla, ya da Uretici hiicrelerin starter kiltir olarak
kullaniimasiyla yapilmaktadir [1]. Ancak nisinin gida
sistemlerinde istenmeyen  Streptococcus, Bacillus,
Clostridium, Staphylococcus ve Listeria tirlerine kargi
etkili olmasinin yaninda, yakin akraba bazi starter klttr
suglarina karsl da etkisinin oldugu bilinmektedir. Diger
yandan, ylUksek oranda nisin kullanim sonucunda
patojen bakterilerin; érnegin L. inocua suslarinin hiicre
duvar yapilarini modifiye ederek nisine karsi direngli
hale geldikleri rapor edilmistir [8, 9]. Bu sorunun
¢6zUmU noktasinda nisine direngli laktik asit bakterilerin
secilmesi ve bunlarn starter kiltlr olarak kullaniimasi
6nemli bir adimdir.

Bu calismada Denizli semt pazarlarinda satisa sunulan
beyaz peynirlerin dnce mikrobiyolojik kalitesi belirlenmig
daha sonra beyaz peynir florasinda nisini tolere eden
laktik asit bakterileri tirlerinin tespiti yapilmigtir.

MATERYAL ve YONTEM
Materyal

Denizli ili semt pazarlarinda agikta satisa sunulan 12
adet beyaz peynir materyal olarak kullaniimistir. Ayrica
gesitli marketlerde ambalaj igerisinde 3 adet farkl ulusal
dizeyde taninmis marka ile satilan beyaz peynir 6rnegi
de calisma kapsaminda degerlendiriimigtir. Semt
pazarlarindan temin edilen peynir érnekleri en az 100 g,
marketlerden temin edilen peynir dérnekleri ise ambalaj
blyUdkligine gore alinarak soguk zincirle laboratuvara
getirilmis ve ayni glin analize alinmigtir.

Peynir érneklerin mikrobiyolojik analizi

Calisma kapsaminda peynir orneklerinin - Toplam
Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB), Koliform/E. coli,
Maya-KUf, S. aureus ve Laktik Asit Bakteri (LAB) sayilari
standart mikrobiyolojik sayim yéntemlerine gore
belirlenmistir  [10]. Laboratuvara getirilen peynir
orneklerinden MRD igerisinde dilisyonlar hazirlanmig
ve uygun dilisyonlardan TAMB icin Plate Count Agara
(PCA, Merck 1.055463); Koliform/E. coli i¢gin MUG
iceren Violet Red Bile Agara (VRB-MUG, Merck
1.01406), Maya-Kif igin  %101luk tartarik asitle
asitlendirilmis Potato Dextrose Agar'a (PDA, Merck
1.10130) ve S. aureus igin egg-yolk telllrit eklenmis
Baird Parker Agar’a (BPA, Merck 1.05406) dékme veya
yayma ekimler gerceklestiriimistir. Hazirlanan petriler
Koliform/E. colive S. aereus sayimlari i¢in 37°C’de 24 h,
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TAMB icin 30°C’de 24 h ve Maya-kuf i¢in 25°C’de 72 h
inklbe edilmisgtir.

CGalismada laktik asit bakterilerin Uyesi olan laktokok ve
laktobasillerin sayimi igcin MRS ve M17 agar ortamlari
kuIIamImlgtlr. Bu besiyerlerine uygun dilisyonlardan
(10*, 10°, 10° ve 107) dékme ekimler yapimis ve
petriler 30°C’de 48 h inkibe edilmistir [10].

Nisini tolere eden LAB’lerin sayimi ve izolasyonu

Calisma kapsaminda peynir florasinda bulunan nisini
tolere eden LAB sayilarinin tespiti gelisme ortamina 500
IU/mL nisin ilave edilerek belirlenmistir. inkibasyon
sonrasinda nisine direncli bakteri kolonileri sayilip, oval
sekilli, krem renginde olan koloniler tespit edildikten
sonra, besiyeri Uzerinden steril 6ze ile alinip, tekrar ayni
oranda nisin iceren M17 ve MRS sivi besiyerlerine
ekimleri yapilmigtir. EKim sonrasinda tipler vorteksten
gecirilip 30°C’'de 24 h inklbasyona birakilmistir.
Inkiibasyon neticesinde gelisme olan tiiplerden %25
steril gliserol iceren stok kdltirler hazirlanarak -70°C’de
muhafaza edilmistir.

Nisini tolere eden LAB’lerin tanimlanmasi

izole edilen LAB’lerin nihai tanimlanmasi igin 16S rDNA
geninin V3 bolgesinin DNA dizisi kullanilmistir.  Bunun
icin oncelikle MRS ve M17 besiyerlerine ekimi yapilip
gelistiriimis izolatlarin geng kdltlrleri Gram boyama
islemine tabi tutulmustur. Gram (+) cubuk ve kok sekilli
bakterilerin genomik DNA’si genomik izolasyon kiti
(Invitrogen) kullanilarak saflagtinimigtir. ilgili 16S rDNA
boélgesi pA (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) ve pH
(5'-AAGGAGGTGATCCAGCCGCA-3) primer iftleri
kullanilarak PZR ile gogdaltiimigtir. Her bir PZR karisimi 5
pL tampon, 2 pL dNTP karigimi (Fermentas), 1'er L pA
ve pH primerleri, 1uL Hi-Fi Taq DNA polimeraz
(Fermentas) ve 5 pL genomik DNA'dan olusturulmus ve
toplam hacim 50 pL'ye tamamlanmistir. Bu sekilde
hazirlanan tiplere Techne (UK) cihazinda 95°C 5 dakika
baslangi¢ denatlirasyonunu takiben 30 ¢evrim 95°C 30
saniye, 53°C 30 saniye, 72°C 1 dakika ve son asamada
ise 72°C’de 10 dakika igeren bir program uygulanmisgtir
[11]. PZR JUrinleri elektroforez sisteminde (Thermo
Scientific, USA) yUritiimas, 900 bplik tek bir banttin
varlidi dogrulandiktan sonra PZR temizleme Kkiti
(Fermentas) saflastinimistir. Son asamada ilgili DNA
fragmentlerin dizisi belirlenmis (REFGEN,
ODTU/Teknokent) ardindan dizi sonuglari EMBL
(www.ebi.ac.uk/EMBL; Hinxton, UK) veri tabaninda
taranarak nihai tanimlama sonuglarina ulasiimistir.

BULGULAR ve TARTISMA
Peynirlerin Mikrobiyolojik Analiz Sonuclan

Analiz edilen beyaz peynir 6rneklerinde, TAMB sayisi
5.35x10° -1,86x10° kob/g arasinda ortalama 1.97x10®
kob/g; koliform sayisi 1.45x107 -3.14x10° kob/g arasinda
ortalama 7.75x10° kob/g; E.coli sayisi 1x10*1.3x10°
kob/g arasinda ortalama 1.96x10* kob/g; maya-kiif
sayisi 2x10% kob/g-8.52x10* Kob/g arasinda ortalama
1.79x10* kob/g; S.aureus sayisi 1x10% -1.98x10 kob/g
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arasinda ortalama 3.16x10° kob/g; laktobasil sayisi
1.03x10°%-657x10” kob/g arasinda ortalama 1.74x10’

kob/g; laktokok sayisi 8.8x10°-6.9x10° kob/g ortalama
1.82x10%kob/g olarak belirlenmistir (Tablo 1).

Tablo 1. Peynir érneklerinin mikrobiyolojik analiz sonuglari (kob/g)

Ornek LAB1 LAB2 TAMB M-K K EC SA
P1 6.57x10° 9.18x10° 1.89x10° 7.63x10° 5.20x10° 2.00x10* 1.80x10°
P2 3.15x10° 8.80x10° 1.18x10° 3.52x10° 3.14x10° 1.00x10* 3.18x10*
P3 4.89x10° 9.70x10° 2.31x10° 1.01x10° 1.90x10° 6.00x10* 1.64x10*
P4 1.21x10”  4.53x10®  1.86x10° 2.00x10> 1.85x10° 1.55x10* 2.20x10°
P5 550x10° 6.25x10° 9.90x10” 2.65x10° 1.37x10° 1.30x10° 2.84x10°
P6 6.65x10° 1.27x10° 1.46x10° 8.52x10* 1.73x10* 9.50x10° 6.40x10°
P7 1.03x10°  1.25x10° 1.67x10°  5.15x10* TE TE 2.35x10°
P8 6.25x107 3.35x10° 2.88x10° 4.10x10* 5.05x10° 2.90x10* 5.47x10°
P9 1.35x10°  4.90x107 1.90x10°  1.45x10* 4.25x10* 1.09x10* 1.98x10’
P10 1.32x107  2.28x107 2.21x107 1.44x10° 1.14x10° 3.15x10° 5.70x10°
P11 7.45x10°  1.53x10® 1.56x10% 2.57x10° 1.42x10* 2.23x10°® 1.83x10°
P12 3.05x10°  1.40x10° 9.00x10° 1.51x10° 5.00x10* 1.55x10* 8.40x10°
P13 1.65x10°  6.90x10® 2.46x10®  2.90x10* TE TE 1.00x10?
P14 7.70x10°  5.10x10° 5.35x10° 2.10x10* TE TE 3.30x10°
P15 6.90x10°  1.00x10® 2.90x10” 1.20x10* 1.45x10> 1.00x10> 1.40x10°

Ortalama 1.74x107  1.82x10%8 1.97x10® 1.79x10* 7.75x10° 1.96x10* 3.16x10°

*: LAB1: MRS ortaminda sayilan laktik asit bakterisi,
TAMB: Toplam aerobik mezofil bakteri, M-K: Maya-KUf,

TE: : Tespit edilmedi.

Bu sonuclar Denizli ili semt pazarlarinda satisa sunulan
beyaz peynirlerin icerdidi mikroorganizma yUkinin
oldukca fazla oldugunu gdéstermistir. Ambalajli olarak
Uretilen beyaz peynirlerin icerdigi mikroorganizma yuki
ise semt pazarlarinda agikta satiga sunulan peynirlerden
oldukgca az oldugu tespit edilmigtir. Ornegin, 3 adet
Ornekten 2’sinde koliform bakterilere ve E. coliye
rastlanmamistir. Her ne kadar 6rnekleme sayilar
birbiriyle ayni miktarda olmasa da, semt pazarlarinda
acikta satilan peynirlerin tiketim i¢in saglikli olmadigr bu
durumun kontrolstiz Uretim ve hijyenik kosullarda satisa
sunulmamasindan ileri geldigi 6ne srdlebilir.

Peynir 6rneklerinde TAMB sayisi $ahan ve ark. [12] ve
Celik ve ark. [13] tarafindan verilen degerlere (sirasiyla
5.0x10°-5.3x10% kob/g ve 1.6x10°-3.5x10° kob/g) gére
daha az salinim gd&stermistir. Koliform grubu bakteri
sayisindaki degisim de Sahan ve ark. [12] (2.0x10°%
2.0x10°® kob/g), Nizamlioglu ve ark. [14] (0-2.4x10°
kob/g), Yalgin [15] (8.6x10%-3.6x10” kob/g), Giindiiz ve
Daglioglu [16] (2.0x10%-4.0x10” kob/g) ve Tayar [17]
(1.0x10-4.2x10” kob/g) tarafindan bildirilenlerden daha
az; Celik ve ark. [13] tarafindan bildirilenden daha fazla
(<10-4.5x10° kob/g) bulunmustur. E. coli sayisi ise
Sahan ve ark [12] tarafindan bildirilenden (0-1.4x10°
kob/g) semt pazarinda satilan peynirler igin yuksek iken,
digerlerinden disuktir. Maya kuf sayisi ise Sahan ve
ark. [12], Gelik ve ark. [13] ve Tayar [17] tarafindan
bildirilen degerlerin Ust sinirindan (sirasiyla 2.0x10°-
5.6x108 kob/g; 1.0x10°%1.2x10° kob/g ve 1.0x10-2.0x107
kob/g) oldukga dusiktlr. S. aureus sayisinda ornekler
arasindaki farklilik da Sahan ve ark. [12] ve Celik ve ark.
[13] tarafindan tarafindan bildirilen dedisimden (sirasiyla
1.1x10*6.4x10* kob/g ve <10-3.0x10 kob/g) cok yiiksek
belirlenmistir.  Yine LAB sayisi Celik ve ark. [13]
tarafindan bildirilen 1.0x10*5.6x10° kob/g degerinden
cok daha yuksektir.
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LAB2: M17 ortaminda sayilan laktik asit bakterisi,
K: Koliform, EC: E.coli, SA: S. aureus

Nisini Tolere Edebilen Laktik Asit Bakteri Sayisi ve
Tanimlama Sonuglari

Calismada besiyeri ortamina 500 IU/mL nisin ilavesi
yapilarak nisini tolere edebilen suslar segilmistir. Buna
gore, nisin katkih M17 ve MRS besiyerinde nisini tolere
eden LAB sayisi en ¢ok sirasiyla 6.85 ve 5.93 log kob/g
olarak belirlenmigtir. Her iki besiyerinde peynirlerdeki
nisini tolere eden LAB sayisi ise ortalama 4.99 ve 2.92
log kob/g bulunmustur. Nisin kullanilmasi durumunda
M17 ve MRS besiyerinde LAB sayisinin sirasiyla 2.84
ve 4.00 log kob/g dustiga gézlenmistir (Sekil 1a ve b).
Ayrica M17G ortaminda nisini tolere eden LAB sayisinin
MRS ortaminda gelisen LAB sayisina gore daha ylUksek
oldugu belirlenmistir.

16S rDNA genin nikleotit dizi analiz sonucuna gore
toplanan 23 adet nisini tolere eden LAB’lerin; 3 tanesi
Lactobacillus casei, 3 tanesi Lactobacillus paracasei, 4
tanesi Lactobacillus plantarum, 3 tanesi Lactobacillus
pentosus, 3 tanesi Pediococcus acidilactici, 2 tanesi
Lactobacillus rhamnosus, 2 tanesi Lactobacillus
fermentum, 3 tanesi de Enterecoccus faecium olarak
%97'nin Uzerinde benzerlik oraniyla tanimlanmigtir
(Sekil 2). Peynir érneklerinde nisine direncli anlamli tir
egilimi bulunmamasina ragmen, L. plantarum’un daha
fazla oranda nisini tolere edebildigi izlenmistir. Bakteri
sistemlerinde nisine karsi direnglilik, hlcrede nisin
direngliligi saglayan proteinlerin (Nisl veya NisFEG)
Uretilmesiyle veya nisinaz (NSR) enzimine sahip
olmalari durumunda gértilmektedir [18, 19]. Bunun
diginda dogal bir mekanizmaya dayanmayan ancak
hucrelerin  duvar yapilarinda meydana getirilen
modifikasyonlarla (6rnegin hiicre duvar yapisinda pozitif
yuklerin biriktirilmesi veya yag asitleri kompozisyonun
degistiriimesi vb.) hicresel nisin direncliligi gelismektedir
[19]. Yine hucrelerin cgesitli antimikrobiyallere karsi
gOsterdikleri diren¢ mekanizmasi ayni zamanda nisin
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direngliliginde de gdrev almaktadir. L. monocytogenes ylzeyinde zarar vermesine engel oldugu gosterilmistir
ve L. lactis gibi gesitli gram pozitif hicrelerde ABC [20, 21].
transfer  sistemlerinin  nisin  molekUlinin  hicre

SONUC
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10 Nisin ilavel
2 8
=
g 6
=
= 4
k-
2 0
E QPO A RO S
E Peynir Ornekleri o{»”’

b

2] BMRS W Nisin ilaveli MRS
g7
g ¢
g5
Z 4
£ 3
s 5
Z 1
-
g0
TR @O

Peynir Ornekleri 04@

Sekil 1. Denizli semt pazarlarindan toplanan beyaz peynirin laktik asit
bakteri ve nisini tolere edebilen laktik asit bakteri sayilari. a) M17 b)
MRS

Lactobacillus Lactobacillus
Lactobacillus fermentum; %9
rhamnosus; %9

plantarum; %17

Enterecoccus Lactobacillus
faecium; %13 casei; %13

Lactobacillus

i i; %13
Pediococcus paracasei; %

acidilactici; %13

Lactobacillus
pentosus; %13

Sekil 2. Beyaz peynir mikroflorasinda nisini tolere edebilen LAB’lerin tirleri ve gesitliligi

florasinda bulunan laktik asit bakterilerin nisinden énemli
Olclide olumsuz etkilendigi belirlenmistir.  Son olarak

Bu calismada Denizli semt pazarlarinda satilan beyaz nisini tolere edebilen izolatlardan segimler yapilmis ve
peynirlerin  mikrobiyolojik kalitesinin  disik oldugu peynir Uretiminde nisin ile birlikte destek kdltlir olarak

sonucuna varilmistir.

Buna ilaveten, beyaz peynir kullanilabilecek yeni laktik suglar tanimlanmistir.
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