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0z
Bu c¢alismanin amaci; Citrobacter izolatlarina karsi laktik asit bakterilerinin antimikrobiyal ve

antibiyofilm aktivitelerini belirlemektir. Bu ¢alismada kullanilan Citrobacter izolatlan (C1, C2, C3) BD
PhoenixTM otomasyon sistemi ile Citrobacter braakii olarak tanimlanmistir. Biyofilm olusumu Kongo
Anahtar kelimeler kirmizili agar ve mikrotitrasyon plak metodu kullanilarak incelenmistir. Antibiyogram test sonuclarina
Antibiyobiyotik direnci;  ggre, tiim izolatlar amfisilin ve amoksilin-klavulanata karsi direncli bulunmustur. Antimikrobiyal aktivite
Biofilm; Citrobacter test sonuglar laktik asit bakterilerinden elde edilen ekstraktlarin (Lactococcus lactis (L1), Lactobacillus
spp; Laktik asit fermentum (L2), Enterococcus faecalis (L3), Lactobacillus casei (L4), Lactobacillus plantarum (L5),
bakterileri. Enterococcus faecium (L6), Lactobacillus curvatus (L7), Enterococcus durans (L8) Lactococcus garviae
(L9), Enterococcus faecalis (L10)) Citrobacter braakii Gzerinde antimikrobiyal ve antibiyofilm etkinliginin
oldugu saptanmistir. En yiksek antimikrobiyal etki C2 izolati lizerinde ve en disuk etki C3 izolati
Gzerinde belirlenmistir. Antibiyofilm test sonuglarina gore L1, L2, L4, L6, L7, L8 ekstraktlarinin en ylksek

dozlarinin tim Citrobacter izolatlarinda biyofilm olusumunu engellendigi gorilmistiir.

Evaluation of Antimicrobial and Antibiofilm Activities of Lactic Acid
Bacteria (LAB) Against Citrobacter spp. Isolates

Abstract
The aim of this research was to evaluate the antimicrobial and antibiofilm effects of LABs against

Citrobacter isolates. In this study, Citrobacter isolates (C1, C2, C3) which were identified as Citrobacter
braakii with the BD PhoenixTM automation system. Biofilm formation investigated by Congo red agar
method and microtiter plate method. Acording to antibiogram test results, all isolates was resistance
to ampicillin, amoxicillin-clavulanate. Antimicrobial activity test results revealed that extracts of LABs

Keywords
Antibiotic resistance,
Biofilm; Citrobacter
spp; Lactic acid
bacteria.

(Lactococcus lactis (L1), Lactobacillus fermentum (L2), Enterococcus faecalis (L3), Lactobacillus casei
(L4), Lactobacillus plantarum (L5), Enterococcus faecium (L6), Lactobacillus curvatus (L7), Enterococcus
durans (L8) Lactococcus garviae (L9), Enterococcus faecalis (L10)) extracts have an antimicrobial effect
on Citrobacter braakii. The highest antimicrobial effect determined on C2 isolate and the lowest effect
determined on C3. According to antibiofilm test results, it was observed that high doses of L1, L2, L4,
L6, L7, L8 extracts inhibited biofilm formation in all Citrobacter isolates.
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1. Giris

Biyofilm, ylizeye yapisarak liretmis olduklari polimer
yapisinda jelimsi bir tabaka icerisinde yasayan
mikroorganizmalarin meydana getirdigi topluluktur.
Bu tabaka sayesinde mikroorganizmalar kendilerini
sartlara karsi korurlar. Bazi

biyofilm

cevresel
mikroorganizmalar olusturarak
antibiyotiklere karsi direng gosterirler, bu duruma
bagl olarak enfeksiyonlarin tedavi edilmesi giderek
2015).

ekzopolisakkarit matriks icinde kiimelenmis bir

zorlagir  (Percival  vd. Bakterilerin

bicimde vyer almasi onlarin bagisiklik sistemi
tarafindan fark edilmemelerini saglar ve fagositoz ile
yok edilmeleri zorlagir. Arastirmalar, biyofilm
Uretebilen bakterilerin planktonik formlarina gore
100-10000 kat daha fazla antibiyotiklere karsi
olduklarini Bu bakteriler

direncli gostermistir.

biyofilm tabakasi icinde ayrildiklarinda tekrar
antibiyotiklere karsi duyarli hale gegebilirler (Donlan
ve Costerton 2002, Szczuka ve Kaznowski 2014).
Bakterilerde biyofilm olusumu antibiyotik direncine
sebep olarak hastaliklarin tedavisini zorlastirir ve
arastirmacilar her yil yeni antibiyotikler kesfetmek
zorunda kalrr. Bu durum ilag sektériinde ekonomik
kayiplarin artmasina sebep olur (Costerton 1999).
Ayrica, mikroorganizmalar tarafindan olusturulan
biyofilmler gida endistrisinde de gidalarin
bozulmasi, ekonomik kayiplarin olusmasi, gidalarin
raf dGmirlerinin kisalmasi, gida kaynakli hastaliklarin
artmasi gibi ciddi problemlere sebep olur (Giin ve
Ekinci 2009, Syne vd. 2013, Corcoran vd. 2014, Di

Ciccio vd. 2015).

Laktik asit bakterileri (LAB) gidalardaki baslica
probiyotiklerdir. Bunlarin cogu genel olarak giivenli
(GRAS) statislinde yer alan mikroorganizmalardir.
LAB’lar pek ¢ok organik asit, diasetil, aseton,
hidrojen peroksit gibi antimikrobiyal bilesikler,
peptidler ve bakteriyosin Uretirler (Magnusson ve
Schniirer 2001, Dinger vd. 2010, Bayram ve Yildirim
2016, Erdogmus ve Korcan 2017). LAB'lar tarafindan
Uretilen bakteriyosinler saglik ve gida sektoriinde
alternatif antimikrobiyal ajanlar olarak
gorllmektedir. Citrobacter spp. Enterobacteriaceae
familyasinin Gyesidir (Nada vd. 2004, Bae vd. 2010).
solunum vyolu sistemi

Bu tdrler idrar ve

enfeksiyonlari gibi cesitli hastaliklara sebep olur.
Ayrica Citrobacter tirleri yiyecek ve su yoluyla
bulasan gida kaynakli enfeksiyonlarin da baslica
nedenlerindendir (Doran 1999).

Bu calismanin amaci; LAB’larin hayvansal orjinli
Citrobacter spp. izolatlarina karsi antimikrobiyal ve
antibiyofilm etkilerini belirlemektir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Calisma kullanilan

mikroorganizmalar

kapsaminda

Bu calisma kapsaminda kullanilan LAB izolatlari daha
once tamamlanan bir proje kapsaminda; fermente
et Urlinlerinden izole edilerek 16S rRNA sekans
analizi ile tanimlanmistir. Lactococcus lactis (L1),
Lactobacillus fermentum (L2), Enterococcus faecalis
(L3), Lactobacillus
plantarum  (L5),

casei (L4), Lactobacillus

Enterococcus  faecium  (L6),
Lactobacillus curvatus (L7), Enterococcus durans (L8)
Lactococcus garviae (L9), Enterococcus faecalis (L10)
olarak tanimlanmistir (Proje No: AKU-BAP 17. MYO.
07). Hayvansal orjinli Citrobacter izolatlari ise Afyon
Kocatepe  Universitesi, Veteriner  Fakiiltesi,
Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiltiir koleksiyonundan
temin edilmistir. Biyofilm c¢alismalarinda pozitif
kontrol olarak kullanilan Pseudomonas aeruginosa

ATCC 11778 susu ticari olarak satin alinmistir.
2.2. Citrobacter izolatlarinin antibiyogram testi

Citrobacter izolatlari (C1, C2, C3) BDPhoenix™
otomasyon sistemi kullanilarak tanimlanmis ve
antibiyogram testi yapilmistir.

2.3. Biyofilm olusumunun degerlendirilmesi

Citrobacter izolatlarinin  biyofilm  olusturma
yeteneklerini belirleyebilmek i¢cin Kongo kirmizili
agar ve mikrotitrasyon plak yontemi kullaniimistir.
izolatlar Kongo kirmizi agarli (beyin-kalp infiizyon
broth 37 g /L, sukroz 50 g /L, kongo kirmizisi 0,8 g /L
ve agar 10 g /L) besiyerine ekilerek 37 °C'de, 24 saat
inklbe edilmistir (Percival vd. 2015). Kuru, kirmizi,

siyah, dizgin ve seffaf koloniler biyofilm pozitif
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olarak degerlendirilirken pembemsi, diiz ve merkezi

koyu koloniler biyofilm negatif olarak

degerlendirilmistir (Donlan ve Costerton 2002).

Ayrica, Citrobacter izolatlari mikrotitrasyon plak
yontemi icin Nutrient Broth (NB) besiyerinde 37
°C'de, 24 saat
periyodundan sonra, her bir sivi kiltiirden 50 plL

inkiibe edilmistir. inkiibasyon
alinarak 96-kuyucuklu plakaya aktarildi ve yeniden
37°C, 24 saat inklibe edilmistir. Ardindan sivi
besiyeri kuyucuklardan uzaklagtiriimig ve kuyucuklar
g kez distile su ile yikanmistir. 150 uL kristal viyole
soliisyonu (%0.5 (v / v)) kuyucuklara eklenmis ve oda
isisinda 45 dakika bekletilmistir.
kuyucuklar tekrar distile su ile yikanmis ve ardindan

Daha sonra

150 pL etanol: asetik asit (95: 5) her bir kuyucuga
eklenerek 10 dakika bekletilmistir. Kuyucuktan 100
puL ahnarak vyeni bir kuyucuga aktarimis ve
absorbans degerleri 570 nm’de spektrofotometre
kullanilarak belirlenmistir (Thermo Multiskan Go). P.
aeruginosa ATCC 11778 susu pozitif kontrol olarak
ve mikroorganizma ekilmeyen besiyeri ise negatif
kontrol olarak kullaniimistir. Tim calismalar (¢ kez

tekrar edilmistir (Mah ve O’Toole 2001).

2.4. Citrobacter spp’nin hareketlilik (kayma, yiizme
ve titreme) testleri

Titreme (twitching) testi Rashid ve Kornberg
(2000)’in yontemi kullanilarak, kayma (swarming) ve
ylizme (swimming) testleri ise Deziel vd. (2001)’in
yontemi kullanilarak yapilmistir. Tim testler (g kez
tekrarlanmistir. P. aeruginosa ATCC 11778 pozitif
kontrol olarak ve mikroorganizma ekilmeyen

besiyeri ise negatif kontrol olarak kullaniimistir.

2.5. LAB’larin ekzopolisakkarit (EPS) iiretiminin
degerlendirilmesi

LAB’larin EPS Uretimi Marshall ve Rawson (1999)’a

gore vyapimistir.  Tdm  calismalar ¢ kez
tekrarlanmistir. LAB izolatlari NB besiyerinde 37°C,
24 saat inklibe edilmistir. Daha sonra izolatlar 0.5
McFarland bulanikligina getirilmistir (yaklasik 1- 4
x102 kob/mL) ve 5 mL NB besiyerine ekilerek 37°C,
24 saat inklibe edilmistir. Daha sonra her bir

kiltirden 1 mL ependorf tlplere aktariimis ve

100°C’de, 10-15 dakika su banyosunda
bekletilmistir. %85 trikloroasetik asit (TCA) %0.17
oraninda eklenmis ve oda isisinda sogutulmustur,
14000 20 dakika
Slpernatant yeni bir ependorf tlipline alinarak esit

rpm’de santrifijlenmistir.
oranda etanol eklenmistir ve 14000 rpm’de 20
dakika santrifiijleme islemi yapilmistir. Sipernatant
kisim dokullip tekrar etanol ilave edilmistir ve 14000
rom’de 20 dakika santriflij edilmis; ardindan fenol
sulfurik asit yontemi uygulanmistir. Peletler 100 plL
steril saf suda ¢ozdirilerek Gizerine 50 pL saf fenol
eklenmistir. Ardindan 500 pL sdlfarik asit eklenmis
vortekslenerek 37°C'de 20 dakika bekletilmistir.

Orneklerin 490 nm dalga boyunda
spektrofotometrede absorbanlari  6lglimistir.
Sonuglar  glukoz  standart  egrisine  gore
degerlendirilmistir.

2.6. LAB’larin antimikrobiyal  etkinliginin

degerlendirilmesi

LAB izolatlart Man Rogasa Sharp (MRS) broth
besiyerinde 37°C'de, 24 saat inkibe edilmistir.
Ardindan 8000 dakika (+4°C)
santriflijlenmistir. Elde edilen supernatantlar 0.2 um

rom’de 10

por capinda membran filtreden gecirildikten sonra
filtratlar antimikrobiyal etkinligini belirlenmek igin
agar kuyu diflizyon ve disk diflizyon yontemlerinde
kullanilmistir (Schillinger ve Luke 1989, Pringsulaka
vd. 2002). Citrobacter izolatlari 0.5 McFarland
bulanikligina getirilmis bakteriyel sispansiyonlar
steril bir swab ile NA besiyerine ekilmistir.
Besiyerine kuyucuklarin agilmasi icin 6 mm capinda
steril agar delici kullaniimigtir. LAB kiiltir filtratindan
100 pL kuyucuklara aktarilmistir. Agar disk diflizyon
yonteminde  Mueller Hilton Agar (MHA)
kullanilmistir. Bos antibiyotik disklere 15 pL LAB
kiltdr filtratlarindan emdirilmistir. Petriler 37°C, 24
saat boyunca inklbe edilmis ve olusan zon caplari
Olcllerek degerlendirme yapiimistir. 10 pug amikasin
pozitif kontrol ve mikroorganizma ekilmeyen
besiyeri ise negatif kontrol olarak kullaniimistir. Tim

denemeler Uger kez tekrarlanmistir.

2.7 LAB’larin antibiyofilm etkinliginin belirlenmesi
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LAB’larin antibiyofilm etkinligini belirleyebilmek igin
Thenmozhi vd. (2009) yontemi kullaniimistir (Gomes
vd. 2019). LAB’lar MRS besiyerinde 37 °C’'de 48 saat
inkiibe edilmistir ve 4000 rpm’de santrifiijlenerek
membran filtreden gegirilmistir. Hiicre bulunmayan
sipernatant iki kez ayni miktar etil asetat ile
ekstrakte edilmistir. Citrobacter izolatlar1 37°C’'de 24
saat inklibe edilmis; ardindan LAB ekstraktlari
patojen kiiltiire eklenerek 37°C’'de 24 saat tekrar
inkiibe edilmistir. inkiibasyon periyodundan sonra
sivi besiyeri uzaklastiriimis ve kuyucuklar ¢ kez
distile su ile yikanmistir. % 0.5 kristal viyole
sollisyonu kuyucuklara dagitiimis ve oda sicakhginda
45 dakika inkibe edilmis ardindan 570 nm’de
absorbans oOl¢cimi yapilmistir (Thermo Multiskan
Go) (Donlan ve Costerton 2002, Mah and O’Toole
2001). Tum cahsmalar Ug¢ kez tekrarlanmistir. %
inhibisyon degerinin hesaplanmasi icin asagidaki
forml kullaniimustir.

[1 - (OrnekAsso /Kontrol Aszo)] x 100.

3. Bulgular

Citrobacter izolatlari (C1, C2, C3) BDPhoenix™
otomasyon sistemi ile Citrobacter braakii olarak

antibiyotik direnci C2 izolatinda saptanmistir. Bu

izolat, amoksilin-klavulanat, ampisilin, sefepim,

sefitriakson, sefuroksim, ertapenem
antibiyotiklerine direngli, gentamisin, imipenem,
netilmisin, piperosilin-

meropenem, piperasilin,

tazobaktam, tigesiklin, trimetroprim-
slilfametaksazol, amikasin, aztreonom, seftazidim,
siprofloksasin

antibiyotiklerine  karsi  duyarlihk

gostermistir.

Citrobacter braakii izolatlarinin hepsinin biyofilm

olusturabildikleri  kongo  kirmizi  agar ve

mikrotitrasyon  plak  yontemleri  kullanilarak
belirlenmistir (Cizelge 2). Kritik optik yogunluk
(dansite) degerine gbre (ODc) biyofilm olusumu
belirlenmistir. Biyofilm olusturmayanlar [(-), OD <
ODc], dusuk seviyede biyofilm olusturanlar [(+), ODc
< 0D <2 x0Dc], orta derecede biyofilm olusturanlar
[(++), 2 x ODc < OD <4 x ODc], gugla biyofilm
olusturanlar [(+++), OD > 4 x ODc] olarak
degerlendirilmistir (Gomes vd. 2009). C1 ve C3
izolatlari gliclii biyofilm olusturan olarak ve C2 izolati
orta derecede biyofilm olusturan izolat olarak
degerlendirilmistir. Hareketlilik test sonuglari tim

Citrobacter izolatlarinin yizebildigini, kayabildigini

tanimlanmis ve antibiyogram sonuclari Cizelge 1'de ve titreme hareketi yapabildigini gostermistir

gosterilmistir. Antibiyogram test sonuglarina goére (Cizelge 2).

tim izolatlar ampisilin ve amoksilin-klavulanat

antibiyotigine karsi direncli bulunmustur. En yiksek

Cizelge 1. Citrobacter izolatlarinin antibiyogram testi sonuglari

Test Mikroorganizmalan
Cc1 c2 c3

Antibiyotikler MiK MiK MiK
Amikasin <=4 S <=4 S <=4 S
Amoksisilin-klavulanat >32/2 R >32/2 R >32/2 R
Ampisilin >8 R >8 R >8 R
Aztreonam <=1 S <=1 S <=1 S
Sefepim <=1 S >8 R <=1 S
Seftazidim <=0.5 S <=0.5 S <=0.5 S
Seftriakson <=0.5 S >4 R <=0.5 S
Sefuroksim 4 S 4 R 4 S
Siprofloksasin <=0.125 S <=0.125 S <=0.125 S
Kolistin <=1 S <=1 S <=1 X
Ertapenem <=0.25 S >1 R <=0.25 S
Gentamisin <=1 S <=1 S <=1 S
imipenem 1 S 2 S 1 S
Meropenem <=0.125 S 0.5 S <=0.125 S
Netilmisin 1 S 2 S 1 S
Piperasilin <=4 S <=4 S <=4 S
Piperasilin- tazobaktam <=4/4 S <=4/4 S <=4/4 S
Tigesiklin 1 S 1 S 1 S
Trimetoprim-silfametoksazol <=1/19 S <=1/19 S <=1/19 S

MiK (Minimum inhibisyon konsantrasyonu; S (duyarl), | (ihmli), R (direngli).
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Cizelge 2. Citrobacter izolatlarinin hareketlilik ve biyofilm olusumu testi sonuglari

Test Mikroorganizmalari Hareket ( mm)

Biyofilm Olusumu

Kayma Yizme Titreme OD4SS
C1 6 8 10 0,818 (0,52) +++
Cc2 9 7 9 0,681(+0,35) ++
C3 13 8 11 1,068 (+0,58) +++
PK 9 8 10 1,285 (+0,12) +++
NK - - - 0,204 (£0,22) -

NK: Negatif kontrol, PK: Pozitif kontrol, OD: Optik dansite; SS: Standard sapma; (+) diisiik biyofilm olusumu, (++) orta derecede biyofilm olusumu,

(+++) giiclii biyofilm olusumu, (-) biyofilm olusumu yok

LAB izolatlarinin EPS lretim miktarlari Cizelge 3’te
gosterilmistir. En ylksek EPS lretimi L3 izolatinda
42.3242.15 mg/mL ve en distk EPS Uretimi ise L7
izolatinda 3.85+0.28 mg/mL olarak belirlenmistir.

Cizelge 3. LAB izolatlarinin ekzopolisakkarit Gretimi

Agar disk diflizyon ve agar kuyu difiizyon testi

sonuglarina goére LAB ekstraktlari Citrobacter
izolatlar lizerinde farkl seviyelerde antimikrobiyal
etkinlik gostermistir  (Cizelge 4). Amoksilin-
klavulanat, ampisilin, sefepim, seftriakson,

sefuroksim, ertapenem antibiyotiklerine direngli

olarak belirlenen C2 izolatinin LAB extraktlarina

karsi duyarli oldugu tespit edilmistir. LAB
LAB izolatlan EPS miktari (mg/mL):SS ekstraktlari C3 izolati Uzerinde ise distk
L1 (Lactococcus lactis) 30.44£1.25 antimikrobiyal etkinlik gostermistir.
L2 (Lactobacillus fermentum) 33.5040.75
L3 (Enterococcus faecalis) 42.32+2.15
L4 (Lactobacillus casei) 27.35+1.00
L5 (Lactobacillus plantarum) 35.75+1.75
L6 (Enterococcus faecium) 15.60+1.15
L7 (Lactobacillus curvatus) 3.85+0.28
L8 (Enterococcus durans) 4.25+0.20
L9 (Lactococcus garviae) 7.4410.55
L10 (Enterococcus faecalis) 6.15+0.78
SS: Standard sapma
Cizelge 4. Patojen test mikroorganizmalarina karsi LAB ekstraktlarinin antimikrobiyal etkisi.
Test Agar disk diflizyon testi sonuglari (mm) +SS
Mikroorganizmalar ™ 7 L2 L3 L4 Ls L6 L7 L8 L9 L10 | NK PK
C1 9+0.7 10+1.2 12+1.1 12+1.0 11+0.7 9+0.5 - - - 9+1.2 - 15+0.3
c2 9+0.8 10+0.9 13+0.8 11+1.2 12+1.1 13+1.1 8+0.2 11+1.5 10+0.5 12+1.0 - 14+1.5
c3 10+0.5 8+0.2 9+1.0 8+0.1 - - - 9+0.4 - 15+1.7
Agar kuyu difiizyon testi sonuglari (mm)
Cc1 13+0.5 9+0.5 12+1.3 10+1.2 11+0.8 9+1.2 14+0.5 13+1.0 10+0.0 12+1.2 - 15+1.5
c2 10+0.7 13+1.1 11+1.5 13+0.8 12+0.7 16+1.5 19+1.3 20+1.4 11+0.5 10+0.5 - 15+1.2
Cc3 9+0.4 12+1.2 11+0.9 12+1.4 - 11+0.9 12+1.0 - - 9+0.4 - 16+1.0

NK: Negatif kontrol, PK: Pozitif control, SS: Standard sapma

LAB ekstraktlarinin Citrobacter izolatlari Gizerindeki

Cizelge
Lactococcus lactis (L1), Lactobacillus fermentum

antibiyofilm etkisi 5'te gOsterilmistir.

(L2), Lactobacillus casei (L4), Enterococcus faecium
(L6),
durans (L8) izolatlarinin 1:1 konsantrasyonlarinin

Lactobacillus curvatus (L7), Enterococcus

tum Citrobacter izolatlarinda biyofilm olusumunu en
az %2,93 ve en ¢ok %83,86 oraninda engelledigi
(L5)
izolatindan elde edilen 1:1 konsantrasyonundaki

belirlenmistir.  Lactobacillus  plantarum

ekstraktin en ylksek antibiyotik direncine sahip olan

Cl1 izolatinin biyofilm olusturmasini  %83,86

31



Laktik asit bakterilerinin Citrobacter spp. izolatlarina karsi antimikrobiyal ve antibiyofilm aktiviteleri, Erdogmus vd.,

inhibe edebildigi
Enterococcus faecalis (L3), Lactobacillus plantarum

oraninda saptanmistir.
(L5), Lactococcus garviae (L9), Enterococcus faecalis
(L10) izolatlarinda elde edilen ekstraktlarin C2
izolatinin  biyofilm olusumunu engellemedikleri
belirlenmistir. Ayrica, Lactococcus garviae (L9),

Enterococcus faecalis (L10) ekstraktlari C3 izolatinin
biyofilm olusumunu engellemedigi belirlenmistir.

Cizelge 5. LAB ekstraktlarinin Citrobacter biyofilm olusumu lizerine inhibisyon etkisi

LAB Ekstrakt % inhibisyon

LAB Ekstrakt

% inhibisyon

Konsantrasyonu C1 C2 C3 Konsantrasyonu C1 C2 C3
Lactococcus lactis (L1) Enterococcus faecium (L6)
1/1 80,92 8,51 37,64 1/1 81,5 10,86 17,79
1/2 73,10 - 24,16 1/2 80,81 - 9,83
1/4 66,62 - 3,27 1/4 80,26 - -
1/8 43,76 - - 1/8 71,77 - -
Lactobacillus fermentum (L2) Lactobacillus curvatus (L7)
1/1 52,81 2,93 68,18 1/1 75,67 17,03 42,16
1/2 - - 36,24 1/2 28,23 - 34,83
1/4 ; ; - 1/4 21,02 - -
1/8 - - - 1/8 17,60 - -
Enterococcus faecalis (L3) Enterococcus durans (L8)
1/1 82,15 - 26,87 1/1 61,98 18,51 3,93
1/2 81,41 - 5,96 1/2 53,54 8,68 -
1/4 81,05 - - 1/4 - - -
1/8 75,55 - - 1/8 - - -
Lactobacillus casei (L4) Lactococcus garviae (L9)
1/1 69,43 17,62 15,23 1/1 70,90 - -
1/2 57,09 - 7,49 1/2 65,64 - -
1/4 ; - - 1/4 53,17 - -
1/8 - - - 1/8 43,88 - -
Lactobacillus plantarum (L5) Enterococcus faecalis (L10)
1/1 83,86 - 25,84 1/1 73,82 - -
1/2 74,57 - - 1/2 46,21 - -
1/4 50,73 - - 1/4 19,43 - -
1/8 30,31 - - 1/8 11,85 - -

(-) inhibisyon yok

4, Tartisma ve Sonug

Citrobacter spp. tlrleri gida kaynakh hastaliklarin
baslica etmenleri arasindadir (Tassew vd. 2010,
Ifeadike vd. 2012, Settanni vd. 2013). Pek ¢ok
calismada Citrobacter spp. ‘lerin antibiyotiklere karsi
direncgli olduklari gosterilmistir. Priyadarshini ve
Ramaswamy (2016) yapmis olduklari bir ¢alismada;
Citrobacter turlerinin %79 sefaleksin, %70 sefoksit,
%70 siproflaksin ve %69 seftazidime karsi direngli
olduklarini belirlemislerdir. Baska bir c¢alismada
Citrobacter tirlerinin antibiyotik direnglilik profili
arastirilmistir (Liu vd. 2017). Calismada kullanilan

tim izolatlarin sefoksitin’e karsi direngli ve
imipenem, meropenem ve amikasin
antibiyotiklerine karsi duyarli olduklari

belirlenmistir. Bu tirlerin sefoksitine karsi direncli
olduklari imipenem, meropenem ve amikasine karsi
ise duyarl olduklari saptanmistir. Bu galismada, g
Citrobacter izolati (C1, C2, C3) BD Phoenix™
otomasyon sistemi kullanilarak Citrobacter braakii
olarak tanimlanmistir. Tim izolatlarin ampisilin ve
amoksilin-kavulanata  karsi  direngli  olduklar
belirlenmistir. En ylksek antibiyotik direncini C2

izolatl gbstermistir.
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Mikroorganizmalarda biyofilm olusumu antibiyotik
direncinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Biyofilm
olusumu bu bakteriler tarafindan olusturulan

enfeksiyonlarin  tedavisini  zorlastirmakta ve
ekonomik kayiplara sebep olmaktadir (Uludag Altun

ve Sener 2008, Aydemir Hancer 2018).

Son yillarda arastirmacilar bazi mikroorganizmalar
tarafindan Uretilen maddelerin biyofilm olusumunu
engelleyebilecegini ortaya koymuslardir
(Subramanian vd. 2012, Pasteris vd. 2014,
Rybalchenko vd. 2015, Dixon vd. 2018). Probiyotik
Ozellikte olan LAB'lar gesitli antimikrobiyal maddeler
patojen
mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmektedir.

Uretmektedir  ve bu maddeler
LAB’lar tarafindan uretilen bakteriyosinler patojen

dogal
Yapilan

mikroorganizmalara karsi
2010).
bakteriyosinlerin patojen mikroorganizmalara karsi
etkili oldugu ve gidalan
kullanilabildikleri gosterilmistir
Bakteriyosinlerin  gida

koruyucudurlar
(Carminati vd. arastirmalarda,
koruma amagh
(Tamime 2006).
koruyuculari olarak
kullanilmalarinin asil nedenleri; onlarin genel olarak
glvenli bulunmalari, 6karyotik hiicreler Gzerinde
aktivite gostermemeleri ve toksik olmamalari, pH ve
edebilir
mikroorganizmalara karsi etkili olmalaridir (Galvez
vd. 2007, Srinivasan vd. 2013). Rybalchenko vd.
(2015)
stafilokoklar, Candida albicans ve enterotoksijenik

sicakhgi tolere olmalari ve

Lactobacillus  fermentum  susunun
enterobakteriler Gzerinde etkili oldugu saptanmistir.
L. fermentum 97'nin farkh gram pozitif ve gram
negatif firsat¢l patojen bakterilerde biyofilm
olusumunu inhibe ettigi belirlenmistir (Rybalchenko
vd. 2015).
(2012),

bakteriyosin izole etmislerdir ve bu bakteriyosinin

Baska bir calismada ise Srinivasan vd.

Lactobacillus  rhamnosus  susundan
gida kaynakli patojenler, gram pozitif ve gram
etkili
gostermislerdir. Pasteris vd. (2011), Lactococcus
lactis CRL 1584

Uzerindeki etkisini arastirmislardir. L. lactis CRL 1584

negatif  bakterilere  karsi oldugunu

izolatinin Citrobacter freundii

supernatantlarinin  Citrobacter freundii
inhibe etkisi

gostermislerdir. Baska bir calismada (Bendjeddou
vd. 2012),
Uretilen bakteriyosinin 32 patojen sus Uzerinde

patojeni

lzerinde edici oldugunu

Lactobacillus paracasei tarafindan

antibakteriyel etkisi oldugu belirlenmistir. Bizim
calisma sonuclarimiz; L1, L2, L4, L6, L7, L8

izolatlarindan elde edilen ekstraktlarin 1:1
konsantrasyonlarinin tim patojen test
mikroorganizmalarinda biyofilm olusumunu

engelledigi  belirlenmistir. LAB  ekstraktlarinin

seyreltme oranlari arttikca antibiyofilm

etkinliklerinin azaldigi saptanmistir.
Ayrica, bu c¢alismada LAB’larin EPS (retim
kapasiteleri arastirilmistir. EPS Uretimi, bakterileri
fagositoz, antibiyotik ve osmatik basinca karsi
koruyucu bir etki olusturur (Cerning 1990). Bugline
kadar yapilan ¢alismalarda, LAB’lar tarafindan EPS
Uretilebildigini aciga c¢ikarmistir. Tallon vd. (2013)
bitkisinden izole ettikleri Lactobacillus
plantarum EP56 izolatinin 0.114 mg/mL EPS

Urettigini belirlemislerdir (Tallon vd. 2013). Baska bir

misir

calismada ise Looijesteijn vd. (2001) Lactococcus
lactis subsp. cremoris NZ4010. izolati tarafindan
Uretilen EPS’nin bakteriyofaj, metal iyonlarn ve
antimikrobiyal ajanlara karsi koruyucu bir etkisi
oldugu gosterilmistir. Bizim c¢alismamizda LAB
izolatlarinin farkh oranlarda EPS Uretimi yaptiklari
belirlenmistir. En fazla EPS lretimi L3 izolatinda ve
en distk EPS Uretimi ise L7 izolatinda saptanmistir.
LAB izolatlari tarafindan tiretilen EPS miktari arttik¢a
LAB’larin adhezyon kapasitelerinin de artabilecegi
ve bu durumun onlarin daha iyi kolinize olmalarina
katki saglayabilecegi dlstnilmustir (Looijesteijn
vd. 2001).

Sonug¢ olarak; bu calisma ile LAB ekstraktlarinin
[Lactococcus lactis (L1), Lactobacillus fermentum
(L2), Enterococcus faecalis (L3), Lactobacillus casei
(L4), Lactobacillus plantarum (L5), Enterococcus
faecium  (L6),
Enterococcus durans (L8) Lactococcus garviae (L9),
Enterococcus faecalis (L10)] hayvansal orjinli
Citrobacter braakii (C1, C2, C3) izolatlar Uzerinde
antimikrobiyal ve antibiyofilm etkinliginin oldugu

Lactobacillus  curvatus  (L7),

belirlenmistir. LAB’lardan elde edilen antimikrobiyal
etkili maddeler antibiyotikler i¢in alternatif olarak
tedavisinde

Citrobacter spp. enfeksiyonlarinin

kullanilabilir. ileride yapilacak olan c¢alismalar
LAB’lardan antimikrobiyal etkili maddelerin izole
saflastirilmasi  ve

edilmesi, karakterizasyonu
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yapilmasi lizerine olmalidir. Bu sayede, antibiyofilm
etkinligi yliksek olan LAB’lardan elde edilen bu
maddeler gida ve saglik sektoriinde kullanilabilir ve
biyoteknolojik calismalar ile gelistirilebilir.
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