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Dogal Fermente Gidalardan izole Edilen Muhtemel Laktik Asit
Bakterilerinin Antimikrobiyal Aktiviteleri ve Laktik Asit Uretim

Diizeylerinin incelenmesi*

Oziim OZOGLU '*, Mehmet GUMUSTAS?, Sibel Aysil OZKAN?,
Evrim GUNES ALTUNTAS*

Oz: Laktik asit bakterileri pek ok fermente ve probiyotik gidanin biinyesinde yer alan faydali bakterilerdir. Bu
bakterileri 6nemli kilan oOzellikleri arasinda GRAS (Generally Recognized As Safe) statiide olmalar1 ve
iirettikleri antimikrobiyal metabolitler bulunmaktadir. Laktik asit bakterilerinin iirettigi antagonistik etkiye sahip
en 6nemli metabolit bu gruba adini veren laktik asit olup; bunun yanisira hidrojen peroksit, asetik asit, diasetil,
bakteriyosin vb. metabolitler ile de antagonistik etkiye neden olmaktadirlar. Bu ¢alismada ¢esitli peynir, sucuk
ve kefir orneklerinden izole edilen 23 adet muhtemel laktik asit bakteri izolatinin Salmonella Enteritidis ATCC
13076, Streptococcus mutans ATCC 25175, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC 6633 ve
Staphylococcus aureus ATCC 43300 (metisilin ve oksasilin direngli) patojenleri lizerindeki inhibisyon etkisi
Agar Spot Yontemi ile arastirilmistir. Test sonucunda pozitif etki gosteren izolatlarin siipernatantlari ile Kuyu

Diflizyon denemesi ger¢eklestirilmistir. Son olarak izolatlarin iirettigi laktik asit miktarlart HPLC yontemi ile de
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Bilimleri Enstitiisii’ne sunulan Oziim OZOGLU’nun yiiksek lisans tezinin bir kismin1 olusturmaktadir. Bu ¢alisma etik

kurul izni gerektirmemektedir. Makale arastirma ve yayn etigine uygun olarak hazirlanmustir.
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belirlenmistir. Agar Spot Testi’ne gore izolatlarin neredeyse tamami tiim patojenler iizerinde etkinlik
gosterirken, patojenler lizerindeki inhibisyon etkiyi gdsteren zon ¢aplarinin 1-24.5 mm araliginda degistigi tespit
edilmigtir. 24.5 mm zon c¢ap1 ile maksimum etki 31 nolu izolat tarafindan E.coli ATCC 25922 {izerinde
gozlemlenirken; 1 mm zon ¢ap1 ile minimum etki 431 nolu izolat tarafindan S. Enteritidis ATCC 13076 test
mikroorganizmasina karst gdzlemlenmistir. Kuyu Diflizyon Testi’nde ise higbir pozitif sonug elde edilememis ve
bu nedenle bakterilerin antagonistik etkilerinin daha ¢ok laktik asit tiretiminden kaynaklandigr diistiniilmistiir.
Yapilan kromatografik ¢aligma ile laktik asit bakterilerinin iirettigi laktik asit miktarinin 0.13-5.52 mmol
araliginda oldugu goézlenmistir. Caligmadan elde edilen sonuglar laktik asit bakterilerinin bakteriyosin gibi
o6nemli protein bazli inhibitorleri iiretmese bile, irettigi temel metabolit olan laktik asit ile etkin bir

antimikrobiyal aktivite kapasitesine sahip oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, laktik asit, laktik asit bakterisi, HPLC.

Investigation of Antimicrobial Activities and Lactic Acid Production Levels of

Presumptive Lactic Acid Bacteria Isolated From Naturally Fermented Foods

Abstract: Lactic acid bacteria are useful bacteria which are included to composition of many fermented and
probiotic food. Being GRAS (Generally Recognized As Safe) statute and the antimicrobial metabolites produced
by them are among the properties which make these bacteria significant. The most important metabolite with
antagonistic effect produced by lactic acid bacteria is lactic acid that gives the name of these bacteria, besides
LAB can have antagonistic effect by producing hydrogen peroxide, acetic acid, diacetyl, bacteriocin etc. In this
study, inhibition effects of 23 presumptive lactic acid bacteria isolates that isolated from various cheese, sucuk
and kefir samples on Salmonella Enteritidis ATCC 13076, Streptococcus mutans ATCC 25175, Escherichia coli
ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC 6633 and Staphylococcus aureus ATCC 43300 (methicillin and oxacillin
resistant) were investigated by Agar Spot method. According to the assay, Well Diffusion Test was performed
with supernatant of the isolates showed positive results. Finally, the quantification of lactic acid was detected by
HPLC method. As a result of Agar Spot Test, while all of the isolates were effective on all pathogens, the
inhibition zone diameters were ranged between 1-24.5 mm. While the maximum effect was observed by isolate
31 on E.coli ATCC 25922 with a zone diameter of 24.5 mm, the minimum effect was observed by isolate 431
against S. Enteritidis ATCC 13076 test microorganism with a zone diameter of 1 mm.Then, due to not to have
any positive results from Well Diffusion Assay, it has been considered the antagonistic effect of the bacteria
were originated from lactic acid production. It was observed that lactic acid produced by LAB was ranged
between 0.13-5.52 mmol by chromatographic study. Even if the LAB do not produce protein-based inhibitors
such as bacteriocin, the results shows LAB has an effective antimicrobial activity capacity with lactic acid, the

main metabolite of LAB.

Keywords: Antimicrobial activity, lactic acid, lactic acid bacteria, HPLC.

26



Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi Ozoglu & ark.

Journal of Agricultural Faculty of Bursa Uludag University Haziran/2022, 36(1)

Giris

Laktik asit bakterileri (LAB), ¢ok uzun yillardan beri fermente gidalarin bilesiminde bulunan ve bir takim ortak
ozelliklere sahip bir grup bakteridir. Bu bakterileri ortak noktada birlestiren ve isimlendirilmelerinde dogrudan
etkisi olan en 6nemli 6zellikleri laktik asit iireticisi olmalaridir (Axelsson ve Ahrné, 2000; Durlu-Ozkaya ve ark.,
2001; Gumustas ve ark., 2017; Orji, J. O. ve ark., 2020). ilk kez 1873 yilinda Joseph Lister siitte bulunan bir
bakteriyi izole etmis ve “Bacterium lactis” olarak isimlendirmistir. Bakterinin isimlendirilmesi sonraki yillarda
Streptococcus lactis ve ardindan Lactococcus lactis olarak degistirilmistir. ik yillarda LAB’nin siitte bulunan
sekeri fermente eden bakteriler oldugu diistiniilse de sonraki yillarda farkli ortamlardan da benzer bakteriler izole
edilebilmistir (Axelsson ve Ahrné, 2000). Tipik bir LAB; aerotolerant olup standart kosullarda geligebilen, aside
toleransli, organotropik, cogunlukla fermentatif, kok ya da ¢ubuk seklinde, son ve baslica {iriin olarak laktik asit
iireten bakterilerdir. Genellikle hiicreleri hareketsizdir. Geligmeleri igin vitamin ve aminoasitler gibi kompleks
gelisme faktorlerine ihtiyag duymaktadirlar (Koénig ve ark., 2017). Baz1 LAB, agiz ve nazofaringeal mukozada
kolonize olurken (oral streptokoklar), bazilar1 bagirsak mikrobiyotasinda (bifidobakteriler, enterokoklar ve bazi
laktobasiller) ve bazilar1 da vajinal mikrobiyotada bulunmaktadirlar (bazi laktobasiller). Tiim bu mikrobiyota
iiyeleri apatojenik olup faydali bakteri grubunda yer almaktadir. Normalde bulunmamalar1 gereken bolgelerde
tespit edildiklerinde, patojen 6zellik gosterebilmektedirler. Bu normal dis1 durumlara enterokoklar ve hemolitik

streptokoklar dikkat cekmektedir (Teuber, 2008).

Ginliik diyette yer alan yogurt, peynir, zeytin tursu gibi hem fermente hem de fonksiyonel grupta yer
alabilecek gidalar; LAB aktivitesi sonucunda iiretilmektedirler (Altuntas ve ark., 2010; Nebbia ve ark., 2021;
Yildirim Kumral ve ark., 2020). Aralarinda Bifidobacterium, Enterococcus, Lactobacillus (Zheng ve ark. (2020),
Amylolactobacillus, Bombilactobacillus, Latilactobacillus, baslica olmak iizere 25 cinsin daha taksonomide bu
gruba dahil olmasimi Onermiglerdir.), Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus cinslerinin bulundugu LAB
arasinda; yogurt iiretiminde Streptococcus salivarus subsp. thermophilus ve Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus bakterileri, peynir iretiminde Lactococcus lactis ssp. lactis, L. lactis ssp. cremoris, L. lactis ssp.
lactis biovar. diacetylactis, S. thermophilus, L. sake, L. casei, L. plantarum, L. helveticus bakterilerinden olusan
termofilik ve/veya mezofilik starter kiiltiir kombinasyonlari, tursu iiretiminde ise L. brevis, L. plantarum, P.
pentosaceus, P. cerevisiae bakterileri 6n plana ¢ikmaktadir (Celik ve Uysal, 2009; Erginkaya ve ark., 2003;
Zheng ve ark., 2020).

Gastrointestinal sistem, pek cok mikroorganizmanin dahil oldugu bir ekosistemdir. Bu ekosistemde
probiyotik karakteri ve patojen inhibisyonu ile LAB, dominant olabilmekte ve intestinal sagligi olumlu
etkileyebilmektedir (Ali, 2010; Campana ve ark., 2017). Konake¢1 sagligi tizerindeki olumlu etkileri ile oldukga
giincel bir konu olan probiyotik mikroorganizmalarin neredeyse tamami LAB arasindadir. Probiyotik
mikroorganizmalar konakgi lizerindeki etkilerini; epitel hiicrelere tutunma, kolonize olma, biyosiirfaktan tiretimi,
patojenler ile oto ve ko-agregasyon, antagonistik metabolit tiretimi, enzim {iretimi gibi ozellikleri ile
gostermektedirler (Campana ve ark., 2017; Cosansu ve ark., 2007; Dowarah ve ark., 2018; Halkman ve ark.,

1994; Halkman ve Ayhan, 2005; Ringe ve ark., 2020; Rodriguez ve ark., 2002).
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Gidalarin muhafazasinda 1s1l ya da 1s1l olmayan farkli yontemler tercih edilebilmektedir. Isil islemleri kisith
kilan nokta; gidalarin besin igeriginin korunmasindaki zorluk olup, 1s1l olmayan islemler arasinda biyomuhafaza
da bulunmaktadir. Mikrobiyal gida iiretiminde kullanilan kiiltiir, iiriinii ortaya ¢ikarmasimin yaninda triiniin
korunmasini da sagliyorsa ayrica koruyucu kullanilmasina gerek kalmamaktadir. Bu noktada LAB’nin lrettigi
antimikrobiyal maddeler 6nem arz etmektedir. LAB tarafindan iiretildikleri bilinen ve aralarinda laktik asitin de
bulundugu etanol, diasetil, H,O,, bakteriyosin gibi inhibitér maddeler, laktik asit bakterilerinin bulunduklart
ortamda dominant kiiltiirler haline gelmesini saglayabilmekte ve patojen gelisimini dnleyebilmektedir (De Vuyst
ve Leroy, 2007; Gomez ve ark., 2021; Orji, J. O. ve ark., 2020). Urettigi her bir metabolitin etki spektrumu
farklidir; ancak laktik asit iiretimi nedeniyle diistirdiigii pH, diger bakterilerin gelisimini oldukca sinirlamaktadir.
Giiniimiizde antagonistik etkileri olduk¢a iyi anlasilmis LAB, dogal olarak antimikrobiyal ozellikleri ile
0zdeslesmistir.

Bu bilgiler dogrultusunda yapilan calismada; dogal fermente gidalardan peynir, kefir ve sucuk drneklerinden
izole edilen ve laktik asit bakterisi oldugu diistiniilen 23 izolatin baz1 temel 6zellikleri tespit edildikten sonra
patojen mikroorganizmalar {izerindeki antimikrobiyal etkisi arastirilmigtir. Ayrica, izolatlarin laktik asit firetim

diizeyleri HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) yontemiyle belirlenmistir.

Materyal ve Yontem

Arastirmada, Ankara’nin degisik bdlgelerinden temin edilen ve dogal fermantasyon yontemiyle iiretildigi bilinen
3 adet peynir, 2 adet sucuk ve 2 adet kefir 6rnegi kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite testlerinde Gram pozitif;
Staphylococcus aureus ATCC 43300 (metisilin ve oksasilin direngli), Streptococcus mutans ATCC 25175,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Gram negatif;, Escherichia coli ATCC 25922, ve Salmonella Enteritidis ATCC
13076 test bakterileri olarak kullanilmustir.

izolasyon ve Morfolojik Tanimlama

Toplanan drneklerden laktik asit bakteri izolasyonu amaciyla yayma plak yontemi kullanilmis olup, besiyeri
olarak MRS (De Man Rogosa Sharpe, Merck) broth/agar ve M17 broth/agar (Merck) kullanilmigtir. Bakterilerin
M17 besiyerinde daha iyi gelistikleri tespit edildigi icin denemelere M17 besiyeri ile devam edilmistir. izolasyon
asamasinda inkiibasyon sicakligi 30°C ve siiresi 24-48 saat olarak uygulanmistir (Daodaji ve ark., 2020;
Harrigan ve McCance, 1976). Izolatlarin morfolojik tamimlamas1 ve Gram reaksiyonlari, Gram boyama yontemi

ile belirlenmistir (Doetsch, 1981; Mathialagan ve ark., 2018).
Agar Spot Testi

[zolatlarm antimikrobiyal etkisi dncelikle Agar Spot testi ile belirlenmistir (Altuntas ve ark., 2010; Schillinger ve
Liicke, 1989). Bu amagla izolatlar M17 Broth besiyerinde iki kez aktiflestirildikten sonra (30°C, 24 saat) M17
Agar besiyerine her bir aktif kiiltlirden nokta ekimi yapilmistir. Petri kutular1 30°C’de 24 saat inkiibasyona

birakilarak koloni olusumu saglanmistir. Test mikroorganizmasi olarak kullanilan patojen mikroorganizmalarin
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Tryptic Soy Broth (TSB, Merck) besiyerindeki 18-24 saatlik kiiltiirlerinden 8 puL alinarak i¢inde 45°C sicaklikta
8 mL yumusak-TSA (%0.7 agar igeren) bulunan tiiplere aktarilmis ve tiip karistiricida karistirilmistir. Daha
sonra karisim, laktik asit bakterisi izolatlarinin kolonileri {izerine dokiilmiis ve katilagmasi i¢in oda sicakliginda
30 dakika bekletilmistir. Petri kutular1 30°C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin
bitiminde koloni etrafinda zon olusumuna bakilarak sonu¢ pozitif veya negatif olarak degerlendirilmis ve zon

caplari ol¢lilmistiir.
Kuyu Difiizyon Testi

Agar Spot testinde pozitif sonug veren izolatlar, Kuyu Diflizyon yontemi ile test edilmistir (Altuntas ve ark.,
2010; Schillinger ve Liicke, 1989). izolatlar M17 Broth besiyerinde 30°C’de 24 saat siireyle iki kez
aktiflestirilmis ve aktif kiiltiirler 6000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiijlendikten sonra elde edilen siipernatant,
0.45 pum por caph filtreden (Sartorius, Almanya) gecirilerek hiicreler ayrilmistir. M17 Agar ilizerinde 8 mm
capinda kuyucuklar agilmis ve kuyucuklara elde edilen silipernatantlardan 50 pL aktarilmigtir. Petri kutulart bir
gece 4°C’de bekletilerek siipernatantlarin besiyerine difiize olmasi saglanmistir. Daha sonra kuyucuklar tizerine
8 uL test mikroorganizmasi kiiltliri igeren 8 mL yumusak-TSA (%0.7 agar iceren) aktarilmistir. Agarin
katilagsmasi igin oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra Petri kutular1 30 ve 37°C’de 24 saat siireyle
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda kuyucuk etrafinda zon olusumu pozitif olarak

degerlendirilmistir.
LAB izolatlar1 Tarafindan Uretilen Laktik Asitin Tespiti ve Miktar Tayini
Standart Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Laktik asit stok ¢ozeltisi 100 mmol olacak sekilde ultra saf su ile hazirlanmistir. Kalibrasyon igin ise ¢6zelti saf

suile 0.25 - 50 mmol (n=5) araliginda seyreltilerek kullanilmistir.
Laktik Asit Miktarimnin Belirlenmesi

Laktik asit miktar tayini amaciyla oOncelikle LAB izolatlarmin yukarida belirtildigi sekilde elde edilen
siipernatantlar1  kullanilmigtir. Siipernatantlar, uygun konsantrasyonlarda kalibrasyon esitliginde yerine

yerlestirilerek laktik asit miktari tespit edilmistir (Gumustas ve ark., 2013).
Kromatografik Kosullar

HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi) yontemiyle laktik asit tayini i¢in optimum kromatografik
kosullarin belirlenmesinde, oncelikle sabit faz &zellikleri; fonksiyonel grup, tanecik capi, silika tiirii agisindan
degerlendirilmistir. Devaminda hareketli faz organik diizenleyicisinin sec¢imi, hareketli faz organik ¢oziicii
tiiriiniin ve oranmin etkisi, akis hiz1 ve sicaklik etkileri arastirilmistir. Bu arastirmalar sonucunda optimum
kosullarda kromatografik analizler gerceklestirilmistir. Analizde sabit faz olarak Synergi Polar RP (250 mm x
4.6 mm, 5 um) belirlenmis ve bu kolon kullanilarak analizler gergeklestirilmistir. Kolon dmriinii uzatmak ve
safsizliklarin analiz iizerine etkisini azaltmak amaciyla koruyucu kolon kullanilmigtir. Kolon sicaklig
degistirilerek sonuglara sicakligin etkisi arastirilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda kolon firin sicakligr 25°C’de

sabit tutulmustur. Suyla farkli asitlerin karigimlari kullanilarak hareketli faz denemeleri gergeklestirilmis ve etkin
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ayirma sagladigi igin % 0.25 (h/h) HyP°* igeren ¢ozelti (pH:2,5) hareketli faz olarak kullanilmistir. Hareketli faz
¢ozeltileri; vakum altinda 0.45 pum por caph selilloz asetat filtre ile siliziilmiis ve ¢dziinmemis oksijenin
uzaklastirilmasi i¢in 15 dakika ultrasonik banyoda bekletilmistir. 210 nm’de goriintiileme yapilan sistemde akis
hiz1 denemeleri yapilmig (0.5-1.25 mL/dk) ve en iyi sonuglarin elde edildigi 1mL/dk akis hizi, ¢aligmanin tiim
basamaklarinda kullanilmistir. Analizler, 20 dakikalik kolon sartlanmasi beklenmesinin ardindan baslatilmistir.
Calisma kapsaminda optimizasyonu yapilan yontem, Uluslararasi Uyum Konseyi’nin belirledigi analitik yontem

gegerlilik testleri temel alinarak gergeklestirilmistir (ICH Official Web Site : ICH, n.d.).
Istatiksel Analiz

One-Way Anova (Minitab) varyans analizi, LAB izolat1 ve hedef mikroorganizma faktorlerine dayali olarak
LAB suglar1 arasinda antimikrobiyal aktivitenin istatistiksel farklarimi (P<0.05) belirlemek i¢in Tukey ve LSD

prosediirleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Calismada kullanilan LAB izolatlarina ait detaylar Cizelge 1’de goriilmektedir. Cizelgede de goriildiigii gibi
izolatlarin 22 adedi kok formunda, 1 adedi ¢ubuk formunda gdzlenmistir. Ayrica tiim izolatlar Gram
reaksiyonunda pozitif sonug gdstermistir. izolatlar, Gr (+) reaksiyon gdstermeleri ve laktik asit fermantasyonu
sonucu iretilen fermente gidalardan izole edilmeleri ve laktik asitin tayini sirasinda laktik asit tiretmeleri

nedeniyle muhtemel LAB olduklart diistiniilmiistiir (Konig ve ark., 2017).

Cizelge 1. Calismada kullanilan izolatlarin 6zellikleri

izolat No izole edildigi gida Gram reaksiyonu Morfoloji
11 Peynir Gr + Kok
12 Peynir Gr + Kok
13 Peynir Gr + Kok
14 Peynir Gr + Kok
21 Peynir Gr + Kok
23 Peynir Gr + Kok
24 Peynir Gr + Kok
31 Kefir Gr + Kok
32 Kefir Gr + Kok
33 Kefir Gr + Kok
41 Sucuk Gr + Kok
421 Sucuk Gr + Cubuk
4221 Sucuk Gr + Kok
4222 Sucuk Gr + Kok
431 Sucuk Gr + Kok
432 Sucuk Gr + Kok
51 Sucuk Gr + Kok
62 Peynir Gr + Kok
631 Peynir Gr + Kok
632 Peynir Gr + Kok
71 Kefir Gr + Kok
72 Kefir Gr + Kok
73 Kefir Gr + Kok

30



Ozoglu & ark.
Haziran/2022, 36(1)

Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi

Journal of Agricultural Faculty of Bursa Uludag University

Izolatlara uygulanan agar spot testi sonuclar1 Cizelge 2’de verilmistir. Agar Spot Testi’nde toplam 5 patojen
icin (S. Enteritidis, Str. mutans, E. coli, B. subtilis ve Staph. aureus (metisilin ve oksasilin direncli)) denemeler

iki paralelli gergeklestirilmis olup, sonuglar bu iki paralelin ortalamasi alinarak Cizelge 2’ye eklenmistir.

Cizelge 2. Cesitli orneklerden izole edilen 23 adet laktik asit bakterisinin; S. Enteritidis, Str. mutans, E. coli,

Staph. aureus ve B. subtilis patojenleri i¢in Agar Spot Yontemi’ne gore olusturduklari zon g¢aplari

(mm)
Salmonella Streptococcus L. . Staphylococcus . L.
izolat No Enteriltisd‘;'; &ATCC muttgnssl%"l"CC Ef{‘é’gﬁ’s"ggg” aufe‘:i;ssg(")FCC B ‘Z’T”C"ésgé’;;”s
11 10.50%¢ (0) 8.50" (o) 13.50* (0) 12.50%% (0) 9.50P4 (0)
12 9.50% (0) 9.00°¢ (0) 13.00™" (0) 19.00% (0) 8.50P< (0)
13 8.25%° (0) 7.50%¢ (0) 12.50%° (0) 13.00%% (0) 7.50°%4 (0)
14 9.00%¢ (0) 6.75" (o) 13.00** (0) 13.00 (0) 8.00°24 (o)
21 10.00%° (o) 6.50°¢ (0) 15.00% (0) 15.005° (0) 10.00°°4 (0)
23 9.75%¢ (0) 8.754 (o) 20.50* (g) 6.005¢ (0) 10.50P® (o)
24 10.00%¢ (o) 7.50"* (0) 22.50% (g) 11.00%* (0) 10.00P4 (0)
31 10.50%° (o) 7.50"* (0) 24.50* (g) 13.00 (0) 10.00P4 (o)
32 9.00%¢ (o) 7.50"* (0) 24.00% () 15.00° (0) 10.50P< (o)
33 10.50%° (o) 8.25%9 (0) 24.00* (g) 6.50%¢ (0) 9.00°P< (0)
41 10.50%¢ (o) 10.50"¢ (0) 21.50* (g) 15.00° (0) 11.00°P< (0)
421 9.00%4 (o) 6.50"* (0) 14.50** (0) 12.50%% (0) 10.00P (0)
4221 11.50%¢ (o) 8.50™* (0) 18.00* (0) 11.50° (0) 10.50P4 (0)
4222 12.00%¢ (0) 8.50"* (0) 17.50** (0) 13.00 (0) 9.00°"4 (o)
431 1.00%¢ (z) 25074 (2) 7.00* (0) 6.50%¢ (0) 9.50°P (o)
432 9.00% (o) 9.00™° (0) 0.00™ () 4.505¢ (z) 0.00P (=)
51 10.50%° (o) 9.25"¢ (0) 16.00"° (0) 19.50%% (0) 9.50P4 (o)
62 11.00%¢ (o) 10.00°¢ (0) 14.50** (0) 17.00%* (o) 9.00P* (o)
631 11.50%¢ (0) 8.75"* (0) 13.00** (0) 13.00%% (0) 10.50P4 (o)
632 14.00%° (o) 8.25%¢ (0) 14.00%° (0) 19.00%* (o) 14.00°°4 (o)
71 8.75%¢ (0) 8.50™* (0) 16.00** (0) 12.50%% (0) 10.00P¢ (o)
72 20.00%* (g) 8.75”* (0) 12.50** (0) 11.50%¢ (0) 9.50"4 (0)
73 10.00%¢ (0) 8.00”* (0) 11.50 (0) 13.50%% (0) 9.00°P4 (0)

*  Hiicre igindeki farkl bityiik harfler istatiksel olarak onemli farkliligi gostermektedir (P<0.05).
*  Her bir satirdaki farkli kiiciik harfler istatiksel olarak 6nemli farklilig1 gostermektedir (P<0.05).

* (z): Zayif antimikrobiyal etki, (0): Orta diizeyde antimikrobiyal etki, (g): Giliglii antimikrobiyal etki, (-): antimikrobiyal etki
gozlenmemistir.

Cizelge 2’ye gore; Agar Spot testinde neredeyse tiim test mikroorganizmalari {izerinde izolatlarin 1-24.5 mm
araliginda antimikrobiyal zon olusturdugu tespit edilmistir. Tespit edilen etki zon ¢aplarina gore giiclii (20mm<),
orta (6-19 mm) ve zayif (5 mm>) olarak gruplandirilmistir (Aka-Gbezo ve ark., 2017; Erdogmus ve Bostanci,
2020; Kivang ve ark., 2011; Schillinger ve Liicke, 1989). Olusan zon caplarina gore her bir izolatin test
mikroorganizmalari tizerindeki etksi istatiksel agidan farklilik gostermektedir (P<0.05). Bu sonug, Erdogmus ve
Bostanci’nin (2020) kefirlerden izole ettikleri LAB ile yapmis olduklart ¢alismanin antimkrobiyal etki sonuglart

ile benzerlik gostermektedir. Bahsi gegen ¢alismada 27 LAB izolatinin, Klebsiella pneumoniea, Pseudomonas
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aeuroginosa, Listeria monocytogenes lizerinde daha fazla olmakla birlikte diger test mikroorganizmalar1 (Staph.
aureus, Str. feacalis, E. coli, B. subtilis) lizerinde de antimikrobiyal etkiye sahip oldugu (9-24 mm zon cap1
araliginda) tespit edilmistir (Erdogmus ve Bostanci, 2020). Tiim denemeler karsilastirildiginda dzellikle, 31, 32
ve 33 nolu izolatlarin 24 mm ve istiinde zon capi ile E. coli bakterisi iizerinde olduk¢a etkin olduklari
goriilmektedir. Ug izolatin da kefir kokenli oldugu dikkat gekmekle birlikte diger kefir kokenli izolatlar 71, 72 ve
73 nolu izolatlardan farkli oranda E. coli tizerinde etkili olmalari, antimikrobiyal etkinin diger sonuglar da
oldugu gibi izolat kaynagindan bagimsiz oldugunu gostermektedir. Ayrica, LAB’nin {iiretmis oldugu
bakteriyosin daha ¢ok Gram pozitif bakteriler lizerinde etkiliyken; laktik asidin ise Gram negatif bakteriler
iizerinde daha etkili oldugu ifade edilmektedir (Aka-Gbezo ve ark., 2017; Dinev et al., 2018; Stupar ve ark.,
2021). Gram negatif E.coli lizerindeki gii¢lii antimikrobiyal etki bunu dogrulamaktadir. 432 no’lu izolatin S.
Enteritidis, Str. mutans ve Staph aureus lizerinde ¢ok yliksek diizeyde olmasa da antagonistik etki gosterdigi,
fakat E. coli ve B. subtilis iizerinde inhibisyon etki gdstermedigi tespit edilmistir. 431 no’lu izolatin ise B.
subtilis digindaki diger test mikroorganizmalar1 lizerinde etkili olmadig1 gézlenmistir. Cizelge 2’de goriildigi
iizere izole LAB, yaygin olarak en ¢ok E.coli iizerinde antimikrobiyal etki gosterirken en az Str. mutans susu
iizerinde etkili olmustur. Yine Cizelge 2’de goriildiigii lizere S. Enteritidis, Str. mutans, E. coli, Staph. aureus ve

B. subtilis izerine en yliksek antimikrobiyal aktiviteyi sirasiyla; 72, 41, 31, 51 ve 632 izolatlar1 gdstermistir.

Ertekin ve Con (2014)’un yapmis olduklart ¢aligmada; peynir, sucuk, eksi hamur ve tursudan izole edilmis
ve tamimlanmis 26 LAB izolatin, Listeria monocytogenes Lil ve Enterococcus faecium indikator
mikroorganizalarina karst antimikrobiyal aktiviteleri Agar Spot Yontemi ile belirlenmistir. Caligmanin sonunda
izolatlarin biiylik cogunlugunun test mikroorganizmalar: {izerinde, elde edildikleri kaynaktan bagimsiz olarak
farkl diizeylerde antimikrobiyal aktivite gosterdikleri belirlenmistir (Ertekin ve Con, 2014). Literatiirde yer alan
bu c¢alisma izolat kaynagi, metot agisindan yapilan caligma ile olduk¢a benzerlik gostermekte ve sonuglar

desteklemektedir.

Sari ve ark. (2018)’nin Bekasam’dan (Endonezya’ya 6zgii balik kdkenli fermente gida) izole edilen 11 adet
LAB izolati ile yapmis olduklar1 bir diger ¢aligmada; 11 adet izolattan 4’ (MS2, MS4, MS8 ve MS9) 3 test
mikroorganizmasi lizerine (Staph. aureus, E. coli, ve Salmonella sp.) ¢alismamiza benzer olarak farkli oranlarda
antimikrobiyal etki gdstermistir (Sari ve ark., 2018). Bir baska g¢alismada, deniz kaynakli tiiketime hazir
gidalardan elde ettikleri LAB izolatlar1 ile yaptiklari ¢aligma sonucunda da izolatlarin antimikrobiyal etki
gosterdigi ve bu etkinin izolat cinsi, kdkeni ve test mikrooganizmasi faktorleri agisindan istatiksel olarak farkl
bulundugu tespit edilmistir (P<0.05). Calismada deniz kokenli gidalardan 99 LAB izolati elde edilmis
(Carnobacterium spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Weissella spp., ve Enterococcus sp. cinslerine ait)
ve L. monocytogenes, L. innocua ve E. coli test mikroorganizmalar1 {izerindeki antimikrobiyal etkisi
aragtirtlmistir. Arastirma sonucunda; genel olarak en yiiksek antimikrobiyal etki Listeria suslart tizerinde

g6zlenmistir (Stupar ve ark., 2021) .

Agar Spot denemesinde elde edilen zonlar1 gosteren petri 6rnekleri Sekil 1°de goriilmektedir.

32



Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi Ozoglu & ark.

Journal of Agricultural Faculty of Bursa Uludag University Haziran/2022, 36(1)

Sekil 1. Cesitli 6rneklerden izole edilen laktik asit bakterilerinin; a) S. Enteritidis, b) Str. mutans, c) E. coli,

d) Staph. aureus ve e) B. subtilis patojenleri i¢in Agar Spot Yontemi’ne gore olusturduklari zon 6rnekleri.

Agar Spot denemesinin ardindan izolatlarin irettigi metabolitin bakteriyosin olma ihtimali arastirilmistir.
LAB iireme ortamlarinda gelisme egrileri boyunca metabolit liretmeye devam etmektedir. Ancak bakteri iireme
ortamindan bakteriler ayrildiktan sonra inhibitdr etkiye neden olan madde eger bakteriyosin benzeri bir metabolit
ise inhibisyon etkisinin siipernatant ile de devam etmesi beklenmektedir (Altuntas ve ark., 2010). Yapilan Kuyu
Difilizyon ¢alismasinda bakterilerden arindirilmis ve filtreden gegirilmis 6rnekler patojenler iizerinde herhangi bir
etki gostermemistir. Bunun sonucunda; bakterilerin test mikroorganizmalar1 iizerindeki antagonistik etkisinin
bakteri metabolizmasi ile ortaya ¢ikan organik asit tiretiminden kaynaklandig1 ¢ikarimi yapilmistir. Elde edilen
bu sonug, Kivang ve Erik¢i (2018)’nin sofralik fermente zeytinlerden izole ettikleri LAB’nin antimikrobiyal
aktivitesinin ve bazi metabolik 6zelliklerinin belirlenmesine yonelik yapmis olduklari ¢aligmanin sonucu ile
benzerlik gostermektedir. Calismada izole edilen 50 adet LAB’den antimikrobiyal aktivite gosteren 26
adedinden 6’sinin (SZ5 Lb. plantarum, DZ2 E. facium, L. brevis EZ8, BZ1, SZ1 ve BZ4) metabolitleri, test
mikroorganizmalarindan (B. cereus, B. subtilis, E. coli, Enterococcus feacalis, Klebsiella pneumoniae, L.
monocytogenes, Proteus vulgaris, Pseudomonas aeroginosa, Salmonella Typhimurium, Staph. aureus, Yersinia
enterocolitica, L. plantarum, L. buchneri, L. bulgaricus, Leuconostoc paramesenteroides, S. lactis, Aeromonas
hydrophyla, Candida albicans, Candida glabrata) bir kismina karsi antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. SZ1 ve BZ1 izolatlarina ait siipernatantlar E£. coli’ye karsi antimikrobiyal aktivite gosterirken; B.
cereus ve B. subtilis’e karsi sadece BZ1 izolatina ait siipernatant etki gostermistir. S. Typhimurium’a ise sadece
SZ1 izolatinin siipernatanti antibakteriyel etkili olmustur. Ek olarak; BZ1 izolatinin siipernatanti S. aureus harig
diger test mikroorganizmalar1 {izerinde antimikrobiyal etki gostermistir. Bu sebeple antimikrobiyal etkinin
bakteriyosin degil organik asit kaynakli oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, izole LAB’nin laktik asit

miktarlar, titrimetrik yontemle 0.261- 1.818 mg/mL arasinda saptanmigtir (Kivang ve Erikei, 2018).

LAB’nin ve metabolitlerinin antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi bir diger ¢alismada ise iiretim ve
olgunlagsma asamasindaki Genestoso peynirinden izole edilen 395 LAB izolatinin; Enterococcus faecalis, Staph.
aureus, L. plantarum, Clostridium tyrobutyricum ve L. monocytogenes test mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal aktivitesi tipki bu caligmada oldugu gibi Agar Spot ve Kuyu Diflizyon Yontemleri ile

incelenmistir. Benzer sekilde izolatlarin biiyiik ¢ogunlugu test mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal
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aktivite gosterirken; siipernatantlarin etkisi sinirli kalmistir. Izolatlardan sadece 1 tanesi L. monocytogenes
iizerinde antimikrobiyal etki gostermezken; 31 tanesi de L. plantarum tizerinde etkili olmamustir. Staph. aureus,
Clostridium tyrobutyricum ve L. monocytogenes test mikroorganizmalarina karsi higbir izolatin siipernatantt bu
calismada oldugu gibi etki gdstermezken; organik asitlerden ve hidrojen peroksitten kaynaklanan herhangi bir
etkiyi ortadan kaldirmak i¢in nétralize edilen ve katalazla islemden gecirilen supernatantlardan iici
Enterococcus faecalis ve biri L. plantarum lizerinde inhibisyon etkisi gostermistir. Bu izolatlarin antimikrobiyal
aktivitesinin bakteriyosin kaynakli olabilecegi sonucuna varilmistir (Gonzélez ve ark., 2007).

izole LAB siipernatantlarinin antimikrobiyal aktivitelerinin incelendigi baska bir ¢alismada, Almanya’da
geleneksel ve endiistriyel olarak tiretilen fermente sucuklardan izole edilen LAB izolatlarinin slipernatantlarinin
ve siipernatantlarinda belirlenen bakteriyosinin E. coli, L. innocua, L. monocytogenes, P. aeruginosa, Staph.
aureus ve S. Typhimurium gida kaynakli patojenlerine kars1 antmikrobiyal etkisi Kuyu Diflizyon Yontemi ile
aragtirtlmistir. Calisma sonunda; 169 izolatin% 12.4'0 yalnizca L. innocua ve L. monocytogenes'e karst
antibakteriyel etki gosterirken; izolatlarin% 6.5'inde, etkiden bakteriyosinlerin sorumlu oldugu tespit edilmistir.
Diger test suslarina karsi izolatlar, antimikrobiyal etki gostermemistir. Yapilan calismada bakteriyosinin
antimikrobiyal aktivitedeki dnemi ortaya konulmustur (Bungenstock ve ark., 2020) Calismanin bundan sonraki
basamaginda cesitli gidalardan izole edilmis olan LAB’nin iirettigi laktik asit miktarlar1 kromatografik olarak
Ol¢iilmiistiir. Optimum kosullar kullanilarak gerceklestirilen HPLC ¢alismasinda elde edilen sonuglar Cizelge

3’te gorilmektedir.

Cizelge 3. HPLC’de belirlenen izolatlarin iirettigi laktik asit miktarlar

izolat No Laktik Asit Miktar1 (mmol)
11 1.77
12 2.16
13 4.08
14 1.84
21 4.47
23 4.43
24 2.86
31 2.80
32 3.15
33 3.59
41 -
421 -
4221 5.39
4222 3.40
431 0.13
432 -

51 2.61
62 2.46
631 1.84
632 -

71 5.52
72 3.81
73 1.36
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Cizelge 3’te goriildiigii iizere en yiiksek laktik asit miktar1 71 numarali izolat tarafindan iiretilirken; en diisiik
laktik asit miktar1 ise 431 numarali izolat tarafindan tiretilmistir. 41, 421, 432 ve 632 numarali izolatlar i¢in ise
iiretilen laktik asit belirlenememistir. En diisiik laktik asit miktar1 tespit edilen 431 numarali izolat, ayni
zamanda test mikroorganizmalar1 iizerinde de en diigiik antimikrobiyal etki gosteren izolat olmustur. Cizelge 2
ve Cizelge 3 karsilagtirildiginda benzer durum laktat tespit edilemeyen 432 numarali izolat icin de gecerli
olmaktadir. Her ne kadar Cizelge 2 ve Cizelge 3 karsilastirildiginda dogrusal olmamakla birlikte laktik asit
miktarlar1 ile antimikrobiyal etki arasinda bir baglant1 bulunsa da 41, 421, 432 ve 632 gibi laktik asit tespit
edilemeyen suglarin da antimikrobiyal etki gostermesi bu etkinin sadece laktik asitten kaynaklanmadigim
gostermektedir. LAB, laktik asit yaninda; asetik asit, propiyonik asit, benzoik asit, diasetol ve etanol gibi diger
antimikrobiyal etkili maddeleri de iiretmektedirler (Cizeikiene ve ark., 2013). Bu nedenle laktik asit tespit
edilemeyen izolatlardaki antimikrobiyal etki laktik asit disindaki bakteriyosin olmayan diger organik asitlerden

kaynaklantyor olabilecegi diistiniilmektedir.

HPLC ydnteminin ayni anda birden fazla metabolitin belirlenmesine olanak saglamasi, laktat diizeyinin
tesptinde hassas ve giivenilir olmas1 nedeniyle son yillarda bakteri metabolit tespitinde siklikla kulanilmaktadir
(Hori ve ark., 2019; Ucar ve ark., 2020; Yang ve ark., 2020; Zhang ve Li, 2018). Ucar ve ark. (2020) yapmis
olduklar1 taze ve fermente salataliklarda gentiobiyoz ve selobiyoz igerigi ve bu tiir disakkaritlerin fermente
salatalik suyu ortaminda laktik asit bakterileri tarafindan kullanimi {izerine yapmis olduklari caligmada;
salataliklarda LAB tarafindan fermantasyonun tamamlanmasimt laktik asit, asetik asit ve etanol olusumunu
HPLC yontemi ile takip ederek belirlemislerdir. Ruminococcaceae susu CPB6'dan L-laktat dehidrojenaz (LDH,
EC.1.1.1.27) geninin klonlanarak plazmit pET28a ile E. coli BL21 (DE3)’e eksprese edildigi bir ¢aliymada E.
coli’nin laktik asit kullanim1 i¢in HPLC ydntemi tercih edilmis ve klonlamanin basar1 6lgiitlerinden biri olarak
kullanilmustir (Yang ve ark., 2020). Benzer sekilde E. coli'ye yeni bir yapay yol ekleyerek L-fenilalanin'den (L-
Phe) LAB tarafindan iiretilen ve giliclii antimikobiyal aktiviteye sahip olan fenilaktik asit (PLA) iiretiminin
verimliligini arttirmanin hedeflendigi bir calismada, L-fenilalanin ve fenilaktik asit HPLC yontemi ile basarili bir
sekilde belirlenmistir (Zhang ve Li, 2018). Caligmada izolatlarin laktik asit tiretim diizeylerinin belirlenmesinde
HPLC yonteminden yararlanilmasi, laktik asidin tespiti ve muhtemel LAB’larin belirlenmesi agisindan giincel

literatiir ile uyum saglamaktadir.

Sonug¢

LAB’nin trettikleri ¢esitli metabolitlerle gida vd. kaynakli patojen mikroorganizmalar iizerinde inhibe edici
ozelliklerinin oldugu bilinmektedir. Bu calismada da ¢esitli gida orneklerinden izole edilen muhtemel LAB
izolatlarinin patojen suslar tizerindeki antimikrobiyal etkinligi ve iirettikleri laktik asit miktarlar1 arastirilmistir.
LAB izolasyonu i¢in peynir, sucuk ve kefir gibi dogal olarak LAB igeren gidalar segilmis olup; izole edilen
toplam 23 adet izolattan 22 adedinin kok, 1 adedinin ¢ubuk seklinde oldugu goézlenmistir. Antimikrobiyal

aktivite testlerine gore, Gram pozitif, Staphylococcus aureus (metisilin ve oksasilin direngli), Streptococcus

35



Bursa Uludag Universitesi Ziraat Fakiiltesi Dergisi Ozoglu & ark.

Journal of Agricultural Faculty of Bursa Uludag University Haziran/2022, 36(1)

mutans, Bacillus subtilis, Gram negatif, Escherichia coli, ve Salmonella Enteritidis patojenleri {izerinde
neredeyse tiim izolatlarin antagonistik etki sergiledigi tespit edilmis ve bu etki istatiksel olarak anlamli
bulunmustur (P<0.05). izolatlarin siipernatantlarmin test mikroorganizmalari {izerinde antimikrobiyal etki
gostermemesi nedeniyle; izolatlarin iirettigi antimikrobiyal metabolitin kaynaginin daha ¢ok laktik asit oldugu
diisliniilmiistiir. Bunun yaninda; izolatlarin laktik asit diizeyleri HPLC ydntemiyle incelendiginde; 0.13-5.52
mmol araliginda laktik asit iirettikleri belirlenmistir. Uretilen laktik asit miktar ile antimikrobiyal etki arasinda
genel olarak bir baglanti tespit edilmis olsa da laktik asit tiretimi belirlenemeyen izolatlarda da antimikrobiyal
etkinin gozlenmesi nedeniyle bu etkinin laktik asit yaninda diger organik asitlerden de kaynaklanabilecegi
sonucuna varilmigtir.

Calismada kullanilan izolatlarin tiir tahminleri ve identifikasyonlarinin biyokimyasal ve genetik olarak
yapilarak izolatlarin LAB olduklarinin kesinlestirilmesi ve laktik asit metabolizmalar1 ile iliskilendirme
yapilmasi, gelecekte yapilacak ¢alismalar i¢in gida giivenligi agisindan 6nem arz edecek ve gerekli olacaktir.

Ozet olarak; yapilan bu galigma ile LAB nin iiretmis olduklari laktik asit basta olmak iizere organik asitler ile

patojen mikroorganizmalar {izerinde antagonistik etki gosterdikleri ortaya konmus ve literatiir desteklenmistir.

Tesekkiir Bilgi Notu

Bu calismaya ait veriler EGA ve OO tarafindan toplanmustir. Calismaya ait laboratuvar analizleri MG ve OO
tarafindan, istatistik analizler ise OO tarafindan yapilmistir. Makale metni, SAO ve EGA’nin gézetiminde OO
tarafindan yazilmigtir. Calismada kullanilan patojen suslarin temininde sagladiklar1 destek igin Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyeleri Dog. Dr. Banu
KASKATEPE ve Dog. Dr. Miijjde ERYILMAZ’a tesekkiir ederiz. Bu ¢alismada elde edilen HPLC sonuglari;
Ankara Universitesi Bilimsel Arastirmalar Proje Koordinatorliigii 17H0415001 No’lu Projesi’nde de
kullanilmigtir. Ayn1 zamanda bu calismanin sonuglar1 Uludag Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii’ne sunulan
Oziim OZOGLU’nun yiiksek lisans tezinin bir kismini olusturmaktadir. Yapilan bu calisma etik kurul izni
gerektirmemektedir. Makale arastirma ve yayin etigine uygun olarak hazirlanmistir. Bu makaleyi hazirlayan
yazarlar, arastirmaya esit oranda katki saglamistir ve makale yazarlari, aralarinda herhangi bir ¢ikar catismasi

olmadigini beyan etmektedir.
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