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oz

Bu calismada Batt Karadeniz Bolgesi'nde, bes ilden toplanan, geleneksel yontemletle tiretilmis yogurtlardan
laktik asit bakterilerinin izolasyonu, tanimlanmasi, bazt starter kultir Ozelliklerinin  belitlenmesi
amaclanmistir. Suslarin tanimlanmast MALDI-TOF MS Biotyper sistemi ile gerceklestirilmistir. Izole edilen
84 izolattan 2’si Lactobacillus helveticus, 2’si Lactiplantibacillus plantarum, 3G Limosilactobacillus fermentum, 11
Enterococcus faecalis ve 76’st Lactobacillus delbrueckii olarak tanimlanmustir. Izolatlarin etitromisin, teikoplanin,
streptomisin, rifampisin, amfisilin, klindamisin, sefotaksim, kloramfenikol, tetrasiklin ve vankomisine karsi
duyarli, nalidiksik asit, siprofloksasin, ofloksasin, gentamisin ve trimethoptim siilfametoksazole karst direngli
olduklart tespit edilmistir. Izolatlarin Sahwonella Typhimurium ve E. w/i O157:H7’ye karst antimikrobiyal etki
gosterdigi ancak Bacillus cerens, Listeria monocytogenesve Staphylococcus anrens’a karst antimikrobiyal etkisinin diistik
oldugu tespit edilmistir. [zolatlardan 8’inin tirettigi asitligin %0.9 ve 0.95 arasinda oldugu bulunmustur. Ayrica
74 izolatin diasetil Gretimi gerceklestirdigi belirlenmistir. Starter olma potansiyeli yitksek 26 susun proteinaz
aktivitesi ve fajlara kars1 direng durumu incelenmistir. Suglardan 5’inin proteolitik aktivite gdstermedigi ve fa]
direnci testi sonuglarina gore izolatlardan 8 tanesi @709-X1 fajina karst duyarlt olup, 12 adet Lactobacillus
delbrueckii izolatinin ise calismada kullanidan 15 farklt bakteriyofaja karst direncli olduklart beliflenmistir.
Calisma sonugclarina gére izole edilen kiiltlirlerin incelenen Ozellikler agisindan starter kdltiir olarak
kullanilabilme potansiyeline sahip olduklart belitlenmistir.

Anahtar kelimeler: Laktik asit bakterileri, MALDI TOF MS, starter kiltur 6zellikleri

ISOLATION OF LACTIC ACID BACTERIA FROM TRADITIONAL YOGHURTS,
IDENTIFICATION BY MALDI TOF MS BIOTYPER SYSTEM AND DETERMINATION
OF SOME STARTER CULTURE PROPERTIES

ABSTRACT

In this study, it was aimed to isolate, identify, and determine some starter culture characteristics of
lactic acid bacteria from yoghurts produced by traditional methods, collected from five provinces in
the Western Black Sea Region. Identification of strains was performed with the MALDI-TOF MS
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Biotyper system. Of the 84 isolates isolated, 2 were identified as Lactobacillus helveticus, 2 as
Lactiplantibacillus plantarum, 3 as Limosilactobacillus fermentum, 1 as Enterococcus faecalis and 76 as
Lactobacillus delbrueckii. The isolates were found to be susceptible to erythromycin, teicoplanin,
streptomycin, rifampicin, ampicillin, clindamycin, cefotaxime, chloramphenicol, tetracycline, and
vancomycin, and resistant to nalidixic acid, ciprofloxacin, ofloxacin, gentamicin and trimethoprim
sulfamethoxazole. It was determined that the isolates showed antimicrobial activity against Sa/wonella
Typhimurium and E. ¢o/f O157:H7, but the antimicrobial effect was low against Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes and Staphylococcus anreus. The acidity produced by 8 of the isolates was found to be
between 0.9 and 0.95 %. In addition, it was determined that 74 isolates produced diacetyl. Proteinase
activity and resistance to phages of 26 strains with high starter potential were investigated. It was
determined that 5 of the strains did not show proteinase activity and according to the phage resistance
test results, 8 of the isolates were sensitive to ©709-X1 phage, and 12 Lactobacillus delbrneckii isolates
were resistant to 15 different bacteriophages used in the study. According to the results of the study,
it was determined that the isolated cultures have the potential to be used as a starter culture in terms

of the investigated characteristics.

Keywords: Lactic acid bacteria, MALDI TOF MS, starter culture properties

GIRIS

Starter  kiltirler, fermentasyon islemlerinin
verimliligini artirmak icin kullanidan, secilmis
mikrobiyal preparatlar olarak tanimlanmaktadir
(Vinicius  De Melo Pereira vd., 2020).
Fermantasyon kolayligt ve laktik asit bakterilerinin
(LAB) cesitli  fonksiyonel Ozellikleri, onlari
fermente gidalarin iretiminde uygun bir starter
kiltiir haline getirmektedir (Kavitake vd., 2018).
Bu bakteriler, organik asit, hidrojen peroksit,
bakteriyosin ve benzeri maddeler, postbiyotik
bilesikler dretmek suretiyle gidada bulunan
patojen ve bozucu mikroorganizmalara karst
antimikrobiyal etki g&stermektedirler (Moradi vd.,
2020; Chen vd., 2020). Laktik asit bakteriletinin
Urettifi aminoasit ve peptitler sayesinde fermente
ettigi trtine duyusal 6zellikler kazandirmasi, yine
aynt sekilde drettikleri cesitli polisakkarit veya
glikanlar sayesinde triiniin dokusunda iyilestirici
etkisinin  olmast, Urlinin besinsel degerini
artirmasi ve Urinin raf émrint uzatmast gibi
Ozellikleri laktik asit bakterilerinin starter kaltir
olarak kullanimini cazip hale getirmektedir
(Canon vd., 2020).

Starter kilttir olarak kullanilacak bakterilerin kesin
tanisinin - yapilmis  olmast  ve  endistriyel
Ozelliklerinin - dogru bir sekilde belirlenmesi
gerekmektedir. Laktik asit bakterilerinin starter
kiltur  olarak  kullanidabilmeleri  konusunda
belirleyici olan endistriyel 6zellikler; laktik asit
uretimi, proteolitik aktivite, aroma maddeleri
dretimi, antimikrobiyal aktivite ve bakteriyofaj

direnglilik gibi 6zellikleridir (Demirgiil ve Sagdig,
2017; Aydin ve Cakir, 2022). Laktik asit
bakterilerinin laktozu fermente ederek laktik asit
olusturmalart en O6nemli Ozelliklerinden biridir.
Laktik asit ortam pH’mi disiirerek ortamda
istenmeyen mikroorganizmalarin gelisimini inhibe
eder. Ayrica asit tiretimini 6nemli kilan bir diger
Ozellik ise pH disistine baglt olarak proteinlerin
koagtile olmast yani siitin pihtilasarak yogurt
olusum mekanizmasinin temelini olusturmasidir.
Ancak fermentasyon sirasinda yavas gelisen asitlik
serum ayrilmast gibi kalite kusurlarina neden
olmaktadir (Shah, 2017; Uzunsoy, 2018). Laktik
asit bakterileri yasamsal dongtleri igin gerekli olan
amino asitleri sentezleyemezler bu yiizden bu
aminoasitlerin eksojen kaynaklardan karsilanmasi
zorunludur. Laktik asit bakterileri, gelisimleri igin
ihtiyac duyduklart aminoasitleri, proteinaz ve
peptidaz enzimleri sayesinde ortamdan karsilarlar.
Boylece proteolitik aktivite ile bakterilerin
gelisimleri tesvik edilirken, protein pargalanma
driinleriyle tipik aroma ve tat olusumu gerceklesir.

Ancak yuksek proteolitik aktivite gOsteren
suslarin ~ yogurt  yapuminda  kullanilmasi
durumunda  yogurtta act  tat  olusumu

gozlemlenebilir (Kilic 2008). Starter kiltiirlerde
aranan en 6nemli 6zelliklerden birisi de suslarin
fajlara  karst direncli olmasidir. Kullanilacak
kiltiirlerden birinin bile ortamda bulunabilecek
faj veya fajlara duyarli olmasi, fermantasyonun
yavaglamasi veya durma noktasina gelmesi
demektir; dolayisiyla bu durum ciddi bir Grtin
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kaybi ve ekonomik zarar anlamina gelmektedir
(Acar Soykut ve Tunail, 2009).

Laktik asit bakterilerinin starter kultir olarak
kullanilabilmeleti konusunda bircok calisma
yapilmustir (Bratuli¢ vd., 2021; Celik vd., 2021;
Islam vd., 2021; Kili¢ vd., 2022). Pourahmad ve
Assadi  (2007), geleneksel starter kiltiirlerin
kullanimini amacladiklart calismada izole ettikleri
Lactobacillus bulgariens ve Streptococcus thermophilus
suslart ile yogurt iiretimi saglamislardir. Uretim
sonrast yogurtlarin kimyasal, mikrobiyal ve
organoleptik 6zelliklerini incelemisler ve yogurt
tretiminde geleneksel starter kiltiirlerin yeterli
olabilecegini, bu kiltirlerin kullanilabilecegini ve

ulusal kaltir koleksiyonuna eklenebilecegini
belirtmislerdir. Akoglu vd., (2017) Mengen
peynitlerinden  izole  ettikleri  laktik  asit
bakterilerinin  asidifikasyon kapasitelerini  ve

proteolitik aktivitelerini incelemislerdir. En iyi
asidifikasyon ve proteolitik aktiviteye sahip
izolatlart starter kultiir olabilecek suslar olarak
isaretlemislerdit.

MALDI-TOF MS (Matris Destekli Lazer
Desorpsiyon Iyonizasyonu-Ugus Siiresi Kiitle
Spektrometresi) Biotyper, bir organizmanin
Ozgiin proteomik parmak izini belitlemek icin
kullanilan ve dakikalar icerisinde
mikroorganizmalarin spesifik ve giivenilir bir
sekilde tanimlanmasini saglayan bir sistemdir. Bu
sistem, c¢ok sayida geleneksel ve biyokimyasal
tanimlama yonteminin yerine ge¢mis ve DNA dizi
analizlerindeki birden fazla adim ve farklt
gereksinimlerinin - yikinid ortadan kaldirmigtir
(Akyar, 2011; Aydin ve Ardig, 2019; Bruker,
2019). MALDI-TOF MS Biotyper yonteminin
klasik yontemlere gbre en buyik avantajt, cok kisa
bir stirede tanimlama yapilabilmesidir. Bu teknik,
tanist  yapilacak  kdltir  i¢in  kullanilan
besiyetlerinden ~ ve  treme  kosullarindan
etkilenmeden calisabilmektedit. Ancak analiz icin
alinacak koloninin 48 saatten daha yash olmamasi
gerekmektedir.  Yash kiltir ile c¢alisilmast
durumunda, kiiltiirlerde meydana gelen ribozomal
proteinlerin parcalanmasina bagli olarak ayirt edici
pik sayist ve bu piklerin yogunlugu dismektedir
(Wieser vd., 2012). MALDI-TOF MS Biotyper
yontemi mikrobiyolojik tanimlama i¢in nispeten

yeni bir yontem oldugundan yanls tanimlama
yapilmast ya da tanimlama yapilamamasinin
nedeni genellikle veri tabaninda yeterli referans
spektrumlarinin bulunmamasidir. Veri tabaninin
glin gectikee gelismesi ile bu eksikligin giderilecegi
digtinilmektedir. MALDI-TOF MS Biotyper'in
tir bazinda dogru tanimlama oraninin %84.1 ile
%95.2 arasinda degistigi bildirilmistir (Yilmaz,
2014).

Ulkemizde bulunan fermente iiriin zenginliginden
faydalanmak ve starter kiltiir olarak kullanim
potansiyeli olan suslarin sayisint arttirmak, yerli
starter kultlr Gretim calismalatina ve mikrobiyal
gen kaynaklarimizin korunmasina katkt saglamak
amactyla bu ¢alisma gerceklestirilmistir. Arastirma
kapsaminda gelencksel olarak dretilmis olan
yogurt Orneklerinden laktik asit bakterilerinin
izolasyonu yapilmis, MALDI TOF MS Biotyper
sistemi ile tanilanan bu suslarin, bazt teknolojik

Ozellikleri  ve antibiyotik  direnclilikleri
belirlenmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Calismada Batt Karadeniz Bélgesi'nden (Bolu,
Bartin, Kastamonu, Karabik ve Zonguldak
illerinden) geleneksel yontemlerle manda ve inek
stti ile Gretilen yogurtlar temin edilmistir (Cizelge
1). Toplanan OSrnekler steril kaplarda sogutucu
hazne igerisinde laboratuvara getirilmis ve ayni
gln icerisinde izolasyon yapilincaya kadar 4°C’de
muhafaza edilmistir.

Izole edilen suslarin antimikrobiyal aktivitelerinin
belirlenmesi icin kullanilan indikator
mikroorganizmalar Bolu Abant Izzet Baysal
Universitesi Gida Miihendisligi Bolimii Gida
Mikrobiyolojisi Laboratuvari Kiltir
Koleksiyonundan temin edilmigtir. Arastirmada
Escherichia coli O157:H7 KUEN 1461 (Ankara
Universitesi Gida Miihendisligi Bolimi Kiiltiir
Koleksiyonu), Salmonella Typhimurium ATCC
13076, Listeria  monocytogenes  ATCC 7644,
Staphylococens anrens ATCC 6538 ve Bacillus cerens
RSKK709 tirtleri indikatér olarak kullantlmustir.
Suglarin  antibiyotiklere olan  duyatliliklarinin
Olctilmesi amactyla da cesitli antibiyotik diskleri
(Liofilchem, Ttalya) kullanilmustir. Calismada
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kullanilan antibiyotiklere ait bilgiler Cizelge 2’de
verilmistir.

Cizelge 1. Bakteri izolasyonu yapilan yogurt
Orneklerine ait bilgiler
Table 1. Information of yoghurt samples isolated from

bacteria
Orneklere Ait Bilgiler / Information of Samples
Alindig i/ Say1 /
Province Taken Kaynak / Source Numiber
Bartin Manda yogurdu 15
Bolu Manda y:ogurdu 15
Inek yogurdu 10
Karabuk Manda yogurdu 15
Kastamonu Manda yogurdu 10
Zonguldak Manda yogurdu 10

Cizelge 2. Calismada kullanilan antibiyotik diskleri
Table 2. Antibiotic discs used in study
Antibiyotik / Antibiotic

Konsantrasyonu /

Adt / Nawse Concentration
(pg/disk)

Eritromisin (E) 15
Trimetoprim (TM) 5
Nalidiksik Asit (NA) 30
Siprofloksasin (CIP) 5
Teikoplanin (TEC) 30
Streptomisin (S) 300
Rifampisin (RD) 5
Ampisilin (AMP) 10
Sefotaksim (CTX) 30
Ofloksasin (OFX) 5
Klindamisin (CD) 2
Kloramfenikol (C) 30
Tetrasiklin (TE) 30
Trimetoprim 25
stilfametoksazol (SXT)
Gentamisin (CN) 10
Vankomisin (VA) 5

Metot

Laktik asit  bakterilerinin  izolasyonu,

fenotipik, biyokimyasal ve molekiiler

tanumlanmasi

Laboratuvara getirilen yogurt numunelerinden 10
g almarak 90 mL. MRD (Maximum Recovery
Diluent) ortaminda homojenize edilmis sonra

aynt ortamda 10¢ desimale kadar seyreltme
yapilmistir. Her bir seyreltiden 2 paralel olacak
sekilde 0.1 mL alinarak MRS Agar ve M17 Agara
yayma kiltiir yontemi ile ekim yapilmistir. MRS
Agar Petrileri 37°C’de, M17 Agar Petrileri ise
42°C’de 48-72 saat inkibe edildikten sonta
Petrilerde gelisen farkli tipteki koloniler segilmis,
MRS Broth ve M17 Broth besiyeri ortamlarinda
gelistirilerek ~ saflik  kontrolleri  yapilmistir.
Kiltirler, %20 steril gliserol ortaminda stoga
alinarak -18°C’de muhafaza edilmistir (Randazzo
vd., 2004; Somashekaraiah vd., 2019).

Izolatlarin morfolojik, fenotipik ve biyokimyasal
Ozelliklerini tanimlamak amactyla Gram boyama,
katalaz reaksiyonu (Temiz, 1996), glukozdan gaz
olusturma  (Randazzo vd., 2004), farklt
sicakliklarda (10°, 15° ve 45°C) gelisme, farklt tuz
konsantrasyonlarinda (%2, %4 ve %06.5 NaCl)
gelisme ve farkhh pH’larda (pH 3.5 ve pH 9)
gelisme testleri yapdmistir (Hugas, 1998; Yiice,
2017).

Izolatlarin ~ molekiller  diizeyde  tanilarinin
yapilabilmesi i¢in MALDI-TOF MS Biotyper
sistemi  (Bruker, Almanya)  kullanidmistir.
Tanimlama islemi Bolu Abant Izzet Baysal
Universitesi, Bilimsel Endiistriyel ve Teknolojik
Uygulama ve Arastirma Merkezinde hizmet alimi
yoluyla  gerceklestirilmistir. ~ Mikroorganizma
tanusinda direkt transfer yontemi kullanilmustir.
Bu yontem Petride gelistirilen kualtirtn direkt
olarak cihaza ait tabla tizerinde isaretleri bolgelere
aktarilmasi  ve kultirin lazer 1sinlarindan
korunmast i¢in matriks ile kaplanmasi seklindedir.
Matriks olarak her bir kultir 1 pl. HCCA (x-
siyano-4- hidroksisinnamik asit) ile kaplanmistir
ve oda sicakliginda kurumasi beklenmistir. Daha
sonra tabla cihaza verilerek sonu¢ alma islemi
gerceklestirilmistir (Aydin ve Ardic, 2019; Aydin
vd., 2020).

Izolatlarin

belirlenmesi
Izole edilen laktik asit bakterilerinin antibiyotik
direnclerinin  6l¢iimi  amactyla Charteris  vd.,
(1998) tarafindan 6nerilen disk diftizyon yéntemi
kullanilmugtir.  Mikroorganizmalarin  antibiyotik
diren¢ Ozelliklerinin belitlenmesi amaciyla stvi

antibiyotik  direngliliklerinin
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besiyerinde gelistirilmis, 18-24 saatlik aktif LAB
kiltirlerinden steril eklivyonla alinan kiltir,
aseptik kosullarda MRS ve M17 Agar ylzeyine
tim yiizeyi kapatacak sekilde yayilmigtir. Daha
sonra antibiyotik diskleri, bir Petriye 6 antibiyotik
diski gelecek sekilde disk dagitict (Liofilchem,
Italya) ile yerlestirilmistic ve Petriler diiz bir

sekilde  inklbatére  konularak,  indikator
mikroorganizmanin gelisebilecegi uygun
sicakliklarda inkiibasyona birakilmustir.

Inkiibasyon sonucu disklerin etrafinda olusan
zonlar mm olarak Olctilmistir (Cheesbrough,
2002).

Izolatlarin yiizde asitlik ve asidifikasyon
6zelliklerinin belirlenmesi

Izole edilen laktik asit bakterilerinin Yoasit tiretim
miktarlarint belirlemek amaciyla 18 saatlik aktif
kiltirlerden 0.1 mL alinarak 10 mL yagsiz sit
tozu besiyerine ilave edilmis ve 37°Cde
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyona birakilan
orneklerden steril bir sekilde 6. ve 24. saat
sonunda 2 ml alinarak 1-2 damla fenol fitalein
damlatilmis ve 0.1 N NaOH ile titre edilmistir.
Titrasyonda harcanan NaOH miktarina gore
tretilen asitlik belitflenmis ve %laktik asit miktart
olarak verilmistir (Kirmact, 2010; Tortum, 2018).

Izolatlarin asidifikasyon kapasitesi, pH degerinin
zaman  i¢indeki  degisiminin = Slgimi  ile
belitlenmistir. Bu amagla 18 saatlik aktif
kiltiirlerden 10 mL yagsiz siit tozu besiyerine 0.1
ml ilave edilerek inkiibasyona birakilmustir.
Inkiibasyona birakilan kiiltiirlerden 6. ve 24. saat
sonunda 2’ser mL Ornek alinarak pH metre ile
pH’lart Slcilmistiir ve sonuglar ApH olarak
verilmistir (Ertirkmen ve Oner, 2015; Ribeiro
vd., 2021).

Izolatlarin proteinaz aktivitesinin kalitatif
belirlenmesi
Proteinaz testi i¢cin 1 g yagsiz stt tozu ve 1.5 g

agaroz 100 mL  distile su igerisinde
¢ozindurilmis ve mikrodalgada kaynatilarak
besiyeri  hazirlanmistir.  Hazirlanan  besiyeri

Petrilere dokilmis ve her bir Petriye 6 6rnek
konulacak sekilde Petri kaplart alttan ¢izilmistir.
Ekim amaciyla her bakteri kiiltirinden 10 pL
damlatilmis ve kurumasi beklendikten sonra

Petriler 37°C’de 5 saat inkiibasyona birakilmisg
ardindan Petrilerde olusan zon ¢aplart mm olarak
Slcilmustir (Fox, 1989).

Izolatlarin aktivitelerinin
belirlenmesi

Izolatlarin antimikrobiyal aktivite testleri agar
ylzeyine nokta ekim yontemi ile yapilmistir. Bu
amagla 6nce MRS Agar ylzeyine aktif
kultirlerden yaklasik 1-2 plL olacak sekilde nokta
ekim yapilmis ve inktbatérde uygun sicaklikta 24
saat gelismeleri saglanmistir.  Antimikrobiyal
aktivite testinde kullanilan patojenler (E. /i
O157:H7 KUEN 1461, §. Typhimurium ATCC
13076, Lb. monocytogenes ATCC 7644, S. aurens
ATCC 6538 ve B. cerens RSKK709) ise Tryptic Soy
Broth (T'SB) besiyerinde gelistirilmistir. Izolatlarin
gelismelerinin - ardindan 5 mlL Tryptic Soy
Yumusak Agar (%0.7 agar iceren) besiyerine 100
uL aktif patojenlerden ilave edilerek karistirilmas
ve gelismis olan izolatlarin tzerine Petri ylizeyini
kaplayacak sekilde doktlmistir. Daha sonra
Petriler patojenlerin gelismesine uygun olan
37°C’ye birakilmis ve gelismeleri saglanmistir.
Ardindan olusan zon c¢aplari mm olarak
Olgtilmistir (Fleming vd., 1975).

antimikrobiyal

Izolatlarin diasetil olugturmalarinin kalitatif
belirlenmesi

Izolatlarin  sitratt metabolize ederek diasetil
olusturup olusturmadiklarini incelemek amactyla
18-24 saatlik aktif kiiltiirler 5’er mL steril yagsiz
slt tozu besiyeri iceren tiiplere inokile edilmis ve
30°C’de 24 saat inktbasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonucu tiiplerden 1’er ml. alinarak
tizetlerine 0.5 mL a-Naftol (%1 w/v) ¢Ozeltisi ve
KOH (%16 w/v) ilave edilmis ve 30°C’de 1
dakika inkiibe edildikten sonra besiyeri yiizeyinde
kirmizt renkte halka olusumu diasetil tretimi
olarak degerlendirilmistir (Franciosi vd., 2009).

Izolatlarin  bakteriyofajlara karsi  direng
ozelliklerinin belirlenmesi

Izolatlarin  faj  direngliliklerinin  belirlenmesi
amactyla,  arastirmacilarin = daha  6nceki

calismalarindan izole ettikleri ve Bolu Abant 1zzet
Baysal Universitesi Gida Miihendisligi Kiiltiir
Koleksiyonunda bulunan fajlar kullanilmustur.
Izolatlara karsi restriksiyon fragment uzunluk
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polimorfizmi (RFLP), yapisal protein sablonlart
ve konakel spektrumlarina gore siniflandirilan 15
tarklt L. delbrueckii subps. bulgaricns faji kullanil-
musttr (Acar Soykut ve Tunail, 2014).

Izolatlarin fajlara karst duyarl olup olmadiklarini
belirlemek icin cift tabaka agar yontemi (Acar
Soykut, 2007) kullandmistir. Bu amagcla logaritmik
fazda olan bakteri, 3 ml yumugak agar ile
kanstirilarak  6nceden dokilmiis agar plaklar
tzerine yaylmustir. Daha sonra titresi 108 -10°
pfu/mL olan fajlar katilagan agar yiizeyinde
isaretlenmis bolgelere 10°ar pl. olacak sekilde
damlatilmistir. Inkiibasyon sonrasi isaretlenen
bolgelerde plak olusumu varligt izolatin o
bélgedeki faja duyarh oldugunu gdstermistir.

BULGULAR VE TARTISMA

Izolatlarin  fenotipik, biyokimyasal ve
MALDI-TOF MS Biotyper tan1 sonuglar1
Calismada Bati Karadeniz’in 5 farkli ilinden
geleneksel olarak tretilmis 75 adet inck ve manda
yogurdu 6rneginden segici besiyeri kullaniarak
M17 ve MRS), Gram boyama ve katalaz
reaksiyonu sonuglarina gére muhtemel laktik asit
bakterileri izole edilmistir. Gram pozitif ve katalaz
negatif 6zellik gbsteren 84 adet muhtemel izolatin
82 tanesi glukozdan gaz olusturma yeteneklerine
gbre homofermantatif 6zellikte bulunmustur.
Izolatlardan 1. delbrueckii 7.4-3 haric digerlerinin
45°Cde iyi gelistigi ancak 10-15°C gibi disik
sicakliklarda gelisimin  zayifladig1, dolayistyla
termofil karakterde olduklart belitlenmistir.
Izolatlarin  farkli tuz  konsantrasyonlarinda
gelisimlerine  bakildiginda  ise %2  NaCl
konsantrasyonunda tim izolatlarin gelisebildigi;
%4 NaCl kontsantrasyonunda ise 7 izolattn (L&.
delbrueckii P2, P3-3, P4, Y15, Z1, Z4-3, Brl7-2)
gelisebildigi; %6 NaCl kontsantrasyonunda ise
yalnizca 5 izolatin (L. delbrueckii P2, P4, Y15, 71,
74-3) gelisebildigi gorilmiistiir. 1zolatlarin farkls
pH degetlerinde gelismelerine bakildiginda 4
izolat (Br17-2, Y1, P1, Z3-3) hari¢ tim izolatlarin
pH 9’da gelisme g6sterdigi, buna karsin pH 3.5te
ise yalnizea 6 izolatn (P3, P3-3, C2, C3, C4, E2)
zayif gelisme gOsterdigi, geri kalan izolatlarin ise
gelisme gostermedikleri belirlenmistir. Enterokok
tirlerinin ylksek tuz (%06.5) ve yiksek pH (9.6)
degerlerinde gelisebildikleri bilinmektedir

(Salminen ve Von Wright, 2000). Bu durumda %06
NaCl kontsantrasyonunda gelisebilen P2, P4,
Y15, Z1, Z4-3 izolatlart Enterococens olabilecedi
dusuntlmustir. Ancak MALDI-TOF sonuclarina
gore izolatlarinin hepsi Lb.  delbrueckii  olarak
tanimlanmustir.

Fenotipik ve biyokimyasal karakterizasyonu
gerceklestirilen suglarin tanistnin  yapilabilmesi
amactyla. MALDI TOF MS Biotyper sistemi
kullantlmigtir. MALDI TOF MS Biotyper tant
sonuglarina gére izole edilen 84 izolattan 2 tanesi
Lb. helveticus, 2 tanesi Lb. plantarum, 3 tanesi Lb.
Sfermentum, 1 tanesi E. faecalis ve 76 tanesi Lb.
delbrneckii  olarak  tanimlanmustir.  Izolatlarin
toplanan 6rneklere gére dagilimi Sekil 1’de
verilmistir.

Bu sonuglara gore izolatlarin yaklasik %90’1nin
Lb. delbrueckii oldugu tespit edilmistir. Yogurdun
olusum mekanizmasinda kullanilan startetlerin
faaliyetleri g6z 6ninde bulundurulacak olursa
fermantasyonun ilk asamalarinda S. zhermophilus
ortama hakim iken olusan fazla serbest amino asit
ve laktik asidin etkisiyle S. zhermophilusun tGremesi
yavaslamaktadir. Ortamda bulunan formik asit ve
karbondioksitin etkisiyle L4, bulgaricns iremesinin
hizlandigi  ve  fermantasyonun  ilerleyen
asamasinda yiksek asit toleranslart ile baskin
duruma gectigi bilinmektedir (Tekinsen, 2005;
Shah, 2017). Farkli olarak Gezging (2010),
Turkiye'nin ~ farkll  yOrelerinden  topladig
geleneksel  yontemlerle  yapidmis  yogurt
orneklerinden 115 adet S. thermophilus ve 35 adet
Lb. bulgaricus tirt izole etmistir. Bu farkliligin
tretilen yogurtlarin fermentasyon siirelerinden
kaynaklanabilecegi  dustinilmektedir. Tavsanl
(2015), yaptiklart calismada bitki, yagmur suyu ve
¢iy damlalarini kullanarak tiretmis oldugu yogurt
orneklerinden  laktik  asit  bakterilerinin
izolasyonunu  gerceklestirmistir.  Arastirma
sonucuna gbre geleneksel vyollarla retilmis
yogurtlardan MALDI-TOF yontemi ile 27 adet
Lb. delbrueckii ve 42 adet S. thermophilus susu
tanimlanmustir. Bu suglarin diginda ayrica 19 adet
Lb. fermentum, 5 adet Pediococcus acidilactici, 3 adet
Lb. plantarum, 3 E. faecinm, 1 adet Lb. casez, 1 adet
Lb. acidophilus sugu tanimlanmistir. Calismamizda
tanist yapilan suslardan Lb. delbrueckii Z4-3in



LAB izolasyonu, MALDI TOF MS tanisi ve starter kultir ozellikleri

MALDI TOF MS Biotyper sonucu Sekil 2’de

verilmistir.
35
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5
Bartin Bolu (i) Bolu(m) Kastamonu Karabiik Zonguldak
u Lactobacillus delbrueckii
m Limosilactobacillus fermentum
Lactiplantibacillus plantarum
Lactobacillus helveticus
® Enterococcus faecalis
(I) Inek siitii ile yapilmis yogurtlar, (M): Manda siitii ile yapilmis yogurtlar
(D: Yogurts made with cow's milk, (M): Yogurts made with buffalo milk
Sekil 1. Izolatlarin 6rnek toplanan illere gére dagilimi
Figure 1. Distribution of isolates according to the provinces where samples were collected
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Sekil 2. Lb. delbrueckii Z4-3 susunun MALDI TOF-MS Biotyper sonucu
Figure 2. MAILDI TOF-MS Biotyper result of Lb. delbrueckii Z4-3 strain

mle (10°3)
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Kiltiirlerin tanimlanmasinda kullanilan MALDI-
TOF MS Biotyper yontemi, O6zellikle izolat
sayistnin ¢ok fazla oldugu calismalarda hizli ve
yiksek gtivenilirlikte sonuc¢ vermesi agisindan
oldukea etkindir. Ancak tanimlama kapasitesinin
veri tabaninda bulunan mikroorganizma sayist ve
cesitliligine bagli olmasi, alt tirler arasindaki
farkliliklart ortaya koymada bazen yetersiz kalmasi
gibi  nedenlerle  sonuglarin  dogrulugunun

molekiiler genetik calismalart ile de desteklenmesi
gerektigi g6z ardi edilmemelidir.

Izolatlarin antibiyotik duyarliliklart

Izolatlarin antibiyotiklere karsi olusturduklart zon
caplart ve antibiyotik duyarlliklars Charteris vd.,
(1998) tarafindan kullanilan yontem esas alinarak
gerceklestirilmistir (Cizelge 3).

Cizelge 3. Izolatlarin antibiyotik duyarliliklari
Table 3. Antibiotic susceptibility of isolates

Zon Capt (mm)

Antibiyotik / Antibiotic Direncli / Orta Duzeyde Duyatl / Duyatli / Sensitive
Resistance (R) Moderately susceptible (MS) S)
Eritromisin <13 14-18 =19
Trimethoprim =1 12-14 =15
Nalidiksik asit <13 14-17 > 18
Siprofloksasin <13 14-18 =19
Teikoplanin <10 11-13 =14
Streptomisin <11 12-14 =15
Rifampisin <14 15-17 > 18
Ampisilin <12 13-15 =16
Sefotaksim <10 11-15 =16
Ofloksasin <14 15-17 > 18
Klindamisin <14 15-20 > 21
Kloramfenikol <13 14-17 > 18
Tetrasiklin <14 15-18 >19
Lnmetoprim <11 12-14 > 15
stlfametoksazol
Gentamisin <12 - =13
Vankomisin <14 15-16 =17
Antibiyotiklerin  bilingsizce kullanimi  patojen  trimetoprim  siilfametoksazol (72 adet) ve
bakterilerde antibiyotik direncliligine = sebep gentamisin (57 adet) antibiyotiklerine karst
olmakta ve bu durum bulasict hastaliklari tedavi direncli oldugu tespit edilmistir. Izolatlarin

etmek icin kullanilan ajanlarin etkinligini tehlikeye
atmaktadir. Bununla birlikte, son zamanlarda
bir¢ok arastirmact, laktik asit bakterilerinin, insan
patojenlerinde bulunanlara benzer antibiyotik
diren¢ genlerinin rezervuart olarak hareket
edebilecegini 6ne surmistir. Bu bakterilerle
iliskili ana tehdit, diren¢ genlerini patojenik
bakterilere aktarabilmeleridir (Bartkiene vd., 2020;
de Amorim Trindade vd., 2022). Izolatlarin
antibiyotik duyarliliklart Sekil 3’te verilmistir.

Bu calismada izolatlarin nalidiksik asit (83 adet),
siproflaksasin (83 adet), oflaksasin (81 adet)

duyarliliklarina bakildiginda eritromisin (82 adet),
teikoplanin (81 adet), rifampisin (81 adet),
sefotaksim (75 adet), kloramfenikol (79 adet),
tetrasiklin (81 adet) ve vankomisin (79 adet)
antibiyotiklerine karst duyarliigin streptomisin
(56 adet), amfisilin (65 adet), klindamisin (68 adet)
antibiyotiklerinden daha fazla oldugu
gorilmektedir.

Hoxha vd., (2022) fermente gidalardan izole
ettikleri laktik asit bakterilerinin  tamaminin
siproflaksasine  direngli  oldugunu  rapor
etmislerdir. Campedelli vd., (2019) yaptiklart
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calismada Lactobacillus cinsi 197 susun antibiyotik
duyarliliklarini - fenotipik ve genotipik olarak
belirlemistir. Bu ¢alisma sonuglarina gére Lb.
delbruecksi  suglarinin - %92’sinin  vankomisine
duyarli oldugu tespit edilmis olup, bu bulgular

gostermektedir. Calisma sonuglarimizdan farkls
olarak Gad vd., (2014) ise izole ettikleri
Lactobacillus suslarinin vankomisin ve
streptomisine karst olduk¢a direncli olduklarini
belirtmislerdir.

calismamizda elde edilen sonuclara benzerlik

90
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Antibiyotiklere karsi izolatlarin duyarhilhik durumlar: /
Susceptibility status of isolates to antibiotics
(R: Direngli / Resistance; MS: Orta diizeyde duyarli/ Moderately susceptible ;S: Duyarli / Sensitive)

Sekil 3. Izolatlarin antibiyotik duyarliliklart
Figure 3. Antibiotic susceptibility of isolates

Antibiyotik duyarlilik sonuglarina  goére Lb. susunun timinin calismamizdan farkli olarak

plantarnm  suglarindan  biri  vankomisine karsi
direncli iken digeri duyarh bulunmustur.
Literatiirde yapilan ¢alismalar incelendiginde L.
plantarupion - vankomisine  direncli  oldugunu
gOsteren calismalar bulunmaktadir (Park ve Lim,

2015,  Guo vd., 2017). Enterokoklarin
streptomisin, tetrasiklin, gentamisin, vankomisin,
eritromisin,  kloramfenikol  antibiyotiklerine

kazanilmis diren¢ gelistirebildikleri bilinmektedir
(Karaalioglu, 2019). Calismamizda izole edilen E.

Sfaecalis  B10-2  eritromisin,  kloramfenikol,

tetrasiklin ve vankomisine duyarli; streptomisin,
gentamisin  antibiyotiklerine  ise  direncli
bulunmustur.

Alameri vd., (2022) taze sebzelerden izole ettikleri
tim laktik asit bakterilerinin sonuclarimizdan
farklt olarak vankomisine direncli oldugunu tespit
etmislerdir. Yine baska bir calismada sofralik
zeytinlerden izole edilen 15 laktik asit bakterisi

eritromisin ve tetrasikline kars1 bir direngli oldugu

bulunmustur (Bl Issaoui  vd,  2020).
Calismalardaki  farkli  duyarlilik  sonuglarinin
izolatlarin  farkli  plazmit  profillerinden

kaynaklanmis olabilecegi diisintlmistir.

Izolatlarin yiizde asitlik ve asidifikasyon
aktiviteleri

Asitlik, 6zellikle siit endistrisinde 6nemli bir
parametredir. Laktik asit bakterileri, laktozu
fermente ederek laktik asit olusturmakta ve ortam
pHinin diigsmesine neden olmaktadir. Asitlik
gelisimi LAB gelisimini de etkilemekte, dolay1siyla
gidanin  yap:, tat ve aroma Ozelliklerini
degistirebilmektedir (Aydin ve Cakir, 2022).
Ayrica fermantasyon sirasinda yavas gelisen
asitlik, serum ayrilmast gibi kalite kusutlarina
neden olmakla birlikte, fermantasyon stresinin
uzamast da ekonomik kayiplara yol agmaktadir
(Uzunsoy, 2018). Yogurdun olusum
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mekanizmasinda asitlik pH 5.1 degerinde iken
kazein proteinlerinde agregasyon baglamakta ve
pH 4.6-47 dizeyinde tamamlanmaktadir
(Demitci ve Ocak, 2020). Dolayistyla izole edilen
suslarin zamana bagh pH degisiminin belirtilen
dizeyde olmast gerekmektedir. Calismada

kullanilan izolatlarin zamana baglt pH degisimleri
ve urettikleri yizde asit miktart Cizelge 4’te
verilmistir.

Cizelge 4. Izolatlarin yiizde laktik asitlik ve asidifikasyon sonuglari
Table 4. Percent lactic acidity and acidification results of isolates

pH Degeri / pH VValne ApH Laktik Asit Uretimi /
Izolat Adi / Isolate Name 6 ApH 6 = ApH 24 Lactic Acid Production
.sa 24. sa

sa sa (%)
Lb. helveticus Al 6.40 3.96 1.10 3.54 1.71
Lb. helveticus A2 5.59 4.02 1.91 3.48 1.30
Lb. delbrueckii P1 5.76 4.10 1.74 3.40 1.17
Lb. plantarum P2 6.52 5.79 0.98 1.71 0.18
Lb. delbrueckii P3 5.68 4.09 1.82 3.41 0.90
Lb. delbrueckii P3-2 5.84 4.10 1.66 3.40 1.17
Lb. delbrueckii P3-3 6.00 4.10 1.50 3.40 0.94
Lb. plantarum P4 6.61 6.18 0.89 1.32 0.13
Lb. delbrueckii C1 6.51 4.44 0.99 3.06 0.99
Lb. delbrueckii C2 6.88 4.24 0.62 3.26 0.90
Lb. delbrueckii C3 6.93 5.69 0.57 1.81 0.45
Lb. delbrueckii C4 7.28 4.21 022 3.29 1.08
Lb. delbrueckii D1 6.85 6.20 0.65 1.30 0.04
Lb. delbrueckii D2 6.71 4.38 0.79 3.12 0.76
Lb. delbrueckii D3 6.41 4.4 1.09 3.10 0.90
Lb. delbrueckii D4 6.46 4.58 1.04 2.92 0.81
Lb. delbrueckii D5 6.22 4.22 1.28 3.28 0.81
Lb. delbrueckii E2 6.74 4.93 0.76 2.57 0.58
Lb. delbrueckii E2-2 5.81 4.15 1.69 3.35 0.92
Lb. delbrueckii E3 5.54 4.10 1.96 3.40 0.90
Lb. delbrueckii E4 6.06 4.15 1.44 3.35 0.94
Lb. delbrueckii E5 6.36 4.24 1.14 3.26 0.85
Lb. delbrueckii F3 6.73 4.39 0.77 3.11 0.90
Lb. delbrueckii F5 6.27 4.21 1.23 3.29 1.03
Lb. delbrueckii F6 6.67 4.52 0.83 2.98 0.90
Lb. delbrueckii B4 6.56 4.95 0.94 2.55 0.49
Lb. delbrueckii B6 6.18 4.31 1.32 3.19 0.81
Lb. delbrueckii B7 6.50 4.28 1.00 3.22 0.85
Lb. delbrueckii B8 6.78 4.57 0.72 2.93 0.81
Lb. delbrueckii B9 6.75 4.64 0.75 2.86 0.67
Lb. delbrueckii B9-2 6.33 4.66 1.17 2.84 0.81
E. faecalis B10-2 6.86 4.50 0.64 3.00 0.85
Lb. delbrueckii B10-3 6.63 4.75 0.87 2.75 0.90
Lb. delbrueckii B11-2 6.82 4.87 0.68 2.63 0.63
Lb. delbrueckii B12 6.48 4.22 1.02 3.28 0.90
Lb. delbrueckii B14 6.79 4.39 0.71 3.11 0.85
Lb. fermentum B15-2 6.50 4.40 1.00 3.10 0.81
Tzolat Ad1 / Isolate Name pH Degeti / pH Valne ApH
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Laktik Asit Uretimi /

6. sa 24. sa ApH 6 | ApH 24 Lactic Acid Production

sa sa )
Lb. delbrueckii Y1 6.77 4.93 0.73 2.57 0.54
Lb. delbrueckii Y1-2 6.08 4.68 1.42 2.82 0.54
Lb. delbrueckii Y2 6.71 4.60 0.79 2.90 0.76
Lb. delbrueckii Y3-2 6.62 5.93 0.82 1.57 0.27
Lb. delbrueckii Y5 6.54 5.22 0.96 2.28 0.27
Lb. fermentum Y15 6.62 6.16 0.88 1.34 0.18
Lb. fermentum 7.1 6.55 4.48 0.95 3.02 0.90
Lb. delbrueckii 7.3-3 6.79 4.88 0.71 2.62 0.63
Lb. delbrueckii 7.4 6.81 4.72 0.69 2.78 0.58
Lb. delbrueckii 7.4-3 6.95 4.50 0.55 3.00 0.81
Lb. delbrueckii 7.5 6.36 5.76 1.14 1.74 0.22
Lb. delbrueckii 7.5-2 6.28 5.42 1.22 2.08 0.27
Lb. delbrueckii 7.5-3 6.51 4.92 0.99 2.58 0.54
Lb. delbrueckii 7.5-4 6.21 5.35 1.29 2.15 0.31
Lb. delbrueckii 7.6 6.54 4.68 0.96 2.82 0.81
Lb. delbrueckii 7.6-2 6.73 4.75 0.77 2.75 0.40
Lb. delbrueckii 7.6-3 6.22 4.61 1.28 2.89 0.58
Lb. delbrueckii 7.6-4 6.18 4.56 1.32 2.94 0.67
Lb. delbrueckii 7.7 6.76 5.62 0.74 1.88 0.31
Lb. delbrueckii 7.8 6.63 4.80 0.87 2.70 0.67
Lb. delbrueckii 7.8-2 6.69 4.71 0.81 2.79 0.54
Lb. delbrueckii Brl 6.45 4.81 1.05 2.69 0.45
Lb. delbrueckii B+1-2 6.14 4.88 1.36 2.62 0.27
Lb. delbrueckii Br6 6.73 5.81 0.77 1.69 0.18
Lb. delbrueckii Bt7-2 6.38 4.59 1.12 291 0.40
Lb. delbrueckii Be11 6.40 4.68 1.10 2.82 0.72
Lb. delbrueckii Br12 6.45 5.07 1.05 2.43 0.58
Lb. delbrueckii Br12-2 6.83 5.15 0.67 2.35 0.40
Lb. delbrueckii Br15 6.75 4.62 0.75 2.88 0.76
Lb. delbrueckii Br17 6.23 4.50 1.27 3.00 0.54
Lb. delbrueckii Br17-2 6.59 4.63 0.91 2.87 0.81
Lb. delbrueckii Br17-3 6.03 4.52 1.47 2.98 0.58
Lb. delbrueckii Br18-2 6.38 4.78 1.12 2.72 0.40
Lb. delbrueckii Br22 6.71 5.19 0.79 2.31 0.36
Lb. delbrueckii Br22-2 6.82 5.03 0.68 2.47 0.54
Lb. delbrueckii Be22-3 6.47 4.35 1.03 3.15 0.72
Lb. delbrueckii Br23 6.08 4.60 1.42 2.90 0.36
Lb. delbrueckii Br23-2 6.53 4.54 0.97 2.96 0.72
Lb. delbrueckii Br25 6.47 4.69 1.03 2.81 0.63
Lb. delbrueckii Be25-2 6.48 4.82 1.02 2.68 0.54
Lb. delbrueckii Br25-3 6.78 4.65 0.72 2.85 0.58
Lb. delbrueckii Br26 5.95 4.45 1.55 3.05 0.54
Lb. delbrueckii Br29 6.43 4.98 1.07 2.52 0.49
Lb. delbrueckii Br29-2 6.25 4.61 1.25 2.89 0.72
Lb. delbrueckii Ks7 6.29 5.06 1.21 2.44 0.42
Lb. delbrueckii Ks9 6.70 4.73 0.80 2.77 0.72
Lb. delbrueckii Ks9-2 5.99 4.24 1.51 3.26 0.67
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Ertiirkmen ve Oner (2015), Beyaz peynirden izole
ettikleri ~ laktik  asit  bakterileri ile olan
calismalarinda ApH degetlerinde meydana gelen
degisimi 1’in altinda olanlar icin distik diizeyde, 1-
1.5 arasinda olanlar i¢in orta dizeyde, 1.5ten
yuksek olanlar suslar icin ise yitksek diizeyde asit
treten suslar olarak tanimlamuslardir. Izolatlarin 6
saatlik pH degisimleri incelendiginde 9 izolatin
(Lb. helveticns A2, Lb. delbrneckii P1, Lb. delbrueckii
P3, Lb. delbrueckii P3-2, Lb. delbrueckii P3-3, Lb.
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o £

ApH< pH1

pH1<ApH< pH1.5

delbrueckii E2-2, Lb. delbrueckii B3, Lb. delbrueckii
B126, Lb. delbruneckii Ks9-2) yiksek dizeyde asit
trettigi tespit edilmistir. Calismamizda 24 saat
sonunda Lb. helveticus Al, pH 3.96 ile ortam
pH’sint en ¢ok dusiiren izolat olurken, LA
plantarum P4, pH 6.18 ile ortam pH’sini en az
diisiiren izolat olmustur. Izolatlarin 24 saat
sonunda %81’inin ortam pH’smt 5’in  altina

diigtirdigi tespit edilmistir (Sekil 4).

ApH (24s)

= ApH=> pH1.5

Sekil 4. Izolatlarin zamana bagh pH degisimi
Figure 4. Time dependent pH change of isolates

Benzer olarak Hoque vd., (2010) geleneksel olarak
tretilen iki farkli bélgeden alinmis yogurtlardan
izole ettikleri laktik asit bakterilerinin 24 saat
sonunda Ol¢tlen pH degerleri 5.09 ve 5.13 olarak
rapor etmistir. Yogurdun tiretiminde %00.9 asitlige
ulastlana kadar yaklastk 4 saat boyunca 42°C'de
inkiibasyon yoluyla fermente olmasina ve
pthtilasmasina izin verilmektedir (Shah, 2017).
Buna gére izolatlarimizdan 7 adet Lb. delbrueckii ve
1 adet Lb. fermentum susunun trettidi asitligin %0.9
ve 0.95 arasinda oldugu bulunmus olup, bu
Lactobacillus suglarinin asitlik dretimi acisindan
starter kiltir potansiyeli tasidigt tespit edilmistir.

Akoglu vd., (2017) Mengen peynitlerinden izole
ettikleri laktik asit bakterilerinin 6. saat ve 24. saat
sonundaki ApH degerlerinin laktobasillerde 0.11-
0.36 ve 0.7-2.35 arasinda degisim gOsterdigini
rapor etmislerdir. Benzer olarak Uzunsoy (2018)
geleneksel yontemlerle Uretilmis yogurtlardan
izole ettigi Lb. bulgaricus izolatlarindan 3 adedinin
cok giiclii asit iretme yetenegine sahip oldugunu

bulmustur. Nachi vd., (2019) ise ¢alismamuzdan
farklt olarak izole ettikleti Ib. plantarun’un yiksek
asit iretimi sagladigini bildirmislerdir.

Antimikrobiyal aktivite

Laktik  asit  bakterilerinin =~ sebep  oldugu
antimikrobiyal aktivite, pH'nin ve peptit olmayan
inhibitétlerin olusumu, antibakteriyel etkiye sahip
H>Os, organik asitler ve bakteriyosinlerden
kaynaklanmaktadir (Evten  vd, 2000).
Yogurtlardan izole edilen laktik asit bakterilerinin
gida patojenlerine karst olusturdugu inhibisyon
degerleri, inhibisyon capt smnir olarak 2 mm’ye
gére incelenip (Isleroglu vd., 2008) sonuglar
degerlendirildiginde  izolatlarin ~ %97’si  §.
Typhimurium’a, %76’s1 E. co/i O157:H7’ye karsi
antimikrobiyal aktivite gosterdigi, buna karsin
%76’ sinun Lb. monocytogenes'e, %073 untin B. cereus’a
ve %0681in ise S. aurens’a karst antimikrobiyal
aktivite gOstermedigi tespit edilmistir (Sekil 5).
Her bir izolatin test mikroorganizmalarina karst
olusturduklari zon ¢aplart Cizelge 5 verilmistir.
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Sekil 5. Tanimlanan tirlerin antimikrobiyal aktiviteleri
Figure 5. Antimicrobial activities of identified species

Gram negatif bakterilerin sahip oldugu hiicre
duvari, bakterileri antibiyotiklere ve
antimikrobiyallere kars1 Gram pozitif bakterilere
gore daha direncli hale getirmektedir. Laktik asit
bakterileri tarafindan uretilen laktik asit, asetik asit
ve bakteriyosinler Gram negatif bakteriler

tizerinde antibakteriyel etki gostermektedir. L.
plantarnm  tarafindan  iretilen benzoik  asit,
mevalonik asit ve diasetil gibi cesitli bilesiklerin
Gram negatif bakterilerin gelisimini inhibe ettigi
bilinmektedir (Dinger, 2007; Breijyeh vd., 2020).

Cizelge 5. Izolatlarin patojenlere karst olusturdugu inhibisyon zon gaplart (mm)
Table 5. Inhibition gone diameters of isolates against pathogens

Tzolat Ad1 / Isolate Name Lb.monocytogenes  S. Typhimurium B, cereus E. coli O15THT7 8. aurens
Lb. helveticns A1 9 () () > 5
Lb. helveticus A2 3 37 3 > 7
Lb. delbrueckii P1 9 47 3 > 6
Lb. plantarnm P2 12 4 18 > 7
Lb. delbrueckii P3 3 18 > 1
Lb. delbrueckii P3-2 4 > 5 31 5
Lb. delbrueckii P3-3 5 > 5 43 6
Lb. plantarnm P4 1 > 11 23 1
Lb. delbrueckii C1 ©) > () ©) ()
Lb. delbrueckii C2 2 > G 4 ()
Lb. delbrueckii C3 ©) > G 3 3
Lb. delbrueckii C4 ©) > G 6 5
Lb. delbrueckii D1 ©) 5 3 21 4
Lb. delbrueckii D2 ©) 5 G 7 ()
Lb. delbrueckii D3 ©) 26 G 3 ©)
Lb. delbrueckii D4 ©) 5 1 1 2
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1zolat Ad1 / Isolate Name — Lb.monocytogenes ~ S. Typhimurium — B. eerens — E. coli O15T:HT 8. anreus

Lb. delbrueckii D5 4 43 4 3 5

Lb. delbrueckii E2 6 > 6 13 1

Lb. delbrueckii E2-2 4 > 6 11 6

Lb. delbrueckii E3 4 > 4 21 5

Lb. delbrueckii E4 4 > 3 21 3

Lb. delbrueckii E5 2 > G 9 6

Lb. delbrueckii F3 1 > () 2 ©)
Lb. delbrueckii F5 () > () 2 ©)
Lb. delbrueckii FG () > G 7 ()
Lb. delbrueckii B4 () > () () ()
Lb. delbrueckii B6 2 > () ©) ©)
Lb. delbrueckii B7 () > () 3 ©)
Lb. delbrueckii B8 () > G 18 ()
Lb. delbrueckii B9 1 > G 13 4

Lb. delbrueckii B9-2 () > G 26 ()
E. faecalis B10-2 () > G G 2

Lb. delbrueckii B10-3 () > () () ()
Lb. delbrueckii B11-2 G > G 1 ()
Lb. delbrueckii B12 () > G 43 -)
Lb. delbrueckii B14 3 > 5 18 5

Lb. fermentum B15-2 G > 3 19 ()
Lb. delbrueckii Y1 1 > G 2 G
Lb. delbrueckii Y1-2 () > G 18 ()
Lb. delbrueckii Y2 () > G 21 ()
Lb. delbrueckii Y 3-2 6 > @) 14 ()
Lb. delbrueckii Y4-2 G > G 1 ()
Lb. delbrueckii Y5 () > () () ()
Lb. fermentum Y15 16 > 18 11 21
Lb. fermentum 7.1 2 > 18 52 23
Lb. delbrueckii 7.3-3 1 > 3 21 G
Lb. delbrueckii 7.4 3 > ©) 34 ()
Lb. delbrueckii 7.4-3 4 > 2 9 4

Lb. delbrueckii 7.5 () > () () ()
Lb. delbrueckii 7.5-2 () > 1 31 ()
Lb. delbrueckii 2.5-3 G > 2 28 ()
Lb. delbrueckii 7.5-4 () > ©) 14 ()
Lb. delbrueckii 7.6 () > () 8 3

Lb. delbrueckii 7.6-2 () > () 1 ()
Lb. delbrueckii 7.6-3 () > ©) 2 ()
Lb. delbrueckii 7.6-4 () > 3 2 ()
Lb. delbrueckii 7.7 () > () 1 ()
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1zolat Ad1 / Isolate Name — Lb.monocytogenes ~ S. Typhimurium — B. eerens — E. coli O15T:HT 8. anreus
Lb. delbrueckii 7.8 B > 3 () O
Lb. delbrueckii 7.8-2 O > 3 ) ©
Lb. delbrueckii Brl B > O 8 ()
Lb. delbruecksi Br1-2 B > O 5 ()
Lb. delbrueckii Bt6 O > ©) 1 0
Lb. delbrueckii Br7-2 B > O 2 0
Lb. delbrueckii Brl1 B > O 2 )
Lb. delbroeckii Br12 B > O > ()
Lb. delbrueckii Br12-2 8) 47 G > )
Lb. delbrueckii Br15 O > O 4 ()
Lb. delbrueckii Br17 O > O ) ©)
Lb. delbrueckii Br17-2 B 38 ©) () 0
Lb. delbrueckii Br17-3 O O G ) )
Lb. delbrueckii Br18-2 8) 04 O B O
Lb. delbrueckii Br22 O 26 O 26 0
Lb. delbrueckii Br22-2 B 42 ©) () 0
Lb. delbrueckii Br22-3 D 12 ©) () 0
Lb. delbrueckii Bt23 D 6 O 6 ©
Lb. delbrueckii Br23-2 O 39 O 3 0
Lb. delbrueckii Br25 e 41 ) 2 ©)
Lb. delbrueckii B+25-2 ) 43 O B 0
Lb. delbrueckii Bt25-3 G > ¢ 4 O
Lb. delbrueckii Br26 ) 53 ) 29 )
Lb. delbrueckii Br29 G O 18 2
L. delbrueckii Br29-2 ) 25 ) 2 4
Lb. delbrueckii Ks7 () 41 O () 2
Lb. delbrueckii Ks9 () 27 ©) 6 ()
Lb. delbrueckii Ks9-2 O 9 - 3 0
(9): Zon olusumu yok, (>): 6 cm ve tzeri zon olusumu

(-): No zone formation, (>): 6 cm and above zone formation

Antimikrobiyal —aktivite testlerine goére L. Typhimurium’a  karst  antimikrobiyal  etki

plantarnm izolatlarinin test edilen tim patojenlere
karst yiiksek duzeyde antimikrobiyal aktivite
gOsterdigi tespit edilmistir. Bin Masalam vd.,
(2018) Lb. plantarum suslart ile yaptiklar ¢alismada
benzer sonuglar almis; Arrioja vd., (2020) de
calismalarinda Lb. plantarupsun, S. Typhimurium
ve Lb. monocytogenes’e karst antimikrobiyal etkisinin
yuksek oldugunu tespit etmislerdir.

Bu calisma kapsaminda izole edilen LLb. delbrueckii
suslarindan yalnizca Lb. delbrueckii Br17-3, S.

gostermezken diger L.b.  delbrueckii  suslarinin
antimikrobiyal etki gosterdigi belirlenmistir.
Rubbani ve Igbal (2020) probiyotik yogurtlardan
izole ettikleti Lactobacillus suslarinin en yiksek
Salmonella  Typhi'ye karst antibakteriyel etki
gOsterdigini rapor etmislerdir.

Abedi vd., (2013), Lb. delbrueckii suglarinin E. coli
tzerindeki antimikrobiyal etkisini inceledikleri
calismada suslarin yiksek antimikrobiyal aktivite
gosterdigini  ve bu etkinin laktik  asitten
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kaynaklandigini rapor etmislerdir. Abushelaibi
vd., (2017) deve siitinden izole ettikleri laktik asit
bakterilerinin S. awureus’a karst ylksek inhibisyon
gOsterdigini rapor etmislerdir. Kanak ve Yilmaz
(2018), geleneksel olarak tretilmis peynirlerden
izole etmis olduklart laktik asit bakterilerinin
hicbirinin S. aurens ATCC 25923 patojenine karst
inhibisyon etkisinin olmadigini tespit etmislerdir.
Ayni calismada izole edilen L.b. plantarum 182
izolatinin Lb. monocytogenes ATCC 7644, E. coli
O157:H7 ve B. cerens patojenlerine karst etkili
oldugu; E. faecalis 1A2 izolatinin ise sadece S.
Typhimurium ATCC 140828 susuna karst
antimikrobiyal aktivite g&sterdigi belirtilmistir.

Diasetil tiretimi

Diasetil ve asetaldehit, laktik asit bakterilerinde
sitrat metabolizmasinin son drind olarak ortaya
ctkan temel aroma bilesikleridir (Elgioglu, 2010).
Diasetil tretim Ozelligi, tereyagr starteri olarak
kullanilabilecek kiltttler icin 6nemli bir kriterdit.
Ayrica diasetil, Gram negatif mikroorganizmalar
icin antimikrobiyal etkiye sahip bir metabolittir.
Geleneksel yogurt tretiminde, bazi yorelerde,
Ozellikle yaylalarda yapilan tiretimlerde, mayalama
isleminde tereyagt kullanidmaktadir. Bu nedenle
izole edilen kiltirlerin diasetil tiretim 6zellikleri
de belitlenmistir. Bu calismada izolatlarin diasetil

tretimleri test sonunda olusan pembe-kirmizs
halka olusumu dikkate alinarak, kalitatif yontemle
tespit edilmistir. Olusan renk degisimine baglt
olarak izolatlarin %90’1un diasetil trettigi ancak
%10’unun ise diasetil dretmedigi tespit edilmistir.
Benzer olarak Yiice (2017), yogurt ve peynitlerden
izole etmis oldugu 101 bakteriden 41’inde, deney
sonrast ik 10 dakika icerisinde diasetil
olusumunun gerceklestigi, inklbasyonun 24.
saatinde ise tim izolatlarda diasetil olusumu
gorildigini rapor etmistir. Elcioglu (2010) ise
calismasinda Tulum peynitlerinden izole ettigi 96
adet laktik asit bakterisinden 38inin diasetil
trettigini, diasetil iireten suslarin da agirlikl olarak
Enterococcus tirlerinden olustugunu tespit etmistir.
De Almeida Janior vd., (2015) ise kegi siitinden
izole ettikleri 50 adet LAB kultiriniin diasetil
tretimi agisindan zayif gelisme gOsterdigini
bildirmistir.

Proteinaz aktivitesi

Calisma kapsaminda izolatlardan antibiyotik
duyarliliklars, asidifikasyon 6zellikleri,
antimikrobiyal ~6zellikleri ve diasetil iretimi
Ozellikleri gbz 6ntinde bulundurularak segilen 26
adet potansiyeli yliiksek susun proteinaz aktivitesi
tespit edilmistir (Cizelge 6).

Cizelge 6. Izolatlarin proteinaz aktivitesi
Table 6. Proteinase activity of isolates

o pen ] b e
Isolate Name Isolate Name

(mm) (mm)
Lb. helveticus A2 13 Lb. delbrueckii E2-2 11
Lb. delbrueckii P1 ©) Lb. delbrueckii E3 ©)
Lb. plantarnm P2 13 Lb. delbrueckii E4 ©)
Lb. delbrueckii P3-2 ©) Lb. delbrueckii E5 12
Lb. delbrueckii P3-3 ©) Lb. delbrueckii B8 11
Lb. delbrueckii C2 10 Lb. delbrueckii B9 10
Lb. delbrueckii C4 11 Lb. delbrueckii B14 10
Lb. delbrueckis D1 13 Lb. fermentum B15-2 10
Lb. delbrueckii D2 14 Lb. delbrueckii F5 10
Lb. delbrueckii D3 11 Lb. delbrueckii F6 13
Lb. delbrueckii D4 8 Lb. delbrueckii Be23 9
Lb. delbrueckii D5 14 Lb. delbrueckii Be26 10
Lb. delbrueckii E2 13 Lb. delbrueckii Ks7 10
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Thapa vd., (2006), 2 mm’den buyik hidroliz
bélgesine sahip suglarin  proteolitik  aktivite
gosterdigini bildirmislerdir. Buna gore test edilen
26 izolattan 21’1 proteolitik aktiviteye sahiptir.
Test edilen izolatlardan en yiiksek zon ¢apt L.
delbrueckii D2 (14 mm) ve Lb. delbrueckii D5 (14
mm) suslarinda, en disiik proteolitik aktivitesi ise
en disik zon capina sahip Lb. delbrueckii D4 (8
mm) susunda goralmis; Lb. delbrueckii P1, P3-2,
P3-3, E3, E4 suslarinin ise herhangi bir zon

olusturmadig icin proteinaz aktivitesi
gostermedigi belirlenmistir (Sekil 6). Ektik (2022),
calismasinda proteolitik aktivite seviyesini, berrak
hidroliz bélgesinin ¢apina gore; disiik (<10mm),
orta (210 mm ve <20 mm) ve yiksek (=21 mm)
olarak degerlendirmistir. Bu durumda izolatlardan
Lb. delbrueckii D4 ve Lb. delbrueckii Br23 disuk
proteolitik aktivite gosterirken diger 19 izolat orta
seviyede proteolitik aktivite gbstermistir.

Sekil 6. Izolatlarin proteinaz aktivitesi zonlart
Figure 6. Proteinase avtibity gones of isolates

Laktik asit bakterileri sahip olduklari proteolitik
enzimlerle kazeini hidrolize ederek fermantasyon
strasinda tirtiniin yapt ve aroma olusumunda etkili
olmaktadir (Karakus, 1994). Proteolitik aktivite
aynt zamanda S. zhermophilus ve Lb. bulgaricus
bakterileri arasindaki simbiyotik iligkinin en
o6nemli parametrelerinden biridir. Ancak yuksek
proteolitik aktivite act tat olusumuna sebep
olmaktadir (Tavsanl;, 2015). Al-Bayati (2014)
geleneksel olarak Uretilmis fermente uriinlerden
laktik asit bakterilerini izole etmis ve proteinaz
aktivitesine bakmustir. Calismada izole edilen
Enterococcus ssp. suslarinda zon gaplarini 9.51 ile
13.71 mm arasinda belirlemistir. Ramadan (2014),
Kuzey Irak’ta yapilmis 40 farkli fermente tirtinden
laktik asit bakterilerini izole ettigi calismasinda
suslarin proteinaz aktivitesini incelemis, sonug
olarak tim izolatlarin yiksek proteinaz aktivitesi
gOsterdigini  rapor etmigtir. Tavsanl (2015)
geleneksel olarak tretilen yogurtlardan izole ettigi
Lb. delbrueckii suslarinin 17 tanesinin kuvvetli, 12
tanesinin orta ve 16 tanesinin ise zayif proteolitik
aktiviteye sahip oldugunu tespit etmistir. Uzunsoy
(2018),  geleneksel  yOntemlerle  iretilmis
yogurtlardan  izole ettikleri Lb.  bulgaricus

izolatlarinin  S.  thermophilus izolatlarindan daha

yiksek  proteolitk  aktivite  gOsterdiklerini
belirtmistit.
Izolatlarin  bakteriyofajlara karsi  direng

6zellikleri

Sit endistrisinde kullanilan starter kulttrlerin
ortamda bulunabilecek fajlara duyatlt olmast
durumunda, fajlarin  laktik asit  bakterilerini
pargalamasi sonucu fermantasyon siireci durma
noktasina gelebilmektedir (Acar Soykut ve Tunail,
2009; Polaska ve Sokolowska 2019). Bu nedenle
izole edilen suslarin faj direnclilikleri de
incelenmistir (Cizelge 7).

Test edilen 26 izolattan 12°si ¢aligmada kullanilan
15 farkl faja karst direnc gdstermistir. Dolayisiyla
izolatlarin  yaklastk  %46’st  fajlara  direncli
bulunmustur. Benzer olarak Sprotte vd., (2022)
yaptiklart calismada, 21 Lb. delbrueckii susundan
11’inin calismada kullanilan PMBT4, 1.d3 ve 1.d17
fajlarna  direncli  oldugunu tespit  etmistir.
Calismamizda fajlara duyarli bulunan izolatlar,
diger Ozellikleri geregi yiiksek potansiyele sahip
olsalar dahi starter kultiir olarak kullamlamazlar.
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Deng vd. (2018) ise geleneksel Cin siit
urinlerinden izole edilen Lactobacillus delbrueckii
suslarinin  bakteriyofaj direngli mutantlarim
inceledikleri ¢alisgmada, direncli suslarin biyime
ve faj direng 6zelliklerini kararl bir sekilde kalitsal

olarak aldiklarini ayrica lizogen olmadiklarini bu
yuzden Lb.  bulgaricns BIM8 ve BIM12
mutantlarinin st endiistrisinde  starter  kiltir
olarak buyik potansiyele sahip oldugunu
belirtmislerdir.

Cizelge 7. Izolatlarin faj direnglilikleri
Table 7. Phage resistance of isolates

Faj Kodu / Phage Code

Sus
Kodu
/
Strain

Code

@ 709-X1
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+: Faja direncli; -: Faja duyatly, +: Phage resistant; -: Phage sensitive

Sanitasyon  uygulamalari, ham  maddelerin
mikrobiyal inaktivasyonu, aerosol
dezenfektanlarin kullanimi, starter/susun

rotasyonu veya kiltir rotasyonu rejimleri, faj
inhibe edici bilesenlerin kullanimi dahil olmak

tzere siki kontrol 6nlemlerine ragmen, fajlar siit
endiistrisinde hala varhigini siirdiirmektedir (Sadiq
vd., 2019; Gradaschi vd., 2021). Atamer vd.,
(2011) Leuconostoc starter kiltiirlerine etkili fajlarin
termal direncini inceledikleri calismada, sitiin
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Lenconostoc  fajlarinin - yok  edilmesine  karst
koruyucu bir etkiye sahip oldugunu géstermistir.
Oliveira vd., (2018) ise 16 tlkede bulunan
endustriyel tesislerden alinan peynir altt sularindan
faj izole ederek Lactococcus lactis starter killtirlerini
enfekte eden bakteriyofajlarin biyolojik ¢esitliligini
arastirmis ve sonug olarak, laktik asit baktetilerine
etkili fajlarin endustriyel fermantasyonlar icin hala
ciddi bir tehdit olusturdugunu belirtmislerdir. Bu
calismalarda elde edilen bulgular starter kiltirler
icin faj sorununun devam ettigini bu nedenle
isletmede kullanilacak kiltiirlerin  fajlara karst
direncli olmasinin 6nemini géstermektedir.

SONUC VE ONERILER

Bu calismada MALDI-TOF MS Biotyper
sisteminin laktik asit bakterilerinin
tanimlanmasinda hizli ve pratik bir yéntem olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir. Izole edilen laktik
asit bakterilerinin farkli asidifikasyon, antibiyotik
duyarliik ve antimikrobiyal aktivite 6zelliklerine
sahip olduklari belirlenmistir. Kalitatif olarak
tespit edilen diasetil Gretim yetencklerine goére
izolatlarin  yaklastk %086’simin  diasetil tretimi
Ozeligine sahip oldugu, 12 adet Lb. delbrueckii

susunun ise calismada kullandan 15 farklt
bakteriyofaja  karsi  direncli oldugu  tespit
edilmistir. Arastirlan  tim  Ozellikler  dikkate

alindiginda 8 adet Lb. delbrueckii izolatinin ve 1
adet  Lb.  fermentwmr  susunun  teknolojik
ozelliklerinin starter kiltiir olarak kullanilabilme
potansiyeli tasidigt belirlenmistir. Dolayisiyla
tlkemize Ozgii yerel suslarin se¢imi yapilmustir.
Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda, izolatlarin
aroma  profillerinin  belitflenmesi,  ikincil
metabolitlerin kantitatif olarak tespit edilmesi,
secilen suslarla yogurt idretim denemelerinin
gerceklestirilerek tretilen yogurtlarin duyusal ve
reolojik 6zelliklerinin arastirilmast 6nerilmektedir.
Sonrasinda ise potansiyeli yiiksek olan suslarin
endstriyel starter Kkiltir dretimi amactyla
laboratuvar ve pilot 6lcekli iretim denemelerinin
yapilmasi gerekmektedir. Fermente triin ¢esitliligi
acisindan oldukca zengin olan tlkemizde yerli
starter  kiltir Uretimine katki  saglayacag
dustintlen bu c¢alismalarin sayisinin arttirilmast,
izole edilen suslarin ise Ulusal Starter Kultur
Koleksiyonuna dahil edilerek yerli tiretime katk:
saglanacagt disinilmektedir.

TESEKKUR

Bu calisma TUBITAK tarafindan desteklenen
116G012 numarali KAMAG 1007 projesi
kapsaminda desteklenen, Seyma Betiil Encu’nun

yiksek lisans tezinden hazirlanmugtir. Maddi
katkilarindan dolayt TUBITAK a tesekkiir ederiz.

CIKAR CATISMASI BEYANI
Yazatlarin, baska kisiler ve/veya kurumlar ile ¢ikar
catismast bulunmamaktadir.

YAZAR KATKILARI

Seyma Betil Encu, laboratuvar calismalarini
gerceklestirmis ve makale taslagini olusturmus,
Esra Acar Soykut bakteriyofaj duyarliliklarinin
belitlenmesine, laboratuvar caligmalarina katki
saglamis, Ibrahim Cakir konunun secilmesi,
denemelerin  planlanmast  ve  sonuglarin
degerlendirilmesine katki saglamistir. Yazarlar
makalenin son halini okuyarak onaylamislardir.
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