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Yoresel Peynirden Antimikrobiyal Aktiviteye Sahip Laktik Asit Bakterisinin
Izolasyonu ve Tanisi

Hilal isleroglu Zeliha Yildirim Metin Yildirim
Gaziosmanpasa Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii, 60240, Tokat

Ozet: Bu calismada yoresel bir peynirden antimikrobiyal aktiviteye sahip bir bakteri izole edilmis ve genel
mikrobiyolojik analizler, karbonhidrat fermantasyon ve yag asidi profili testleri kullanilarak karakterize
edilmis ve tanimlanmustir. Izole edilen bakterinin Gram pozitif, kok seklinde, hareketsiz, endospor, katalaz,
hemoliz, jelatinaz, indol ve Voges Proskauer negatif, % 3,0-6,5 NaCl konsantrasyonunda, pH 4,5-9,6 ve 10-
45°C’de gelisebildigi tespit edilmistir. Yapilan karbonhidrat fermantasyonu ile yag asidi profili testleri
sonucunda bakterinin Enterococcus faecalis oldugu belirlenmistir. Bu bakteri tarafindan iiretilen
antimikrobiyal maddenin Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium ve Listeria
monocytogenes’a Kars1 inhibitor aktiviteye sahip oldugu, ancak Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve
Bacillus cereus’a karst etkili olmadig1 gozlenmistir. Antimikrobiyal aktivitenin asitlik ve hidrojen peroksitten
kaynaklanmadig1 belirlenmistir. Papainle muamele sonucu aktivitesini kaybetmesi antimikrobiyal bilesigin
protein tabiatinda oldugunu ortaya koymustur.

Anahtar Kelime: Antimikrobiyal madde, Enterococcus faecalis, tanimlama

Identification and Izolation of Lactic Acid Bacterium Having Antimicrobial
Activity From Traditionaly Produced Cheese

Abstract: In this study, a bacterium having antimicrobial activity was isolated from a traditionally produced
cheese, and it was identified and characterized by using general microbiological analysis, carbohydrate
fermentation and fatty acid profile identification systems. The isolated bacterium was Gram positive, coccus,
non-motile, endospor, catalase, hemolyse, gelatinase, indol and Voges-Proskauer negative and able to grow
in the presence of 3.0-6.5 % NaCl, and at pH 4.0 to 9.6 and 10-45°C. Carbohydrate fermantation and fatty
acid profile identification systems showed that this bacterium was Enterococcus faecalis. The antimicrobial
substance produced by this bacteria had an inhibitory activity against Lactobacillus plantarum, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium and Listeria monocytogenes, but not to Escherichia coli, Staphylococcus
aureus and Bacillus cereus. Antimicrobial activity was not due to acidity and hydrogen peroxide.
Antimicrobial substance is a proteinaceouse nature since it lost its activity when treated with papain.

Key Words: Antimicrobial substance, Enterococcus faecalis, identification

1. Giris

Laktik asit bakterileri (LAB) morfolojik,
metabolik ve fizyolojik karakteristikleriyle
birlesmis Gram pozitif bakterilerinin  bir
grubunu olusturmaktadir. Bu grupta yer alan
bakterilerin genel tanimi; Gram pozitif, spor
olusturmayan, katalaz negatif, sitokroma sahip
olmayan, aerobik olmayan ama aerotolerant,
asidi tolere edebilen, kuvvetli fermentatif olup
seker fermentasyonu sirasinda baslica son iiriin
olarak laktik asit ireten kok veya cubuk
seklinde bakterilerdir. Laktik asit bakterileri
genellikle besin icerigi bakimindan zengin olan
ortamlarda, Ornegin siit, et ve sebzelerde
bulunmaktadirlar. Fakat baz1 iiyeleri agiz,
bagirsak ve vajinada da bulunmaktadir.

Gtiniimiizde gida ile iligkisi bulunan Laktik
asit bakterileri, Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus,  Lactococcus,  Leuconostoc,
Oenococcus,  Pediococcus, Streptococcus,

Tetragenococcus, Vagococcus ve Weissella gibi
cinslerin tiirlerini kapsamaktadir (Axelson
1993; Stiles and Holazopfel 1997).

Laktik asit bakterileri “giivenli bakteriler”
olarak kabul edilirler ve koruyucu kiiltiirlerin
ozelliklerini tagirlar. Gidalarda sadece gida
kaynakli  patojen ve bozulma etmeni
mikroorganizmalar1 inhibe etmek ve/veya raf
omriinii uzatmak igin kullanilan ve gidanin
duyusal 6zelliklerinde degisime sebep olmayan
antogonistik  kiiltiirlere  koruyucu  kiiltiirler
denir. Laktik asit bakterilerinin antogonizmasi
diger mikroorganizmalarla besin Ogeleri icin
yarigarak ya da organik asitler (asetik,
propiyonik ve laktik asit gibi), hidrojen
peroksit, antimikrobiyal enzimler, diasetil ve
bakteriyosinler gibi bir veya daha fazla
antimikrobiyal aktiviteye sahip bilesikler
tiretmelerinden kaynaklanmaktadir (Tyopponen
et al., 2003; Devlieghere et al., 2004).
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Baglangicta Streptococcus cinsi iginde yer
alan enterokoklar, “fekal streptokoklar” veya
“Lancefield serolojik D grubu streptokoklar”
olarak bilinmekteydi. 1984 yilinda DNA-DNA
ve DNA-RNA hibridizasyon c¢alismalar1 ile
bunlarin streptokoklardan farkliligi ortaya
konmus ve buna baglh olarak enterococcus
olarak ayr1 bir cins olarak kabul edilmistir
(Schleifer and Kilpper-Balz, 1984).
Enterococcus cinsi i¢inde su ana kadar 32 tiir
bulunmaktadir. Bunlardan E. faecalis and E.
faecium en Onemli iki tiir olup insanlarin
gastrointestinal sisteminin dogal florasinda
bulunmaktadirlar. Enterokoklar fekal kaynakli
ve kotii cevre kosullarina karst dayanikli
olmalarindan dolay1 genellikle gida, bitki, su ve
topraktan izole edilmektedirler (Giraffa, 2002).
Diger LAB’ne zit olarak enterokoklar GRAS
(genellikle giivenli kabul edilen) statiisiinde
degildirler. Ciinkii suda bulunmalar1 fekal
kontaminasyonun bir indikatorii olarak kabul
edilmektedir (Godfree et al., 1997). Ancak,
enterokoklar fonksiyonel o6zelliklerinden yani
asitlik, proteoliz ve lipolitik aktiviteleri, sitrat
metabolizmasi, probiyotik  ozellikleri  ve
bakteriyosin gibi antimikrobiayal aktiviteye
sahip proteinleri sentezleme yeteneklerinden
dolay1 fermente gida endiistrisinde 6nemli yer
tutan laktik asit bakterilerinden birisidir
(Andrighetto et al. 2001; Sarantinopoulos et al.,
2001; Giraffa 2003; Franz et al., 2003; Foulquie
Moreno et al., 2006; Ogier 2008).

Bu calismanin amaci, yoresel olarak
tiretilen peynirlerde antimikrobiyal aktiviteye
sahip LAB’lerini izole etmek ve tanimlamaktir.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Peynir ornekleri

Bu calismada, Tokat yoresinde geleneksel
olarak {iretilen peynirler materyal olarak
kullanilmistir.  Peynir ~ ornekleri  aseptik
kosullarda alinarak Gaziosmanpasa Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii

mikrobiyoloji  laboratuarina  getirilmis  ve
ornekler mikroorganizmalarin izolasyon
islemleri tamamlanincaya kadar +4°C’de

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2.2. Bakteri Kiiltiirleri ve Besiyerleri
Calismanin amaci, patojen ve bozulma
etmeni mikroorganizmalara kars1
antimikrobiyal aktiviteye sahip bakterilerin
izolasyonu ve tanist oldugu icin indikator test
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mikroorganizmalari olarak  Lactobacillus
plantarum, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes, Enterococcus faecalis ve
Enterococcus  faecium  kullanilmistir.  Bu
calismada kullanilan indikator
mikroorganizmalar Refik Saydam Hifzissthha
Enstitiisii  ve Ankara Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimiinden temin edilmistir.
Laktik asit bakterileri % 20 gliserol iceren de
Mann Rogosa Sharpe (MRS) (Merck,
Germany) besiyerinde, diger bakteriler ise % 20
gliserol igceren Brain Hearth Infusion (BHI)

(Merck, Germany) besiyerinde —80°C’de
muhafaza edilmislerdir.
Arastirmada gida orneklerinden

bakterilerin izole edilmesinde Nutrient Broth
(NB) (Merck, Germany), izole edilen bakteriler

ile patojen mikroorganizmalarin
gelistirilmesinde ise BHI, indikator
bakterilerden laktik asit bakterilerin

gelistirilmesinde MRS besiyeri kullanilmustir.

2.3. Gida Orneklerinin izolasyon Icin
Hazirlanmasi

Gida orneklerinden steril kabinde steril
bicak, pens ve spatiilalar vasitasiyla 10 gram
alimp 90 ml NB besiyerine aktarilmig ve
karistirllarak homojenize edilmistir. 1-3 saat
25°C’de bekletildikten sonra 10°-107"ye kadar
bir dizi dilisyonlar hazirlanmstir.
Diliisyonlardan 0,1 ml alinarak Nutrient agar’a
2’ser paralelli olacak sekilde aktarilmis ve

drigalski ~ spatiili  ile petri ~ dondericisi
kullanilarak yayma islemi gerceklestirilmistir.
Ornekler 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmustir.

2.4. Antimikrobiyal Aktivite Testleri
Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde
Mayr-Harting et al. (1972) tarafindan bildirilen
“Sandvi¢ Yontemi” kullamilmistir. Laktik asit
bakterileri i¢in % 0,8 agarlh MRS, diger
bakteriler icin ise % 0,8 agarli BHI besiyerleri
eritilip 35-40°C’ye sogutulduktan sonra tizerine
indikator mikroorganizmalar ilave edilmistir.
Indikatér mikroorganizmalar1 iceren yumusak
agarli besiyerleri 30-300 arasinda koloni
bulunan petrilere eklenmis ve indikator
bakterilerin optimum gelisme sicakliklar1 olan
32°C ve 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda 2 mm ve
daha biiyiik inhibisyon zonu  gOsteren



kolonilerin  pozitif oldugu kabul edilerek
degerlendirilmeye alinmistir.
2.5. Antimikrobiyal Aktiviteye Sahip
Bakterilerin izolasyonu ve Tamsi

Sandvig yontemi ile indikator
mikroorganizmalara kars1 inhibitor aktivite

gosteren koloniler izole edilip MRS besiyerine
0ze yardimi ile aktarilmis ve saf kiiltiirleri
hazirlanmastir.

2.6. Genel Mikrobiyolojik Analizler

Genel mikrobiyolojik analizlerden Gram
ve spor boyama, hemoliz, katalaz, Voges
Proskauer, indol, hareketlilik ve jelatin hidroliz
testleri Temiz (2000)’e gore yapilmustir.

Izolatlarin siitte asit iiretim yetenigini
saptamak icin UHT siite %1 oraninda bakteri
ilave edilip 37°C’de inkiibasyon islemine tabi
tutulmustur.  Inkiibasyon isleminin  belirli
araliklarinda (6, 16, 24. saat ve 7. giiniinde) pH
metre ile pH degerleri l¢iilmiistiir.

Glikoz broth besiyerinde olusturulan en
son asitlik testi icin besiyerine %1 oraninda
bakteri inokiile edilmis ve 32°C’de 24 saat
inkiibasyon  islemine  tabi  tutulmustur.
Inkiibasyon islemi sonunda kiiltiir ortaminin pH
degeri belirlenmistir.

2.7. Farkh Sicakliklarda Gelisme Testi

izole edilen suslar MRS siv1 besiyerine %
1 oraninda asilanarak 4, 15, 30, 37, 45, 55 ve
60°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 24,
48, 72 saatlerinde ornek alinarak 600 nm dalga
boyunda spektrofotometrede (Perkin Elmer
UV/VIS Spektrofotometre Lambda EZ) okuma
yapilmistir.  Gelisme  gosterenler  pozitif,
gostermeyenler ise negatif olarak
isaretlenmistir. Negatif kontrol olarak bakteri
icermeyen MRS s1v1 besiyeri kullanilmustir.

2.8. Farkh pH’larda Gelisme Testi

Izolatlar 5 M ve 0,01 M fosforik asit ve
NaOH ile pH’lar1 4.5, 6.0, 8.0, 9.2 ve 9.6’ya
ayarlanan MRS siv1 besiyerlerine % 1 oraninda
ilave edilip 37°C’de 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonucunda 600 nm

dalga boyunda spektrofotometrede okuma
yapilmis ve gelisme gosterenler pozitif,
gostermeyenler ise negatif olarak
degerlendirilmistir. Bakteri icermeyen MRS
sivi besiyeri  negatif  kontrol  olarak
kullanilmustir.

H.ISLEROGLU, Z.YILDIRIM, M.YILDIRIM

29. Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda
Gelisme
Izole edilen suslarin  hangi tuz

konsantrasyonlarinda gelisebildigini belirlemek
amaciyla %3.0, 4.0, 65 ve 10 tuz
konsantrasyonu igeren MRS siv1 besiyerine %1
oraninda inokiile edilip 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir.  Gelisme gosterenler pozitif,
gostermeyenler ise negatif olarak kabul
edilmistir. Negatif kontrol olarak bakteri
icermeyen MRS sivi1 besiyeri kullanilmigtir.

2.10. Karbonhidrat Fermantasyon Testleri

[zolatlarin cesitli karbonhidrat kaynaklarini
kullanim kabiliyetleri API strep 20 ve API 50
CHL fermantasyon testi kullamlarak TUBITAK
Atal’da yaptirilmistir.

2.11. Yag Asidi Profili Testleri

izolatlarin yag asidi profilleri Sherlock
Tanimlama  Sistemi  (MIS)  kullanilarak
Yeditepe Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
tarafindan yapilarak belirlenmistir.
2.12. Antimikrobiyal Maddenin Baz
Ozelliklerinin incelenmesi

Uretilen antibakteriyel maddenin protein
dogasinda olup olmadiginin belirlenmesi icin,
izole edilen Enterococcus faecalis KP MRS sivi
besiyerinde 30°C’de 18 saat siireyle
gelistirilmistir. Bu siire sonunda kiiltiirler 5000
devirde 15 dakika santrifiij islemine tabi
tutulmustur. Hiicre icermeyen siipernanant
kismi yeni tiiplere aktarilmis ve pH’st 5 M
NaOH kullanilarak 6.5-7.0 arasinda
ayarlanmistir. Daha sonra 0.45 pm por c¢apinda
sterii membran  filtrelerden  (Sartorius,
Germany)  gecirilmek  suretiyle  sterilize
edilmistir. Notralize edilmis steril siipernatanta
son enzim konsantrasyonu 0,4 mg/mL olacak
sekilde katalaz, papain ve pepsin ilave edilmis
ve 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon islemi sonunda bakteriyosin
aktivitesi Agar—Spot yontemine gore
belirlenmistir. Bakteriyosin + fosfat tamponu,
enzim + fosfat tamponu ve fosfat tamponu
negatif ve pozitif kontrol olarak kullanilmustir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Antimikrobiyal Aktiviteye

Bakterilerin izole ve Teshis Edilmesi
Tokat yoresinde geleneksel olarak iiretilen

beyaz peynir Orneklerin birinde kullanilan
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indikator bakterilerden Lactobacillus
plantarum, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium ve Listeria
monocytogenes’e karst inhibitor aktiviteye

sahip koloniler belirlenmistir (Sekil 1). Inhibitor
zonu veren bakteri
besiyerine

hazirlanmastir.

kolonileri MRS broth
aktarilarak saf kiiltiirleri

Peynirden izole edilen bakterinin

Sekil 1.
Lactobacillus  plantarum’a  karst  inhibitor
aktivitesi.

Saf Kkiiltiirleri hazirlanan koloniler ilk
olarak  genel = mikrobiyolojik  analizlere
alimmistir. Analizler sonucunda izole edilen
bakterilerin Gram pozitif, tek, ikili ve kisa
zincirler halinde kok seklinde ve hareketsiz
oldugu  goriilmiistiir.  Bakterinin  katalaz,
hemoliz, indol ve Voges Proskauer negatif
oldugu, endospor olusturmadigi ve jelatinaz
aktivitesine sahip olmadif tespit edilmistir.
Siitte gelisimi sirasinda pH degerini 24 saat ve 7
giin sonra 4,44 ve 4,38 degerlerine diistirdiigii
ve glikoz broth besiyerinde 24 saat sonra
olusturdugu en son asitligin ise 4,30 pH oldugu
goriilmiistiir. Ayrica 45°C’den daha diisiik
sicakliklarda, pH 4,5-9,6 ve % 3,0-6,5 NaCl
konsantrasyonunda gelisebildigi belirlenmistir
(Tablo 1).

Izolatlarin karbonhidrat profilini
belirlemek amaciyla uygulanan API strep 20 ve
API 50 CHL testinin sonuglar1 Tablo 2’de
verilmistir. izolatlarin glukoz, fruktoz, mannoz,
maltoz, laktoz, sakaroz, riboz, trehaloz,
melezitoz ve amidon pozitif, mellobiyoz,
melibiyoz, ksiloz ve ramnoz negatif oldugu
tespit edilmistir. API strep 20 ve API 50 CHL
testleri sonucunda cins ve tiir diizeyinde yiiksek
bir korelasyonla izolatin Enterococcus faecalis
oldugu belirlenmistir.
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Tablo 1. Inhibitér aktiviteye sahip bakterinin bazi
morfolojik ve biyokimyasal 6zellikleri

Analizler

Izolat

Gram Boyama
Morfoloji
Katalaz Testi
Endospor Testi
Hemoliz testi
Hareketlilik
Indol Testi
Voges Proskauer
Jelatin Hidrolizi

pH Gelisme Araligt

pH 4.5
pH 6,0
pH 8.0
pH9.,6

NaCl Gelisme Aralig

% 3 NaCl
% 4 NaCl
% 6,5 NaCl
%10 NaCl

Sicaklik Gelisme Arahigt

10°C
25°C
37°C
45°C
Siitte asit tiretimi

pH 438

Glikoz Broth besiyerinde olusturulan

en son asitlik

pH 4, 30

Kok

+

+ 4+ + 4+

+ + 4+

+ 4+ +

+ : Ureme var; - : Ureme yok

Tablo 2. Inhibitor aktiviteye sahip koloninin karbonhidrat

fermantasyon profili

Karbonhidratlar Izolat | Karbonhidratlar | Izolat
Gliserol - Maltoz +
Mellobiyoz - Laktoz +
Eritrol - Melibiyoz -
D-Arabinoz - Sakkaroz +
L-Arabinoz - Trehaloz +
Riboz + Inulin -
D-Ksiloz - Melezitoz +
L-Ksiloz - D-Rafinoz -
Adonitol - Amidon +
a-metil-ksilosit - Glikojen -
Galaktoz + Ksilitol -
D-Glukoz + B-gentiobiyoz
D-Fruktoz + D-Turanoz -
D-Mannoz + D-Liksoz -
L-Sorboz - L-Tagotoz -
Ramnoz - D-Fukoz -
Dulsitol L-Fukoz -
Inositol - D-Arabitol -
Mannitol - L-Arabitol -
Sorbitol - Glukonat +
o- metil-mannoz - 2-keto-glukonat -
a-metil-glukozit 5-keto-glukonat -
N-asetil Hippurat hidrolizi ND
glukozamin + Pirolidonilaril
Amigdalin - amidaz -
Eskulin + B-Galaktosidaz +
Salisin + Losin
Sellobioz + aminopeptidaz +
Arbutin + Arjinin dihidrolaz +

+ : Pozitif reaksiyon; - : Negatif reaksiyon;

ND: Belirlenmedi




[zolatin yag asidi profili analizi de soz
konusu bakterinin  Enterococcus  faecalis
oldugunu dogrulamistir (Tablo 3). Hiicre
membraninda bulunan baglica yag asidinin
palmitik asit (%33.49) ve oleik asit (%23,98)
oldugu saptanmistir.

Tablo 3. Inhibitér aktiviteye sahip koloninin yag asidi

profili
Yag asidi %o
Laurik Asit (12:0) 1,48
Miristik Asit (14:0) 16,12
Sum in Feature 3 (16:1 w7¢c/15 iso 20H) 5,86
Sum in Feature 3 (15:0 ISO 20H/16:1w7c¢) 1,89
Palmitik Asit (16:0)Miristik Asit (14:0) 33,49
Oleik Asit (18:1 w7c) 23,98
10-metilen oktadekonat (19:0 cyclo w8c) 17,18
Arashidonik Asit (20:4 w6, 9, 12, 15¢) 0,40
Summed Feature 3 (16:1 w7¢/15 iso 20H, 7,75
15:0 ISO 20H/16:1w7c)

Genel mikrobiyolojik analiz sonuglar1 da
izolatin tipik Enterococcus faecalis tiitiiniin
ozelliklerini tasidigini ortaya koymustur (Munt
1986; Axelson 1993; Ogier 2008).

3.2. Antimikrobiyal Maddenin Dogasi
Enterococcus faecalis tarafindan {iiretilen

antimikrobiyal maddenin test edilen

enzimlerden sadece papaine karsi duyarli, ancak
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pepsin ve katalaza karst duyarli olmadif
belirlenmistir. Notralizasyon c¢alismasit ile
antimikrobiyal aktivitenin asitlikten, katalaz
testi ile de H,O,’ten kaynaklanmadigi tespit
edilmistir. Proteolitik enzimlerden papaine karsi
hassas olmasi antimikrobiyal maddenin protein
tabiatinda bir bilesik oldugunu gostermektedir.

Hiicre icermeyen steril siipernatantin
Lactobacillus plantarum, Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium ve Listeria

monocytogenes’a karst inhibitor aktiviteye
sahip oldugu belirlenmistir. Fakat test edilen
Escherichia coli, Staphylococcus aureus ve

Bacillus cereus’a karst etkili olmadigi
gozlenmistir. Laktik asit bakterilerinin patojen
ve bozulma etmeni bir¢ok bakteriye kars1 etkili
bakteriyosin, organik asitler, diasetil, CO, ve
hidrojen peroksit gibi farkli antimikrobiyel
maddeler  iirettikleri  birgcok  arastirmaci
tarafindan ortaya konmustur (Rodriguez, 2003;
Koponen, 2004; Devlieghere et al., 2004,
Tyopponen, 2004).
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