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Bu calismada, Afyonkarahisar Ili'nde satisa sunulan markastz, paketsiz kefir érneklerindeki laktik asit bakterilerinin
izolasyonu, tanimlanmast ve patojen test mikroorganizmalari tizerindeki antimikrobiyel etkinligi degerlendirilmistir. 5
farklt kefir 6rneginden 6 adet laktik asit bakterisi izole edilmis ve izolatlarin molekiler tanimlanmasi icin 16S rDNA
PZR analizi yapilmustir. Izolatlarm 16S fDNA sekans analiz sonuclarina gore, izole edilen bakteriler; Lactobacillus
Sfermentum, Enterococcus faecinm ve Enterococcus durans tirleri olarak tanimlanmustir. Laktik asit bakteri izolatlarnin patojen
test mikroorganizmalart tizerindeki antimikrobiyel aktivitesini belirlemek i¢in agar spot ve agar kuyu diftizyon testi
kullamlmugtir. Ttm izolatlar, test edilen patojen mikroorganizmalar tizerinde farkli seviyelerde antimikrobiyel etki
gostermistir. Laktik asit bakteri izolatlart, Kiebsiella pnenmoniea NRRLB 4420, Pseudomonas aeuroginosa ANTCC 11778, Listeria
monocytogenes ATCC 1911 tizerinde diger test mikroorganizmalarina (Szaphylococcus aurens ATCC 25923, Streptococcus feacalss,
Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus subtilis NRS-744) gbre daha yiksek antimikrobiyel etki gostermistit.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyel etki, [zolasyon, Identifikasyon, Kefir, Laktik asit bakterileri

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF LACTIC ACID BACTERIA FROM
KEFIR SAMPLES AND EVALUATION OF THEIR ANTIMICROBIAL EFFECTS

ABSTRACT

In this study, lactic acid bacteria were isolated from unmarked, unpacked kefir samples that sold in
Afyonkarahisar province, and their antimicrobial activity on pathogen test microorganisms were evaluated. 6
lactic acid bacteria were isolated from 5 different kefir samples and 16S rDNA PCR analysis was performed
for molecular identifications of these isolates. According to results of 16S tDNA PCR analysis; isolated bacteria
from kefir samples were identifed as Lactobacillus fermentum, Enterococcus faecinm and Enterococcus durans. Agar spot
and agar-well diffusion assay methods were used to determine the antimicrobial activity of the lactic acid
bacteria isolates on pathogen test microorganisms. All of the isolates showed antimicrobial activity at different
levels on the tested pathogenic microorganisms. Lactic acid bacteria isolates showed higher antimicrobial
activity on Klebsiella pneumoniea NRRLB 4420, Pseudomonas aeuroginosa ATCC 11778, Listeria monocytogenes ATCC
1911 than other test microorganisms (Staphylococcus anreus ATCC 25923, Streptococcus feacalis, Escherichia coli ATCC
35218, Bacillus subtilis NRS-744).
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Laktik asit bakterilerinin izolasyonu, identifikasyonu ve antimikrobiyel etkileri

GIRIS
Gudalar, mikroorganizma cesitliligi bakimindan
olduk¢a zengindir. Bunlardan bazilart gida
uretiminde kullanilirken, bazilari ise gidalarin
bozulmasina ve gida kaynakli hastaliklarin ortaya
ctkmasina  neden  olmaktadir.  Bakteriyel
enfeksiyonlarin tedavisinde antibiyotikler siklikla
kullanilmaktadir ancak antibiyotiklere karst
mikroorganizmalarda  diren¢ olusmast  tim
dinyada 6nemli bir problem haline gelmistir
(Blaser, 2011; White, 2011; Cooper ve Shlaes,
2011; Arabestani vd., 2014). Mikroorganizmalarin
faaliyetleri nedeniyle gida Girtinlerinin bozulmalari,
yiksek miktarda ekonomik kayiplarin meydana
gelmesine sebep olmaktadir. Gudalart
mikroorganizmalara karst korumak amaciyla
kullanilan kimyasal katki maddeleri ise canlilar
Uzerinde ctkiler ~yaratarak cesitli
hastaliklarin olusmasina neden olmaktadir. Bu
nedenle, yiiksek kalitede, kimyasal koruyucu katk:
maddeleri icermeyen, giivenilir ve raf omirleri
uzun urinler tiketiciler tarafindan  tercih
edilmektedir (Schnurer ve Magnusson, 2005;
Abriouel vd., 2007; Dincer vd., 2010). Son yillarda
bilim adamlari, kimyasal koruyucularin yerini
alabilecek  alternatif  dogal  koruyucularin
arastirilmast  tizerine yonelmislerdir. Ozellikle
antimikrobiyel bilesenler Uretebilme yetenegine
sahip, GRAS (genel olarak glivenli) statiisinde yer
alan Laktik asit bakterileri (LAB) aragtirmacilarin
ilgi odagt olmustur (De Martinis vd., 2002; Eijsink
vd., 2002; Corrt vd., 2007; Nespolo ve Brandelli,
2010; Goh ve Philip, 2015). LABleri gram
pozitif, katalaz negatif, spor olusturmayan,
anaerob  veya  fakiltatif  aerob  olup
karbonhidratlar: fermente ederek laktik asit gibi
fermantasyon trinleri olusturmaktadirlar (Zhang
vd., 2014; Lépez-Cuellar vd., 2016). Bu bakteriler
tarafindan tretilen metabolik triinler, patojen
mikroorganizmalarin  Uremelerini  engelleyerek,
bagisiklik sistemini gliclendirerek enfeksiyonlara
karst  direncin  artmasini  saglamaktadir
(Amirbozorgi vd., 2016). Pek ¢ok calismada, gida
givenligi icin antagonistik mikroorganizmalarin
ve yine onlar tarafindan tretilen, protein yapidaki
antimikrobiyel bilesenler olan bakteriyosinlerin
kullanimiyla patojenlerin inaktive edilmesinin
hedeflendigi biyokontrol yontemlerinin
kullanilmasi 6nerilmektedir (Rodriguez vd., 2000;

olumsuz

Deegan vd., 2006; Evren vd., 2006; Moshood ve
Tengku, 2013; Giilgér ve Ozgelik, 2014; Yang vd.,
2014; Kaur 2015; Goh ve Philip, 2015; Lopez-
Cuellar vd., 2016). LAB'leri gida kaynakli patojen
mikroorganizmalarin Uremesini engellemek ve

gidalarin  raf Omrlind arttirmak amact ile
kullanilabilme  potansiyeline — sahiptitler. Bu
nedenle yeni LAB suglarin  izolasyonu ve
identifikasyonu icin yapilan calismalar oldukca
onemlidir.

Bu calismada, Afyonkarahisar Ili'nde satisa

sunulan markasiz, paketsiz, dogal yéntemler ile
uretilen kefir Orneklerinden 6 adet laktk asit
bakterisi izole edilerek molekdler
identifikasyonlart yapilmustir. Bu laktik asit
bakterilerinin ~ antimikrobiyel bilesik  tretme
yetenekleri  belirlenerek  onlarin  patojen
mikroorganizmalar lzerine olan antimikrobiyel
etkinlikleri degerlendirilmistir.

MATERYAL VE YONTEM

Kefir Orneklerinin Hazirlanmast

Bu calismada, Afyonkarahisar Ili'nde satisa
sunulan markasiz, paketsiz, dogal yéntemler ile
tretilen bes farkl kefir 6rnegi kullanilmistir. Kefir
ornekleri aseptik  kosullar altinda  toplanip
aragtirma laboratuvarina getirilmis ve steril pipet
yardimiyla 10'ar ml alinarak steril 90 ml % 0.1' lik
steril peptonlu su  ¢6zeltisinde homojenize
edilmistir. Her 6rnek % 0.1' lik steril peptonlu su
iceren tiplerde 1/10 olacak sekilde ardisik olarak
seyreltilmistir.

Laktik Asit Bakterilerinin Izolasyonu ve
Saflagtirilmasi

Her bir kefir 6rnegiicin 104, 10-° diliisyonlarindan
0.1 ml almarak LAB izolasyonu icin segilen
besiyerlerine yayma plak yontemiyle ekim
yapilmis, 37 ©°Cde oksijenli ve oksijensiz
kosullarda 48 saat siire boyunca inkiibe edilmistir.
Laktokoklar icin M17 agar (Liofilchem 610192),
Laktobasiller icin Man, Rogosa ve Sharpe (MRS)
agar (Oxoid CM0361), Enterokoklar icin Nutrient
agar (NA) (Oxoid CMO0003) ve Kanamycin
aesculin azide agarli (Oxoid CM0591) besiyerleri
kullantlmigtir. Oksijensiz ortamda inkiibasyon icin
anaerobik  kavanoz (Oxoid Anaero Jar)
kullanilmigtir ~ (Azadnia ve Nazer, 2009).
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Oksijensiz ortamin saglanabilmesi icin Merck
Microbiologia Anaerocult A (1.13829.0001) ve
ortamin oksijensiz olup olmadigindan emin
olabilmek i¢in  test indikatéri  (Merck
Microbiology Anaerotest 1.15112.0001)
kullanilmistir. Inkiibasyon sonrasinda LLAB olma
olasithigi olan tum koloniler secilerek MRS
besiyerine ckilerek seri pasajlamalar yapilmis ve
saf kiltiirler elde edilmigtir (Azadnia ve Nazer,
2009). Laktobasil olmast beklenen kolonileri
secerken krem renkli, mat diizgiin kenarh
koloniler, laktokoklar i¢in beyaz diiz kenarlt parlak
koloniler tercih edilmistir. Enterokok olmasindan
stphelenilen koloniler i¢in kii¢iik, beyaz ya da agik
renkli ve diz kenarlt tipik kolonilere &ncelik
verilmistir. Kanamycin Aesculin Azide agarda ise
siyah zon olusturan Enterokoklarin secimleri
yapimistir  Elde edilen izolatlar, mikroskop
altinda incelenerek gram reaksiyonu ve katalaz
aktiviteleri  belitlenmistir. Izolatlarin  katalaz
enzimine sahip olup olmadiklarini belirlemek
amaciyla ilk izolasyon esnasinda saflastirilan
izolatlar temiz bir lam Gizerine alinip %3’lik H2O,
¢Ozeltisi  damlatlmistir. Gaz  kabarciklarinin
olusumu katalaz testi agisindan pozitif sonug
olarak degerlendirilmistir (Temiz, 2000; Halkman
2005; Ozteber 2013).

Genomik DNA Izolasyonu

LAB'm genomik DNA'larini izole etmek icin
Roche, High Pure PCR Template Preperation Kit
kullantlmistir.  Her bir izolattan MRS  stvi
besiyerine ekim yapilarak 37 °C’de 24 saat inkiibe
edilmigtir. Kit kullanimi igin gerekli hazirhiklar
yapilarak  prosediire uygun sekilde DNA
izolasyonu  gerceklestirilmistir.  Elde  edilen
genomik DNA’larin  bitiinlikleri agaroz jel
elektroforezinde, saflik kontrolleri ve miktar
tayinleri  spektrofotometrik  olarak  Thermo
Scientifik-Nanodrop 2000c cihazi ile yapilmistir
(Turner vd., 2004). Elde edilen genomik DNA’lar
kullanilana kadar -20 °C’de saklanmustir.

Laktik Asit Bakterilerinin 16S rDNA PZR
Yontemi ile Tanimlanmasi

LAB izolatlarinin  16S rDNA  yontemiyle
tanimlanabilmesi icin Taq DNA Polimeraz Kiti
(Helix Amp TM, (11796828001)) kullanilmistir.
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) i¢in; 20F (5'-

AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3") ve
1390R (5'- GAC GGG CGG TGT GTA CAA-3")
primerleri kullanilarak gen bolgesi PZR (Blue Ray
Biotech Turbo Cyler) ile ¢ogaltiimistir (Ozteber
2013). Baz buyuklugh tespiti i¢in, markir
(Fermentas Gene Ruler TM) kullanilmistir. PZR
tiptine eklenecek bilesenler ve reaksiyon
basamaklari kit icerigine gére dizenlenmis olup
Cizelge 1' de belirtilmistir. Istenilen gen bolgesini
cogaltabilmek icin kullanilan PZR kosullari; 94
°C’de 5 dakika 6n denatiirasyon, 94 °C’de 30 sn
denatiirasyon, 55 °C’de 30 sn baglanma ve 72
°Cde 90 sn wuzama olugan 35 dongulik
amplifikasyon ve 72 °Cde 15 dakika son
uzamadan olacak sekilde ayarlanmistir. PZR
trinleri %71’lik agaroz jelde yiritilerek UV Jel
gorintileme sistemi cihazi (Quantum, France)
kullamilarak géruntilenmis ve DNA fragmentleri
DNA markir ile karsilastirtlarak
degerlendirilmistir.

Cizelge 1. PZR bilesenleri ve miktarlar
Table 1. PCR components and quantities

PZR Bilesenleri Miktar

PCR Components Quantity

DNA 5uL

10X Taq Buffer 5uL

dNTP 1 uL

Primer — F 1 uL

Primer — R 1 uL

5X Tune Up Buffer 10 uLL

Taq Polimeraz 1.25 Unit

Destile Su 50 Wl ve t !

Distilled water pye tamamiantt
Niikleotid Sekans Analizi ve Verilerin

Degerlendirilmesi

PZR drinlerin nikleotid sekans analizlerinin
yapilmasi icin hizmet alimi yapilmistir. Sekans
analizi, Sanger dideoksi sekans metoduna dayalt
ABI 3730 XL otomatik sekans analiz cihazt
kullanilarak Altigen Bio Firmast (Izmir\ Tiirkiye)
tarafindan yapilmistir. Orneklerin sekans analizi
sonuglart Gen Bank (www.ncbi.nlm.nih.gov)
adresinde yer alan Nucleotide-nucleotide BLAST
(blastn) programi kullanilarak karsiastirilmis ve
her bir izolat i¢in gen bankasindaki homolojileri
belirlenmistit.
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Laktik Asit Bakterilerinin Antibakteriyel Etki
Spektrumlarinin Belirlenmesi

LAB  izolatlarinin  antibakteriyel — aktivitesi
belirleyebilmek icin agar spot test ve kuyu
difizyon yontemleri kullanilarak test edilmistir.
Agar spot testi i¢cin, LAB izolatlarinin MRS sivi
besiyerine (Oxoid CM0359) ekimleri yapilarak 37
°C’de bir gin sire ile inkibe edilmistir. Daha
sonra her bir izolattan 2 ul MRS agarli besiyerine
damla seklinde inokiile edildikten sonra petriler
bir giin siire ile 37 °C’de inkiibasyona birakilmustur.
Kualtir  koleksiyonumuzda  yer alan  test
mikroorganizmalart (Listeria monocytogenes ATCC
1911, Escherichia coli ATCC 35218, Bacillus substilis
NRS-744, Staphylococcus.  anrens ATCC 25923,
Kiebsiella pnenmoniea NRRLB 4420, Psendononas
aenroginosa NTCC 11778, Streptococcus  feacalis)
Nutrient broth besiyerinde, 24 saat boyunca 37
°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra
%0.5 agar ile hazirlanmis 5 ml'lik yumugak agar
icerisine, indikat6r test mikroorganizmalarin sivi
kiltirlerinden 0.5 ml inokile edilerek petrilerin
yuzeyine doékilmis ve 37 °Cde, 24 saat
inkiibasyona birakilmistir (Schillinger ve Luke,
1989). Agar spot testi sonuglar; +<0.5 cm, 0.5
cm<++<1 cm, 1.5 cm<+++<2 olacak sekilde
degerlendirilmistir.

Agar kuyu difiizyon testi i¢in, LAB izolatlarinin
her birinden 10 ml'lik MRS sivi besi ortamina
ekim yapilarak 37 °C’de, 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Daha sonra sivi kiltirler 8000 rpm’
de 10 dakika (+4°C’de) santriftjlenmistir (Ntve
NF 1200). Santriftyj islemini takiben kultiir st
stvilart steril, yeni falkon tiiplere aktarilmis ve asit
inhibisyonunu ekarte edebilmek icin 1 M
NaOH/HCI kullanilarak pH: 6.0’ya ayarlanmustir.
Elde edilen bu siipernatantlar steril siringalarla
cekilerek 0.2 pum por caply, steril membran
filtreden (GUS 7041361) siizilerek steril deney
tiiplerinde  toplanmistir.  Antimikrobiyel —etki
spektrumlarini  belitleyebilmek icin kullanilan
indikator test mikroorganizmalart Nutrient broth
besiyerine ekilmis ve 37 °C'de, 24 saat inkilbe
edilmislerdir. Bir giinlik kiltirlerinden steril
distile suda 0.5 McFarland bulanikligina esdeger
stspansiyonlar hazirlanmistir. Her bir indikator
bakteri susunun Nutrient agar besiyerine, steril
ektivyon ¢ubugu kullanilarak ekimleri yapilmustir.
Steril agar delici kullanilarak agarlt besiyer ortamt

iceren petrilere 6 mm c¢apinda kuyucuklar
acilmustir. Hazirlanan kuyucuklara daha Once
laktik asit bakteri izolatlarindan elde etmis
oldugumuz  sipernatantlardan  (Cell  free
supernatatnt) 100 pl koyulmustur. Petriler 37
°C'de, 24 saat inktbe edildikten sonra olusan zon
caplart  Olcilmis ve  kontrol grubu ile
karsilastirlarak  degerlendirilmistir  (Pringsulaka
vd., 2012).

BULGULAR

M17, MRS, Nutrient ve Kanamycin aesculin azide
agarli besiyerlerinde treyen kiltirlerden farklt
koloniler secilerek MRS besiyeri kullanilarak saf
kultirler elde edilmistir. 27 adet izolat elde edilmis
ve bunlarin gram boyamast ve katalaz testleri
yapilmistir. Bu izolatlardan sadece 6 adeti gram
(+) ve katalaz (-) olarak belirlenmistir. Bu alti
izolat arasinda yer alan K1 ve K4’iin mikroskop
altinda gérinimi cubuk, digerleri ise yuvarlak
(kili yuvarlak veya zincir seklinde) olarak
gozlenmistir. LAB’lar katalaz negatif olduklari icin
bu izolatlarin molekiller identifikasyonlari, 16S
rDNA PZR y6ntemi kullanilarak yapilmustir. PZR
driinlerinin  agaroz jel gorintisi Sekil 1°de
gosterilmistir. PZR Urlnlerin nitkleotid sekans

analizi sonuglart Gen Bank
(www.ncbinlm.nih.gov) adresinde yer alan
Nucleotide-nucleotide BLAST programi

kullanilarak karsilastirilmis ve her bir izolat igin
gen bankasindaki homolojileri  belirlenmistir.
Karsilastirma  sonucunda, izolatlar ile veri
tabaninda bulunan diger tiirler arasindaki
homolojiler  yizde olarak  Cizelge 2’de
gOsterilmistir. Enterococcus cinsine ait izolatlar,
Enterococcus  faecinm, Enterococcus  durans  olarak
tanmmlanmustie.  Ayrica  Lactobacillus — fermentum
izolatlart tanimlanmustir.

Laktik asit bakteri izolatlarinin antibakteriyel etki
spektrumlar icin agar spot test ve agar kuyu
difizyon testi kullandmistir.  Agar spot testi
sonucunda Cizelge 3’de verildigi gibi 6rneklerin
hepsinin  ¢alismada  kullanidlan  tim  patojen
mikroorganizmalara  karst zon olusturdugu
goriilmistiir. Inhibisyon zonlarinin ¢aplart +<0.5
cm, 0.5 cm<++<1 cm, 1.5 cm<+++<2 olarak
kontrol grubuyla kargilastirlarak
degerlendirilmistir.
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Sekil 1. PZR tirtinlerinin agaroz jel fotografi [Tzolatlar (K1-6), Markir (M)]
Figure 1. Agarose gel photo of PCR products

Gizelge 2. LAB izolatlarinin 16S rRNA analiz sonuglart
Table 2. 165 RNA analysis results of LAB isolates

Izolatlar Karsilagtirilan baz
Isolates 16S tRNA Analiz Sonucu sayist (%) Benzerlik
Abnalysis of 165 RNA Compared base Swilarity
number
K1 Lactobacillus Sfermentum strain .
CAU:3341(Sequence ID: MF354239.1) 1402 /098
K2 Enterococcus durans strain CAU6145 (Sequence .
ID: MF424830.1) 1407 /099
K3 Enterococcus faecinm strain BL6-4 (Sequence ID: .
MFE784205.1) 1330 /099
K4 Lactobacillus  fermentum  strain ~ CAU:3341 .
(Sequence TD: MF354239.1) 1402 /098
K5 Enterococcus  faecium  strain - CAU10244 .
(Sequence ID: MF429017.1) 1377 /099
K6 Enterococcus  faecinm  strain  LO30(LBF2)D03
1098 %99

(Sequence 1D: KM269699.1)

Agar spot test sonuclarina gbre; LAB izolatlart
deney asamasinda kullandan  patojen  test
mikroorganizmalarina karst orta ve\veya yuksek
duiizeyde antimikrobiyel etkinlik géstermistir. LAB
izolatlar1 en cok, K. punenmoniea NRRLB 4420, §.
anrens ATCC 25923, Pseudomonas aenroginosa ATCC
11778, L. monocytogenes ~ ATCC 1911,
mikroorganizmalari  tzerinde etkili olmustur.
Izolatlarin  antimikrobiyel etki spektrumlarint
belirleyebilmek icin ayrica agar kuyu difiizyon testi

uygulanmustir. Laktik asit bakteri izolatlarinin
indikator bakteriler tizerine olan antimikrobiyel
etkiletinin sonuglart ise Cizelge 4'de gosterilmistir.
Izolatlar tiim patojen test mikroorganizmalart
tzerinde antimikrobiyel etki gOstermislerdir.
Ozellikle K. pneumoniea NRRLB 4420, P.
aeuroginosa ATCC 11778, L. monocytogenes ATCC
1911  karst yluksek antimikrobiyel aktivite
belirlenmistir. Elde edilen zon c¢aplari kontrol
grubuna oldukea yakin degetler gdstermistir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF354239?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=5&RID=6SSZTWUM013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF424830?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7DZSSYMW014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF784205?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7DZY3JZM015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF354239?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7E0762JT014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF429017?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=13&RID=7E0HNKHJ015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KM269699?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=7E0UPJEV014
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Cizelge 3. LAB izolatlarinin indikat6r test bakterileri tizerine olan inhibisyon etkisi

Table 3. The inbibitory effect of LAB isolates on indicator test bacteria
%

= 3 S
s- 8 5 9 1§ E
. 225 & > ST T &
Izolatlar 5= 3 Z. <8 S; ¥Z S
S Q 2 A N s N
Isolates SO z £ N N 5 S- =
D I:: R < 3 B g “
. S 3 o M ZoR
g a5 a;
K1 Lactobacillus fermentum strain  +++ ++ ++ +++ A+
CAU:3341
K2 Enterococcus  durans  strain  +++ +++  +++  +++ .+
CAU6145
K3 Enterococcns  faecinm  strain - +++ +++  +++ -+ At
BL6-4
K4 Lactobacillus fermentum strain  +++ ++ ++ +++  +++ 4+
CAU:3341
K5 Enterococcus  faecium  strain  +++ +++  +++ 4+
CAU10244
K6 Enterococcus  faecium  strain  +++ +++  +++ 4+
LO30(LBF2)D03
Kontrol 10 ug amikasin +++ +++  +++  +++ .+
Control

+<0.5 cm, 0.5 cm<++<1 cm, 1.5 cm<+++<2

Gizelge 4. LAB izolatlarinin indikatér bakteriler tizerine olan antimikrobiyel etkilerinin agar kuyu
difizyon testi sonuglart (cm)
Table 4. Agar well diffusion test results of antimicrobial effects of LAB isolates on indicator bacteria (cm)
[Se)

=3 Q
S8 L 8§15 E
S o E ST £
Izolatlar a5 S Z <3 f3 2 3%
S) L}i - T Q Nl S i~ “‘2
Isolates SO X S N %I
CRERE BN LI
: S B 43
A o) A~
K1 Lactobacillus fermentum strain
CAU-3341 17 9 10 12 21 18 15
K2 Enterococcus durans strain
CAUGL45 18 16 13 18 17 23 12
K3 Enterococcus faecinm strain
BL6-4 18 14 9 14 22 19 16
K4 Lactobacillus fermentum strain
CAU:3341 19 9 11 12 20 18 15
K5 Enterococcus faecium strain
CAU10244 18 14 10 15 22 19 16
Ko6 Enterococcus faecium strain
1030 (LBF2)D03 18 14 10 14 22 19 16
Kontrol .
Control 10 pg amikasin 20 21 22 20 24 20 20
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TARTISMA

Son yillarda gida ve ilag giivenliginin gelistirilmesi
konusunda giderek artan bir egilimin olmasi,
aragtirmacilart yeni antimikrobiyel alternatifler
bulmaya tesvik etmektedit. Bazi
mikroorganizmalar  antimikrobiyel  bilesenler
tretebilme yetenegine sahiptitler (Goh ve Philip,
2015). Bu mikroorganizmalar arasinda yer alan
laktik asit bakterileri, antimikrobiyel 6zellikte
bakteriyosin tretebilen, gidalarda uzun yillardan
beri givenli bir sekilde kullandan en 6nemli
mikroorganizmalardandir (Nespolo ve Brandelli,
2010; Lopez-Cuellar vd., 2016). Bakteriyosinler,

uretici  huicreler  lizerine  olduructi  etki
gOstermeyen, stnurlt sayidaki bakterilere etkili olan
antagonistik maddeler olduklarindan

antibiyotikler icin alternatif rol oynayabilirler
(Evren vd., 2006). Bugtne kadar yapilan pek ¢ok
calismada; cesitli gida Urlnlerinden LAB izole
edilerek, antimikrobiyel etkinlikleri
degerlendirilmis ve cesitli bakteriyosinler izole
edilerek tanimlanmistir (Erdogrul vd., 2002; Yang
vd., 2014; Wassie ve Wassie, 2016; Masalam vd.,
2018). Literatiir taramalart sonucunda kefir
orneklerinden LAB  izolasyonu ve onlarin
antimikrobiyel etkinliklerine dair sinirli sayida
calismaya rastlanmistir  (Simova  2002). Bu
nedenle, LAB bakimindan zengin olmast
beklenen kefir 6rneklerinin ¢alisma kapsaminda
kullanidmasi tercih edilmistir.

Bu calismada, LLAB'lat1 izole etmek amaciyla
Afyonkarahisar 1li'nde satisa sunulan paketsiz 5
farkl kefir 6rneginden 6 adet LAB izole edilmistir.
Kefir Orneklerinden izole edilen LAB'lar16S
rDNA sekans analiz sonuglarina gére, Lactobacillus
Sfermentum (2), Enterococeus faecium (3), Enterococcus
durans (1) titleri olarak tanimlanmistir. Bu
calismadan elde edilen bulgular daha O&nce
yapilmis olan bazi caligmalarla olduk¢a benzerlik
gostermektedir (Simova 2002; Chen vd., 2008;
Bennani vd., 2017, Masalam vd., 2018).

CGalismamizda, LAB izolatlarinin antimikrobiyel
aktivitelerini belirleyebilmek i¢cin agar spot testi ve
agar kuyu diflizyon testi yapilmustir. Agar spot test
sonugclarina gore; elde edilen LAB izolatlari, en
cok K. pneumoniea NRRLB 4420, S. anrens ATCC
25923, P. aenroginosa ATCC 11778, L. monocytogenes

ATCC 1911 zerinde antimikrobiyel etki
gOstermistir. Simova vd. (2002); kefir ve kefir
tanelerinden LAB izole etmislerdir. Elde ettikleri
izolatlaryy Lactococcus lactis subsp. lactis, Streptococcus
thermophilus, — Lactobacillus — delbrueckii  subsp.
bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus casei
subsp. pseudoplantarum ve Lactobacillus brevis olarak
tanimlamuslardir. Bagka bir calismada Chen vd.
(2008); kefir tanelerindeki LAB’lar tzerine
mikrobiyolojik bir ¢alisma yapmustir. Calisma
sonucunda, kefir tanelerinde,  Lacfobacillus,
Lenconostos,  Lactococcus  tirtlerinin - bulundugu
belirlenmistir. Isleroglu vd. (2008), yéresel peynir
orneginden antimikrobiyel aktiviteye sahip bakteri
izole etmislerdir. Karbonhidrat fermantasyonu ile
yag asidi profili testleri sonucunda bakterinin
Enterococcus faecalis oldugunu saptamislardir. Bu
bakteri  tarafindan  dretilen  antimikrobiyel
maddenin  Lactobacillus ~ plantarum, — Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium ve Listeria monocytogenes’e
karsi inhibitdr aktiviteye sahip oldugu, ancak
Escherichia coli, Staphylococcus aurens ~ve  Bacillus
cerens’a karst etkili olmadigi gbzlenmistir. Bu
calismaya benzer olarak bizim ¢alismamizdan elde
ettigimiz verilerde en yitksek antimikrobiyel etki
K. pneumoniea NRRLB 4420, P. aeuroginosa ATCC
11778, L. monocytogenes ATCC 1911 karst tespit
edilitken E. coli ATCC 35218 ve B. subtilis NRS-
744 tzerinde daha digstk etki tespit edilmistir.
Diger bir ¢calismada ise Bayram ve Yildirim (20106),
yoresel bir peynir ¢esidinden izole edilen bakteri
ve bu bakterinin Grettigi antimikrobiyel bilesikleri
karakterize etmislerdir. Izole edilen bakteri, genel
mikrobiyolojik analizler, karbonhidrat
fermantasyonu ve yag asidi profili testleri
sonucunda  Ewnferococcus  faecium  BP  olarak
tanimlanmustir. Antimikrobiyel bilesigin
antimikrobiyel spektrumu beliflenmis ve inhibitér
aktivitesi Uizerine bazi enzimlerin, organik
¢ozlctlerin, 1s1l islemin, depolama kogullarinin ve
tretici  bakterinin = gelisim  fazinin  etkileri
aragtirtlmistir.  Antimikrobiyel  bilesigin - bir
bakteriyosin oldugunu ortaya koymuslardir.
Antimikrobiyel ~ bilesigin, test edilen bazt
Lactobacillus,  Lactococcus, — Listeria,  Bacillus,
Campylobacter ve  Citrobacter  cinslerine  karsi
inhibitor etki gbsterdigini belirlemislerdir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nespolo%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24031581
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brandelli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24031581

Laktik asit bakterilerinin izolasyonu, identifikasyonu ve antimikrobiyel etkileri

Bu calismanin sonucunda; kefir 6rneklerinden
izole edilen LAB'latin antimikrobiyel etkili
madde\maddeler Uretebildikleri ve patojen test
mikroorganizmalart tzerinde yuksek
antimikrobiyel etkinlikleri oldugu belirlenmistir.
Bundan sonra yapilacak olan calismalar ile izole
edilen LAB'larin tretmis olduklart bakteriyosin
ve\veya  bakteriyosin  benzeri  maddelerin
saflastirilmast ve karakterizasyonu
hedeflenmelidir. Boylece LAB’lar tarafindan
tretilen bu antimikrobiyel bilesiklerin hem gida
hem de saglik sektérinde, biyoteknolojik
calismalarda potansiyel olarak kullanilabilecegi
dusinulmektedir.
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