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OZET

CiG KECIi SUTUNDEN LAKTIK ASIiT BAKTERILERININ iZOLASYONU,
IDENTIFIKASYONU VE BAZI TEKNOLOJIK OZELLIiKLERININ
BELIRLENMESI

Stit endiistrisindeki {irtinlerin mikrobiyal giivenligi, {riin stabilitesi, lriine
0zgli aroma ve tat kazandirilmasinda biiyiik rol oynayan otokton starter kiiltiirlerin
iretilmesi son derece Onemlidir. Bu kiiltiirler ayn1 zamanda geleneksel iiretimle
modern teknolojiyl birlestirirken mikrobiyal cesitlilik ve biyolojik mirasin
korunmasina, yerel {iriiniin kalitesinin artmasina yardimci olmaktadir. Bu
arastirmanin amaci, ¢ig keci siitlinde dogal olarak bulunan laktik asit bakterilerini
izole etmek ve tanimlanan izolatlar arasindan segilenlerin baz1 teknolojik
ozelliklerini belirlemektir. Bunun i¢in farkli isletmelerden alinan ¢ig keci siitii
numunelerinin mikrobiyolojik analizleri yapilmis, teknolojik o6zellikleri test
edilmistir. Numunelerden izole edilen ve 6n tanimlama testleri sonucunda potansiyel
laktik asit bakterisi olabilecegi degerlendirilen 87 izolat, MALDI-TOF MS y6ntemi
kullanilarak tanimlanmistir. Bu sonuca gore keci siitiinde baskin mikrofloray1 %26.4
ile Enterococcus spp., %21.8 ile Lactococcus spp. ve %12.6 ile Lactobacillus spp.
cinsi bakterilerin olusturdugu tespit edilmistir. Tiir diizeyine bakildiginda en baskin
suslarin %16.1 ile E. faecium, %11.5 ile Lc. lactis ve %5.7 ile L. reuteri, %4.7 ile Lp.
plantarum olduklar1 goriilmiistiir. Aroma bilesikleri, bakteriyosin ve asit iiretmeleri
ile proteolitik ve antimikrobiyal aktivite yetenekleri, siitii fermente edebilme
ozellikleri g6z 6niinde bulundurularak starter kiiltiir olusturma potansiyellerine gore
secilen 19 LAB izolat1 Lc. lactis, L. reuteri ve Lp. plantarum cinsleri olacak sekilde
secilmistir. Sonug olarak elde edilen laktik asit bakteri izolatlarindan bazilarinin gida
endiistrisinde starter kiiltiir olarak islev gosterebilme potansiyellerinin oldugu
goriilmiistiir. Bu izolatlarin siit {irlinlerinin Uretiminde gosterecekleri etki ve
performanslarinin ayrica test edilip degerlendirilmesinin uygun olacagi sonucuna

varilmistir.

Anahtar kelimeler: Cig keci siitii, laktik asit bakterileri, MALDI-TOF MS, tanmimlama,
teknolojik ozellikler.



ABSTRACT

ISOLATION, IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
TECHNOLOGICAL PROPERTIES OF LACTIC ACID BACTERIA FROM
RAW GOAT MILK

It is extremely important to produce autochthonous starter cultures that play a
major role in the microbial safety, product stability, product-specific aroma and taste
of products in the dairy industry. These cultures also help to protect microbial
diversity and biological heritage and increase the quality of the local product while
combining traditional production with modern technology. The aim of this research
was to isolate lactic acid bacteria naturally found in raw goat milk and to determine
some technological properties of selected isolates among the identified isolates. For
this purpose, microbiological analyses of raw goat milk samples taken from different
farms were carried out and technological properties were tested. A total of 87
isolates, obtained from the samples and presumed to be potential lactic acid bacteria
based on preliminary tests, were identified using the MALDI-TOF MS technique.
According to this result, the dominant microflora in goat milk was found to be
Enterococcus spp. with 26.4%, Lactococcus spp. with 21.8% and Lactobacillus spp.
with 12.6%. At the species level, the most dominant strains were E. faecium with
16.1%, Lc. lactis with 11.5% and L. reuteri with 5.7%, Lp. plantarum with 4.7%. The
19 LAB isolates were selected as Lc. lactis, L. reuteri and Lp. plantarum genera
according to their potential to form starter cultures by considering their ability to
produce flavour compounds, bacteriocins and acids, their ability to produce
proteolytic and antimicrobial activity and their ability to ferment milk. As a result, it
was observed that some of the lactic acid bacteria isolates obtained have the potential
to function as starter cultures in the food industry. It was concluded that the effect
and performance of these isolates in the production of dairy products should be tested

and evaluated additionally.

Keywords: Raw goat milk, lactic acid bacteria, MALDI-TOF MS, identification,

technological properties.
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1. GIRIS

Kegiler (Capra hircus) insanlik tarihindeki ilk evcillestirilen hayvan
tirlerinden biri olup yaklasitk 10.000 yil 6nce Bereketli Hilal bolgesinde
evcillestirilmistir (Zeder ve Hesse, 2000). Giiniimiizde Antarktika disinda hemen her
kitada bulunmakta, farkli iklim ve cografi kosullarda basariyla yetistirilebilmektedir
(Food and Agriculture Organization Statistics [FAOSTAT], 2013). Et, siit, kil, deri
gibi ¢ok yonli drlnleri ile ozellikle kirsal kesimlerin ekonomisine katki
saglamaktadir (Nomura ve ark., 2013; Yalcin Sever, 2019). Kegiler, kalitesiz ¢evresel
ortamlar1 degerlendirme kapasiteleri sayesinde siirdiiriilebilir hayvancilikta 6nemli

bir yere sahiptir (Food and Agriculture Organization [FAO], 1986).

Diinyada yaklasik 1.1 milyar ke¢i bulunmakta ve keci yetistiriciligi
cogunlukla meraya dayali olarak yapilmaktadir (FAOSTAT, 2021). Cin, Hindistan ve
Nijerya en fazla ke¢i varligina sahip tlkelerdir. Tiirkiye’de ise 2023 yili itibariyle
keci sayis1 10.3 milyon basa diigsmiis olsa da ayni yil ¢ig ke¢i siitli liretimi 543 bin
tonla bir dnceki yila gore hafif bir artis gdstermistir (Tiirkiye Istatistik Kurumu
[TUIK], 2024a;b). Kegi siitii inek siitiine gore iiretim acisindan sinirli olmakla
birlikte besin bilesimi ve sagliga katkilar1 bakimindan degerli bir alternatiftir (Yal¢in

Sever, 2019).

Keci siitii yiiksek sindirilebilirligi, diisiik alerjenik potansiyeli, yiiksek
tamponlama kapasitesi ve bazi terapdtik etkileriyle dikkat cekmektedir (Raynal-
Ljutovac ve ark., 2008). Amino asit kompozisyonu sayesinde daha verimli emilim
saglar ve oOzellikle inek siitline alerjisi olan bireyler icin alternatif bir kaynak
olusturmaktadir. Pediatrik ve geriatrik bireylerde kullanimi yaygindir (Yangilar,
2013). Ayrica fonksiyonel gidalara yonelik artan tiiketici ilgisiyle birlikte kegi siitii
bazli iiriinlerin pazardaki yeri giderek giliglenmektedir (Mowlem, 2005).



Siit mikroorganizmalarin gelisimi i¢in elverisli bir ortam sunar. Bu ortamda
dogal olarak bulunan laktik asit bakterileri (LAB), hem gidanin mikrobiyal
stabilitesini artirmakta hem de tat, aroma ve tekstiirel Ozelliklerine olumlu katki
saglamaktadir (Liu ve ark., 2014). LAB karbonhidratlar1 fermente ederek laktik asit
iiretir ve bu sayede gidalarin raf dmriinii uzatirken ayni zamanda olas1 patojenlerin
gelisimini de baskilayabilmektedir. Baz1 LAB tiirlerinin probiyotik 6zellik gosterdigi
ve bagirsak mikrobiyotasin1 dengeleyerek konak sagligini olumlu yonde etkiledigi

bilinmektedir (Hill ve ark., 2014).

LAB terimi ilk kez Orla-Jensen tarafindan 1919’da tamimlanmis ve
giiniimiizde gida mikrobiyolojisinin temel kavramlarindan biri haline gelmistir. Bu
bakteriler genellikle Gram-pozitif, kok veya cubuk seklinde olup diisik pH’a
dayanikhidirlar (Tissier, 1984). Gida fermantasyonunda en sik karsilasilan cinsler
arasinda Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus ve
Weissella yer almaktadir. Bu bakteriler sadece siit iiriinlerinde degil; sebze, et ve tahil

bazli fermente iiriinlerde de kullanilmaktadir (Mokoena, 2017).

Kegi siitii 6zgiin bilesimi sayesinde LAB i¢in zengin bir gelisim ortami
olusturmaktadir. Bu durum ¢ig keci siitlinden izole edilecek LAB suslarinin
potansiyel teknolojik ozelliklerinin arastirilmasini anlamli kilmaktadir. Ozellikle
yerli (otokton) izolatlarin belirli fermente gidalarin iiretiminde starter kiiltiir olarak
kullanilmas1 hem geleneksel gidalarin kalitesini artirabilir hem de yerel mikrobiyal
cesitlilik ve standardizasyonun korunmasina katkida bulunabilir. Bu calismanin
amact, ¢ig kegi siitiinden LAB’nin izole edilmesi, identifikasyonlarinin yapilmasi ve
elde edilen izolatlarin bazi teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesidir. Boylece bu
mikroorganizmalarin geleneksel fermente siit iirlinlerinin tiretiminde otokton starter
kiiltiir olarak kullanilabilirligi degerlendirilecektir. Bu yaklasim, hem yerel
kaynaklarim etkin kullanimin1 tesvik edecek hem de dogal mikrobiyotanin

fonksiyonel potansiyelinin ortaya konmasina katki saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kegi Siitii

Keci siitii bilesimsel ve teknolojik Ozellikleriyle inek siitiinden belirgin
sekilde farklilik géstermekte ve bu farkliliklar onun besinsel, fonksiyonel ve duyusal
degerini 6n plana ¢ikarmaktadir. Keci siitii inek siitiine kiyasla daha yiiksek diizeyde
protein, protein olmayan azot bilesenleri ve fosfat icermesi nedeniyle daha yiiksek
bir tamponlama kapasitesine sahiptir (Park, 1994). Ayrica keci siitii dogal
homojenizasyon  Ozelligi  sayesinde  sindirim  sisteminde daha  kolay
parcalanabilmektedir. Bu o6zellige katki saglayan baslica etmenler arasinda daha
kiiciik yag globiilleri, daha biiyiik yiizey alani, daha yiiksek oranda kisa ve orta
zincirli yag asitleri ile proteinlerinin daha yumusak bir lor yapisi olusturmasi yer
almaktadir. Bu fizikokimyasal nitelikler sayesinde bagirsak enzimleri, Ozellikle
lipazlar lipitleri daha etkin sekilde parcalayabilmekte bu da sindirilebilirligini
artirmaktadir (Jandal, 1996).

Kegi siitii, sitit ve siit Uriinleri endiistrisinde oldukg¢a genis bir kullanim
yelpazesine sahiptir. UHT siitler, az yagli veya aromali igecekler, fermente iiriinler
(yogurt, ayran, peynir), dondurulmus {iriinler (dondurma, dondurulmus yogurt),
tereyagi, yogunlastirilmis veya kurutulmus siit iiriinleri ve tatli-sekerleme iirlinleri
keci siitiiyle iiretilebilmektedir (Ribeiro ve Ribeiro, 2010). Keci siitii, peynir
mayasina kars1 duyarliligi bakimindan da dikkat ¢ekmektedir. Bu siit, inek ve koyun
stitlerine goére daha hizli ve etkin bir sekilde pihtilasarak isleme verimliligini

artirmaktadir (Ugiincii, 2021).

Keci siitii kalitesi hem teknolojik isleme toleranst hem de tiiketici
beklentilerini karsilama potansiyeli agisindan degerlendirilmektedir. Tiiketicilerin

tirtin tercihlerinde tat en belirleyici faktdrlerden biridir. Kegi siitiine 6zgii hafif, notr



ve hos aroma, bazi peynir tiirlerinde istenen bir nitelik iken i¢cme siitleri gibi
iirlinlerde daha sade ve notr tat tercih edilmektedir (Ribeiro ve Ribeiro, 2010). Ancak
keci siitii liriinlerinin pazarlanmasinda karsilagilan en biiyiik zorluklardan biri “kegi
benzeri” koku ve tat ile ilgili olumsuz algidir. Bu durum genellikle yetersiz hijyen
kosullarinda iiretilen siitlerin neden oldugu duyusal bozulmalarla iliskilidir

(Mowlem, 2005).

Kegi siitii aym1 zamanda fonksiyonel bilesenlerin iiretimi agisindan da
potansiyel tasimaktadir. Keci siitliniin islenmesi sirasinda izole edilen LAB yeni
fonksiyonel  bilesiklerin  elde  edilmesinde  biyolojik  kaynak  olarak
degerlendirilmektedir (Djadouni ve Kihal, 2013). Ancak keci siitiinlin geleneksel
fermantasyon siirecleri genellikle tanimlanmamis laktik mikroflora ile yiiriitiilmekte
ve bu durum iiriinlerde farkli duyusal 6zelliklerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir
(Sellami ve ark., 2007). Bu sorunun asilmasi i¢in standartlastirilmis laktik bakteri
karigimlart ~ kullanilarak  kontrollii  fermantasyon siireglerinin  gelistirilmesi

onerilmektedir (Moulay ve ark., 2013).

Kegi siitii 6zellikle zorlu iklim kosullarina sahip bdlgelerde hayvanciligin
strdiiriilebilirligini saglamak amaciyla da onemli bir besin kaynagidir. Afrika ve
Arap Tllkelerinde, zorlu ¢evresel sartlarda ke¢i gibi dayanikli hayvanlarin
yetistirilmesine yonelik sistemlerin gelistirilmesi hem tiretim kapasitesini artirmakta

hem de beslenme ¢esitliligine katki sunmaktadir (Zarour ve ark., 2013).

2.2. Kegi Siitii Icerigi

Kegi siitli, kimyasal bilesimi bakimindan tiir, irk, laktasyon dénemi, genetik
faktorler fizyolojik durum, beslenme rejimi ve ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir
(Peres ve ark., 2016). Saliba ve ark. (2021), Liibnan’in Bat1 Bekaa bolgesindeki alti
farkl ¢iftlikten toplanan Baladi kegilerine ait siit drneklerinde pH 6.68 + 0.05; yag
%3.08 + 0.52; protein %3.48 + 0.23; yagsiz kuru madde %8.46 + 0.28; toplam kuru
madde %11.54 + 0.68 olarak belirlemistir. Ciftlikler arasinda yalnizca yag iceriginin
istatistiksel olarak anlamli farklilik gdsterdigini tespit etmislerdir (p<0.05). Ayni irka



ait daha Onceki bir ¢calismada (Tabet ve ark., 2016), yag (%4.31) ve protein (%4.00)
oranlar1 daha yiiksek bildirilmistir. Mclnnis ve ark. (2015) ise farkli kiiltiir irklarinda
yag icerigini %2.6-3.4, protein igerigini %2.3-3.1 araliginda raporlamistir.

Kegi siitiinde proteinlerin yaklasik %75°1 kazeindir ve bu nedenle kazeinli
stitler grubuna girmektedir. Yerli keci irklarinda protein oran1 Kil kegisinde %4.56,
Tiftik kecisinde %4.36, Kilis kegisinde %3.18; kiiltiir irk1 Alpine’da ise %2.72’dir
(Ugiincii, 2001). Yag miktar1 kegi siitiinde sadece enerji kaynagi degil aym zamanda
drlinlerin tekstiirli, aromast ve besinsel Ozellikleri agisindan da belirleyici bir

bilesendir (Ribeiro ve Ribeiro, 2010).

Kegi siitiinde en ¢ok bulunan bilesenlerden birisi de oligosakkaritlerdir.
Bunlar insan siitiine benzer sekilde prebiyotik 6zellikler gostermektedir. Olgun keci
sitiinde 60-350 mg/L, kolostrumda ise 2.4 g/l’ye kadar oligosakkarit
konsantrasyonlar1 bildirilmistir (Martin-Ortiz ve ark., 2017). Bununla birlikte keci

siitiinde mangan, demir ve B12 vitamin seviyeleri olduk¢a azdir (Ugiincii, 2001).

2.3. Kegi Siitii ve Insan Saghg

Kegi siitiinii saglikli ve fonksiyonel bir gida olarak diisiinmek ¢ok onemlidir.
Insanlar keci siitiinii sadece bir ilag olarak diisiinemezler (Park ve Haenlein, 2007).
Toplum tarafindan keg¢i siitiine olan talebin ii¢ nedeni vardir. Bunlardan birincisi ev
tiikketimidir. Bu talep, biiyliyen insan niifusu nedeniyle artmaktadir. Eski bir s6z olan
"keciler fakirin inegidir" sozli bu konuda oldukga yerinde bir deyistir. Gelismekte
olan iilkelerde keciler yetersiz beslenme ile saglikli ve siirdiiriilebilir bir diyet
arasindaki farki temsil edebilmektedir (Mowlem, 2005). Ikinci husus, bir¢ok gelismis
iilkede 6zellikle peynir ve yogurt olmak {izere kegi siitii iirlinlerine uzmanlarin biiytik
ilgi gostermesidir. Bu ilgi, harcanabilir gelir seviyelerinin artmasi nedeniyle
artmaktadir. Ugiincii husus, inek siitii alerjisi ve diger gastrointestinal rahatsizliklari
olan kisilerin rahatsizligina yonelik tibbi bir amagtan kaynaklanmaktadir. Bu talep

ozellikle geligmis iilkelerde bu tiir rahatsizliklara yonelik geleneksel tibbi tedavilerle



ilgili sorunlarin daha genis bir farkindalifi nedeniyle de artmaktadir (Park ve

Haenlein, 2007).

Kegi siitiiniin mitkemmel bir besin kaynagi olarak kullanimi yadsinamaz bir
gercektir. Saglik yonii ve fizyolojik islevleri géz Oniine alindiginda g¢ocuklarin,
genclerin ve yaslilarin beslenmesi i¢in yararl etkileri vardir. Buna ek olarak bazi
yazarlara gore inek siitii alerjisi olan kisiler tarafindan olumsuz etkilere maruz
kalmadan keci siitii tiiketilebilmektedir ve inek siitii alerjisi olan kisiler iizerinde
faydal1 ve terapdtik etkileri mevcuttur. Bu besinsel, saglik ve terapotik faydalar kegi
slitiinlin ve bu siitten iiretilen 6zel {irlinlerinin potansiyelleri ve degerleri hakkinda
bilgi vermektedir. Bu durum kegi siitiinlin pazar potansiyelini de 6ne ¢ikarmaktadir

(Ribeiro ve Ribeiro, 2010).

2.4. Laktik Asit Bakterileri

2.4.1. Genel Ozellikleri

LAB ¢esitli karbonhidratlar1 6zellikle laktik asidi fermente edebilen genis bir
ekolojik yayilima sahip olan heterojen bir mikroorganizma grubudur (Brooijmans ve
ark., 2009). Islevsel solunum zincirlerinin bulunmamasi nedeniyle enerji ihtiyaglarini
substrat diizeyinde fosforilasyonla karsilarlar. Bu amagla iki ana metabolik yol
kullanirlar: Embden-Meyerhof-Parnas yoluna dayanan homofermentatif yol ve
pentoz fosfoketolaz ya da 6-fosfoglukonat yolu olarak bilinen heterofermentatif yol.
Homofermentatif fermentasyonun temel iirlinii laktik asit iken heterofermentatif
fermentasyon sonucunda laktik asidin yani sira asetat, etanol, CO,, format ve

stiksinat gibi bilesikler de olusur (Liu ve ark., 2014).

LAB genel olarak Gram-pozitif, katalaz negatif (baz1 tiirlerde psddokatalaz
iretimi  goriilebilir), spor olusturmayan, c¢ubuk ya da kok seklindeki
mikroorganizmalardir  (Orla-Jensen, 1919). Filogenetik acidan  Firmicutes
(Lactobacillales takimi) ve Actinobacteria subelerine dagilmislardir. Firmicutes

grubundaki LAB cinsleri arasinda Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus,



Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus ve Weissella
yer alirken Actinobacteria'daki tek temsilci Bifidobacterium cinsidir (Liu ve ark.,

2014).

Geleneksel smiflandirma fermentasyon sekli, sicaklik toleranst ve
karbonhidrat kullanim profili gibi fizyolojik ozelliklere dayansa da giliniimiizde
molekiiler yontemler bu siniflandirmay1 desteklemekte ve detaylandirmaktadir. LAB
suslarinin biyoteknolojik 6nemi fermente gidalarda raf omriinii uzatma, tat ve kivam
gibi duyusal ozellikleri iyilestirme yeteneklerinden kaynaklanmaktadir. Bu etkiler
basta laktik asit olmak iizere bakteriyosin, diasetil ve karbondioksit gibi

antimikrobiyal bilesiklerin iiretimiyle de iliskilidir (de Vos, 2011).

LAB tarafindan sentezlenen antimikrobiyal maddeler sadece bakterilere degil
bazi durumlarda kiif ve maya gibi mantar tiirlerine kars1 da etkilidir (Bukhari ve ark.,
2020; Peng ve ark., 2021). Bu ozellikleri sayesinde eksi hamur gibi fermente
iirlinlerde mikotoksin kontroliinde kullanimlar1 artmaktadir (Lavermicocca ve ark.,
2000). Ayrica bu mikroorganizmalar hayvancilikta yem katkis1 ve probiyotik destek
olarak da degerlendirilmektedir (Vieco-Saiz ve ark., 2019).

Bir mikroorganizmanin probiyotik olarak kabul edilebilmesi icin mide
asidine, safra tuzlarina ve sindirim enzimlerine direnc¢li olmasi, canli olarak kolona
ulagabilmesi ve yeterli miktarda tiiketilmesi gerekmektedir. Gida f{irlinlerinde bu
deger genellikle 107 kob/mL olarak belirtilmektedir (Boylston ve ark., 2004).
FAO/WHO (2006) tarafindan Onerilen kriterlere gore probiyotik suslarin tiir
diizeyinde tanimlanmast ve hemolitik aktivite ile antibiyotik duyarliliginin

degerlendirilmesi 6nem arz etmektedir.

2.4.2. Kegi Siitiindeki Laktik Asit Bakterileri

Tormo ve ark. (2015) Fransa cografi bolgesinden sectikleri ve keci peyniri
tireten 21 ciftligi kullandiklar1 aragtirmalarinda kegi siitlerinden elde ettikleri 206

izolatin 204'liniin Lactococcus veya Enterococcus fenotipine sahip olduklarini



belirlemislerdir. Bu 204 izolat i¢in 6 fenotipik profil ayirt edilmistir. 206 sustan
toplam 146's1 farkli fenotipik profillere sahip ve genotipik olarak karakterize
edilebilecek sekilde segilmistir. Chamba ve ark. (1981) modifiye edilmis Elliker
agarindan izole ettikleri laktik asit bakterilerinin Lactococcus lactis (Lc. lactis) ve
Enterococcus subsp. oldugunu PCR ile dogrulamislardir. Boylece 73 sus Lc. lactis
subsp lactis (test edilen suslarin %50's1), 17 sus Lc. lactis subsp cremoris (%12) ve

56 sus enterokok (%38) olarak tanimlanmustir.

2.5. LAB’nin Gida Endiistrisinde Kullanim Alanlari

LAB iirettigi laktik asit, bakteriyosinler, antioksidanlar, vitaminler ve diger i¢
ve dis membran bilesikleri gibi metabolitler sebebiyle biyoteknolojik diizeyde ilgi
cekici triinlerin bir parcasidir (Mora-Villalobos ve ark., 2020). Laktik asidin gida
alanindaki ilk kullanimlar1 dogal laktik asit iiretimini tesvik etmek ve depolama
sirasinda bozucu mikroorganizmalarin biiylimesini kontrol etmek i¢in LAB
hiicrelerinin belirli gida iirlinlerine dahil edildigi asidiilasyon ve koruma ile ilgiliydi
(Ibrahim ve ark., 2020). Giinlimiizde gida uygulamalarinda laktik asit kullanimina
yonelik yaklasimlar benzerdir. Bununla birlikte sus se¢imi, fermantasyon, saflastirma
ve formiilasyondaki teknolojik gelismeler, yiiksek safliktaki laktik asidin dogrudan

bir gida matrisine eklenmesine olanak tanimaktadir (Montero-Zamora ve ark., 2022).

LAB'in bir¢ok susu gida ve yem endistrilerinde kullanilan en 6nemli
mikroorganizma gruplar1 arasindadir  (Johnson-Green, 2002). LAB gida
muhafazasinda ve gidalarin organoleptik o6zelliklerinin, Ornegin tatlarinin ve

dokularinin modifiye edilmesinde kullanilmaktadir (Barinov ve ark., 2011).

Ekonomik avantajlar1 ve genel olarak giivenli (GRAS) itibarlar1 nedeniyle
cesitli endiistrilerde kapsamli bir sekilde incelenmis ve kullanilmistir. Ornegin; LAB,
fermente siit tirlinlerinin ve igeceklerin iiretiminde yaygin bir sekilde starter kiiltiirler
olarak kullamlmaktadirlar (Ong ve ark., 2007). Onceleri fermente gida ve igeceklerin
tiretimi hammaddelerde dogal olarak bulunan mikroflora nedeniyle spontane bir

fermantasyonla elde ediliyordu. Daha sonra segilen starter kiiltiirlerin gida matrisine



dogrudan eklenmesi gida endiistrisi tarafindan tercih edilmistir. Bunun avantajlari,
fermantasyon siireci Tlizerinde yiiksek derecede kontrol ve nihai {riiniin
standardizasyonu olmustur. LAB fermente gida ve igeceklerin besinsel, organoleptik,
teknolojik ve raf omrii 6zelliklerini gelistirebildikleri i¢in starter kiiltiir olarak uzun

stiredir kullanilmaktadirlar (Leroy ve de Vuyst, 2004).

Starter kiiltiir, fermantasyon siirecini hizlandirarak ve yonlendirerek fermente
bir gida liretmeyi amaclayan bir hammaddeye eklenen ¢ok sayida bir veya daha fazla
mikroorganizmadan olusan mikrobiyal bir preparat olarak tanimlanabilir (Caplice ve
Fitzgerald, 1999; Ray, 1992). Fermente gida endiistrileri, gida matrisine dogrudan
inokiilasyon i¢in ¢ogunlukla dondurulmus ve dondurularak kurutulmus konsantreler
veya liyofilize preparatlar olarak mevcut olan ticari starter kiiltiirleri kullanmaktadir

(Sandine, 1996).

LAB tarafindan fermente edilen siit iiriinleri diinya ¢apinda yaygin olarak
tikketilmektedir. LAB starterleri i¢in se¢im Kriterleri asitlestirme orani, lezzet ve doku
ozellikleridir. EPS iireten LAB genellikle yogurt gibi karistirilmis fermente siitlerin
viskozitesini artirmak ve sinerezise (peynir alt1 suyu ayrilmasi) duyarliligi azaltmak

icin kullanilmaktadir (de Vuyst ve Bart, 1999).

2.6. LAB’nin Teknolojik Ozellikleri

Bir fermantasyon susu olan LAB’nin asit ve aroma liretme yetenegi, proteini
hidrolize etme yetenegi, viskoz EPS fliretme yetenegi ve bakterileri inhibe etme
yetenegi gibi bazi dnemli metabolizma Ozelliklerine sahip olmasi gerekmektedir

(Wang ve ark., 2021).

2.6.1. Asit Uretimi

LAB bagirsakta karbonhidrat fermantasyonu yoluyla laktik asit ve kisa

zincirli yag asitleri (SCFA'lar) dahil olmak iizere organik asitler iiretirler.



Homofermentatif veya heterofermentatif metabolizmay1 kullanip kullanmadiklarina
bagli olarak iki ayr1 gruba ayrilirlar. Homofermentatif LAB, bir glikoz molekdiliinii
iki laktik asit molekiiliine doniistiirlir ve aldolaz enzimi araciliiyla iki ATP molekiilii
iretir. Heterofermentatif LAB, alti karbonlu sekerleri (heksozlar) bes karbonlu
sekerlere (pentozlar) doniistiirmek i¢in alternatif pentoz monofosfat yolunu kullanir
ve ardindan fosfoketolaz yoluyla bir laktik asit molekiilii ve bir etanol veya asetik

asit molekiili tiretirler (Abdel-Rahman ve ark., 2013).

2.6.2. Proteolitik Aktivite

LAB'nin ¢ogunlugu karmagik peptitlerden aminoasitler elde etmek i¢in
proteinazlar ve peptidazlarin karmasik kombinasyonlarina sahip 1yi kurulmus bir
proteolitik sisteme sahiptir (Law ve Kolstad, 1983). Yapilan bir calismada LAB'nin
proteolitik sisteminin hem biiylime i¢in protein ve peptitlerin kullaniminda hem de
stit Uriinlerindeki siitiin olgunlagsma siirecinde 6nemli oldugu sonucuna varilmigtir

(Liu ve ark., 2010).

Gobbetti ve ark. (1999), proteinaz aktivitesinin substrat ve bakteri suslarinin
etkilerine ek olarak pH'tan da etkilendigini gostermistir. LAB'min ayrintili proteolitik
sistemi, karmasik polipeptitlerin parcalanmasi i¢in bir 6n kosuldur ve bakterilere

hayatta kalmalarini saglamak i¢in aminoasitler saglar (Kunji ve ark., 1996).

2.6.3. Lipolitik Aktivite

Lipoliz serbest yag asitleri, gliserol ve mono ve digliseridler gibi ara
maddeler tiretmek igin trigliseritlerin hidrolizidir. Bu ara maddeler nihai {iriiniin doku
gelisimine yardimci olan diger gida bilesenlerini emiilsifiye eder (Esteban-Torres ve
ark., 2014). LAB tarafindan lipoliz derecesi, starter kiiltiirleri olarak kullanilan
suglarin se¢imini belirlemeye yardimci olmaktadir. Bu 6zellik bitkisel fermantasyon,
firlnlanmis gida uygulamalar1 ve fermente siit lirlinlerinde lezzet gelisimi igin son

derece 6nemlidir (Tanasupawat ve ark., 2015).
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LAB genellikle Penicillium ve Pseudomonas cinslerine gore zayif lipolitik
etki gosteren bakteri grubu olarak kabul edilmektedirler (McSweeney ve Sousa,
2000). Ancak uzun olgunlagsma dénemlerine sahip peynirler gibi iirtinlerde LAB'nden
gelen lipolitik aktivite lezzet gelisimine katkida bulunmakta ve katabolik son iiriinler
ireten daha ileri reaksiyonlar icin substrat gorevi gormektedir (Collins ve ark.,

2003).

2.6.4. Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi

EPS'ler mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen dallanmis, tekrar eden
seker birimlerinden veya seker tiirevlerinden olusan uzun zincirli polisakkaritlerdir
(Werning ve ark., 2022). Bu EPS'ler kimyasal bilesimlerine ve biyosentez
mekanizmalarmma gore homopolisakkaritler ve heteropolisakkaritler olarak
ayrilmaktadirlar (Ruas-Madiedo ve ark., 2002). Homopolisakkaritler, unlu
mamullerde yapisal kaliteyi ve destekleme kabiliyetini etkileyerek eksi hamur
iirtinlerine katilabilirken heteropolisakkaritler siit tiriinlerinde gida katki maddesi
olarak kullanilmaktadir (Waldherr ve Vogel, 2009). EPS fermente gidalarin
organoleptik kalitesine, doku, tat algisi, agiz hissi ve stabilitesine katkida bulunur

(Duboc ve Mollet, 2001).

EPS fiiretebilen starter Kkiiltiirlerin kullanimi o6zellikle yogurt iiretiminde
stabilizator kullanimimin yasak oldugu Avrupa'da yogurtta reolojik ve viskozite
sorunlarindan ka¢inmak i¢in alinan baslica 6nlemlerden biridir (Rawson ve Marshall,
1997). Birkag LAB gibi yogurt starter kiiltiirleri dogal biyo-kalinlastirict maddeler ve
yerinde iiretilen stabilizatorler olarak fermente yogurdun fizikokimyasal ve reolojik
ozelliklerinde 6nemli roller oynayabilen EPS iiretebilir (Duboc ve Mollet, 2001).
LAB'nden elde edilen EPS'ler anti-kanser, anti-enflamatuar ve antioksidan aktiviteler
gostermektedirler. Ayrica gida, biyomedikal ve kozmetik endiistrilerinde

uygulanmaktadirlar (Werning ve ark., 2022).
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2.6.5. Tuz Toleransi, pH Toleransi, Diisiik Sicakhkta Gelisim

Ticari amaglar i¢in secilen LAB, endiistriyel proseslerde karsilasilan olumsuz
kosullara 6rnegin; 1s1, soguk, asitlik ve yiiksek NaCl konsantrasyonlarina meydan
okumalidir (Bucka-Kolendo ve Sokolowska 2017). Bir¢ok fermente gida tuzla
yapilir. Bu sayede ozmotik stres genellikle fermantasyon proseslerinde hayatta kalan
mikroorganizmalar i¢in 6nemli bir zorluktur (El-Gendy ve ark. 1983; Prasad ve ark.
2003; Rao ve ark. 2004; Yamani ve ark. 1998). LAB'nde hiicre i¢i ozmotik basincin
diizenlenmesinin olas1 mekanizmalari, (i) hiicrelerden Na™ iyonunun diglanmasi, (ii)
uyumlu ¢6ziinenlerin birikmesi ve (iii) hiicre zar1 bilesiminin degismesi seklinde

belirtilmistir (Yao ve ark., 2020).

Az sayida calisma, LAB'nin asidik kosullarda biiyiimesi ve hayatta
kalmasindan farkli olarak alkali kosullarda i¢ hiicre pH'in1 sabitlemek i¢in LAB'nin
etki mekanizmasimi bildirmistir. Bu nedenle LAB'min yiiksek pH'da kullandig
molekiiler mekanizmanin anlasilmasi su anda ortaya ¢ikmaktadir. Alkali kosullar
altinda LAB sitoplazmanin alkalinizasyonu ile i¢c pH'in1 diizenler. Ancak bu degisen
i¢ pH, dis pH'tan daha kiigiiktiir (Holzapfel ve Wood, 2014). Ayrica LAB alkali
ortamlarda hayatta kalmak i¢in yliksek pH'ta aktif olan enzimlerini kullanmaktadirlar

(Cao ve ark., 2002).

Gida iirtinlerinin olgunlagmasi veya gida giivenliginin saglanmasi icin diisiik
sicakliklarda depolanmasi probiyotik Ozelliklere sahip LAB iizerindeki soguk
stresinin ana nedenidir. Bazt LAB 15°C kadar diisiik sicakliklarda biiyiiyebilir ve
cesitli soguk ortamlarda bulunabilir. LAB'nin soguk ortamda gelisebilme yetenegi
onemlidir. Ciinkii ¢ogu ticari LAB susu dondurularak kurutulmus tozlar halinde
tedarik edilir (Zhang ve ark., 2016). LAB diisiik sicakligin yarattig1 zararl etkilerin
iistesinden gelir ve soguk ortamlarla ilgili zararl etkileri iyilestiren antifriz ve soguk
sok proteinleri (CSP'ler) lireterek diisiik sicakliklarda gelisebilirler (Keto-Timonen ve
ark., 2016). CSP'ler, antiterminatorler gibi soguk kaynakli genlerin ifadesini kontrol
eder (Bae ve ark., 2000). LAB'nin, donma sicakliklarinda aktiviteyi koruyan ve hem
transkripsiyonu hem de translasyonu destekleyen soguga uyum saglamis enzimler

tirettigi bilinmektedir (Mangiagalli ve ark., 2018).
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2.6.6. Aroma ve Tat Bilesenleri Olusturma Potansiyeli

LAB asitler ve ketonlar da dahil olmak iizere ugucu organik bilesiklerin
iretimini etkili bir sekilde kolaylastirabilmekte ve boylece aroma kalitesini
artirabilmektedirler (Liang ve ark., 2024). Diasetil ve asetoin iiretme kapasitesi
nedeniyle LAB siit endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Diasetilin diisiik
konsantrasyonlar1 kremsi ve tereyagli aroma sagladigindan birgok siit iirliniiniin
onemli bir bilesenidir (Passerini ve ark., 2013). Heterofermentatif LAB mannitol,
etanol ve diger aroma maddelerini iireterek fermente liriinlere daha iyi lezzet ve tat
vermektedir (Kim ve ark., 2019). EPS iiretme yetenegi LAB icin temel bir 6zellik
olarak kabul edilir. Ciinkii EPS'nin varlig1 siit Giriinlerini piiriizsiiz ve kremsi yapar ve

bunlar tiiketiciler i¢in iki ¢ekici gida 6zelligidir (Franciosi ve ark., 2009).

2.6.7. Antimikrobiyal Ozellik

Antimikrobiyal molekiiller {iretebilen bakterileri bulmak i¢in dogal
mikrobiyal suslar1 taramak umut verici bir stratejidir. Ozellikle LAB rekabetci
tiirlerle miicadelenin hayatta kalmak i¢in ¢ok 6nemli oldugu gida ekolojik nisinde
uzun bir evrimsel gegmise sahip olduklari i¢in gida kaynakli enfeksiyonlar1 6nleyen
molekiilleri bulmak i¢in 1yi adaylardir. LAB'nden ¢ok sayida bakteriyostatik veya
bakterisidal bilesik tanimlanmistir (Pessione, 2012). LAB’nin iyi bilinen ancak hala
yeterince kullanilmayan bir 6zelligi de gida bozulmasini ve gida kaynakli

enfeksiyonlar1 kontrol etme yetenekleridir.

Gida bozulmalar1 ile ilgili olarak LAB, fermente gidalar s6z konusu
oldugunda starter suslariyla karsiliklt antagonistik etkiden kacinmak icin uygun
sekilde test edildiginde gidanin raf Omriinii uzatmak i¢in kullanilabilecegi

bildirilmistir (Odeyemi ve ark., 2020).

LAB tiirevi probiyotik bakteriler c¢ok cesitli antimikrobiyal aktiviteler

sergilemektedir. Bazi LAB suslar1 spesifik olmayan antimikrobiyal maddeler (kisa
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zincirli yag asitleri, organik asitler, hidrojen peroksit) tiretebilmektedirler (Gillor ve

ark., 2008).

LAB 1928’de ilk izole edilen bakteriyosin olan nisin A (Rogers ve Whittier,
1928), pediosin, enterosin, sakasin, laktokoksin, helvetisin, reuterisin, laktasin,
mutasin, gasserisin ve salivarisin molekiillerinin yiiksek performansh iireticileridir
(Perez ve ark., 2014). Lc. lactis suslan tarafindan iiretilen ve en yaygin kullanilan
bakteriyosin olan nisin ticari gelistirme ve iiretimde 1iy1 bilinen bir gida
koruyucusudur. Genis bir antimikrobiyal spektruma ve sindirim enzimlerinin aracilik

ettigi ayrisma yeteneklerine sahiptir (Qiao ve ark., 2022).

2.7. LAB’nin Tanimlanmasi

2.7.1. Geleneksel Fenotipik identifikasyon Yontemleri

Gram boyama mikrobiyolojideki en 6nemli boyama tekniklerinden biridir.
Ad1 ilk olarak 1882'de zatlirreye neden olan organizmalari tanimlamak i¢in bu
teknigi tanitan Danimarkali bakteriyolog Hans Christian Gram'dan gelir
(Bartholomew, 1952). Genellikle Gram boyama, birincil renk olarak kristal menekse
veya metilen mavisi kullanilarak gergeklestirilen ilk testtir (O'Toole, 2016). Birincil
rengi koruyan ve mikroskop altinda mor-kahverengi goriinen organizmalar Gram-
pozitiftir. Bunun aksine, birincil boyay1r almayan ve mikroskop altinda kirmizi
goriinenler Gram-negatiftir (Sizar ve ark., 2023). Gram boyamadaki ilk adim, slaydin
ilk boyamas: i¢in kristal menekse boyasi kullanmaktir. Boyay1 sabitleme olarak da
bilinen bir sonraki adim boyanin kolayca ¢ikarilmasin1 6nlemek i¢in kristal menekse-
iyot kompleksi olusturmak tizere iyot kullanmay1 icerir. Daha sonra genellikle etanol
ve aseton ¢oziiciisii olan bir renk giderici boyay1 ¢ikarmak icin kullanilir. Gram
boyama isleminin temel prensibi bakteri hiicre duvarimin ¢oziicii islemi sirasinda
kristal menekse boyasini tutma yetenegidir (Libenson ve Mcllroy, 1955). Gram-
pozitif mikroorganizmalar daha yiiksek peptidoglikan icerigine sahipken Gram-
negatif organizmalar daha yliksek lipid icerigine sahiptir (Shugar ve Baranowska,

1954).
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Biitlin streptokoklar hari¢ cogu aerob ve fakiiltatif anaerob bakterileri katalaz
enzimi tiretirler ve bu enzim hidrojen peroksit (H202)’i su ve oksijene ayristirir
(Winn ve ark., 2006). Katalaz testi stafilokoklar1 streptokoklardan ayirmada
kullanilir. Yapilisi; lam iizerine test edilecek organizmanin bir gecelik kiiltlirlinden
bir koloni konulur ve iizerine bir damla %3’liik H,O; eklenir. Kabarcik olusmasi

pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmektedir (Arabaci, 2021).

Kiiltire baghh tanimlama yontemleri, kiiltiire alinabilme o6zelligi tasityan
bakterilerin kiiltiire alinmasini gerektirdiginden cok hassas ve gilivenilir olmalidir.
Bunlar yakindan iliskili c¢evresel suslar arasinda ayrim yapmayi, bazi hastalik
salginlarinda hizli tanimlamay1 ve klasik tekniklerle ayirt edilmesi zor olan nadir
veya daha az siklikta goriilen mikroorganizmalarin tanimlanmasini igermektedir.
Bunlarin c¢ogu, matris destekli lazer desorpsiyon/iyonizasyon ucus siiresi kiitle
spektrometrisi  (MALDI-TOF MS) uygulamasiyla basariyla ¢oziilebilmektedir
(Popovi¢ ve ark., 2017). MALDI-TOF MS, birkag¢ dakika i¢inde tanimlamaya olanak
tantyan bakteriyel tanilama i¢in giiclii bir aractir (Christ ve ark., 2017). Tedavi edilen
bakteriyel hiicrelerin proteomunu analiz eder ve bakterileri gruplamak ve tanimlamak

icin kullanilan protein kiitle spektrumlari iiretir (Ghyselinck ve ark., 2011).

2.7.2. Molekiiler Tanimlama Yontemleri

Kiiltiirleme olmadan bakteri kompozisyonu, topluluk yapilar1 ve genetik
cesitlilikleri hakkinda bilgi veren yontemler tanitilmistir. Bunlara ger¢ek zamanl
PCR, 16S ribozomal RNA (16S rRNA) dizileme, denatiirasyon ve sicaklik gradyan
jel elektroforezi (DGGE/TGGE), terminal restriksiyon parg¢asi uzunluk polimorfizmi
(T-RFLP) (Marzorati ve ark., 2008), yag asidi metil esterleri (FAME) analizi
(Cavigelli ve ark., 1995), yeni nesil dizileme (NGS) (Smets ve ark., 2015) dahildir.
Bu yontemler bakteri izolati tanimlanirken zaman alici, maliyetli, zahmetli ve
uzmanlik gerektirmesine ragmen ozellikle LAB tiirlerinin tanimlanmast i¢in hizl,

giivenilir ve yliksek dogrulukta sonuglar vermektedir (Mohania ve ark., 2008).
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Yakin zamana kadar genlerin izolasyonu ve tam niikleotid tayini igin
klonlama veya alt klonlama prosediirleri gerekmekteydi (Edwards ve ark., 1989).
Wrischnik ve ark. (1987), DNA’nin polimorfik boélgelerinin dizilerini 6nce
bakterilerde klonlamadan belirleyebilmenin iki dogrudan yolunu arastirmislardir.
Yaklagimlardan biri, saflastirilmis mtDNA'y1 (mitokondriyal DNA) tek bir primer ile
dogrudan dizilemekti (Wallace ve ark., 1981). Diger bir yaklasim ise DNA'nin belirli
bir bolgesini in vitro olarak enzimatik bi¢imde ¢ogaltmak i¢in iki primer kullanan
polimeraz zincir reaksiyonundan (PCR) yararlanmakti (Mullis ve Faloona, 1987).
Molekiiler biyoloji tekniklerindeki yeni bir gelisme olan PCR yoluyla (Saiki ve ark.,
1988) DNA pargalariin in vitro amplifikasyonu, belirli bir genin izole edilmesine

olanak taniyarak klonlama ihtiyacini ortadan kaldirmaktadir (Edwards ve ark., 1989).

Bakteriler i¢in taksonomik amagclarla en sik kullanilan DNA pargas1t 16S
rRNA genidir (Kolbert ve Persing, 1999). 16S rRNA belirte¢ geninin yiiksek verimli
dizilenmesi, mikrobiyal topluluklarin gesitliligini ve bilesimini degerlendirmek icin
yaygin olarak kullanilmaktadir (Huber ve ark., 2007). 16S rRNA geni yalnizca tim
bakteriler arasinda degil ayni zamanda arkeobakterilerin 16S rRNA geni ve

Okaryotlarin 18S rRNA geni ile de karsilastirilabilmektedir (Palys ve ark., 1997).

2.7.3. Tiir Diizeyinde Dogru Tanimlamanin Onemi

LAB bir¢cok gida uygulamasinda ¢ok onemli oldugundan gida endiistrisi
duyusal ve iirlin kalitesini artirmak i¢in her zaman tstiin 6zelliklere sahip suslar
aramaktadir. Fermantasyon sirasinda laktik asit bakterileri gidalarda lezzet gelisimini
artiran, bozulmay1 6nleyen ve bu nedenle bir¢ok uygulamada, 6zellikle gida ve siit
endiistrisinde ¢ok faydali olan organik asitler ve diger metabolitler iiretmektedir.
Ozellikle siit sektdrii LAB nden biiyiik 6lgiide yararlanmaktadir. Dolayistyla laktik
asit bakterilerinin potansiyelini dogrulamak gerekmektedir. Uriin kalitesi ve duyusal
cekicilik biiyiik oOlgiide siit starter kiiltiirlerinin roliinden etkilendigi i¢in starter

kiiltiirler hayati 6nem tasimaktadir (Hati ve ark., 2013).
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LAB'nin genis uygulama yelpazesi ve sayisi, metabolik uygulamalarindan
yararlanmak (Stefanovic ve ark., 2017; Wu ve ark., 2017) ve tiim taksonomik
seviyelerde yeni mikroorganizmalari hizli ve hassas bir sekilde tanimlamak (Jarocki
ve ark., 2016) icin genomik kaniti 6nemli Ozellikleriyle iliskilendirmeyi gerekli
kilmaktadir. Starter kiiltlirlerin tanimlanmasi, 6zelliklerinin belirlenmesi, se¢imi ve
cogaltilmasi ile bu kiiltiirlerin gida endiistrisinde kullanimina yonelik teknolojik
gelismeler hem sanayi hem de bilimsel ¢evreler agisindan biiyiikk 6nem tagimaktadir
(Broome ve ark., 2011). Ayrica LAB’nin tiir diizeyinde dogru sekilde belirlenmesi
saglik agisindan olusabilecek potansiyel risklerin onlenmesi agisindan kritik 6neme

sahiptir (Mohania ve ark., 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1. Kegci Siitii Temini

Bu calismada kullanilan ¢ig keci siiti ornekleri Balikesir ilinde faaliyet
gosteren ve Balikesir yoresinin Kil kecisi (Kara kegi) yetistiriciligi yapan 5
isletmeden toplamda 68 adet numune olacak sekilde temin edildi. Ayni isletmeden iki
farkl1 zamanda numune temini gergeklestirilmedi, her isletme icin tek sefere mahsus
temin gercgeklestirildi. Her bir siit numunesi saghkli ve antibiyotik tedavisi
uygulanmamis kegilerden en az 100 mL olacak sekilde sabah saatlerinde isletmeden

temin edildi. Her bir siit numunesi tek bir ke¢iden sagilarak saglandi.
Ornekler 2024 yili Nisan ve Mayis aylarinda (18 Nisan, 24 Nisan, 30 Nisan,
10 Mayis ve 16 Mayis tarihlerinde) 5 seferde 5 farkli isletmeden temin edildi. Alinan

ornekler en ge¢ 1 saat icerisinde soguk zincir (4+2°C’de) altinda laboratuvara

getirilerek ayni giin analize alindu.

3.1.2. Besiyerleri ve Kimyasallar

3.1.2.1. Besiyerleri

Arastirmada kullanilan besiyerleri Tablo 3.1’de gosterilmektedir. Tim
besiyerleri {iretici firmalarin Onerdigi hazirlama yo6nergeleri dikkate alinarak

hazirlanmustir.
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Tablo 3. 1. Arastirmada kullanilan besiyerleri.

Besiyeri ismi Uretici firma Katalog no
Plate Count Skim Milk Agar Merck 1. 15338
de Man, Rogosa and Sharpe Agar Merck 1. 10660
de Man, Rogosa and Sharpe Broth Merck 1. 10661
M17 Agar Merck 1. 15108
M17 Broth Merck 1. 15029
Mueller-Hinton Broth Merck 1. 05437
Brain Heart Infusion Agar Merck 1. 03870
3.1.2.2. Kimyasallar

Laktoz Cozeltisinin Hazirlanmast

Cozeltiyi hazirlamak icin oncelikle 10 gram laktoz (Oxoid, L70) tartilarak
100 mL saf su igerisinde tamamen ¢oziindiiriildi. Elde edilen ¢ozelti, 0.45 um steril
filtre (Merck, Millipore) aracilifiyla siiziildiikten sonra daha 6nce hazirlanmis MRS

agar ve M17 agar ortamlarina %5 oraninda eklendi.

Gliserol

Ticari olarak temin edilen gliserol (Merck, 104057), 121°C’de 15 dakika

stireyle otoklavlanarak sterilize edildi ve kullanima uygun hale getirildi.

Hidrojen Peroksit (H;0;) Cozeltisinin Hazirlanmast

Hazirlik agamasinda %35 safliktaki 3 mL analitik derecede hidrojen peroksit,
100 mL hacimli balon jojeye aktarildi. Uzerine distile su eklenerek toplam hacim 100
mL’ye tamamlandi. Cozeltinin bulundugu balon joje oda sicakligina ulagincaya kadar
bekletildi. Elde edilen ¢ozelti 24 saatlik bekleme siiresinin ardindan kullanilmaya

hazir hale getirildi.
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3.1.2.3. Antibiyotik Diskleri

Bu aragtirmada kullanilan antibiyotik diskleri (Oxoid, England) Tablo 3.2°de
belirtilmektedir.

Tablo 3. 2. Calismada kullanilan antibiyotik diskleri.

Antibiyotik Diskinin Adi Disk Kodu Konsantrasyonu
(ng/disk)
Amoxicillin/Clavulanic Acid (AMC) CT0223B 30
Gentamicin (CN) CT0024B 10
Streptomycin (S) CT0047B 10
Cefoxitin (FOX) CT0119B 30
Erythromycin (E) CT0066B
Ciprofloxacin (CIP) CT0425B 5
Vancomycin (VA) CT0058B 30
Ampicillin (AMP) CT0003B 10
Tetracycline (TE) CT0054B 30

3.1.2.4. Gram Boyama Reaktifleri

Gram boyama icin gerekli kimyasallar, Advanced Diagnostics & Research

(A.D.R) firmasindan hazir set halinde alinmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Siit Orneklerinin Toplanmasi ve Analizi

Siit numuneleri en az 100 mL hacme sahip steril vida kapakli siselere alindi
ve soguk zincir kosullarinda (4+£2°C) en ge¢ bir saat icerisinde laboratuvara
ulagtirildi. Toplam aerobik mezofilik bakteri (TAMB) sayimi ve laktik asit
bakterilerinin (LAB) izolasyonu, Balikesir Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin

Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dal1 laboratuvarinda yapildi.
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3.2.2. Mikrobiyolojik Analizler

Her bir ¢ig kegi siitii 6rneginden 1 mL alinarak 9 mL steril Ringer soliisyonu
iceren tliplere eklendi. Tiipler vorteks cihazinda ¢alkalanarak homojen hale getirildi
ve 1:10 oraninda ilk seyrelti hazirlandi. Bu ilk (107" diliisyondan 1 mL alinip yeni
tiiplere aktarilarak her seferinde 9 mL Ringer soliisyonu ile 107 diliisyona kadar

diger seri seyreltiler hazirlandi. Ardindan uygun besiyerlerine ekimler yapild.

3.2.2.1. Toplam Aerobik Mezofilik Bakteri (TAMB) Sayimi

Hazirlanan uygun diliisyonlardan 1 mL alinarak Plate Count Skim Milk Agar
ortamina dokme plak yontemiyle ekildi. Plaklar 30°C’de 48-72 saat arasinda inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan gelisen tiim koloniler sayilarak sonuglar ilgili
diliisyon katsayisiyla carpildi ve logsokob/mL biriminde ifade edildi (TS EN ISO
4833-2,2014).

3.2.2.2. LAB’nin izolasyonu

Lactobacillus spp. tiirlerinin izolasyonu amaciyla hazirlanan numunelerden 1
mL alinarak steril petri kutularina aktarildi. Ardindan 50°C’ye kadar sogutulmus ve
%S5 oraninda steril laktoz ¢ozeltisi iceren MRSA besiyerinden dokme plak teknigiyle
ekim yapildi. Ekim islemi tamamlandiktan sonra petri kutular1 anaerobik kosullarda
37°C’de 48-72 saat siireyle inkiibe edildi (Jamyuang ve ark., 2019). Anaerobik
kosullar1 olugturmak amaciyla Merck firmasina ait Anaerocult® A (1.13829) kitleri
kullanild1 ve anaerobik ortamin saglandigi Anaerotest® (Merck, 1.15112) seritleri ile
dogrulandi. Seritlerin yaklagik 4 saat sonunda mavi renkten renksiz hale gelmesi

uygun anaerobik ortamin saglandigini gosterdi.

Lactococcus ve Streptococcus spp. izolasyonunda ise steril M17 agar ortami
tercih edildi. Bu besiyerine yine 1 mL Ornek yayma plak yoOntemiyle ekilerek

30°C’de 48—72 saat siireyle inkiibe edildi (Terzaghi ve Sandine, 1975).
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Inkiibasyonun ardindan her ornekten farkli morfolojik 6zellikler gdsteren 3
ile 5 adet koloni secildi ve bu kolonilere Gram boyama ile katalaz testi uygulandi.
Gram-pozitif ve katalaz negatif sonu¢ veren izolatlar, %30 oraninda steril gliserol

iceren MRS veya M 17 broth ortamlarina alinarak -20°C’de muhafaza edildi.

3.2.3. LAB izolatlarinin Tamimlanmasi ve Saklanmasi

3.2.3.1. LAB izolatlarimin On identifikasyonu

Koloni Morfolojisi

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra izolat secimi amaciyla petrilerdeki
koloniler goériintim, renk ve sekillerine gore degerlendirildi. Lactobacillus spp. igin
krem (sarimsi beyaz), mat ve diizgiin kenarl koloniler, Lactococcus/Streptococcus
spp. i¢in ise beyaz, parlak ve diizglin kenarli koloniler secildi ve ardindan 151k

mikroskobunda (Novex, Hollanda) incelendi.

Gram Boyama

Laktik asit bakteri potansiyeli tasiyan koloniler 6zgiil besiyerlerine ekilerek
24 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda gelisen aktif kolonilerden tek
kullanimlik yuvarlak uglu 6ze ile 10 pLL numune alinarak, bir damla fizyolojik tuz
cozeltisi (FTS) ile birlikte temiz lam {izerine yayildi. Havadaki alevden birka¢ kez
gecirilerek fikse edilen preparat sirastyla kristal viyole (2-3 dakika), lugol (1-2
dakika), saf alkol (15-20 saniye) ve safranin (30 saniye) ile boyama asamalarindan
gecirildi. Her adim sonrasi saf suyla yikama islemi yapildi. Hazirlanan preparatlar
kurutulduktan sonra immersiyon yagi (Merck, 104699) damlatilarak 151k
mikroskobunda (Novex, Hollanda) 100x biiylitme ile incelendi. Mavi-mor renkte
gozlemlenen koloniler Gram-pozitif, pembe renkte olanlar ise Gram-negatif olarak
degerlendirildi (Bartholomew ve Mittwer, 1952). Gram-pozitif izolatlar LAB olma

potansiyeli tasiyan izolatlar olarak kabul edildi.
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Katalaz Testi

Gram-pozitif bulunan siipheli LAB kolonileri, steril bir petri iizerine 6ze ile
aktarildi. Uzerine %3 liik H>O, ¢dzeltisinden birkag damla Pastdr pipeti yardimiyla
damlatildi. Gaz kabarcigi olusumu katalaz pozitiflik olarak degerlendirildi.
Reaksiyon gostermeyen izolatlar katalaz negatif kabul edilerek LAB grubuna dahil
edildi.

3.2.3.2. LAB izolatlarinin Saklanmasi

Her bir 1zolat sonraki analizlerde kullanilincaya kadar -20°C'de
zenginlestirme brothlarinda saklandi. Izolatlar, érneklerin alindig1 zamana, gruba ve
grup i¢indeki numaralarma gore adlandirildi. Izolatlarin her birinden 1’er mL steril
eppendorf tiiplerin icerisine alindi. Her birinin {lizerine 400 pL steril gliserol ilave
edilerek vorteks cihazinda homojenize edildi. Her bir izolat i¢in 2 adet eppendorf

olacak sekilde (bir asil ve bir yedek ile) hazirlandi.

3.2.3.3. LAB izolatlarinin Molekiiler Tanimlanmasi

On tanimlama testlerinden sonra LAB olma ihtimali tasiyan izolatlar
molekiiler diizeyde tanimlanmak iizere MALDI-TOF MS teknigiyle analiz edildi. Bu
islem Bursa Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda,

hizmet alim1 kapsaminda gerceklestirildi.

Orneklerin MALDI-TOF-MS Yontemi ile Analizi

MALDI-TOF MS analizlerinde kullanilan materyaller arasinda; HCCA (a-
siyano-4-hidroksisinnamik asit; Bruker), ACN (HPLC safliginda asetonitril; Sigma-
Aldrich), TFA (trifloroasetik asit; Sigma-Aldrich), FA (formik asit; Sigma-Aldrich)
ve DNaz/RNaz igermeyen ultra saf su (0.1 Bruker; Sigma-Aldrich) yer aldi. Ayrica

bakteri test ¢ozeltisi olarak E. coli, RNAaz ve myoglobin protein profillerini igeren
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cozelti kullanildi. HCCA matriks ¢ozeltisi; 50 uL ACN, 47.5 pL ultra saf su ve 2.5

uL TFA igeren karigim ile 10 mg/mL konsantrasyonda hazirlandi.

24-48 saatlik kiiltiirden alinan tek koloniler steril kiirdan ile toplanarak 96
celik plaka (MSP-MALDI, Bruker Daltonics) iizerine dogrudan uygulandi ve
kurutuldu. Ardindan her 6rnek noktasina 1 pLL HCCA matriks ¢ozeltisi eklendi. Tiim
spotlar tamamen kuruduktan sonra plaka, MALDI-TOF MS cihazina (Bruker
Microflex LT, Almanya) yerlestirildi ve analiz gergeklestirildi. Sistem dogrusal
pozitif iyon modu ile ¢alistirildi ve 2000-20000 Da araliginda tarama yapildi. Her
numune i¢in 240 lazer attimindan olusan ii¢ farkli 6l¢lim yapilmis (yapildi) ve en
yiiksek gilivenilirlik puant dikkate alinmistir (alindi1). Kiitle kalibrasyonu analizle es

zamanl olarak bakteri test ¢ozeltisi yardimiyla yapildi.

Tzolatlarin Tanimlanmast

[zolatlarm tanimlanmasi1 Bruker Biotyper sistemine ait Flex Control 3.0
yazilimi (Bruker Daltonics, Bremen, Almanya) kullanilarak gergeklestirildi. Elde
edilen spektrumlar, otomasyon kontrolli MALDI Biotyper sistemi araciliiyla
flexAnalysis 3.4 ve Biotyper Compass Explorer 1.4 yazilimlar1 yardimiyla analiz
edildi. Tanimlamada Bruker MALDI Biotyper 3.1 kiitiiphanesi (8500 kayit) referans
olarak kullanildi. Elde edilen skorlar {iretici firma Bruker’in Onerdigi standart

prosediirler dogrultusunda degerlendirildi.

3.2.4. LAB Izolatlarinin Teknolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

MALDI-TOF MS yontemi ile tanimlanan izolatlardan potansiyel starter
kiiltiir 6zelligi gosterebilen ve gida endiistrisinde en yaygin olarak kullanilan 19 LAB
izolat1 secilerek teknolojik Ozellikleri ve starter kiiltlir olarak kullanim imkanlar
degerlendirildi. Bu izolatlarin se¢ciminde bazi kriterler gz onilinde bulunduruldu.
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus ve bazi Streptococcus
cinslerine ait LAB genellikle gilivenli (GRAS) veya nitelikli gilivenlik varsayimi

(QPS) statiisiinde kabul edilmektedir. Bu tiir mikroorganizmalarin giivenlik
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endiseleri yaratmadigi ve gidalarda kullanima uygun oldugu bildirilmistir. Ote
yandan Enterococcus cinsi ve bazi Streptococcus tiirleri patojenik olabilmekte ve
cesitli antibiyotiklere karsi viriilans faktorleri ve direng gosterebilmektedir. Bu
nedenle GRAS/QPS statiisiine uygun degildirler ve gidalarda kullanimlar1 uygun
degildir (EFSA, 2007). Bu kriterlere gore, 87 izolatin MALDI-TOF MS analizi
sonucunda baskin tiir olarak Enterococcus spp. (%26.4 ile) tespit edilmesine ragmen
bu suslar mevcut ¢alismada kullanilmamuastir. Lactococcus spp. ve Lactobacillus spp.

tiirleri se¢ilmis ve teknolojik 6zellikleri test edilmistir.

3.2.4.1. Asit Uretim Yetenegi

[zolatlarm asit iiretim kapasitesi Terzié-Vidojevié ve ark. (2015) tarafindan
bildirilen yontem temel alinarak bazi degisikliklerle uygulandi. Bu amagla, 15 giin
stireyle 30°C’de ve 7 giin 55°C’de bekletilen, ambalajinda sizinti veya bombaj
gozlemlenmeyen UHT yagsiz siitler kullanildi. Steril tiiplere her biri 10 mL olacak
sekilde siit ornekleri konuldu ve 18 saatlik kiiltiirlerden 100 pL. oraninda inokiile
edildi. Lactococcus/Streptococcus spp. i¢in 30°C’de, Lactobacillus spp. igin ise
37°C’de sirasiyla 3, 6 ve 24 saatlik inkiibasyonlar ger¢eklestirildi. Her bir siirenin
sonunda tiiplerden aseptik sartlar altinda 3’er mL Ornek alindi ve pH olglimleri

HANNA marka HI2211 model pH metre ile yapildu.

3.2.4.2. Proteolitik Aktivite

Proteolitik aktivitenin degerlendirilmesinde Raveschot ve ark. (2020)
tarafindan sunulan protokol esas alindi. %10 oraninda skim milk (Oxoid, LP0031)
iceren MRS agar hazirlandi ve ylizeyine steril Whatman filtre kagidindan diskler
yerlestirildi. Her bir diske 20 pL taze kiiltiir damlatilarak plaklar 37°C’de 24 saat
inkiibe edildi. Disk etrafinda olusan acik renkli opak zonlar, proteolitik enzim
aktivitesinin varhigin1 gostermekteydi (Harrigan, 1998). Olusan zonlarin ¢aplarina

gore degerlendirme yapildi: zon ¢ap1 10 mm’den kii¢iik olan bdlgeler diisiik, 10 mm-
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20 mm arasinda kalan bolgeler orta, 21 mm ve iizerinde olan bolgeler ise yliksek

proteolitik aktivite olarak siniflandirildi (Yamina ve ark., 2013).

3.2.4.5. Ekzopolisakkarit (EPS) Uretimi

LAB izolatlarinin EPS iiretimi, Islam ve ark. (2021) tarafindan Onerilen
yonteme gore degerlendirildi. Kisaca LAB Kkiiltiirleri, %5 glukoz iceren 20 mL MRS
brothlarda (falkon tiiplerde) 37°C'de 72 saat inkiibe edildi. Bakteri hiicreleri 6000x
g'de 20 dakika boyunca santrifiijleme yoluyla uzaklastirildi ve EPS ¢okeltmesi i¢in
stipernatant iki kez %95 etanol ile yikandi. Cokeltiler vakumlu filtreleme ile alinarak
60°C'de 1-2 saat etiivde kurutuldu. Uretilen EPS miktarin1 belirlemek icin filtrat

agirhig olciildi.

3.2.4.6. Farkh Sicakhiklarda Gelisme Yetenegi

[zolatlarm farkli sicaklik araliklarinda biiyiiyebilme kapasitelerini belirlemek
amaciyla sicaklik tolerans testi uygulandi. Bu dogrultuda, izolatlar M17 veya MRS
broth besiyerlerine %1 oraninda eklenerek sirasiyla 10°C ve 45°C’de 48 saat siireyle
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda besiyerinde bulaniklik gdzlenen izolatlar gelisme
gostermis olarak bulaniklik goriilmeyenler ise gelisme gostermemis olarak

degerlendirildi.

3.2.4.7. Farkh pH Degerlerinde Gelisme Yetenegi

Izolatlarin ¢esitli pH kosullarinda gelisme potansiyellerini belirlemek
amaciyla pH 3.9 ve pH 9.6 olmak {izere iki farkli ortam hazirlandi. Diisiik pH i¢in
MRS broth, 1 N HCI kullanilarak pH 3.9’a ayarland1 ve sterilize edildi. Yiiksek pH
kosullar1 i¢in ise M17 broth, 1 N NaOH yardimiyla pH 9.6’ya getirildi ve sterilize
edildi. Hazirlanan ortamlara aktif kiiltiirlerden %1 oraninda inokiilasyon yapildi ve

tiipler 30°C’de 48 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda ortamda
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gozlenen bulaniklik mikroorganizmanin biiyiime gostergesinin isareti olup pozitif
sonug olarak degerlendirildi. Bulaniklik gézlenmeyen durumlar negatif sonug olarak

degerlendirildi.

3.2.4.8. Farkh Tuz Konsantrasyonlarinda Gelisme Yetenegi

[zolatlarm tuz toleransin1 degerlendirmek iizere NaCl igerigi farklilastiriimis
MRS ve M17 broth besiyerleri hazirlandi. %2 ve %6.5 NaCl iceren ortamlara taze
kiiltiirlerden %1 oraninda inokiilasyon yapildiktan sonra tiipler 37°C’de 24 saat
siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda ortamda olusan bulaniklik gelismenin
bir gostergesi olarak pozitif; bulaniklik gézlenmeyen durumlar ise negatif olarak

yorumlandi.

3.2.4.9. Antibiyotik Direnclilik Testi

[zolatlarmn antibiyotiklere kars1 duyarlilik diizeyleri Kirby-Bauer disk
difiizyon yontemiyle degerlendirildi (Bauer ve ark., 1966). Bu amacgla Mueller-
Hinton Agar kullanilarak, izolatlar 24 saat 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi
olusan inhibisyon zonlarmin ¢aplar1 6l¢iildii ve Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, MI100-ED31:2021) standartlarina goére yorumlandi. Sonuglar;
direngli (R), orta duyarli (I) ve duyarli (S) olarak siniflandirilmistir.

3.2.4.10. Antimikrobiyal Aktivite Analizi

LAB izolatlarinin antimikrobiyal etkileri, belirli patojen referans
mikroorganizmalar kullamlarak test edildi. Indikatér suslar arasinda Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella enteritidis
ATCC 12416 ve Staphylococcus aureus ATCC 6538 bulunmaktadir. Bu suslar,
Balikesir Universitesi Veteriner Fakiiltesi Besin Hijyeni ve Teknolojisi Anabilim Dali

kiiltiir koleksiyonundan temin edildi.
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izolatlar, 15 mL MRS ve M17 broth igeren falcon tiiplere inokiile edilerek
37°C’de 24 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda elde edilen kiiltiirler,
8000 rpm’de +4°C'de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kismi steril siringalarla
alindi. Alman siipernatantlar 0,45 pm por capindaki steril membran filtreden

gecirilerek hiicre igcermeyen sivilar (CFS - cell-free supernatant) elde edildi.

Her bir referans sus, 5 logio kob/mL yogunlukta olacak sekilde Brain Heart
Infusion (BHI) agar iizerine inokiile edilerek 6 mm capinda kuyucuklar agildi.
Kuyucuklara 150 uL CFS eklenerek 37°C'de 18 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan olusan inhibisyon zonlarmin ¢aplar1 6l¢iilerek degerlendirme yapildi. Zon
capt 8 mm’den biiyiikse giiclii, 4-8 mm arasiysa orta diizeyde ve 1-4 mm
arasindaysa zayif antimikrobiyal etki olarak siniflandirildi (Akabanda ve ark., 2014;

Pringsulaka ve ark., 2012).
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4. BULGULAR

4.1. Mikrobiyolojik Analiz Sonuclari

4.1.1. TAMB, Lactobacillus spp. ve Lactococcus/Streptococcus spp.

Sayim Sonuclari

Bes isletmeden temin edilen, toplamda 68 adet olan ¢ig keci siitii 6rneklerine
ait TAMB, Lactobacillus spp. ve Lactococcus/ Streptococcus spp. miktarlart Tablo

4.1°de verilmektedir.
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Tablo 4. 1. Cig kegi siitli 6rneklerinin TAMB, Lactobacillus spp. ve
Lactococcus/Streptococcus spp. sayilari (logio kob/mL).

No TAMB Lactobacillus spp. Lactococcus/

Streptococcus spp.
1 6.85 <l 5.11
2 6.83 <1 <1
3 6.15 <l 5.15
4 6,08 <1 <1
5 7.18 <1 5.36
6 5.60 <1 <1
7 8.08 3.60 6.20
8 6.40 <1 <1
9 8.23 <1 6.34
10 8.32 <1 6.23
11 6.00 <1 <l
12 5.85 <1 <l
13 6.00 <1 <1
14 8,00 3.60 6.00
15 8.08 <1 6.08
16 5.72 3.30 5.69
17 4.60 <1 5.51
18 6.58 <1 4.48
19 7.04 3.18 5.69
20 4.58 <1 <1
21 4.70 <1 5.46
22 4.63 <1 4.45
23 4,72 <1 4.30
24 6.91 3.08 4.78
25 6.70 2.90 5.57
26 4.61 <1 4.30
27 6.72 3.23 5.40
28 6.70 2.94 5.38
29 6.97 3.18 5.65
30 4.56 <1 <1
31 4.60 <1 <1
32 3.00 <1 2.71
33 5.30 3.08 2.97
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Tablo 4.1. (devam) Cig keci siitii orneklerinin TAMB, Lactobacillus spp. ve
Lactococcus/Streptococcus spp. sayilart (logio kob/mL).

34 2.00 <1 <1
35 4.60 <1 3.58
36 3.90 <1 1.90
37 5.08 3.11 3.36
38 4.15 3.15 <1
39 4.08 2.85 <1
40 3.30 2.85 <1
41 3.60 2.96 <1
42 4.18 3.23 3.30
43 3.70 <1 <1
44 4.18 <1 3.04
45 3.60 <1 <1
46 3.95 1.90 2.48
47 4.34 1.78 1.60
48 3.48 <1 <1
49 4,15 2.48 <1
50 4.76 1.30 <1
51 4.34 <1 1.60
52 4.57 2.38 3.38
53 4.20 2.76 3.18
54 4.43 2.26 3.30
55 4.43 2.45 3.00
56 5.04 <1 <1
57 4.28 2.45 2.85
58 3.48 2.00 2.41
59 4.72 <1 3.20
60 3.48 <1 2.87
61 3.30 <1 2.04
62 3.30 <1 2.48
63 4.08 <1 <1
64 4.20 <1 2.60
65 3.30 <1 <1
66 3.00 <1 <1
67 3.00 <1 <1
68 4.11 1.30 2.94
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Cig kegi siitii orneklerinin bakteri icerikleri incelendiginde genel olarak
TAMB miktar1 yiliksek olmasina karsin bazi O6rneklerde Lactobacillus spp. ve
Lactococcus/Streptococcus spp. tiirleri tespit edilememistir. Lactobacillus spp.
tiirlerinin miktarina bakildiginda 68 6rnekten 43’niin 1.35 logio kob/mL’nin altinda
oldugu gorilmiistiir.  Lactococcus/Streptococcus  spp.  tiirlerinin ~ miktaria
bakildiginda 68 6rnekten 33’{iniin 2.70 logio kob/mL’nin altinda oldugu goriilmistiir.
TAMB miktar i¢in en yiiksek deger 8.32, en diisiik deger 2.00; Lactobacillus spp.
miktar1 i¢in en yiiksek deger 3.60, en diisiik deger <1; Lactococcus/Streptococcus
spp. miktar1 icin en yiiksek deger 6.34, en diisiikk deger <1 olarak tespit edildi
(degerler logio kob/mL cinsindendir).

Tablo 4. 2. Cig keci siitii 6rneklerinin TAMB, Lactobacillus spp. ve
Lactococcus/Streptococcus spp. sayilari i¢in minimum, maksimum ve ortalama
degerler (logio kob/mL).

Lactococcus/

TAMB Lactobacillus spp.
Streptococcus spp.
Min. deger 2.00 <1 <1
Max. deger 8.32 3.60 6.34
Ortalama 5.01 1.38 2.74

Cig keci siitii orneklerinin igerdigi bakteri sayilarina bakildiginda TAMB
miktar1 i¢in ortalama deger 5.01, Lactobacillus spp. miktar1 ig¢in 1.38,
Lactococcus/Streptococcus spp. miktar1 i¢in 2.74 seklinde bulundu (Tablo 4.2).
TAMB miktar1 icin ortalama deger max. degerine daha yakin bulundu. Aksine
Lactobacillus spp. ve Lactococcus/Streptococcus spp. tiirleri i¢in ortalama deger min.

degerlerine daha yakin bulundu.

4.2. LAB’nin izolasyonu

Farkl1 tarihlerde toplamda bes farkli isletmeden (her isletme i¢in tek seferlik
temin olacak seklinde) alinan 68 adet ¢ig keci siitii 6rneginin inkiibasyonu sonunda

petrilerden alinan bakterilere 6n tanimlama testleri uygulandi. Bu 6n tanimlama
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testlerinin sonucunda LAB olma potansiyeli bulunan 87 adet izolat belirlendi. Bu
izolatlar belirlenirken fenotipik o6zelliklerine bakildi. Petri kaplarindaki kolonilerin
goriiniim, renk ve sekilleri degerlendirilerek Lactobacillus spp. i¢in krem (sarimsi
beyaz), mat ve diizgiin kenarli koloniler, Lactococcus/Streptococcus spp. igin ise
beyaz, parlak ve diizgiin kenarli koloniler se¢ildi. Ayrica LAB Gram-pozitif, katalaz
negatif bakteriler olduklari i¢in gram boyama ve katalaz testleri uygulandi. Mavi-mor
renkte gozlemlenen koloniler Gram-pozitif izolatlar olarak kabul edilerek secildi.
H>0O7’e reaksiyon gostermeyen izolatlar (gaz kabarcig1 goriilmeyen izolatlar) katalaz

negatif kabul edilerek secildi.

4.3. MALDI-TOF MS Yontemi ile izolatlarin Tanimlanma Sonuclar

Elde edilen 87 izolatin MALDI-TOF MS yo6ntemi ile tiir diizeyinde

identifikasyon sonuglar1 Tablo 4.3’te verilmektedir.

Tablo 4. 3. MALDI-TOF MS yontemi ile izolatlarin identifikasyon sonuglari.

Ornek No En lyi Eslesen Mikroorganizma Puan Degeri
1 E. coli 1.81
2 E. faecalis 2.00
3 Lc. lactis 2.24
4 E. faecium 2.18
5 E. faecium 2.24
6 E. faecalis 2.18
7 E. faecalis 2.21
8 E. coli 2.23
9 E. coli 241
10 Lc. petauri 2.23
11 Lc. petauri 1.75
12 E. coli 2.37
13 Lc. petauri 2.11
14 E. coli 2.38
15 E. faecium 2.29
16 E. hormaechei 2.34
17 E. hormaechei 2.28
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Tablo 4.3. (devam1) MALDI-TOF MS yontemi ile izolatlarin identifikasyon
sonuglart.

18 E. hormaechei 2.26
19 E. hormaechei 2.30
20 Lc. petauri 2.15
21 Lc. petauri 2.30
22 E. hormaechei 2.39
23 E. hormaechei 2.25
24 Lc. petauri 1.96
25 E. hormaechei 2.18
26 E. faecium 2.28
27 E. hormaechei 2.19
28 Staph. aureus 2.32
29 E. hormaechei 2.38
30 E. faecium 2.30
31 E. hormaechei 2.12
32 Glutamicibacter arilaitensis 2.00
33 E. hormaechei 2.35
34 E. faecium 1.99
35 E. hormaechei 2.17
36 Staph. borealis 2.03
37 E. hormaechei 2.17
38 E. hormaechei 222
39 Lc. lactis 2.26
40 E. hormaechei 2.27
41 Lc. lactis 2.25
42 E. faecium 2.26
43 E. faecalis 2.25
44 E. coli 2.31
45 L. petauri 2.15
46 E. faecium 1.90
47 E. faecalis 2.15
48 E. coli 241
49 E. coli 2.38
50 E. faecalis 2.05
51 E. faecium 2.06
52 E. coli 2.37
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Tablo 4.3. (devami) MALDI-TOF MS yontemi ile izolatlarin identifikasyon
sonuglart.

53 Lc. petauri 2.07
54 E. faecium 1.83
55 E. faecalis 2.12
56 E. hormaechei 2.27
57 E. faecium 1.94
58 E. faecalis 2.08
59 E. coli 2.19
60 E. faecium 2.35
61 E. hormaechei 1.74
62 Lp. plantarum 2.22
63 Tamimlanamadi 1.52
64 Lp. plantarum 1.98
65 Lc. garvieae 1.86
66 Lp. plantarum 2.20
67 Le. lactis 1.91
68 Lp. plantarum 2.23
69 Lc. lactis 2.01
70 Lc. lactis 2.09
71 Lc. lactis 2.20
72 Lb. amylovorus 2.19
73 Tamimlanamadi 1.66
74 Lb. kitasatonis 1.84
75 L. reuteri 2.10
76 L. reuteri 1.79
77 L. reuteri 1.94
78 E. faecium 2.05
79 E. faecium 1.85
80 L. reuteri 2.16
81 Tanimlanamadi 1.12
82 E. faecalis 1.75
83 Tanimlanamadi 1.58
84 Le. lactis 1.87
85 Le. lactis 1.86
86 Le. lactis 1.89
87 L. reuteri 1.91

(2.00-3.00 aras1: Yiiksek giivenilirlikte tanimlama, 1.70-1.99 arasi: Diisiik giivenilirlikle tanimlama,
0.00-1.69 aras1: Higbir organizma tanimlanmas: miimkiin degil)
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Laktik asit bakterisi olma potansiyeli bulunan izolatlarin MALDI-TOF MS
yontemi ile identifikasyon sonuglarina gore 87 izolatin 23’1 (%26.4) Enterococcus
spp., 19’u (%21.8) Lactococcus spp., 11’1 (%12.6) Lactobacillus spp. seklinde

bulundu.

Lactobacillus spp. olarak tanimlanan 11 izolatin tiir diizeyinde dagilimina
bakildiginda dordii Lp. plantarum, besi L. reuteri, biri Lb. amylovorus, biri Lb.
kitasatonis’tir. Lactococcus spp. olarak tanimlanan 19 izolatin tiir diizeyinde
dagilimima bakildiginda 10°u Le. lactis, sekizi Lc. petauri, biri Lc. garvieae

seklindedir.

Glutamicibacter _ Tanmimlanamamis
1% 5%
|

Lactobacillus
Staphylococcus 13%

2%

Escherichia _—
11%

Lactococcus

22%

Enterobacter
20%

Enterococcus
26%

Sekil 4. 1. Tanimlanan LAB izolatlarinin cins diizeyinde dagilimi.

MALDI-TOF MS yontemiyle identifikasyon sonucunda LAB izolatlarinin
cins diizeyindeki dagilimi ile cinsler arasindaki yilizdesi ve genel toplam icindeki

yiizdesi Tablo 4.4’te verilmektedir.
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Tablo 4. 4. Tanimlanan LAB siipheli izolatlarin cins ve tiir diizeyinde dagilimu.

Cins ve Tiirler izolat Sayisi Cinsler lsinde Toplam Iginde
Yiizdesi Yiizdesi

Lactobacillus spp. 11 %100 %12.6
Lp. plantarum 4 %36.4 %4.7
L. reuteri 5 %45.5 %S5.7
L. amylovorus 1 %9.1 %1.1
L. kitasatonis 1 %09.1 %]1.1
Lactococcus spp. 19 %100 %?21,8
Le. lactis 10 %52.6 %11.5
Lc. petauri 8 %42.1 %9.2
Lc. gervieae 1 %5.3 %1.1
Enterococcus spp. 23 100 %26,4
E. faecium 14 %58.3 %16.1
E. faecalis 9 %41.7 %10.3
Enterobacter spp. 17 100 %19,6
E. hormaechei 17 %100 %19,5
Escherichia spp. 10 100 %11,5
E. coli 10 %100 %]11,5
Staphylococcus spp. 2 100 %2.3
Staph. aureus 1 %50 %]1.1
Staph. borealis 1 %50 %]1.1
Glutamicibacter spp. 1 100 %1.1
Glutamicibacter arilaitensis 1 %100 %]1.1
Tanmmmlanamayan tiir 4 %100 %4,7

4.4. Izole Edilen Baz1 Laktik Asit Bakterilerinin Teknolojik Ozelliklerinin

Belirlenmesi

Bu calismada tanimlanan LAB izolatlarinin, starter olarak siit endiistrisinde
yaygin olarak kullanilmasi durumu ve MALDI-TOF MS yontemi ile analiz
edilmesinin sonuglarina gére 19 adet izolat se¢ilmistir. Bu 19 izolat Tablo 4.5’te

verilmektedir.
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Tablo 4. 5. Cig keci siitiinden izole edilen ve teknolojik 6zellikleri agisindan
degerlendirilen LAB izolatlari.

No izolat

1 Lec. lactis

2 Lec. lactis

3 Lec. lactis

4 Lec. lactis

5 Lec. lactis

6 Lc. lactis

7 Lc. lactis

8 Lc. lactis

9 Lc. lactis
10 Lc. lactis
11 Lp. plantarum
12 Lp. plantarum
13 Lp. plantarum
14 Lp. plantarum
15 L. reuteri
16 L. reuteri
17 L. reuteri
18 L. reuteri
19 L. reuteri

4.4.1. izolatlarin Asit Olusturma Kapasitesi Sonuclar

Teknolojik 0Ozelliklerine gore segilen LAB izolatlarinin asit olusturma
ozelliklerini test etmek icin 55°C’de 7 giin inkiibe edilen yagsiz UHT siit kullanildi.
Izolatlar, Lactobacillus spp. igin 37°C’de ve Lactococcus/Streptococcus spp. icin
30°C’de 3, 6 ve 24 saat boyunca inkiibe edildi ve pH degerlerinin dl¢iim sonucu
Tablo 4.6°da verilmektedir. Ol¢iim sonuglar1 birbirinden bagimsiz ve art arda alinan

ic sonucun aritmetik ortalamasiyla belirlendi.
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Tablo 4. 6. LAB izolatlarinin UHT inek siitii igerisinde 0., 3., 6. ve 24. saat sonunda

oOlgtilen pH degerleri.
No izolat 0. saat 3. saat 6. saat 24. saat
1 Lec. lactis 6.62 5.91 5.51 4.45
2 Lec. lactis 6.62 6.13 5.43 4.55
3 Lec. lactis 6.62 6.21 5.59 4.68
4 Lec. lactis 6.62 6.08 4.99 4.29
5 Lc. lactis 6.62 6.03 4.96 4.29
6 Lc. lactis 6.62 5.96 5.13 4.34
7 Lc. lactis 6.62 6.04 5.03 4.31
8 Lc. lactis 6.62 6.42 6.33 5.94
9 Lc. lactis 6.62 6.42 6.33 5.94
10 Le. lactis 6.62 6.28 5.83 4.87
11 Lp. plantarum 6.62 6.29 6.02 4.88
12 Lp. plantarum 6.62 6.22 6.02 4.91
13 Lp. plantarum 6.62 6.22 6.03 4.97
14 Lp. plantarum 6.62 6.32 6.10 4.86
15 L. reuteri 6.62 6.34 6.23 5.56
16 L. reuteri 6.62 6.38 6.23 5.68
17 L. reuteri 6.62 6.39 6.25 5.60
18 L. reuteri 6.62 6.35 6.23 5.59
19 L. reuteri 6.62 6.32 6.21 5.85

3, 6 ve 24 saatlik inkiibasyon sonucunda pH degerinde en fazla diisiis goriilen

izolatlarin Lc. lactis izolatlar1 oldugu saptandi. 24 saatin sonunda en fazla pH diisiist

goriilen ilk ii¢ izolat sirasiyla; 2.33’liikk diislisle 4 numarali Lc. lactis ve 5 numarali

Lec. lactis ile 2.31’lik diisiis ile 7 numarali Le. lactis oldugu belirlendi.

Lp. plantarum ve L. reuteri tiirlerinin Lc. lactis tiiriine kiyasla pH diizeyini

daha az dusiirdiigi tespit edildi. 24. saatin sonunda en diisiik pH degerine sahip L.

plantarum tiirli i¢in baglangica gore pH farki 1.76 iken L. reuteri tiirii i¢in baslangica

gore pH farkinin 1.06 oldugu gozlemlendi.
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4.4.2. izolatlarn Proteolitik Aktivite Sonuglar

Starter kiiltiir olabilme 06zelliklerine gore sectigimiz LAB izolatlarinin
proteolitik aktivitelerini degerlendirmek igin %10 skim milk ilaveli MRS agar
iizerinde agilan kuyucuklarin etrafinda goriillen zonlarin c¢aplari 6lgiilerek sonuglari

Tablo 4.7’de verilmektedir.

Tablo 4. 7. LAB izolatlarinin %10 Skim Milk iceren MRS agar’da olusturdugu zon
caplart (mm).

No izolat Zon cap1 (mm)
1 Lc. lactis 20
2 Lc. lactis 18
3 Lc. lactis 20
4 Lc. lactis 27
5 Lc. lactis 27
6 Lc. lactis 27
7 Lc. lactis 27
8 Lc. lactis 14
9 Lc. lactis 22
10 Lc. lactis 22
11 Lp. plantarum 37
12 Lp. plantarum 35
13 Lp. plantarum 39
14 Lp. plantarum 36
15 L. reuteri 38
16 L. reuteri 40
17 L. reuteri 33
18 L. reuteri 44
19 L. reuteri 36

Proteolitik aktiviteyi belirlemek i¢in berrak hidroliz boélgesinin ¢ap1
Olciilmiistiir. Zon ¢apt 10 mm’den kiiciik olan bolgeler diisikk, 10 mm-20 mm
arasinda kalan boélgeler orta, 21 mm ve iizerinde olan bolgeler ise yiiksek proteolitik
aktivitenin gostergesidir (Yamina ve ark., 2013). Bu kriterlere gore test edilen

izolatlarin tamaminda proteolitik aktivite tespit edildi. izolatlarin 4’iinde (%21.1)
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orta diizeyde proteolitik aktivite, 15’inde (%78.9) yiiksek diizeyde proteolitik aktivite

saptand1. Higbir izolatta diisiik diizeyde proteolitik aktivite saptanmadi.

Lp. plantarum ve L. reuteri tirlerinin tamami yiiksek diizeyde proteolitik
aktivite gosterdi. Lc. lactis tirlerinin ise %60°1 yiiksek, %40’1 orta diizeyde
proteolitik aktivite gosterdi.

4.4.3. izolatlarin EPS Uretimi Sonuclar

Secilen LAB izolatlarinin EPS iiretim durumlar1 Tablo 4.8’de verilmektedir.

Tablo 4. 8. LAB izolatlarinin EPS iiretim durumlari.

No izolat Ureme Durumu
1 Lc. lactis Zayif Ureme
2 Le. lactis Zayif Ureme
3 Lc. lactis Negatif

4 Lc. lactis Negatif

5 Le. lactis Zayif Ureme
6 Le. lactis Negatif

7 Le. lactis Zayif Ureme
8 Le. lactis Zayif Ureme
9 Lec. lactis Negatif
10 Le. lactis Zayif Ureme
11 Lp. plantarum Zayif Ureme
12 Lp. plantarum Zayif Ureme
13 Lp. plantarum Zayif Ureme
14 Lp. plantarum Zayif Ureme
15 L. reuteri Zayif Ureme
16 L. reuteri Zayif Ureme
17 L. reuteri Zayif Ureme
18 L. reuteri Zayif Ureme
19 L. reuteri Zayif Ureme
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izolatlarn %78.9’u zayif EPS iiretimi gosterirken, %21.1°i EPS iiretimi
gostermedi. L. plantarum ve L. reuteri tiirlerinin hepsi de EPS iiretimi gosterirken Lc.

lactis tiirlerinin %601 tireme gosterdi %40°1 ireme gostermedi.

4.4.4. Izolatlarin Farkh Sicakhklarda Gelisebilme Yetenegi

LAB izolatlarinin  farkli  sicakliklarda  gelisebilme  durumlarinin
degerlendirilmesi i¢in 10 ve 45°C sicakliklarda 48 saat inkiibe edilmis ve sonuglar

Tablo 4.9°da verilmektedir.

Tablo 4. 9. LAB izolatlarinin 10 ve 45°C’lerde 48 saat igerisinde gelisebilme
durumlari.

No izolat 10°C 45°C

1 Lc. lactis Negatif Pozitif
2 Lc. lactis Negatif Pozitif
3 Lc. lactis Negatif Pozitif
4 Lc. lactis Negatif Pozitif
5 Lc. lactis Negatif Pozitif
6 Lc. lactis Negatif Pozitif
7 Lec. lactis Negatif Pozitif
8 Lec. lactis Negatif Pozitif
9 Le. lactis Negatif Pozitif
10 Lec. lactis Negatif Pozitif
11 Lp. plantarum Zayif Ureme Pozitif
12 Lp. plantarum Zayif Ureme Pozitif
13 Lp. plantarum Zayif Ureme Pozitif
14 Lp. plantarum Zayif Ureme Pozitif
15 L. reuteri Negatif Pozitif
16 L. reuteri Zayif Ureme Pozitif
17 L. reuteri Negatif Pozitif
18 L. reuteri Zayif Ureme Pozitif
19 L. reuteri Negatif Pozitif
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[zolatlarin tamaminin (%100) 45°C sicaklikta gelisebildigi gdzlemlendi.
10°C sicaklikta ise 19 izolattan 13’1 (%68.4°1) gelisme gosteremedi, 6’s1 (%31.6)
zayif gelisme gosterdi. 10°C sicaklikta Lc. lactis tlrlerinin hicbiri gelisme
gosteremezken, Lp. plantarum tiirlerinin ise hepsi zayif gelisme gosterdi, 5 adet L.

reuteri tiiriiniin 3’1 lireme gostermemis ve 2’°si zayif gelisme gosterdi.

4.4.5. izolatlarin Farkh pH Degerlerinde Gelisebilme Yetenekleri

Secilen LAB izolatlarinin farkli pH’larda gelisebilme durumunu
degerlendirmek i¢cin pH’lar1 3.9 ve 9.6’ya ayarlanan brothlarda 48 saat 30°C'de

inkiibe edildi ve sonuglar Tablo 4.10°da verilmektedir.

Tablo 4. 10. LAB izolatlarinin pH 3.9 ve 9.6 degerlerinde 30°C’de 48 saat icerisinde
gelisebilme durumlari.

No izolat pH 3.9 pH 9.6
1 Le. lactis Zayif Ureme Pozitif
2 Lc. lactis Negatif Pozitif
3 Lc. lactis Negatif Pozitif
4 Lec. lactis Negatif Pozitif
5 Lec. lactis Negatif Pozitif
6 Lec. lactis Negatif Pozitif
7 Lec. lactis Negatif Pozitif
8 Lec. lactis Negatif Pozitif
9 Le. lactis Negatif Pozitif
10 Le. lactis Negatif Pozitif
11 Lp. plantarum Pozitif Pozitif
12 Lp. plantarum Pozitif Pozitif
13 Lp. plantarum Pozitif Pozitif
14 Lp. plantarum Pozitif Pozitif
15 L. reuteri Pozitif Pozitif
16 L. reuteri Pozitif Pozitif
17 L. reuteri Pozitif Pozitif
18 L. reuteri Pozitif Pozitif
19 L. reuteri Pozitif Pozitif
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[zolatlarin tamami (%100) pH 9.6 degerinde gelisme gosterebildi. pH 3.9°da
gelisebilme durumlarina bakildiginda izolatlarin %47.4’1 gelisme gosteremedi,

%47.4’1 gelisme gosterebildi ve %5.2’si zayif tireme gosterdi.

4.4.6. 1Izolatlarm Farklh NaCl Konsantrasyonlarinda Gelisebilme

Yetenekleri

Belirlenen LAB izolatlarinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisim
yeteneklerini degerlendirmek amaciyla, izolatlar %2 ve %6.5 NaCl igeren sivi
besiyerlerinde 24 saat siireyle inkiibasyona tabi tutulmus ve bakteri tireme durumlari

Tablo 4.11°de verilmektedir.

Tablo 4. 11. LAB izolatlariin farkli NaCl (%2 ve %6.5) konsantrasyonlarinda
30°C’de 24 saat igerisinde gelisebilme durumlari.

No izolat %2 NaCl Cozeltisi %6.5 NaCl Cozeltisi
1 Lc. lactis Pozitif Pozitif
2 Lc. lactis Pozitif Pozitif
3 Lc. lactis Pozitif Pozitif
4 Lec. lactis Pozitif Negatif
5 Lec. lactis Pozitif Negatif
6 Lec. lactis Pozitif Negatif
7 Lec. lactis Pozitif Negatif
8 Lec. lactis Pozitif Negatif
9 Le. lactis Pozitif Negatif
10 Le. lactis Pozitif Zayif Ureme
11 Lp. plantarum Pozitif Pozitif
12 Lp. plantarum Pozitif Pozitif
13 Lp. plantarum Pozitif Pozitif
14 Lp. plantarum Pozitif Pozitif
15 L. reuteri Pozitif Negatif
16 L. reuteri Pozitif Negatif
17 L. reuteri Pozitif Negatif
18 L. reuteri Pozitif Negatif
19 L. reuteri Pozitif Negatif

44



[zolatlarin tamam1 (%100) %2’lik NaCl igeren broth ortaminda gelisebilme
gosterdi 19 adet izolatin 7’si (%36.8) %6.5’lik NaCl broth ortaminda gelisebilme
gosterebildi, 1’1 (%5.3) zayif gelisme (Lc. lactis) gosterdi, 11°1 (%57.9) ise gelisme
gosteremedi. L. reuteri tirlerinin hicbiri %6.5 NaCl c¢ozeltisinde gelisme
gosteremisken Lp. plantarum tiirlerinin hepsi gelisme gosterebildi. 10 adet Lc. lactis
izolatindan 3’1 gelisme gostermis, 1’1 zayif gelisme gostermis, kalan 6’s1 ise gelisme

gosteremedi.

4.4.7. Izolatlarin Antibiyotik Direnclilik Yetenekleri

Secilen LAB izolatlarinin antibiyotik direngliliklerinin belirlemek i¢in 9 adet
antibiyotik secildi. Mueller-Hinton Agar'da 37°C'de 24 saat inkiibe edilmenin
sonunda antibiyotik diskleri etrafindaki zonlar 6l¢iildii. Bu antibiyotiklere karsi

izolatlarin direnclilik durumlar1 Tablo 4.12°de verilmektedir.
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Tablo 4. 12. LAB izolatlarinin antibiyotik direnglilik degerleri (zon ¢aplar1 mm

cinsinde).

No izolat AMC CN S FOX E CIP VA AMP TE
1 Le.lactis 25 11 R 10 R 11 13 22 20
2 Le.lactis 26 10 R 13 R 12 R 26 22
3 Lc.lactis 35 25 R 12 R 12 R 21 R
4 Le.lactis 25 11 R 11 20 R 14 23 19
5 Lc.lactis 18 12 R 13 18 R 15 27 20
6 Le.lactis 19 14 R 13 17 R 17 26 22
7 Le.lactis 32 10 R R 17 19 15 30 18
8 Le.lactis 22 R R R 15 18 17 22 21
9 Lc.lactis 31 21 19 23 R 18 R 32 22
10 Le.lactis 32 21 20 22 R 19 R 33 21
11 Lp. plantarum R 15 R R 19
12 Lp. plantarum R R R 15 R R
13 Lp. plantarum 21 R 14 19 R R R R
14 Lp. plantarum 23 R R R 16 R R 24 13
15 L. reuteri 28 30 R R R R 47 36
16 L. reuteri 30 R R 16 18 R R 29 16
17 L. reuteri 45 15 R 22 28 R R 44 27
18 L. reuteri 20 R R 24 19 R R 19 16
19 L. reuteri 43 23 R 17 30 R R 42 28

(R: Direngli, AMC: Amoksisilin, CN: Gentamisin, S: Streptomisin, FOX: Sefoksitin, E: Eritromisin,
CIP: Siprofloksasin, VA: Vankomisin, AMP: Ampisilin, TE: Tetrasiklin)

Degerlendirmeye alinan izolatlardan Lp. plantarum ve L. reuteri izolatlarinin
streptomisin, siprofloksasin ve vankomisin antibiyotiklerine kars1 direncli olduklar1
saptandi. Lp. plantarum tirlerinin hepsinin bunlara ek olarak gentamisin

antibiyotigine de direngli oldugu goriildii.
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4.4.8. Izolatlarin Antimikrobiyal Aktivite Yetenekleri

Patojen mikroorganizmalardan L. monocytogenes ATCC 7644, E. coli ATCC
25922, §. enteritidis ATCC 12416 ve S. aureus ATCC 6538 referans suslarina karsi

secilen LAB izolatlarinin gosterdikleri antimikrobiyal aktiviteyi tespit edebilmek i¢in

Brain Heart Infusion agar besiyerine kuyucuklar agilarak agar kuyucuk difiizyon testi

ile degerlendirme yapildi. Sonuglar Tablo 4.13’te verilmektedir.

Tablo 4. 13. LAB izolatlarinin bazi patojen bakterilere karsi antimikrobiyal aktivite

degerleri (zon ¢aplart mm cinsinde).

No izolat Staphylococcus

aureus
1 Le. lactis -
2 Le. lactis -
3 Le. lactis -
4 Le. lactis -
5 Le. lactis -
6 Le. lactis -
7 Le. lactis -
8 Le. lactis -
9 Lc. lactis -
10 Lc. lactis -
11 Lp. plantarum 14
12 Lp. plantarum 16
13 Lp. plantarum 15
14 Lp. plantarum 16
15 L. reuteri 19
16 L. reuteri 17
17 L. reuteri 14
18 L. reuteri -
19 L. reuteri 15

Salmonella

enteritidis

15
15
13
14
25
30
26
14
30

Listeria

monocytogenes

17
15
15
16
19
36
25
14
19

Escherichia

coli

19
17
20
19
20
21

16
25

-: inhibisyon zonu gézlenmedi
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Bu degerlendirmeye gore izolatlar ya hi¢ inhibisyon gostermemis ya da giiglii
inhibisyon gosterdi. Lc. lactis izolatlar1 higbir patojene karsi antimikrobiyal aktivite
gostermedi. Lp. plantarum izolatlar1 biitiin patojenlere karsi giiclii inhibisyon
gosterdi. Diger yandan Lb. reuteri izolatlarinin tamami S. aureus ATCC 6538 ve L.
monocytogenes ATCC 7644 suslarina karsi giiclii inhibisyon gosterirken bir adet
izolat (15 numarali L. reuteri) S. Enteritidis ATCC 12416’ya ve bir adet izolat (14
numarali L. reuteri) E. coli ATCC 25922’ye kars1 hi¢bir inhibisyon gostermedi.
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5.  TARTISMA

Siitteki laktozun starter kiiltiirler kullanilarak laktik aside doniistiiriilmesiyle
cesitli kiiltiirlii siit dirtinleri olugmaktadir. Starter kiiltiirler, bakteriyoloji hakkinda
hi¢bir sey bilinmeden ¢ok Once taze siitii az miktarda eksi siitle asilama seklinde
kullanilmaktaydi (Nicholls ve Nimalasuriya, 1939). Spontane fermantasyon mevcut
olsa bile teknik uygulamalar biiylik o6lciide ya bir Onceki iiretim partisinin geri
kaydirilmasiyla ya da ticari liyofilize dogrudan tekne i¢i starterler kullanilarak
starterlerin kullanilmasi yoniinde gelismistir. Bir¢ok siit iirlinleri prosesinde starter
olarak kullanilan ana bakteriler, yogurt, fermente siit, krema, tereyagi ve peynir
iretmek icin gerekli olan LAB'dir. LAB'min ana rolii laktozun laktik aside
fermantasyonu yoluyla siitii asitlendirmektir. Bu durumu da bozulmay1 ve/veya
patojenik floray1 engellemektedir. Ayrica LAB, 6rnegin diasetil veya asetoin gibi
arzu edilen aroma bilesiklerinin iiretiminden de sorumludur (Illikoud ve ark., 2022).
Siit tirtinleri endiistrisinde farkli ¢esitteki siit iirlinlerinin gerekli tat, aroma, tekstiir ve

standart mikrobiyal igerik kazanmalari i¢in starter kiiltiirler biiyiik rol oynamaktadir.

5.1. Mikrobiyolojik Analizler

Tarim ve Orman Bakanligi’nin Resmi Gazetede yaymladigi “Cig Siitiin
Arzina Dair Teblig (Teblig No: 2017/20)’e gore ¢ig keci ve koyun siitlerinde 30°C'de
1 mL’de toplam bakteri sayis1 1.500.000 adet/mL’yi (6.17 logio kob/mL)
gecmemelidir. Inek siitii icin bu smir 100.000 kob/mL (5.0 logio kob/mL’dir. Kegi,
koyun ve manda siitleri bu tiir hayvanlarin dogas1 geregi daha fazla mikrobiyal yiike
sahiptir. Bu calismada, 68 adet ¢ig keci siitii Orneginden elde edilen TAMB
degerlerinin ortalamast 5.01 kob/mL (min. deger 2.00, max. deger 8.32),
Lactobacillus spp. degerlerinin ortalamasi 1.38 kob/mL (min. deger <I, max. deger
3.60) ve Lactococcus/Streptococcus spp. degerlerinin ortalamasi 2.74 kob/mL (min.

deger <I, max. deger 6.34)’dir. Calismamizdaki siit 6rneklerinin TAMB degeri
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ortalamasi ¢ig siit tebligine uygun gibi goriinse de tek tek baktigimizda 68 adet ¢ig
keci siitli numunesinden 16 tanesinin tebligdeki istenen degerin lizerinde oldugu
goriilmiistiir. Sagim ekipmanlari, hava, sagim yapan kisi, numunenin toplandigi
numune kab1 gibi etkenlerle kontaminasyon sonucunda bakteriler ¢ig siite bulagmis
olabilir. Bu durumu iyilestirmek igin siitiin sagim esnasinda hijyen ve sanitasyon

kurallarina dikkat edilmesi gerekmektedir.

Bu calismadaki c¢ig keci siitii 6rneklerinin toplam bakteri sayisinin ortalama
degeri 5.01 log kob/mL’dir. Buldugumuz bu degere yakin bir deger olarak Pereira ve
ark. (2019) Ispanya’nin kuzeybatisindaki kegilerden temin ettikleri ¢ig keci
siitlindeki toplam bakteri sayisin1 5.66 log kob/mL bulmuslardir. Buldugumuz
degerin aksine Zhu ve ark. (2019) Cin’in Yangling bolgesinde yaptiklar1 ¢calismada
¢ig keci siitli orneklerindeki toplam bakteri sayisini ortalama 6.47 log kob/mL olacak
sekilde bizim ¢alismamizdan daha yiiksek bir deger bulmuslardir. Yine ¢alismamizin
aksine de Almeida Junior ve ark. (2015) Brezilya'nin kuzeydogusundaki San
Francisco Vadisi'nin yar1 kurak bolgesinden analiz ettikleri ¢ig keci siitlindeki
LAB’nin ortalamasmi 3.93 log kob/mL olacak sekilde bizim calismamizdan daha
digik bir deger bulmuslardir. Calismamizda ¢ig kegi siitii Orneklerinden izole
ettigimiz 87 adet izolata baktigimizda baskin tiir olan %26.4 ile Enterococcus spp.’yi
%21.8 1ile Lactococcus spp. ve %]12.6 ile Lactobacillus spp. takip etmektedir.
Bulgularimizla benzer sekilde Cheriguene ve ark. (2006) Cezayir kegi siitiinden
benzer LAB cinslerinin varligmmi bildirmisler ve baskin tiir olan %42 ile
Enterococcus spp.’y1 %29 ile Lactobacillus spp. takip etmistir. Bulgularimizin aksine
baz1 ¢aligmalarda keg¢i siitiindeki baskin LAB olarak Lactococcus spp. bildirilmistir
(Perin ve ark., 2017; Tormo ve ark., 2015), baz1 diger ¢alismalarda ise Lactobacillus
spp. baskin tiir olarak bildirilmistir (Makete ve ark., 2017; Picon ve ark., 2016).
Islam ve ark. (2021) fenotipik 6zelliklerin (Gram boyama ve hiicre morfolojisi),
katalaz testinin, gazin ve glikozdan laktik asit izomerlerinin {iretiminin benzerligine
dayanarak ¢ig kegi siitiinde 6 cinsin varligini belirlemislerdir. Lactobacillus cinsinin
en fazla susa (%50) sahip oldugunu, bunu Leuconostoc (%22) ve Lactococcus (%8)
suslarinin takip ettigi, buna karsin Enterococcus (%6) ve Streptococcus (%6)’lar en
az susa sahip cins olarak tespit edilmistir. Siit icerigi lilkeden iilkeye, bolgeden
bolgeye ve hayvan irklar1 arasinda degisiklik gostermektedir. Hatta ayn1 hayvandan
farkli mevsimlerde veya giiniin farkli saatlerinde sagilan siitlerin bile toplam bakteri
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icerigi ve dogal mikroflorasindaki baskin tiir degiskenlik gosterebilmektedir. Bu

caligma ile diger ¢aligmalar arasindaki farkin bundan kaynaklandigi sdylenebilir.

Calismamizda 68 ¢ig keci siitii 6rneginden 87 adet LAB olma potansiyeli
olan izolat elde edilmis ve bunlardan 19’u ayrica teknolojik 6zelliklerini test etmek
icin secilmistir. Bu 19 LAB izolatinin %52.6’s1 Lec. lactis, %26.3’0 L. reuteri,
%21.1°1 Lp. plantarum olarak bulunmustur. Premasiri ve ark. (2021) 20 adet kegi
sitli orneginden 100 adet LAB izolati elde etmisler ve iclerinden 8 adet izolati
fenotipik Ozelliklerine gore se¢mislerdir. 8 izolatin hepsinin Gram-pozitif, katalaz
negatif ve endospor olusturmadigini bildirmislerdir. Daha sonra bu 8 izolat identifiye
edildiginde Lc. lactis, Lp. plantarum, L. pentosus, Strep. bovis, Strep. thermophilus
(2 adet), E. faecium (2 adet) olduklar tespit edilmistir. [kombayev ve arkadaslarinin
(2025), Dogu Kazakistan bolgesindeki ¢ig keci siitli ve kegi siizme peynirinden izole
ettikleri LAB ile ilgili ¢alismalarinda izole ettikleri tiirler arasinda Lp. plantarum
tiiriinlin baskin oldugu tespit etmislerdir. Bu tiir probiyotik 6zellikleriyle bilinmekte
ve fermantasyon siireclerinde kritik rol oynamaktadir (Ikombayev ve ark., 2025).
Moulay ve arkadaglarmin (2013) Bat1 Cezayir’de ¢ig keci siitiinden izole ettikleri 13
LAB izolatinin %]15.4’tinti Le. lactis, %7.7°sin1 Lp. plantarum, %"7.7’sini
Lactobacillus sp. seklinde bulmuglardir. Badis ve ark. (2004) Cezayir’de iki yerel
irktan (Makatia ve Makatia-Chamia) topladiklar1 ¢ig kegi siitii numunelerini analiz
ettiklerinde 345 adet LAB susu elde etmisler ve izole edilen LAB’nin tiir diizeyinde
dagilimimin  %20.25’1 Le. lactis tiirleri oldugunu bildirmislerdir. Keci siitii
bilesimindeki LAB hayvandan hayvana degisiklik gostermekle beraber hayvanin irki,
yasi, kalitimi, laktasyonu, memenin anatomik yapisi, mastitis gibi pek ¢ok
hayvandan kaynakli etki ile yetistirilmesi, hareket alani, mevsimler, sicaklik, hava,
nem, 11k, yem, sagim siiresi ve sayist gibi pek cok hayvandan kaynakli olmayan
etkiden kaynakli farklilik gosterebilmektedir. Calismamiz ile diger ¢alismalardaki
sonug farkliliklar1 yani siitten izole edilen LAB’ndeki ve sayisindaki bu cesitlilik,
saydigimiz bu etkiler nedeniyle olabilir. Ayrica siit sagimi esnasinda mevcut hijyen
ve sanitasyon durumu, numune kabinin hijyeni ve kimyasal kalintis1 olup olmadigi
gibi faktorler yapilan c¢aligmalarda birbirinden farkli sonuglar ¢ikmasina neden

olabilir.
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5.2. Teknolojik Ozellikler

Bu calismada 68 adet ¢ig kegi siitli 6rneginden identifiye edilen izolatlardan
19 LAB izolati1 secilmistir. Bu izolatlar starter kiiltiir 6zelligi gosterebilen ve gida
endistrisinde en yaygin olarak kullanilan LAB suslarindan segilmistir. Secilen
izolatlarin bazi teknolojik 6zellikleri degerlendirilmistir. LAB, laktozun laktik aside
fermentasyonundan sorumludur. Bu islem, siitin pH''mi disiirerek fermente siit
iirtinlerinin dokusuna ve lezzetine katkida bulunmaktadir (Ikombayev ve ark., 2025).
Bu calismada degerlendirilen 19 LAB izolatimin UHT vyagsiz siit icerisinde
Lactobacillus spp. i¢in 37°C’de, Lactococcus/Streptococcus spp. igin 30°C’de

inkiibasyonu stiresince pH seviyesinin siirekli diistiigii tespit edilmistir.

[k 6l¢iimle son dl¢iim arasindaki farka bakildiginda en fazla pH diisiisiinii Lc.
lactis tirleri, sonra Lp. plantarum tirleri gosterirken en az pH diisiistinii L. reuteri
tiirleri gostermistir. Le. lactis tiirleri igin 24. saatte Ol¢iilen pH degeri ortalama 4.8,
Lp. plantarum i¢in 4.9, L. reuteri i¢inse 5.7°dir. Peynir iiretimi i¢in optimum pH 5.0-
5.2 araliginda oldugundan pH diisiisii ile gosterilen siitii fermente etme yetenegi,
peynir iiretimi igin starter kiiltiir performansinda énemlidir. Iyi kalitede kiiltiirlenmis
ayran 4.5 ila 5'e yakin nihai pH'dan elde edilir (Wilkowske, 1954). Bu nedenle bu
caligmada secilen LAB izolatlar1 peynir veya kiiltiirlenmis ayran yapimi igin

uygundur.

Premasiri ve ark. (2021) kegi siitiinden analiz ettikleri 8 LAB izolatinin siitii
pihtilastirma  yeteneklerine  baktiklarinda  biitin  LAB  izolatlarmin  pH’1
diisiirdiiklerini, tiim izolatlarin iyi laktik asit iiretme yetenegine sahip olduklarini ve
bu nedenle fermente iirlinlerde starter kiiltiir olarak kullanilmaya uygun aday
olduklarmi tespit etmislerdir. Moulay ve ark. (2013) ¢ig keci siitiinden izole ettikleri
LAB’nin tamaminin yagsiz siitin pH’m1 diislirdiiklerini  (laktik asit iiretimi)
gbzlemlemislerdir. Tkombayev ve ark. (2025), keci siitii (Lb. acidophilus ve Lb.
ultunensis) ve keg¢i siitiinden yapilan siizme peynirden (Lc. lactis) izole ettikleri
LAB’ni yagsiz UHT siitte inkiibe ettikten sonra pH seviyelerini kontrol ettiklerinde
0. ve 6. saatteki pH seviyelerine gore 24. saatteki pH seviyesinin énemli Ol¢iide

diistiigiinii gozlemlemislerdir (pihtilagsma goriilmiistiir). Bu durum test edilen suslarin
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stitte gelisebildigini ve 24 saat sonra yogurda benzeyen pliriizsiiz, kalin bir doku
irettiklerini ve fermente siit Uriinlerine 6zgii hos bir aromaya sahip olduklarini
gostermektedir. Bu ¢alismada segilen izolatlarin asidifikasyon 6zellikleri sebebiyle
fermente gidalarin endiistrisinde potansiyel starter sus olarak kullanilabilecegini

ifade etmek mumkiindiir.

Proteoliz, LAB'yle ilgili ayrmtili bilgi edinilebilen 6zel fizyolojik
ozelliklerinden biridir (Leroy ve de Vuyst, 2004). Bu ¢alismada degerlendirmeye
alman 19 LAB izolatinin hepsinin (%100) proteolitik aktivite gosterdigi goriilmiistir.
Bu izolatlarin higbiri zayif proteolitik aktivite gostermezken %21.1°1 orta (Lc. lactis),
%78.9’u 1se yiiksek (Lp. plantarum, L. reuteri ve bazi Lc. lactis tiirleri) proteolitik
aktivite gostermistir. Moulay ve ark. (2013) sectikleri tiim izolatlarin skim milk PCA
besiyerinde gelisme durumuna baktiklarinda tamaminin proteolitik oldugunu tespit
etmislerdir. Islam ve ark. (2021) ¢ig keci siitiinden analiz ettikleri LAB izolatlarindan
Lactobacillus ve Lactococcus cinslerine baktiklarinda proteolitik aktivite gosterdigini
gérmiislerdir (tim izolatlarin %80’1 aktivite gostermistir). de Almeida Jinior ve
arkadaslarinin (2015) sectikleri 50 LAB izolatindan 19’u (%38) proteolitik aktivite
testlerinde pozitif olarak degerlendirilmistir. Badis ve ark., (2004) keg¢i siitiinden
izole ettikleri LAB izolatlarinin ¢ogunlugunun (%65.2) diisiik proteolitik aktivite
gostermesine ragmen maksimum aktiviteye 72. saatte ulastiklarin1 gézlemlemislerdir.
Bu durumun aksine da Silva ve arkadaglarinin (2019) yaptiklar1 ¢alismada, keci
sitlinden elde ettikleri izolatlardan higbirinin proteolitik aktivite gostermedigi
goriilmiistir (Le. lactis ve Lp. plantarum tiirleri). Frey ve ark. (1986) ile Lopez ve
Mayo (1994) elde ettikleri sonuglar 151g1nda siitteki serbest amino asit eksikliginin
Lactobacillus tiirleri tarafindan proteaz ve ekzopeptidaz {iiretimini uyardigini
bildirmislerdir. Proteolizdeki tiir ici ve tiirler aras1 degiskenlik, dogal kaynaklardan
elde edilen suslar i¢in yaygin olarak rapor edilmektedir (Franciosi ve ark., 2009).
LAB giiglii proteolitik bakteriler olarak goriilmese de proteolitik sistemleri siitte
optimum biiyiime icin gereklidir ve fermente siit liriinlerinde lezzet gelisimine
onemli Olclide katkida bulunmaktadirlar (Lopez-Kleine ve Monnet, 2011). Bu
calismada LAB’nin biiyiikk ¢ogunlugu (%78.9) yiiksek aktivite gostermekle beraber
tamam1 proteolitik aktivite gdstermistir. Dolayisiyla segilen izolatlarin tamaminin
fermente siit iiriinlerinde aroma ve tat gelisiminde rol oynayabilecegini belirtmek
miimkiindiir.
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LAB tarafindan firetilen EPS miktar1 pH, sicaklik ve ortam bilesimi gibi
kiiltiir ve fermantasyon kosullarindan biiytik 6l¢iide etkilenmektedir (Duefias-Chasco
ve ark., 1997). Bu ¢alismada degerlendirmeye alinan 19 LAB izolatinin %21.1°1 EPS
iretimi gostermezken %78.9’u zayif EPS iiretimi gostermistir. Lp. plantarum ve L.
reuteri tiirlerinin tamami1 zayif da olsa EPS iiretimi gosterirken Lc. lactis tiirlerinin
%60’1 EPS tretimi gostermis, %40’1 EPS iretimi gostermemistir. Islam ve ark.
(2021) ¢ig kegi siitiinden analiz ettikleri 11 LAB izolatinin tamaminin (%100) EPS
drettigini  gozlemlemislerdir. En yiikksek EPS iretimi miktari, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus'ta (93 mg/L) gozlemlenmis olup bunu Streptococcus
thermophilus (90,7 mg/L) ve Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides (88
mg/L) takip etmistir. da Silva ve ark. (2019) keci siitiinden elde ettikleri i1zolatlardan
Lc. lactis suslarinda (3 adet) EPS iiretimi olmadigini, Lp. plantarum susunda ise
oldugunu bildirmislerdir. de Almeida Janior ve arkadaslarinin (2015) sectikleri 50
adet LAB izolatlar1 tarafindan EPS iiretiminin 10 mg/L ile 100 mg/L arasinda
degistigi goriilmiis ve ortalama tiretimin 27.6 mg/L oldugu bildirilmistir. Yirmi bir
izolatin ortalamanin {izerinde EPS firettigi goriilmiistir. Patel ve ark. (2014)
yaptiklar1 ¢aligmada 17 adet probiyotik adaylarinin tamaminin (%100) EPS {ireticisi
oldugunu ve Gram-pozitif mikroorganizmalara ve Gram-negatif patojenlere karsi

antagonistik aktiviteye sahip olduklarini bildirmislerdir.

EPS’ler endiistriyel acidan yararhi fiziko-kimyasal Ozellikleri nedeniyle
muazzam ticari degere sahiptirler. LAB'nin degisken bilesim ve islevsellige sahip
genis bir EPS yelpazesi iiretme kapasitesi, endiistriyel uygulamalarinm
genisletmektedir. LAB’nin fonksiyonel EPS iiretimi i¢in uygun adaylar olduklari
kesfedilmistir (Laws ve ark., 2001). Bu EPS iireten LAB suslar1 yogurt, peynir,
asidofilus siitli ve siit bazli tathlarin iiretiminde kullanilmaktadir (Duboc ve Mollet,
2001). LAB'den elde edilen EPS, fermente gida formiilasyonlarinin reolojisini,
dokusunu, agiz hissini iyilestirmede ve antitimor aktivite, immiinmodiilator
biyoaktivite ve antikanserojenite gibi insan saglig: lizerinde faydali fizyolojik etkiler
saglamada 6nemli rol oynamaktadir (Doleyres ve ark., 2005). EPS'nin bagirsak epitel
hiicreleri tlizerinde immiinomodiilatér etkisi oldugu (Patten ve ark., 2014) ve
fermente gida iiriinlerinde dogal olarak sentezlenen tekstiir ajanlar1 olarak islev
gordiigii bildirilmistir (Badel ve ark.,, 2011). Bu calismada LAB’nin biiyiik
cogunlugu (%78.9) zayif da olsa EPS iiretimi gostermistir. Lp. plantarum ve L.
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reuteri tiirlerinin tamami EPS {iretimi gostermistir. Secilen bu suslarin fermente
gidalarin tiretimi esnasinda tekstiir ajanlar1 olarak ve bu gidalarin reolojik ile dokusal

ozelliklerini saglamada 6nemli rol oynayabilecegi sonucuna varildi.

LAB’nin optimum gelisme sicakliklar1 tiire 6zgii farklilik gostermektedir.
Genel olarak laktik asit bakterileri, 10°C ile 45°C arasindaki sicakliklarda gelisim
gosterebilen mezofilik mikroorganizmalar olarak tanimlanir. Ancak bu bakterilerin
optimum biiylime sicakliklarinin genellikle 30°C ile 45°C arasinda oldugu
bilinmektedir. Bu ¢alismadaki izolatlarin tamami1 (%100’i) 45°C sicaklikta gelisme
gostermistir. 10°C sicakliktaki iireme durumlarina bakildiginda 19 izolatin %68.4’1
gelisme gosteremezken %6’smin zayif gelisme gosterdigi tespit edilmistir. Zayif
gelisme gosteren tiirler Lp. plantarum tiirlerinin tamami ile L. reuteri tlirlerinin
%A40’1d1ir. Premasiri ve ark. (2021) keci siitlinden analiz ettikleri izolatlardan Lec.
lactis ve Lp. plantarum izolatlar1 15 ve 45°C sicakliklarda gelisme gostermislerdir.
Moulay ve ark. (2013) ¢ig keci siitiinden izole ettikleri LAB’nin farkli sicakliklarda
gelisme durumlarina baktiginda Lactococcus’larin %50’si (Le. lactis ve digerleri)
45°C sicaklikta gelisme gosterirken %50°sinin  (Lp. plantarum ve digerleri)
gosteremedigini bildirmislerdir. 30°C sicaklikta biitiin Lactococcus tiirlerinin gelisme
gosterdigini bildirmislerdir. 15°C sicaklikta LAB’nin %66.7’si gelisme gosterirken
(Lp. plantarum ve digerleri) %33.3’iinilin (Lc. lactis ve digerleri) gdsteremedigini
bildirmislerdir. Badis ve ark. (2004) keci siitiinden izole edip sectikleri 18 LAB
izolatinin farkli sicakliklara gore gelisim gostermesine baktiklarinda 10°C’de

izolatlarin %66.7’s1 ve 45°C’de %27.8’inin gelisme gosterdigini bildirmislerdir.

Bu calismadaki izolatlarin tamami (%100’i) pH 9.6 seviyesinde gelisme
gostermistir. pH 3.9 seviyesine bakildiginda sadece Lp. plantarum ve L. reuteri
tirlerinde gelisme tespit edilmistir, Lc. lactis tiirlerinin %10’u zayif iireme
gosterirken %90’1inda gelisme gézlenmemistir. Saliba ve ark. (2021) Liibnan Baladi
kegi siitlerinden elde ettikleri 28 Lactobacillus izolatinin tamaminin pH 3'te direng
gosterebildiklerini ve herhangi bir canlilik kaybi tespit etmediklerini bildirmiglerdir.
Ancak, bu durumun pH 2.5'te gegerli olmadig1 gortilmiistiir. Premasiri ve ark. (2021)
ke¢i siitiinden analiz ettikleri izolatlardan Lc. lactis izolatt pH 4’te gelisme
gosterememistir, Lp. plantarum izolat1 ise pH 4’te gelisme gosterebilmistir. Moulay
ve ark. (2013) c¢ig keci siitlinden izole ettikleri LAB’nin pH 9.6’da gelisme
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durumlarma baktiklarinda izole ettikleri hicbir LAB tiirlinlin bu pH degerinde
gelismedigi gozlemlemislerdir. LAB'nin diisik pH'da hayatta kalmasi insan
viicudundaki ilk stres olan mide asidini tolere etmek i¢in 6nemlidir (Ji, Jang ve Kim,
2015). Insan midesindeki pH, aclik sirasinda 1.5 ila yemekten sonra pH 4.5 arasinda
degismekte (Papadimitriou ve ark., 2015) ve gida alimi 3 saate kadar siirebilmektedir
(Saliba ve ark., 2021). Midenin alkalinitesi de gida alimindan sonra pH 6 veya daha
fazlasina kadar yiikselebilmektedir (Huang ve Adams, 2004). Bu nedenle probiyotik
mikroorganizmalar sindirim sisteminin farkli kisimlarinda hayatta kalabilmek ic¢in
farklt pH seviyelerinde hayatta kalma yetenegine sahip olmalidirlar (Premasiri ve
ark., 2021). Bu bilgiler dogrultusunda yiiksek ve diisiik pH seviyelerini tolere
edebilen LAB’nin se¢ilmesinin daha dogru olacagi goriilmektedir. Bu calismada
LAB izolatlarindan Lp. plantarum ve L. reuteri tirlerinin bu kosullar1 tolere

edebildigi tespit edilmistir.

Bu ¢alismadaki izolatlarin tamami (%100°1) %2 NaCl ¢ozeltisinde gelisme
gostermistir. %6.5 NaCl cozeltisine bakildiginda Lp. plantarum tiirlerinin tamam
gelisme gosterirken L. reuteri tiirlerinin tamami gelisme gostermemistir. Le. lactis
tirlerinin ise %40’1 gelisme gostermis (%10°u zayif tlreme), %601 gelisme
gostermemistir. Premasiri ve ark. (2021) kegi siitinden analiz ettikleri 8 LAB
izolatinin farkli NaCl konsantrasyonlarinda gelisebilme durumlarina baktiklarinda
%2’lik ¢ozeltide izolatlarin %75 inin gelisebildigini, %4’likk ve %6.5’lik ¢ozeltilerde
izolatlarin %62.5’inin gelisebildigini gézlemlemislerdir. de Almeida Janior ve ark.
(2015) segtikleri LAB izolatlarin1 %4-6.5 NaCl konsantrasyon araliginda test
etmiglerdir ve izolatlarin tamamimin bu NaCl konsantrasyon araligini tolere
edebildigini gérmiislerdir. Badis ve ark., (2004) kegi siitiinden izole edip sectikleri 18
LAB susunun farkli tuz konsantrasyonlarinda gelisim gdstermesine baktiklarinda %2
NaCl c¢ozeltisinde %83.3, %6.5 NaCl c¢ozeltisinde %5.6’s1 gelisme gdstermistir.
Moulay ve ark. (2013) ¢ig keg¢i siitiinden izole ettikleri LAB’nin %6.5’lik NaCl
cozeltisinde gelisme durumlarina baktiklarinda izole ettikleri hicbir LAB tiiriiniin bu
tuz konsantrasyonunda gelisemedigi goriilmiistiir. LAB'nin peynirde starter kiiltiir
olarak endiistriyel uygulamasi i¢in bu mikroorganizmalarin asitlik, sicaklik, tuz stresi
ve dondurarak kurutma gibi stresli kosullar1 tolere edebilmesi gerekmektedir. Bu
calismada secilen LAB’nin tamami diisiikk tuz ¢ozeltisini (%2) tolere edebilirken
sadece Lp. plantarum suslar1 yliksek tuz ¢ozeltisini (%6.5) tolere edebilmistir. Bunun
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sonucunda mevcut calismada tespit edilen Lp. plantarum suslarinin peynir

endiistrisinde kullaniminda uygun starter kiiltiir olabilecegini belirtmek miimkiindiir.

LAB suslar1 icin antibiyotik duyarlilifi ¢ok Onemlidir. Ciinkii bu
mikroorganizmalar genellikle saglik yararlarinin ve islevsel 6zelliklerinin korunmasi
gereken gida iiretimi ve fermantasyonunda kullanilmaktadirlar. Ayrica, antibiyotik
duyarhiliklarinin anlagilmasi, LAB'nin insan saghgi ve gida giivenligi i¢in risk
olusturabilecek direng gelistirmemesini saglar. LAB suslari, genetik varyasyonlar ve
direng genlerinin yatay gen transferi yoluyla edinilmesi nedeniyle farkli

antibiyotiklere kars1 farkli direng gosterebilir (L1 ve ark., 2020).

Bu calismada izolatlarin antibiyotik direnclilikleri test edildiginde 19 LAB
izolatinin  %89.5’inin  streptomisin, %68.4’linlin  vankomisin,  %63.2’sinin
siprofloksasin ve %36.8’inin gentamisin antibiyotigine karsi direnc¢li oldugu tespit
edilmistir (bir izolat birden fazla antibiyotige kars1 direng gdstermistir). Izolat olarak
tek tek bakildiginda Lp. plantarum tiirlerinin tamaminin (%100°{) streptomisin,
siprofloksasin, vankomisin ve gentamisin antibiyotiklerine direncli oldugu tespit
edilmistir. L. reuteri tlirlerinin tamaminin (%100’() streptomisin, siprofloksasin ve
vankomisin antibiyotiklerine direngli oldugu tespit edilmistir. Lc. lactis tiirlerinin
%80’inin streptomisin, %50 sinin eritromisin, %40’ 1nin vankomisin antibiyotiklerine
karst direncli oldugu tespit edilmistir. Ikombayev ve ark. (2025) ke¢i siizme
peynirinden elde ettikleri Lp. plantarum susunun vankomisin, gentamisin, kanamisin,
streptomisin, siprofloksasin ve trimetafan antibiyotiklerine direngli oldugunu
bulmuslardir. Islam ve ark. (2021) ¢ig kegi siitiinden analiz ettikleri LAB izolatlarinin
antibiyotik direngliliklerini test ettiklerinde tamaminin (%100) vankomisine,
%27.3’linlin gentamisine ve %Z27.3’liniin streptomisine karsi direngli oldugunu
bildirmistir (izolatlar birden fazla antibiyotik {izerinde inhibisyon gdstermistir).
Saliba ve ark. (2021) Liibnan Baladi keci siitlerinden elde ettikleri Lactobacillus
tirlerinin antibiyotik direngliliklerini incelediklerinde tiim suslarin kanamisin,
vankomisin ve spektinomisine karst tam (%100) direng¢ gosterirken gentamisine karsi
%97 direng gosterdigini gozlemlemislerdir. de Almeida Junior ve ark. (2015) 50 adet
LAB izolatina test ettirdikleri 6 antibiyotik (Kloramfenikol, Oksasilin, Vankomisin,
Tetrasiklin, Siprofloksasin, Penisilin G) i¢in izolatlarin %46’sinin direng¢li oldugunu
bulmuslardir. Bu sonuglar mevcut ¢alismayla benzer yonler gostermektedir. Genel
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olarak, cogu Lactobacillus tiirii eritromisin, tetrasiklin, klindamisin ve kloramfenikol
gibi protein sentezini engelleyen antibiyotiklere duyarlidir. Ancak cesitli fermente
gidalardan izole edilen Lactobacillus'larda bu ajanlara direncli suslar tespit edilmistir
ve direng hem plazmidlerde (edinilmis direng) hem de kromozomda bulunan genlere
atfedilmistir (Abriouel ve ark., 2015). Laktobasillerin klinik olarak énemli bir dizi
antibiyotige karsi ic¢sel direnci, bakteriyel enfeksiyonlara karsi antibiyotiklerle
kombinasyon tedavisinde giivenli probiyotikler olarak kullanilmalarina izin
vermektedir (Ji ve Yang, 2020). Diger yandan bakterilerde gelisen antibiyotik
direncliligi hem halk sagligi hem de gida giivenligi bakimindan kiiresel bir sorun
olarak degerlendirilmektedir. Gida zinciri, antibiyotige direngli bakterilerin
hayvanlardan insanlara taginmasinda baglica kaynaklardan biri olarak 0©ne
cikmaktadir. LAB antibiyotik diren¢ geni tasidiklar1 takdirde, bu genleri gidadaki
diger bakterilere aktarma potansiyelleri vardir (Sirichoat ve ark., 2020). LAB’nin
antibiyotik direnglilik 6zellikleri insan saglig1 agisindan ele alindiginda antibiyotik
tedavisi esnasinda bu suslar1 igeren probiyotik {triinler tiiketildiginde bu suslar
hayatta kalarak saghga faydali o6zelliklerini gdsterebilmektedir. Boylece hastalik
sonrasi bagirsak florasinin yeniden dengelenmesi desteklenebilmektedir. Bu yoniiyle
ele alindiginda “Gida endiistrisinde kullanilacak LAB’nin antibiyotik direngliligine
sahip suslardan segilmeleri 6nemli faydalar saglayacaktir.” denilebilinir. Bagka bir
acidan bakildiginda bu suslarin antibiyotik direng genlerini gida igerisindeki diger
bakterilere ve bagirsaklardaki zararli bakterilere aktarabilme o6zellikleri mevcuttur.
Bu da potansiyel olarak g¢oklu antibiyotik direngli patojenlerin ortaya ¢ikmasina
neden olmakta ki bu durum kiiresel bir halk sagligi tehdididir. Bu yoniiyle ele
alindiginda ise “Gida endiistrisinde kullanilacak LAB’nin antibiyotik direncliligine
sahip olmayan suslardan se¢ilmeleri 6nem arz etmektedir.” denilebilinir. Bu iki karsit
goriis kiyaslandiginda kar-zarar dengesine bakilmasi gerekmektedir. Sonug¢ olarak
gida endiistrisinde kullanilacak LAB suslarinin antibiyotik diren¢ geni tasimayan,
dogal olarak antibiyotiklere karst duyarli olanlari seg¢ilmelidir. Ciinkii kisa vadede
insan saglig1 icin probiyotiklerin bagirsak mikroflorasina yararli etkilerinden 6diin
verilebilir. Ancak uzun vadede antibiyotik diren¢ genlerinin yayilmasint dnlemek
toplum saglig1 acisindan ¢ok daha biiyiik bir kazanimdir. Bu nedenle antibiyotik
direng genleri tagimayan LAB suslarmin tercih edilmesi gerektigini vurgulamak

minkiinddr.
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Artan antibiyotik direnci seviyesi 21. ylizyilin en 6nemli 6zelligidir ve LAB
tarafindan patojenik bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivite ile tiretilen metabolitler
antibiyotik kullanimina en iyi alternatif olabilmektedir (Zahid ve ark., 2015). LAB
antimikrobiyal aktiviteleri, bozulma ve patojenik mikroorganizmalara karsi organik
asitler ve bakteriyosinler gibi inhibitdr aktiviteye sahip metabolitlerin {iretimi
nedeniyle gida fermantasyonunda ve biyokoruyucu olarak kullanilmaktadir.
Antimikrobiyal aktivite de potansiyel probiyotik suslar i¢in 6nemli bir kriter olarak
kabul edilmektedir (Shewale ve ark., 2014). LAB suslarinin patojenik suslara karsi
antagonistik aktivitesinin anlagilmasi, dogal biyokoruyucularin gelistirilmesi ve gida
giivenliginin tyilestirilmesi agisindan hayati 6nem tasimaktadir (Goa ve ark., 2022).
Bu calismada degerlendirmeye alinan 19 LAB izolatinin olusturdugu zon ¢aplarina
bakildiginda Lc. lactis tiirlerinin hicbiri patojenlere karsi antimikrobiyal aktivite
gostermezken Lp. plantarum tlrlerinin biitiin patojenlere karsi giiclii inhibisyon
gosterdigi tespit edilmistir. L. reuteri tiirlerine bakildiginda %20’si (1 tanesi) S.
aureus’a, %20’s1t (1 tanesi) E. coli’ye kars1 antimikrobiyal aktivite gostermezken
diger patojen suslara (S. enteritidis, L. monocytogenes) karsi giiclii inhibisyon
gosterdigi tespit edilmistir. Islam ve ark. (2021) ¢ig keci siitlinden analiz ettikleri
LAB izolatlarin antimikrobiyal aktivitelerine baktiklarinda 11 izolatin %27.3’1
Bacillus cereus’a, %81.8’1 E. aerogenes’e, %90.9’u L. monocytogenes, S. aureus ve
E. coli patojen suslarina kars1 antimikrobiyal 6zellik géstermislerdir (izolatlarin ¢gogu
birden fazla patojene karsi inhibisyon gostermistir). Ikombayev ve ark. (2025) izole
ettikleri LAB’nin antimikrobiyal aktivitelerini incelediklerinde bazi patojenik ve
kosullu patojenik suslara (B. cereus, S. aureus, E. coli,) kars1 antagonistik aktiviteye
sahip oldugunu ve en yiiksek aktiviteyi Lp. plantarum tiiriinde tespit etmislerdir.
Farkli patojenik suslar kullanilsa da Lp. plantarum tiirleri icin benzer sonuglar
bulmuslardir. Ancak inceledikleri her iki LAB izolati da Pseudomonas aeruginosa
patojenine karst antimikrobiyal etki gosterememistir. Bunun nedeni bazi LAB
suglariin genetik ¢esitlilikleri nedeniyle bazi patojen suslari etkili bir sekilde
engellemek veya yenmek igin gereken spesifik antimikrobiyal bilesiklere veya
mekanizmalara sahip olmayabilecegi gercegidir (Ikombayev ve ark., 2025). de
Almeida Junior ve ark., (2015) ¢ig kegi siitiinden elde ettikleri 50 LAB izolatinin 8
farkli patojene (E. coli, S. Typhi, L. monocytogenes, S. aureus, Shigella flexineri, E.
faecalis, Bacillus cereus, Klebsiella pneumonia) kars1 antibakteriyel aktivitelerini

incelemisler ve test edilen izolatlarin patojenlere karsi farkli diizeylerde inhibitor etki
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gosterdigini ve izolata Ozgli olduklarimi ortaya koymuslardir. Bu c¢alismaya
bakildiginda secilen izolatlardan Lp. plantarum suslarinin test edildigi biitiin
patojenlere karst antimikrobiyal o6zellik gosterdigi goriilmiistir. Bu tiirlerin
antibiyotik kullanimina alternatif olabilecek suslar oldugunu, ayrica bu suslarin dogal
biyokoruyucu olarak gida giivenligini saglamak amaciyla da kullanilabilecegi

sOylenebilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Nihai {irtiniin fiziksel, kimyasal ve duyusal Ozellikleri acgisindan
standardizasyonu ile alakali belirgin bir LAB florasina sahip olabilmesi i¢in yani
iriinde arzu edilen tiim Ozelliklerin biitiin riinlerde goriilebilmesi i¢in standart

otokton starter kiiltiire sahip olunmas1 gerekmektedir.

Bu calisma sonucunda ¢ig kegi siitiinden izole edilen ve segilen izolatlarin
MALDI-TOF MS analizleri sonucunda ytiksek ihtimalle Lc.lactis, Lp. plantarum ve
L. reuteri tirlerine ait olduklar1 dogrulanmistir. Secilen LAB'nin asit liretmeleri,
proteolitik aktivite gostermeleri, yiiksek EPS {iretmeleri ve bazi patojenlere karsi
inhibisyonlarinin dogrulanmasi; diisitk pH'da, ylksek tuzda, farkli sicakliklarda
hayatta kalabilmeleri bu tiirlerin genel olarak siit endiistrisinde umut verici
biyokoruyucu ozelliklere sahip olan, potansiyel starter ve/veya probiyotik kiiltiirler
olarak kullanilabilecekleri ortaya c¢ikmistir. Ayrica bu c¢alisma ¢ig keci siitliniin
mikrobiyal biyogesitlilik acisindan zengin oldugunu gosterirken bu mikrobiyal
cesitlilik ile siit endiistrisinde kullanilan teknoloji, olgunlasma kosullari, depolama
stiresince 1iriin giivenligi, nihai irliniin organoleptik Ozelliklerinin gelisimini
etkileyen c¢esitli faktorlere karst faydali olabilecek otokton starter kiiltiirler
olusturulabilecegini ortaya koymustur. Ancak secilen LAB’nin bazi antibiyotiklere
kars1 gostermis olduklar1 direnclilik 6zelligi tiiketici sagligi agisindan kisa vadede
olumlu etkiler gdsteriyor gibi dursa da uzun vadede ele alindiginda biiyiik bir toplum
saglig1 sorunu olan antibiyotik direngliligine neden olabilmektedir. Antibiyotik
tedavisi esnasinda tiiketiciye antibiyotik diren¢ geni mevcut probiyotik sus
verildiginde bagirsak mikroflorasinin yeniden dengelenmesi saglanabilir. Fakat
bagirsaktaki patojen mikroorganizmalarin antibiyotik direnci kazanmasi tiiketicide

uzun vadede daha biiyiik sorunlara yol agmaktadir. Antimikrobiyal etkisi olan suglar
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kimyasal koruyuculara ve antibiyotiklere alternatif olarak dogal koruyucu gorevini

ustlenebilir.

Sonu¢ olarak otokton starter kiiltiir veya probiyotik kiiltir i¢cin LAB
seciminde asit ve EPS iiretebilen, proteolitik aktivite ve antimikrobiyal ozellik
gosteren, farkli pH, sicaklik ve tuz degerlerinde gelisme gdosterebilen, antibiyotik

duyarlilig1 olan suslar tercih edilmelidir.

Kegi siitiinden elde edilebilecek diger LAB’nin potansiyel starter kiiltiirler
olup olmadiklar1 ve saglik {izerindeki yararl etkilerini degerlendirmek icin daha ileri
caligmalar yapilmalidir. Yerel LAB, starter kiiltiir olarak 6nemli bir potansiyele
sahiptir. Bunlardan en iyi sekilde faydalanmak i¢in 6zel kullanim kosullart ve
teknolojik 6zelliklerine iliskin daha detayli calismalar gerekmektedir. Gelecekte buna
benzer ¢alismalarla birlikte starter kiiltlir ve probiyotik 6zelligi daha 6n planda olan

suslar elde edilebilir.
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