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Eskigehir ve Bilecik’ ten toplanan eksi hamur ve boza Orneklerinde katil
mayalarin varligr arastirtlmigtir. 4 adet boza drneginden 97, 31 adet eksi hamur
6rneginden 307, 3’ er adet ticari kuru ve yas maya 6rneginden 60 tane olmak iizere
toplam 464 maya susu izole edilmigtir. Boza izolatlarindan 32 tanesi katil (%
32.98), 13 tanesi duyarli (% 13.40), 52 tanesi notral (% 53.60), eksi hamur maya
izolatlarinin isel2 tanesi katil (% 3.90), 79 tanesi duyarh (% 25.73), 216 tanesi
ndtralizolat (% 70.35) olarak belirlenmistir. Ticari yas ve kuru maya izolatlarinda
ise katil fenotipe rastlanmamistir. Katil mayalardan sadece 25.2 numaral: izolat
Saccharomyces cerevisiae olarak identifiye edilmistir. Eksi hamur Kkatil
mayalarinda yiiksek sicakhik ve siklohekzimid varligimin katil aktiviteyi elimine
ettigi ve UV‘ nin bu aktivite iizerine etkisinin olmadig belirlenmigtir. Katil
aktivite icin optimum sicakhk 21-30 °C, pH ise 4.2-5.0 olarak belirlenmistir.
Fluoresans boyama yontemi ile katil toksinden etkilenerek 6len duyarh maya
hiicrelerinin ayirt edilebilecegi gosterilmistir. Katil maya izolatlarinin 2 adet ticari
ekmek mayas) susuna kars: katil aktivite gésterdigi belirlenmistir. Katil izolat
25.2° nin Kkatil aktiviteden sorumlu olan proteini SDS-PAGE yodntemi ile

belirlenememigtir.

Anahtar Kelimeler: Katil mayalar, katil aktivite, ekmek mayalan
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OCCURRENCE OF KILLER YEASTS IN SOUR DOUGH SAMPLES
COLLECTED FROM ESKiSEHIR PROVINCE AND DETERMINATION
OF THE FACTORS AFFECTING KILLER ACTIVITY
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Supervisor: Prof. Dr. Merih KIVANC
2000

Occurrence of Killer yeasts in sour dough and boza samples from Eskisehir
and Bilecik provinces was invesigated. 464 yeast isolates, including 97 strains
from 4 boza samples, 31 strains from sour dough samples, 60 strains from 3
commercial dry and 3 commercial wet yeast samples, were isolated. From the total
of 97 boza isolates, 32 strains were Kkiller (% 32.98), 13 strains were sensitive (%
13.40), 52 strains were neutral (% 53.60). Out of 307 sour dough isolates, 12
strains were killer (% 3.90), 79 strains were sensitive (% 25.73), 216 strains were
nuetral (% 70.35). Tested commercial dry and wet yeast isolates did not show
killer activity. Only 25.2 killer yeast strain was identified as Saccharomyces
cerevisiae. It was determined that high temperature and presence of cycloheximide
cured killer activity of sour dough killer yeasts. Moreover UV light treatment did
not show any effect on killer activity of these isolates. Optimum temperature was
21-30 °C and optimum pH was 4.2-5.0 for killer activity. Dead sensitive yeast
cells by killer toxsin were distinguished using fluorescent dye method. Two killer
yeasts showed Kkiller activity on 2 commercial baker’s yeast strains. The protein

responsible for killer activity of 25.2 could not be determined by SDS-PAGE.

Keywords: Killer yeasts, killer activity, baker’s yeasts
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1. GIRiS

Ekmekgilik, biracilik ve sarap yapiminda yaygin olarak kullamlan mayalarn
insanlar tarafindan kullamlmasina ait ilk kayitiara M. O. 6000’ lerde rastlanmaktaysa da
(1), bilimsel olarak ilk defa tamimlanmalari Antonie van Leeuwnhoek'a (1860)
atfedilmistir. 1866' da Etudes sur Vin'de yayinlanan Pasteur'iin ¢aligmasi ile mayalann
sekerin alkole fermentasyonundaki rolii ortaya konulmustur. 1881' de Hansen,
biracilikta kullanuilan en 6nemli Saccharomyces tiiriinii saf kiiltiir olarak izole ederek S.
cerevisiae var. ellpsoideus (Hansen) Dekler olarak tamimlamugtir. Bundan sonra S.
cerevisiae olarak siniflandinlan suglar ekmek mayasi iiretiminde, biracilikta, distilasyon
ve sarap yapimnda genis ¢apta kullamlmustir (1). Bu galigmalan takiben ekmekgilik,
distilasyon ve sarap endiistrisinde sug kolleksiyonculugu ve endiistriyel fermentasyon
proseslert icin sug iyilestirme ¢aligmalari da hiz kazanmustir. Boylece mayalar ¢ok genis
ve cgesitli biyokimyasal-fizyolojik c¢aligmalarin favori organizmalan haline gelmistir.
Mikrobiyal genetik alamindaki ilk caligmalar da mayalar ile baglamistir. Winge
tarafindan 1935 yilinda §. cerevisiae ile baglatilan maya genetigi ¢alismalan giiniimiizde
bag dondiiriicii bir hizla ilerleyerek, dkaryotik organizmalarda genetik materyal ve
kahtim mekanizrnalanmn aydinlatilmasmnda Onemli mesafeler alinmasina neden
olmustur. Yine maya genetifi caligmalan ile, bugiin bilimsel c¢aligmalarda kullamlan
bircok laboratuvar susu gelistirilmistir. Bu konudaki ¢alismalar giiniimiizde de hizla
devam etmektedir (2-6).

Mayalar, mantarlann taksonomik ve filogenetik agidan cesitlilik gosteren
grubuna dahil olan iiyeler olup, ¢cogunlugu Ascomycetes ve Deuteromycetes sinifi
icinde yer almakla birlikte Basidiomycetes iiyesi olan az sayida maya da bulunmaktadir
(7). Genel bir maya tanmimi yapmak oldukga giigtiir. Glinimiizde gecerli olan tamma
gbre maya; tomurcuklanma ya da bdliinme ile ¢ogalan tek hiicreli fungus, veya ¢ok
hiicreli bir fungusun yasam dongiistinde 6zel, tomurcuklanan tek hiicreli durum olarak
tanimlanmaktadir (8). Tipik bir S. cerevisiae hiicresi yuvarlak, ovalimsi veya elipsoid,

2.5-10 wm genisliginde ve 4.5-21 pm uvzunlugundadir. Bir maya hiicresinde

plasmalemma, nukleus, mitokondri, endoplasmik retikulum, vakuoller, vezikiiller ve
graniiller bulunmaktadir (Sekil 1.1). Hiicre duvan 2.5 nm kalinliginda olup hiicre kuru
agirhgmm yaklasik % 25° ini olusturmaktadir. Yapilan kimyasal analizler hiicre
duvarinin glukan ve mannandan olustugunu, ayrica kitin ve proteinde igerdidini ortaya

koymugtur. Hiicre duvarinin tam yapisi anlagilamamakla birlikte giiniimiizde gecerli .



olan modele gore igteki glukan tabaka, digtaki mannan tabakadan proteince zengin bir
tabaka ile aynlmaktadir (1).

Mitokondri
Tomurcuk vokuolil
Tomurcuk

Nukleus

Vokuol w8

Sekil 1.1. Karakteristik bir maya hiicresinin yapisi

Biiyiiyen maya hiicre populasyonlarinin en belirgin 6zelligini hiicre boliiniirken
tiretilen tomurcuklar olugturmaktadir. Kiigiik bir tomurcuk olan yavru hiicreler hiicre
dongiisii boyunca geliserek ana hiicre boyutuna ulagmaktadirlar. Biiylimenin biiyiik bir
kismu tomurcuk formasyonu siiresince olmakta, yani tomurcuk ana hiicreden
ayrnilmadan 6nce az ¢ok ana hiicre boyutuna ulagmaktadir. Hiicre aynlmasinin yeri ana
hiicrede tomurcuk izi (bud scar), yavru hiicrede dogum izi (birth scar) olarak
adlandinlan yapilan olusturmaktadir (1).

Mayalarin hiicre membram veya plazmalemmasi ii¢ tabakal: ve hiicre duvarmin
i¢ ylizeyi ile baglantili bir yap: gostermektedir. Plazmalemma az ¢ok esit oranlarda lipid
ve protein bunlara ilaveten karbonhidratlardan olugmaktadir. Hiicrede gecirgenlik
bariyeri olarak gorev yapmakta ve madde alig-verigini kontrol etmektedir (1). Nukleus
genellikle tomurcuk ile vakuol arasinda yer almaktadir. 1§ ipligi plaklan adimi alan
nuklear membran ile birlesmis ve hayvan hiicrelerindeki sentriollere benzer gorev yapan
yapilar ise ¢ok tabakali diskler halinde bulunmaktadir (1, 9).

Haploid genomu 14 000 kilobazgiftinden (kb) olusan mayamn, duragan
safhasindaki DNA’ sinda yaklagik 8000 gen bulundugu ve bu genlerin koordineli bir
sekilde (mekanizmasi tam olarak bilinmemekle birlikte) hiicresel faaliyetleri siirdiirdiigii
bilinmektedir. S. cerevisiae’ nin niiklear DNA, sitoplazmada bulunan mitokondrial
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DNA, viral DNA ve dairesel plazmid DNA olmak iizere 4 farkl1 ve birbirinden bagimsiz
genetik elemente sahip oldugu bilinmektedir. Plazmidlerin genetik yapilan genetik
mithendisligi teknikleri ile kolayca degistirilebilmekte ve yeni olusturulan plazmidler
sferoplastlar tarafindan kolayca hiicre igine aktanlabilmektedir (10). S. cerevisiae’ nin 2

um plazmidi mayalann molekiiler teknoloji ¢aligmalarimin gelisiminde olduk¢a 6nemli

bir yere sahiptir. Maya plazmidleri flamentli fungi plazmidlerinden olduk¢a farklilik
gostermektedir. Maya plazmidleri niikleus ve sitoplazma kaynakli olmasina karsin,
filamentli fungiden izole edilen tim plazmidlerin mitakondrial kaynakli oldugu tespit
edilmistir. Ayrica yine filamentli fungiden izole edilen plazmid-benzeri elementlerinde
mitokondrial DNA kaynakli oldugu tespit edilmigtir (11).

Yapilan genetik ¢alismalar sonucunda S. cerevisiae ‘ nin 14x10° kb’ lik niiklear
DNA’ sinda en az 17 kromozom bulundugu rapor edilmistir. Haploid maya hiicresinin
DNA iceriginin insaninkinden 100 kat az, Escherichia coli'* den ise 10 kat fazla oldugu
bildirilmigtir (1, 9, 12). Mayalarda niikklear DNA replikasyonu diger okaryot
canlilardakine benzerlik gostermektedir. Hiicrede tomurcuga benzer tek bir ¢ikintimin
olusmasiyla baglayan siirecte meydana gelen mitoz sirasinda kromozomlar biiyiik yavru
hiicreye ve tomurcuk yapisiyla gelisen kiigiik yavru hiicreye esit bigimde
paylastinlmaktadir. §. cerevisiae hem haploid hem de diploid durumda

bulunabilmektedir. Haploid hiicreler iki farkli esey tipinde (a ve a) olabilmekte ve

uygun kosullarda bunlann kaynasmasiyla a/a diploid zigotlar meydana gelmektedir.

Beslenme kosullaninin uygun olmadigi durumda bu diploid hiicreler mayoz gecirerek
askus icinde bulunan 4 haploid hiicreyi (askospor) olusturmaktadir. Askus ¢eperinin
patlamasiyla serbest kalan sporlar haploid hiicrelerden olugan yeni bir dol vermek iizere
cogalmaya baglamaktadirlar (1, 9, 12). Maya hiicrelerinde de dier organizmalarda
oldugu gibi 3 tip RNA bulunmaktadir (1, 9). Mayalarda protein biyosentezi diger
okaryotlardaki protein sentezi ile biiyiik tigiide benzerlik gostermektedir. S. cerevisiae’
da mitokondri sayisimn, biiyiiklii§iiniin ve seklinin hiicre dongiisiiniin farkli
safhalarinda ve kiiltiir sartlarina bagl olarak ¢ok biiyiik gesitlilik gosterdigi bildirilmistir
(1, 9). Maya hiicresinde tipik bir endoplazmik retikulum (E.R.) gozlemlenemedigi gibi,
golgi aygit: da kolaylikla g6zlenememektedir. E.R.’ nin diger organizmalarda oldugu
gibi ribozomlar ve diger bir¢ok hiicresel aktivite ile iligkili oldugu bilinmektedir.
Mayalarda golgi aparati varlig: heniiz kesinlik kazanmamustir. E. R. kaynakli gibi
goziiken lipid graniilleride sitoplazmada yer almaktadir. Vakuoller tomurcuklanan
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mayalann en iyi gézlemlenebilen organelleri olarak bilinmektedir. Kiiltiir ve hiicresel
sartlara bagl olarak sitoplazma iginde bir¢ok kiigiik vezikiil olarak yada birlesmis tek bir
bilyiik vakuol olarak bulunabilmektedir. Vakuoliin gorevi tam olarak anlagilamamugtir.
Vakuoller hidrolitik enzimleri, polifozfatazlari, metal iyonlarini, lipid ve diigiik molekiil
agirhikl hiicresel elementleri icerimektedirler. Ayrica besinler ve hidrolitik enzimler igin
de depo gorevi yapmaktadirlar (1, 9).

Ozellikle fermentasyondaki rolleri ile baza mayalar insan yagarminda 6nemli yer
tutmaktadir. Mayalardan faydalanma asirlar boyunca devam etmis ve gegen yiizyildan
itibaren hizlanan endiistriyel ve ticari ilerlemeye de ©nemli katkilar saglanmigtir.
Endiistriyel birgok proses igin uygun ve verimli olmalan, bakteriler i¢in optimum olan
pH’ lardan daha diisiik pH’ da aktif olarak gelisebilmeler, biiyiik ¢aptaki kiiltiirleri huzli
biiyiiyen kontaminant mikroorganizmalardan korumalan ve bakterilerden daha kolay ve
ucuz iirlin alinabilmesi nedeniyle mayalarin endiistriyel amagla kullammu giin gegtikte
artmaktadir (13).

Mayalar endiistriyel gizemlerinin yan1 sira; laktozun etanole fermentasyonunda,
alkanlar ve kagit hamuru atiklanndan protein iiretiminde, gliserol ve D-glusitol gibi

alditollerin iiretiminde, f—D-galaktozidaz ve lipaz gibi ¢esitli enzimlerin kaynag: olarak

da kullanilmaktadir. Kimyacilar ise mayalan, yeni karbon baglar, optik olarak aktif
bilegikler, sekonder alkol tiirevlern ve biyolojik aktif molekiiller iiretmekte
kullanmaktadirlar. §. cerevisiae haricinde Candida tropicalis, Rhodotorula rubra,
Schizosaccharomyces pombe ve Zygosaccharomyces bailii gibi diger maya tlirlerini de
kimyacilarn aragtirmalannda yaygin olarak kullanmaktadir (13).

Ekmek mayasi, nigastali veya giiniimiizde daha ¢ok gekerli ham maddelerden
(melas) elde edilen iist fermentasyon tipi kiiltiir mayasidir (14). Cavdar ekmegi disinda
tim geligsmis iilkelerde ekmekgilikte ticari olarak kullanilan maya grubu §. cerevisiae'
dir. Giiniimiizde halen bazi yerel ve kiigiik firin igletmelerinde ekmek yapiminda
kullamlan eksi hamurun i¢inde Saccharomyces cinsi hakiki mayalarla birlikte, degisik
sayida laktik asit, biitiirik asit, asetik asit bakterileri, koliform grubu bakteriler ve
koklardan olugan genis bir flora bulunmaktadir (15). Bu bakteriler nedeni ile eksi
hamurdan mayalanan bir hamur iyi kabarmamakta, ayrica ekmekte hog olmayan tad ve
kokular olusturmaktadir. Buna karsin, sadece S. cerevisiae igeren paket ekmek mayasi
kullanildiinda, hamur daha iyi kabarmakta, ekmek daha iyi pismekte ve hog olmayan
tad ve kokular olugsmamaktadir (14).
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Ekmek mayas: iiretimi ve mayacilikta kullamilan isletme kiiltiiri saf bir maya
kiiltiiriinden iiretilen spor veya hiicre kiiltiirii ile olabilir. Bu endiistride alt tiirler arasi
farklar, tiirler aras1 farklardan daba 6nem tagimaktadir. Ozellikle yakin bir gelecekte
patent korunmasi nedeni ile bu konunun daha da 6nem kazanacag: bildirilmektedir (16).
Her yil 1.8 milyon tondan fazla ekmek mayasi iireten (16) ekmek mayas: endiistrisinde
tiretim hiicre kazanmaya yonelik oldugu i¢in, sekeri biyokiitleye geviren tiirler iireticiler
tarafindan tercih edilmektedir. Hizl1 biiylime, yiiksek verim, yeterli hamur performansi,
1stya dayaniklilik ve ekmege istenmeyen tad ve koku vermeme ticari olarak kullamlan
ekmek mayasmin sahip olmast gereken karakterler olarak istenmektedir. Ayrica,
endiistriyel proseslerde kullanilan maya suslari, zayif spor ve tetrat olusturma ozellikleri
ve sporlarinin ¢imlenme kabiliyetlerinin diigiik olmas: nedeni ile laboratuvar suglarindan
farklilik gostermektedirler. Son yillarda birgok molekiiler teknik endiistriyel kiiltiirlerin
gelistirilmesi amaciyla uygulama alanina sokulmustur.

Giiniimiizde genetik miihendisligi teknikleri ile arzu edilen 6zelliklere sahip
endiistriyel suglann elde edilmesi miimkiin goziikmektedir. Ekmek mayacilinda
kullanidlacak suglann segimi ve, iyilegtirilmesi ¢alismalaninda iki Onemli amag
bulunmaktadir. Bunlardan birincisi; sugun iyi kabarma-mayalanma aktivitesine sahip
olmasi, ikincisi ise, iiriin kalitesini etkilemeden az masraf ile iyi maya iiriinii elde
etmektir. Son yillarda genis ve yeni pazarlama stratejileri nedenleriyle ekmek
mayaciliginda kullamlan geleneksel maya suslan maya iireticisinin farkli ve kompleks
isteklerine cevap verememektedir. Uretim piyasasinda rekabet ortamindan dogan
gereksinimler sonucu, son yillarda biiyiik bir ilerleme kaydedilen rekombinant DNA
teknikleri kullanilarak yeni 6zelliklere sahip bira mayasi suglannin yapimi olduk¢a dnem

kazanmistir. Sone ve ark. (17) Enterobacter aerogenes’ ten izole ettikleri a~asetolaktat

dekarboksilaz genini plazmid yardimu ile S. cerevisiae’ ya aktarmiglardir. Elde ettikleri
genetik olarak modifiye edilmig bu yeni susu pilot tesislerde test etmisler ve bira
fermentasyonunda kullamlmak iizere bilim diinyasina kazandirmuglardir. Bira
iiretiminde kalite ve verimlili§i artirmak icin Lancashire ve ark. (18) 1989’ da,
amiloglikosidaz  iiretiminden sorumlu geni  Schwanniomyces  suglarindan
Saccharomyces susglarma klonlamiglar ve elde ettikleri suglarin  fermentasyon
endiistrisinde iimit vaat ettifini bildirmisglerdir. Mayalarda fermentasyon orani,
flokulasyon, aroma bilegiklerinin Uretimi gibi ¢esitli fermentasyon ozelliklerinin
mitokondri genetik sisteminden etkilendigi bildirilmigtir (10). Degisik karbonhidratlan
fermente edebilen degistirilmig flokulasyon ozelliklerine sahip ve degisik aromalar



tiretebilen suglar iiretilmis ve pilot tesislerde denemeleri yapilan bir¢ok sus ticari iiretim
acistndan uygun bulunmustur (5).

Son yillarda ¢esitli aragtirma laboratuvarlarinda yiiriitiilmekte olan maya genetigi
ve molekiiler biyolojisi ¢alismalarindan elde edilen bilgilerin 15181 altinda maltozu
kullanabilen mayalar, ozmotolerant mayalar, maya hiicrelerinde trehaloz birikimini
artirma (19), invertaz enzimi ile ilgili ¢aligmalar, izl fermentasyon kinetiginin
sa8lanmasi, donmaya dayamkli, melibioz kullanabilen, lipoksigenaz geni tasiyan,
laktozu fermente edebilen ekmek mayas iiretimi ‘ve katil plazmid (killer plazmid) tagiyan
ekmek mayalani ile ilgili caligmalar giingectikce popiilaritesi artan konular haline
gelmektedir (6-7, 20).

1.1. Katil Mayalar

IIk defa 1963’ de Oxford' ta bir katolik papaz olan Makeover tarafindan
gozlenen katil aktivite fenomeni mayalarda olduk¢a yaygin olarak goriilmektedir. (21).
Bu bulug giiniimiize kadar artan bir ilgi ile karsilanmig ve bir¢ok arastinci tarafindan
lizerinde ¢aligilan bir konu haline gelmistir. Makeover’ m calismasimi takiben, gesitli
maya genuslarina ait katil suglar bir¢ok aragtirici tarafindan tespit edilmistir (22-27).
Katil fenomen ilk defa §. cereviseae’ da tammlanmig daha sonra cok ¢esitli katil suglar
diger maya genus ve tiirlerinde de tespit edilmistir. Katil suglarin trettikleri protein veya
glukoprotein yapisindaki katil toksinlerin bu toksinlere hassas maya suslarnini oldiirdiigii
saptanmis ve bu olaym mekanizmas: bir¢ok aragtinc: tarafindan ortaya konulmugtur
(22-25, 28-29). Pfeiffer ve ark. (30) duyarli suglar inhibe eden S. cerevisiae KT28’ in
baz patojenik fungiye ve Trichomonoas vaginalis’ e (protozoon) kars: etkili olmadigini
ayrnica deneye tabi tutulan hayvanlar iizerinde de herhangi bir farmakolojik etki
gostermedigini bildirmiglerdir. Polinelli ve ark.” nin (31) 1989’ da yaptif1 caligmada
ise, dimorfik fungus olan Sporothrix schenckii’ nin 4 izolatinin misel ve maya
formlarinin gesitli katil toksinlere (katil toksin 7, 8, 28 tipleri) kargi oldukca duyarl
oldugu tespit edilmistir. Aragtinicilar elde ettikleri bu sonuglarin 15181nda katil toksinlerin
veya tiirevlerinin sistemik mikosis vak’alanmn tedavisinde kullanilabilecegini one
sirmiiglerdir. Zhu ve Bussey (32) S. cerevisiae K1 toksininin Candida,
Kluyveromyces, Schwanniomyces genusu iyelerinin sferoplastlarim &ldiirdiigiini,
ancak bu organizmalarin hiicrelerinin toksine karsi duyarsiz oldugunu bildirmislerdir.
Reed ve Nagodawithana (7) bu toksinin duyarli maya suglani disinda baz1 fungi ve



bakterilere kargt da etkili oldugunu bildirmislerdir. Yapilan epidemiyolojik ve klinik
caligmalar sonucunda katil toksinlerin bugiine kadar saglifa zararli bir etkisi tespit
edilememistir (33). Ayrica bu toksinlerin proteaz inaktivasyonlan, sicaklik ve pH’ ya
bagh olan kararhliklan nedeni ile terapotik olarak kullammlannin da ksitlandig:
bildirilmistir (34).

Katil suglar ile ilgili yapilan ilk ¢aligmalar daha ¢ok cesitli ortamlardan izole
edilen suglarin bu aktivite igin test edilmesi ve katil aktiviteye etki eden faktorlerin
belirlenmesine yonelik olmustur. Yapilan calismalarda cesitli bitkisel materyallerden
izole edilen maya suglarmin yaklasik % 50’ sinin katil aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir (25, 28). Bunun yam sira bilinen genetik isaretlere sahip ¢ok sayida maya
susu da katil sus olarak belirlenmistir. Radler ve ark. (25) 1982 sonbahanndan 1984
yazma kadar cesitli habitatlardan izole ettikleri Pichia kluyveri ve Hanseniaspora
uvarum tiirlerine ait suslarin katil aktiviteye sahip olup olmadigimt ve buna etki eden
faktorleri aragtirmuglar, calismalan sonucunda dogal habitatlardan izole edilen katil
mayalarda mevsimsel bir varyasyon taspit etmiglerdir. Shimizu ve ark. (35) 6zel bir
sarap maya kolleksiyonundan (Forscungsanstalt Geisenheim Sarap Maya
Kolleksiyonu) kontaminant bir mayay: ve ticari kuru sarap mayalarindan 7 tanesini katil
maya olarak tespit etmiglerdir. Aynm1 ¢aligmada izolatlanin katil aktivitelerine etki eden
faktorleride incelemislerdir. Starmer ve ark. (36) kaktiislerin g¢iiriiyen gévde ve
meyvelerinden ve a8aclann yapigkan sivilarindan izole ettikleri maya suglarini katil
aktivite ve buna etki eden faktorler yoniinden arastirarak, katil mayalarin dogal
populasyonlardaki ekolojisini incelemislerdir. Suzuki ve ark. (37) tarafindan
Japonya’da yiiriitillen bir ¢aligmada miso, soya sosu ve tursulardan izole edilen
halotolerant maya suglarinda katil aktivite ve bu aktivitenin spekturumunu
aragtirmuglardir. Ozgelik ve Donmez (38) 1993 yilinda yaptiklan bir ¢alismada boliim
kolleksiyonlarinda bulunan mayalan katil aktiviteleri i¢in test etmigler ve test ettikleri 78
maya sugundan sadece iki tanesinde katil aktivite belirlemislerdir. italya’nin Tuscany
Bolgesi sarap fermentasyon tesislerdeki katil maya suglari, bunlann olusum sikhgi,
fermentasyon sirasindaki dinamikleri, katil ve duyarl: izolatlann K1 ve K2 referans
suglari ile olan iligkileri Vagnoli ve ark. (39) tarafindan aragtinimigtir. Katil fenomen ile
ilgili bagka bir calisgmada Hidalga ve Flores (40) Ispanya’ min Madrid gevresindeki
sarap Uretimi yapan 11 farkl: iiretim tesisinden alinan &rneklerden izole ettikleri maya
suglarinda katil karakter varlifini test etmislerdir. Llorente ve ark. (41) tarafindan

Portekiz’ de yapilan bagka bir aragtirmada ise zeytin salamuralanindan izole edilen maya



suglarinda sodyum kloriiriin katil aktivite iizerine etkileri incelenmigtir. Arastiricilar bu
caligmada yaptiklann  karyotip analizlen sonucunda karigik fermentasyon
populasyonlarinda katil suglarin baskin oldugunu saptamiglardir.

Katil maya suglarinin izolasyonunu takip eden daha sonraki ¢aligmalarda garap
ve bira yapimunda kullanilan suglar ve bunlarn kontaminantlanimin katil aktiviteleri ve
katil suglarin fermentasyon iizerine olan etkileri aragtinlmigtir. Kitano ve ark. (42)
Japon sarap endiistrisindeki gira ve elma piiresinden izole ettikleri suglan katil aktivite
yoniinden incelemigler, 3 yeni katil tip belirlemiglerdir. Siralann % 27° sinde
kontaminantlann katil aktiviteye sahip oldugunu tespit etmiglerdir. 1986 yilinda
Tredoux ve ark. (43) Viticultural ve Oenological Aragtirma Enstitiisti’ niin maya Kkiiltiir
kolleksiyonundaki suglar katil aktivite igin test etmiglerdir. Katil suslarin sarap pH’
sina sahip kati besi ortaminda katil aktivite gostermediklerini, tizim suyu ile yapilan
fermentasyon deneylerinde ise katil sug populasyonunun % 2.5’ ten az oldugu
deneylerde fermentasyonun etkilenmediini, katil populasyonun yiiksek oldugu baz
fermentasyon deneylerinde ise bu suglarin fermentasyonu bozdugunu rapor etmiglerdir.
Heard ve Fleet (44) 16 adet sarap maya sugunu katil aktivite yoniinden incelemiglerdir.
Bu aktiviteye sadece §. cerevisiae suslarinda rastladiklarini bildirmisterdir. Ayrica katil
suglarin fermentasyon iizerine etkilerini de arastirmuglardir. 1990 yilinda yayinlanan bir
calismada ise, katil suslarin endiistriyel sistemlerde klasik yontemlere gore daha hizli,
basit ve ekonomik olarak belirlenmesi i¢in yeni bir yontem Onerilmistir (45). Jacobs ve
Van Vuuren (46) 2 adet ticart sarap maya susunun ellerinde bulunan 4 adet katil maya
susunun Urettigi toksine karsi duyarliifini incelemislerdir. Kangsik kiiltiirlerde yaptiklar
fermentasyon deneyleri sonucunda K-103 katil sugunun fermentasyon ortaminda % 0.1
oramnda bulunmasi durumunda bile duyarli gsarap mayasim elimine ettigini
bildirmislerdir. 1991 yilinda Cansado ve ark. (47) alkol ve sira fermentasyon ortaminda
katil karakterin ekolojisi, yayilimi ve Onemi iizerine yaptiklan c¢aligmada bu
fermentasyon ortamlarinda gesitli kriterlere bagli olmak kosulu ile katil karaktere sahip
maya suslarmin onemini ortaya koymuglardir. Michalcakova ve ark. (48) ellerinde
bulunan Kluyveromyces, Hansenula ve Saccharomyces genusuna ait maya suglarinmn
katil aktivite ve bagisiklik 6zelliklerini inceleyerek, fermentasyonda yapismaya neden
olan ve istenmeyen yabani mayalara karsi katil aktiviteye sahip maya suslarinin
belirlenmesini hedeflemigler, bu Gzelliklere sahip suglarin biyoteknolojik uygulamalara
katkdanni aragtirmiglardir. Ozgelik ve ark. (49) sarap iireticilerine katil veya nétral
karakterli bir garap mayasi Onerebilmek amaciyla Tiirkiye’ nin degisik sarap



bolgelerinden izole edilen mayalarda Gldiiriicti aktiviye sahip sarap mayalarimi tespit
etmeye ¢alismiglar ancak bu aktiviteye sahip maya susu belirleyememislerdir.
Giiniimiizde maya katil toksin sistemleri ile ilgili ¢ok sayida genetik ve
molekiiler cahiyma yapimaktadir. Yapilan bu caligmalar ile S. cerevisiae susglarinin
tirettigi K1, K2 ve K28 toksinlerinin genetik ve molekiiler temelleri biiyiik tlciide
ortaya konulmug ayrica maya plazmidleri ve kromozomlarn arasinda gen degisimi
oldugu da tespit edilmistir (2). K. lactis* te katil fenomenden sorumlu iki adet dogrusal
DNA plazmidi ilk defa Gunge ve ark. (50) tarafindan tespit edilmistir. K. lactis’ in
dogrusal DNA katil plazmidinin S. cerevisiae suglarina transformasyonu ise Gunge ve
ark. (51) tarafindan 1982 yilinda yapilan bagka bir ¢alisma ile denenmis ve 2 adet katil
transformant elde edilmistir. Leibowitz (52) mayalarda protein sentezinde translokasyon
basamagi inhibitorii olarak bilinen bir antibiyotik olan crytopleurine varliginda kiiltiir
edilen katil suglarda katil aktivitenin elimine edildigini saptamustir. P. kluyveri’ nin
tirettii toksin ve bunun etki mekanizmas: ile ilgili aynntili bir ¢aligma Kagan (53)
tarafindan 1983 yilinda yayinlanmustir. Seki ve ark. (54) stiper katil fenotipi kodlayan
bir dsSRNA’ y1 Montrachet sug 522 ve sug 694 isimli iki adet farkli sarap mayasina
protoplast fiisyon teknigi ile aktarmislardir. Elde ettikleri katil sarap mayasinun hem besi
ortaminda hemde iiziim suyunda yapilan deneylerde toksine karsi duyarli suglarin
geligmesini tamamen baskiladiini rapor etmislerdir. Stark ve Boyd (55) K. lactis’ in
tirettigi katil toksinin karakterizasyonunu ve bunu kodlayan genlerin identifikasyonunu
yapmuglardir. Radler ve Schmitt (56) S. cerevisiae sug 28’ in iirettigi K28 toksininin
maya hiicre duvan ve fraksiyonlarindan protein adsorbe eden soliisyonlar ile
uzaklastirlmasim caligmiglar, fermentasyon inhibitérlerini ve bunlann adsorbsiyonunu
test etmiglerdir. Zorg ve ark. (57) H. uvarum ve P. kluyveri’ nin katil aktivitelerinin
genetik temellerini yaptiklani ¢aligmalarla ortaya koymuglardir. Wesolowski-Louvel ve
ark. (58) K. lactis’ te katil fenomenin ekspirasyonu ile ilgili niiklear genleri
aragtirmiglardir. Dogrusal DNA plazmidini hiicrede koruyan ama katil fenotipini
yitirmig mutant suglarda mutasyonun konuk¢unun kromozomunda tek bir lokusta
bulundugunu tespit etmiglerdir. Bu lokusu KEX1 olarak adlandirmiglardir. Yaptiklan
klonlama ¢aligmalar: sonucunda K. lactis’ in kex] geniile S. cerevisiae’ nin kex2 geni
arasinda fonksiyonel bir iligkinin varlifim tespit etmislerdir. Zhu ve Bussey (32)
tarafindan toksine ozel hiicre duvan reseptorlerinin toksine karg1 duyarliikta rol aldig
ve hiicre duvan yapisimn modifikasyonu ile toksine duyarli Thiicrelerin
olusturulabilecegi one siriilmiistir. Radler ve ark. (59) molekiiler ve biyokimyasal
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yontemler kullanarak H. wvarum Kkatil toksininin 6zelliklerini ve etki mekanizmasim
ortaya koymuslardir. K. lactis’ in katil aktivitesi ile aynntili bir derleme Stark ve ark.
tarafindan (60) yaymlanmugtir. Katil mayalarda dsRNA transkripsiyon ve
translasyonlan ile ilgili aynntili ¢aligmalar Barbone ve Leibowitz (61) tarafindan
gergeklestirilmis. Invitro dsRNA vironlarinin traskripsiyonu ise Welsh ve Leibowitz
(62) ve Barbone ve ark. (63) tarafindan ¢alisgilmigtir. Tommasino (64) ve Schaffrath ve
Meacock (65) Western blot ve Northern blot analiz yontemleriyle XK. lactis’ in katil
aktivitesinin molekiiler temellerini agiklamiglardir. Petering ve ark. (3) Escherichia coli’

deki f—glukoronidaz genini S. cerevisiae katil suguna aktarmuglardir. Bu isaret (marker)

geni kangik kiiltir fermentasyonlarinda katil sugun takibinde kullanmuglardr.
Arasgtincilar katil aktivitenin katil ve duyarl: suglarin oranina bagh olarak fermentasyon
deneylerinde etkili olarak gozlendigini belirtilmigler ancak duyarli suglarin tamamen
eliminasyonunu basaramamuglardir. Radler ve ark. (28) Zygosaccharomyces bailii sug
412’ nin katil toksininin molekiiler yapisini jel filtrasyon, iyon degisim kromotografisi
ve sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) yontemlerini
kullanarak saptamaya calismiglar ve katil aktivitenin molekiiler temelinin 1.9 kb.’ lik
dsRNA oldugunu tespit etmislerdir. Pfeiffer ve Radler (66), Schmitt ve Radler (67),
Schmitt ve Radler (68-69), Schmitt ve ark. (70), Schmitt ve Tipper (71) ve Schmitt ve
Radler (72) yaptiklan ¢alismalar ile S. cerevisiae sus 28 in irettifi katil toksini
saflagtirarak karakterizasyonunu ve toksin reseptoriiniin yapisini, toksinin etki
mekanizmasini ortaya koymusglardir. Mayalarda katil fenomenden sorumlu dsRNA
virusleri ile ilgili yaymnlanan bir¢ok aynntili molekiiler genetik calismalarla konu ile
iglenenlere genis ¢aph bilgiler saglanmugir (73-77).

1.1.1. Katil maya suslarinin genetik 6zellikleri

Saccharomyces genusunun iirettigi katil aktivitenin ¢ift sarmalli RNA plazmid
(dsRNA) varligina bagh oldufu ortaya konulmustur (29). Bu plazmidler dsRNA
viriisleri veya viriis benzeri partikiiller olarak isimlendirilmistir. S. cerevisiae* da L ve
M olarak isimlendirilen iki adet dsRNA plazmidi tamunlanmstir. 1.5 kb
biiyiikliigiindeki M dsRNA’ nm hem toksini kodladig1 hemde kendi iiretti§i toksinden
hiicreyi koruyan bagigiklik faktoriinii kodladigi bulunmugtur. 4.6 kb’ lik L dsRNA’ mn
ise, M dsRNA’ y1 cevreleyen kapsid proteinlerini kodladif1 tespit edilmistir. Uydu
plazmid olarak isimlendirilen M dsRNA viriisi sadece oldiiriicii aktiviteye sahip
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suglarda bulunurken, L dsRNA viriisii birgok maya susunda bulunmugtur (29). dsRNA
viriisleri once filamentli fungide identifiye edildiyse de, maya dsRNA viriisleri S.
cerevisiae’ da katil fenomenin belirleyicisi olarak kesfedilmigtir. Bu viriisler ayrica katil
liyeleri igeren genuslarda katil fenotip ile iligkili olarak kabul edilmektedirler (78-79).
Mayalardan izole edilen katil dSRNA tiirlerinin elektron mikroskobu ile heterodubleks
analizi 1978 yilinda Fried ve Fink (80) tarafindan yapilmustir. Bu ¢alismada dsRNA’
lanin ug bolgelerinin aym baz dizilimine sahip oldugu ve bu bolgenin RNA
replikasyonunda onemli oldugunu one siiriilmiistiir. Yapilan hibridizasyon caligmalan
sonucuy, §. cerevisize DNA genomu ile katil dsRNA’ lar arasinda bir homoloji ortaya
cikanlamamuistir (34).

Sitoplazmik kalitim gosteren K1 fenotipi icin hiicrede 2 tane dsRNA
bulunmaktadir. Bunlardan biiyiik olan L-A (4.5 kb) digeri M1 (1.8 kb) olarak
adlandinimugtir. Daha sonra bunlann sitoplazmada bulunan ScV-L-A ve ScV-M1 olarak
adlandirilan viriis benzeri partikiiller i¢inde bulundugu gosterilmistir. Sitoplazmalarinda
dsRNA bulundurmayan veya sadece ScV-L-A bulunduran hiicreler duyarli-katil
olmayan, sitoplazmalannda ScV-L-A ile birlikte ScV-M1 bulunduran hiicreler ise katil
olarak tanimlanmigtir. K1 ve K2 katil suglarda 1L-A dsRNA, M1 veya M2 dsRNA’ lar
ile daima birlikte bulunmaktadir. Dogal S. cerevisiae izolatlanmn birgcogunun L. dsRNA
tasirken, M dsRNA tagimadiklari, K2 ve K28 katil fenotip belirleyicilerinin de benzer
sekilde M2 ve M28 dsRNA’ lar oldugu bildinlmistir (78). K1 Xkatil sistemi S.
cerevisiae’ de aynntili olarak calisilmasina ragmen, katil suglar tarafindan iretilen
toksin, toksinin etki- mekanizmasi ve toksine karsi bagisikik hala tam olarak
anlasilamamustir. Aslinda birkag farkli M dsRNA bulundugu (M1, M2, M3, M28 vb.),
ve bunlann herbirinin farkl: toksin-bagigiklik spesifikligi kodladig1 bilinmektedir. Bu
toksinlerin iretimi, olgunlagmalar, salgilanmalan ve etki mekanizmalan aynntilt bir
sekilde calisilmakta ve bu fenotip L-A virlis sistemlerinin genetik analizinde
kullamlmaktadir (29).

L-A vironlannin 39 nm ¢apinda herbiri tek bir 4.6 kb’ lik dsSRNA molekiilii
iceren icosahedral partikiiller oldugu ortaya konmustur. Viriisiin 76 kDa’ lik Gag (cap:
kapsid) olarak adlandinlan tekbir biiyiik kilif proteinine ve 180 kDa’ ik Gag-Pol
fiizyon protein (cap-pol: kapsid polimeraz) olarak adlandinlan bagka bir proteine de
sahip oldugu bilinmektedir. Maya genomunda L. ve M dsRNA” lar ile kargilikli etkilegen
birgok kromozomal gen bulundugu bildirilmistir. Bunlardan mak olarak isimlendirilen
genlerin dsRNA’ nin korunmas: ve otoreplikasyonu icin gerekli oldugu, kex olarak
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isimlendinlen genlerin toksinin oldiiriicii etkisinin ekspirasyonunda rol aldify ve rex
olarak isimlendirilen genlerin de toksine direng icin gerekli oldugu tespit edilmistir (34,
78).

Aslinda, maya suglarimin neredeyse tiimiiniin birkag RNA replikonu tagidig:
bilinmektedir. Bircok S. cerevisiae sugunda tammlanan L-A ve L-BC dsRNA
virislerinin her birisinin yapisal ve fonksiyonel olarak farkli viriis ailelerine iiye
olduklar: tespit edilmistir (33). Bu viriislerin hiicre iginde replike olduklar, hiicreyi lize
etmedikleri ve hiicre biiylimesine belirgin yavaglatici bir etkilerinin olmadig -
belirlenmistir. L-A tagsiyan bircok susun L-A’ nin uydusu olan ve M dsRNA olarak
adlandinnjan dsRNA’ lan da tagidiklan belirlenmistir. Bunlann toksinin iiretimi ve bu
toksine bagigikliktan sorumlu olduklan tespit edilmistir. L dsRNA’ nm konukguya
higbir fenotip saglamadig: sadece M dsRNA’ lann hiicre iginde varliklarnimin korunmasi
icin gerekli oldugu bilinmektedir. Bilinen biitin fungal virtisler gibi L-A ve L-BC
viriislerinin de intraseliiller rota ile veya vertikal transfer ile tagindiklari, bununda;
eslesme prosesi ve tomurcuklanma sonucu olusan kanigimla ya da dogal veya yapay
hiicre fiisyonlar1 sirasinda olustugu bildinlmigtir (2, 34, 78, 80). Sadece
Helminthosporium victoria' da ekstraseliiler yayilma tespit edilmistir (33). Haploid bir
hiicrede L dsRNA’ nin 100 adet, M dsRNA’ nin ise 1000 adet bulundugu (34)
bildirilmistir. Hem L hem de M dsRNA” lar i¢in kapsid polipeptitlerini L dsRNA” larin
kodladi8y, ancak, L ve M dsRNA’ lanin ayr1 ayn kapside olduklar belirlenmistir (79).

dsRNA veya dsDNA plazmidlerine sadece bazt Saccharomyces,
Kluyveromyces ve Pichia genusu suslarinda rastlanmaktadir. Diger mayalarda gozlenen
katil aktivitenin ise, kromozomal genler tarafindan kodlandigi (22) diisiiniilmekte ise de;
1988’ de Zorg ve ark. (57) H. uvarum' un Katil fenotipinin dsRNA plazmidine bagh
oldugunu gostermislerdir. Yine Z. bailii 412 susunun katil aktivitesinin dsRNA
plazmidine bagli oldugunu Radler ve ark. (28) tarafindan tespit edilmistir. Ustilago
genusu liyelerinde katil sistem birbiri ile oldukga ilgili olan ii¢ farkl: katil faktor ile
karakterize edilmektedir. Bunlar P1, P4 ve P6 olarak isimlendirilmistir. Bunlarin
izometrik viriis benzeri partikiiller iginde tek tek kapside olmug sitoplazmik dsRNA’
larla birlikte bulundugu tespit edilmistir. Bu viriis benzeri partikiillerin H (agir), M
(orta) ve L (hafif) tipindeki dsSRNA’ lardan en az bir tanesini biinyesinde bulundurdugu
ortaya konmustur (34). K. lactis' te ise katil aktivitenin dogrusal DNA plazmidleri
tarafindan belirlendigi bildirilmistir (50). K. lactis katil sisteminde iki tane dogrusal
dsDNA plazmidinin rol oynadig1 tespit edilmistir. Bu plazmidler pGKI-1 (8.9 kb) ve
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pGKI-2 (13.4 kb) olarak adlandinlmig ve sitoplazmik kaliim gosterdikleri, haploid
hiicrede 100 adet bulunduklan belirlenmigtir. pGKI-1 hem katil hemde bagisiklik
fenotipini kodlarken, pGKI-2’ nin her iki pGKI plazmidinin replikasyon ve hiicrede
korunmasim kontrol ettidi bulunmugtur (34). Pichia genusu iiyelerinde gozlenen katil
fenotip ile ilgili niikleus veya plazmid kaynakli herhangi bir belirleyici unsur
belirlenememistir (34). Cong ve ark. (81) tarafindan P. efchellsii, D. hansenii ve
Wingae robertsiae’ e ait dogrusal DNA plazmidleri aragtinlmig ancak bunlann katil
aktivite ile iligkili olmadi1 tespit edilmigtir.

1.1. 2. Katil toksinler

Saccharomyces genusu liyelerinde 6ldiirme ve bafisiklik spesifikligine gore
K1, K2, K3, K28 gibi farkl: tipte toksinler bulunmaktadir. K1 sistemi laboratuvar
izolatlarinda, K2 ve K28 sistemleri de garap endiistrisi izolatlarinda yaygin olarak
goriilmektedir. K1 tip katil suglar ile K2 tip katil suglar arasinda ¢apraz-badisikliligin
olmadig1 yani K1 tiplerin K2 tipleri ya da K2 tiplerin K1 tipleri 6ldiirdiigii tespit
edilmigtir (78). K3 sistemi ise ilk olarak S. capensis’ in 761 numarali susunda
belirlenmistir (34). Katil suglar tarafindan iiretilen toksinler optimum pH’ larina,
sicakliga bagli kararliliklanna ve proteazlara karst duyarliliklanina gore birbirlerinden
ayrilmaktadirlar. Hepsinin proteaz duyarli ve pH 5.0’ m altinda aktif oldudu tespit
edilmistir. Katil mayalar, toksin ve bagigiklik spesifiklifine, duyarl1 suglara kars: katil
aktivitenin spektrumuna veya katil mayalarn ¢apraz reaksiyonlanna bagli olarak en az
10 farkl: grupta (K1-K10) smiflandinlmiglardir (39). Bunlardan K1, K2 ve K3 tipi
toksinlerin Saccharomyces genusuna ait suglarda goriildiigii bildirilmistir (33).

K1 ve K2 onciil toksinleri (protoksinleri) N-glikozlanmugtir. Her ikisininde pl
noktalaniin 4.3-4.7 arasinda degistigi, yliksek pH ve sicakliklarda (23 °C’ nin
iizerinde) kararli yap1 gostermedikleri tespit edilmistir (78). Fungal katil toksinlerin
¢ogunda oldugu gibi hem K1 hem de K2 toksinleri duyarl: hiicrelerin plazma
membranin gegirgenligini bozarak etki gostermektedirler. Sonugta potasyum iyonlan ve
ATP gibi diisiik molekiil agirhkli sitoplazmik komponentlerin hiicre digina sizmass ile
hiicre liimii gerceklesmektedir (78). Her iki toksinde hiicre membrandaki hedefine
(reseptor; R1) ulasmak i¢in, M1 veya M2 dsRNA tarafindan kodlanan toksin

Onciiliinin B bolgesi ile maya hiicre duvanmm p-1,6 glukan komponentine

baglanmaktadir. Bu basamak enerji gerektirmemektedir. Bundan sonra enerji gerektiren
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ikinci basamakta toksinin a bolgesinin bir gekilde plazma membranindaki reseptore

yaklasarak, intraseliiler metabolitlerin hiicre digina akmasina neden oldugu ve bu olaymn
sonucunda da katil aktivitenin ortaya ¢iktig1 bildirilmigtir (2, 34). Hiicre duvan glukan
kompanentinin sentezi ile ilgili olan kre genlerinin, fonksiyonel toksin reseptoriinii
olusturmak iizere gorev yaptifi ve bu genlerdeki mutasyonlar sonucunda toksine karsi
diren¢ saglandid: ortaya konmustur (2). KRE1, KRES ve KRE6 lokuslarinda mutant

tagiyan hiicrelerde, f—1,6 glukan komponent icerigi azaldifindan, K1 ve K2 toksinine

karsi tam bir diren¢ saglanmadifi gosterilmistir. Toksine bagisik hiicrelerin
sferoplastlaninin K1 toksinine kars: direngli oldugu ancak, hiicre duvarinda mutasyona
sahip olan hiicrelerin sferoplastlarimn toksine karsi duyarli oldugu tespit edilmistir.
Aragtincilar buna bagli olarak, membran 6zelliginin bagigiklik iizerine etkisi oldugunu
bildirmislerdir. 23 °C’ da K1 toksinin lethal dozu ile muamele edilen geligmekte olan
hiicrelerin karakteristik terminal morfolojisi gostermeden olduk¢a hizli bir gekilde
oldiigii tespit edilmigtir. Oliimden sonra diisiik molekill agirlikli sitoplazmik
komponentlerin plazma membranindan disanya akmasindan dolayr hiicrelerin
biiziildiigii gdzlenmistir (78).

Yapilan ¢alismalar sonucunda, toksine kars: bagigiklik ve toksin faaliyetinin o

alt iinitenin birbirine benzer veya birbiri iizerine binmis bolgeleri tarafindan kodlandi1g:
belirlenmistir. Bagisiklig1 saglayan tam olgun bir protein heniiz tespit edilememigtir
ancak K1 toksinine baZigikligin K1 pre-protoksin tarafindan saglandifi One
sliriilmiigtiir. Toksin Onciiliiniin veya tiirevlerinin bagigiklik komponenti olarak ig
gordiigii diisiniilmektedir. Bu molekiillerin reseptorii maskeleyerek, reseptoriin toksin
ile kargilikli etkilesimini inhibe ederek, reseptoriin yapisim veya lokasyonunun
degistirerek ya da reseptorii plasma membranindan ¢ikarark is gordiikleri
diigtiniilmektedir (2,78).

Toksinin hiicre duvarindaki reseptdriine baglanmasinin toksinin spesifikligini
belirledigi ancak toksinin plazma membraminda etkili olmasi igin yeterli olmadif
diigiiniilmektedir (34). Toksinin maya hiicre duvarindaki spesifik reseptdre baglandid
kabul edilip, maya hiicre duvarninda ka¢ adet reseptor bulundugu ve duyarli maya
hiicresini oldiirmek i¢in kag tane toksin molekiiliiniin gerekli oldugu hesaplanmustir.
Buna gore her maya hiicresinde reseptor sayisinin 3.000-10.000.000 arasinda degistigi
bulunmugtur. Biiyiime sartlarinin bu sayi iizerine etkili oldugu rapor edilmistir.
Reseptorlerin hiicre duvarinda ¢ok sayida oldugu ve toksinin baglanmas icin gerektigi,
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membranda ise az sayida oldugu ve oldiiriicii etkinin olugmasi igin gerekli oldugu
bildirilmistir. Yapilan kinetik galigmalan ile de tek bir toksin molekiiliiniin bile hiicre
olimiine neden oldugu belirlenmistir (single hit hypothesis). Buna gore tek bir hiicreyi
oldiirmek i¢in gereken ortalama toksin miktan lethal unite (L..U.) olarak tammlanmstir.
Hiicrenin fizyolojik durumunun, biliyiime hizimin toksinin etkili olmasinda Gnemli
oldugu ve maksimum duyarhilifin eksponansiyal fazda gézlendigi tespit edilmistir (34).

K2 toksin aktivitesi ve K2 toksinine bagisiklig1 kodlayan M2 dsRNA bolgesi
kodlanmig, sira analizi yapilmigtir. M2 dsRNA niikleik asit sirasimn K1 toksinin
niikleik asit sirast ile farkli oldugu ve bu farklilifin protein seviyesinde de gecerli
oldugu rapor edilmistir. Toksinlerin fizyolojik olarak ve duvar reseptorii seviyesindeki

faaliyetinin benzerligi ile niikleik asit siralan ve protein seviyesindeki farklilig: oldukea

sagirtic olarak kargimuza gitkmaktadir. K1 toksini ile yapilan ¢aligmalar sonucunda a
altiinitenin 103 aminoasitten, B altiinitenin ise 83 aminoasitten olustugu belirlenmistir.
Yapilan hesaplamalara gore olgun toksinin 20.658 molekiiler agirliga sahip oldugu, o

ve B dimerlerinin 2 disiilfit bagi ile birbirine baglandi1 ve toksin pI’ sinin 4.34 oldugu

tespit edilmigtir. Toksinin sivi tamponlarda ¢oziinebildigi bildirilmigtir (2). K2
onciiliiniin K1 6nciiliine benzedigi, sedece alt iinitelerinin temel 1 ¢ift bolgede farklilik
sergiledigi belirlenmistir. K2 toksininin molekiiler agirligi 43.000 oldugu ve alt
iinitelerin birbirine disiilfit bag: ile bagli olmadigi belirtilmistir (2). Yapilan
hibridizasyon deneylerinde katil dsRNA tiirleri ile §. cerevisiae DNA genomu arasinda
da hi¢bir homolojiye rastlanmamugtir. (33).

K28 toksini ile diger katil maya toksinleri arasinda farklilik gozlenmistir. Bu
toksinin oldukca yiiksek pH ve sicaklikta (23-25 °C) kararli, pI’ sinin ise 4.4 oldugu,
ve toksinin aktif formunun S-sefaroz gibi iyon degisim kolonlanndan kararli yapida
kolayca saflagtinlabilecedi gosterilmistir (67). Aktivite i¢in optimum pH 5.0-5.8 olarak
bildirilmigtir ancak K28 toksinin pH 3.5’ te de aktif oldugu tespit edilmigtir (66).
Toksin kararhiliginin iyon baglarinin katlanmasi ile saglandig: bildirilmistir. Bu nedenle
toksin fonksiyonunun ve kararlihgmin saglanmas: igin ortamda Ca*? iyonlarna veya
sitrat tamponuna gerek oldugu ortaya konulmustur (67). K28 toksin proteinin
periodate-Schiff reagenti ile boyanmasimin proteindeki karbonhidrat varligina isaret
ettigi bildirilmektedir. Aminoasit analizleri herbir polipeptid igin 111 bdlge
gostermektedir. Buna gore proteinin hesaplanan molekiil agirh yaklagik 14 kDa olarak
tespit edilmis, ancak K28 toksinin jel mobilitesine gére 16 kDa’ hik bir biiyiikliige sahip
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oldugu rapor edilmistir. K28 toksininin asit hidrolizinden elde edilen tek seker D-
mannoz olarak bildiniimistir (78). K28 toksin adsorbsiyonunun mannan kompanenti ile
ilgili oldugu ve DNA sentezini inhibe ederek etkisini gosterdigi tespit edilmistir. M28
dsRNA tarafindan kodlanan toksin onciilii heniiz identifiye edilememigtir. Toksinin

plasma membranindaki reseptdriine (R28) ulagmak icin hiicre duvanndaki a-1,3

mannan komponentine baglanarak, reseptorii ile iligki sagladid1 ve daha sonra, niklear
DNA sentezini inhibe ederek etkili oldugu rapor edilmistir. Bu olaymn direkt olarak
toksinin alinmasi sonucu ya da dolayli olarak agifa ¢ikarlamamug bir sinyal iletim yolu
ile gerceklesebilecegi diisiiniilmektedir. M28 dsRNA tarafindan belirlenen bagisikligin,
toksin ile reseptor iligkisinin inhibisyonu, reseptor modifikasyonu veya DNA sentezinin
inhibisyonundan sonraki basamaklarda gergeklesebilecegi bildirilmistir (78). 23 °C’ da
K28 toksinin lethal dozu ile muamele edilen geligmekte olan hiicrelerde 1-2 saat sonra
¢ok az olii hiicre gozlendidi, daha sonraki her 4 saatte bir biiylime egrisinin tersi
oraninda hiicre sayisinin azaldigi ve hiicrelerde 6liimden sonra biiziilme goriilmedigi
tespit edilmisgtir. Hiicrelerin, hiicre dongiisiiniin S fazindaki tipik morfolojilerini (anne
hiicrede tek bir niikleus ve her hiicrede anne hiicrenin biiyiikliigiine yakin biiyiikliikte
tomurcuk) koruduklan bildirilmistir (78).

Toksik gen iiriinleri ile ilgili caligmalarda S. cerevisiae model mikroorganizma
olarak karsimuza cikmaktadir. Bunun nedeni olarak S. cerevisiae’ nin genetik
calismalarda kullanilan klasik bir mikroorganizma olmasi, katil fenotipin ¢ok kolay
belirlenmesi ve katil viriislerin konukgu i¢inde korunmasi gosterilmistir (2). Maya L-A
viriis sistemleri; RNA transkripsiyonu ve replikasyonu, RNA paketlenmesi, virus
yapisi, ribozomal gerceve kaymasi, protein N-asetillenmesi, m-RNA’ da baz kesilmesi,
m-RNA poly (A) translasyonu, proteolitik proses ve difer viriis-konukgu ve viriis-
viris iligkilerinin aydinlatmasinda 6nem tasimaktadir. Bu konularla ilgili fajlarla yapilan
ilk galigmalarda daha ¢ok konukguya ait prosese 151k tutulurken, mayalardan elde edilen
sonuglar yiiksek okaryotlarda genis bir uygulama alani bulmustur. Katil toksinlerin
olgunlasma mekanizmalan, salgilanmalari, duyarli hiicrelere baglanmalan ve
gosterdikleri aktiviteler hayvanlardaki noropeptid ve hormonlann iiretim ve
aktivitelerine olduk¢a yakin benzerlikler gostermektedir (34). Epidemiyolojik
caligmalarda katil toksinler standart faj tiplemesine ilaveten mayalar igin spesifik
isaretler olarak genis ¢apta kullanilmaktadir. Bu testlerde iiretim ve duyarhilik temel
alinmaktadir. Tiirler arasi ve tiir i¢inde giivenilir sonuglarin elde edilmesi i¢in bu tarz

biyotiplemenin, faj ve serotipleme ile birlikte ¢esitli kimyasallara karsi duyarlilik
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testleriyle de desteklenmesi gerekmektedir. Katil toksinlere kars1 duyarlihik kullanilarak
yapilan epedemiyolojik tipleme ¢aliymalan Candida, Aspergillus, Penicillium,
aktinomisetler, Nocardia, stafilokoklar, Mycobacterium, Escherichia coli, Neisseria
tiirlerinde yapilmugtir. S. cerevisiae’ da iyi karakterize edilmis katil fenotip, molekiiler
ve hiicre biyolojisi agisindan konukgu-viriis iligkileri, protein salgilanmasi, hiicre
yiizeyi yapilanmasi gibi giiniimiizde hala tam olarak anlagilmamis olan konularda
onemli bilgiler salamaktadir. Yeni molekiiler ve genetik metodlarin kullamimas: ile
katil sistemlerin endiistriyel fermentasyonlarda kontaminasyon riskini azaltabilcek yeni
suglarn olusturulmasinda kullanilabilecegi bildirilmigtir (2). Yapilan genetik analizler,
katil M dsRNA’ larin ekspire edilmesi ve korunmasinda rol alan plazmid-plazmid ve
niikleus-sitoplazma iligkilerinin kompleksligini ortaya koymustur (33). Mayalardaki
protein salgilama mekanizmas: i¢in uygun bir model tegkil eden pre-protoksinin
olgunlagmasi, sitoplazmik membran fonksiyonlan ve transmembran iyonik por
olusumu igin temel bir model olarak karsimiza ¢ikan toksin ve bagigikhik belirleyiciler,
mayalarda gen ifade edilmesi ve bunlarin molekiiler biyolojilerinin anlagilmasinda
olduk¢a onem tagiyan M dsRNA’ nin korunmast ile ilgili olan mak ve ski genleri ve bu
genlerin fonksiyonlannin analizleri, katil sistemleri tkaryotik mikroorganizmalar igin
primer bir model olarak ortaya koymaktadir (33).

1.2. Katil Aktivitenin Belirlenmesi ile ilgili Yontemler

Mayalarda katil aktivite ile ilgilenen arastincilar maya suglarinin katil aktivite
yoniinden test edilmesinde metilen mavisi igeren tamponlanmig zengin agarli besi
ortamlan kullanmuglardir. Maya plak ¢l¢iimii (Yeast plate assay) olarak adlandinlan bu
yontem ilk kez 1986 yilinda Russel (82) tarafindan tamimlanmigtir. Russel (82)
calismasinda maya suglarini yeast ekstrakt-pepton-glukoz (YEPD) besi ortaminda
gelistirmis, pepton-yeast ekstrakt-glukoz-agar (PYG) temel besi ortamum da petrilerde
taban olarak kullanmistir. Aragtirmaci duyarli susun yogunlugunu Metilen mavisi igeren
PYG besi ortaminda 10* hiicre/ml olacak sekilde ayarladiktan sonra PYG taban iizerine
yaymugtir. Bu plaklar iizerine test edilecek suslardan 0.01 ml damlatmzs ve petrileni 21
°C’ da 3 giin siire ile inkiibe etmigtir. inkiibasyon periyodu sonunda meydana gelen
inhibisyon zonlarin1 incelemigtir. Russel (82) katil toksin tarafindan 6ldiiriilen duyarh
maya hiicrelerinin {izerlerinde besi ortaminda bulunan Metilen mavisinin biriktigini ve
bunun seffaf inhibisyon zonu etrafinda mavi hiicrelerden olugan ve ¢iplak gozle
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kolaylikla farkedilen bir halka olusturdugunu bildirmistir. Russel (82) bu yontemi
herhangi bir maya sugunun katil toksin iiretip tiretmedigini test etmek igin kolay bir
Ol¢im yontemi olarak tamimlamugtir. Daha sonra aragtiricilar bu yontemi modifiye
ederek caligmalannda kullanmiglardir. Bu modifikasyonlarda farkli besi ortamlan
kullamlmig (36), duyarli susun konsantrasyonu degistirilmis (44-45), duyarli sug ile

inokiile edilmig besi ortamu iizerine siipheli sug yogun bir gekilde steril kiirdan ile ¢izgi
seklinde inokiile edilmig (26), test i¢in hiicresiz kiiltiir filtratlar1 (0.2 pm’ lik filtreden

gecirilmis) kullamlmug (41), inkiibasyon sicakli: ve siiresi degistirilmis (24, 42), pH’
s1 4.2-4.8 arasinda dedisen ve Metilen mavisi igeren test ortamlan kullamilmustir (35).
Aynca inhibisyon zonlarimn oOlgiilmesine dayanan agar gukur teknifi de basan ile
uygulanan bagka bir yontem olarak goriilmektedir (25). Bu testlerin hepsinde en az iki
giinliik bir inkiibasyon periyodundan sonra olusan ve ¢iplak gozle kolaylikla
saptanabilen inhibisyon zonlan dikkate ahinmugtir. Arastinnicilar canli ve 6li maya
hiicrelerini birbirinden ayimak ve katil toksin aktivitesi ile ilgili ¢ahgmalarinda daha
kisa siirede ve giivenilir sonuglar elde edebilmek igin fluoresans boyalarn da
kullanmislardir. Acridine orange ile fluoresanlarina bakarak o©lii ve canli maya
hiicrelerini birbirinden ayirt etmeye yonelik ilk ¢alisma 1940 yilinda gerceklestirilmigtir.
Acridine orange ile muameleden sonra, canli maya hiicrelerinin yesilden sar-yesile
dogru bir fluoresan igima verdigini, 6lii maya hiicrelerinin ise turuncu-kirmiz1 fluoresan
1s1ma verdigini tespit etmistir (83). Acridine orange protozoa, bakteriler ve fungi igin
onemli bir fluorokrom olarak kullaniimaktadir. Acridine orange ile elde edilen sonuglar
Janus green B ve Metilen mavisi gibi vital boyalarla edilen sonuglara da uygunluk
gostermistir. Bununla birlikte yorumlarda ve sonuglarda cesitli farklihklar bulunmustur
(83). Paracoccidioides brasiliensis ‘in maya formundaki canli hiicreleri Fluorescein
diacetat, Erythrosin B, Janus green ve Laktofenol pamuk mavisi ile boyandiktan sonra
sayilmug ve bu sonuglar kati besi ortaminda elde edilen koloni olusturan birim (kob)
sonuglar1 ile kargilagtinlmugtir. Sonuglar arasinda ¢ok  biiyiik  farkliliklar
belirlenememigtir (84). Aragtirma sonuglari, katil toksinler tarafindan oldiiriilen
hiicrelerin sitoplazma membranlarimin biiylimenin lag fazindan sonra bazi boyalan da
iceren ¢ok sayidaki maddeye kars: gecirgen hale geldigini ortaya koymustur (85).
Evans’ a (85) gore Vondrejs ve Palkova fluoresans boyalan diigiik konsantrasyonlarda
yiiksek derecede resoliisyona izin verdifi igin katil aktivitenin test edilmesinde
kullanmuglardir. Aragtinicilar geligtirdikleri Rhodamine B 6l¢iim yontemi ile sitoplazmik
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membran gegirgenlik tezine dayanarak, S.cerevisiae T158C susunun Kkatil toksin
aktivitesini birkag saat i¢inde Sl¢miiglerdir (85).

Son yillarda fluoresans mikroskoplarda saglanan bagarili geligmeler sayesinde
konu ile ilgili calismalarda da birgok kolaylik saglanmigtir. Maya hiicrelerine uygulanan
fluoresans maddelerle yapilan ¢aligmalarda bir¢ok maya tiri ig¢in Snemli olan
otofluoresanin kontrol edilmesinin Oncelikli olarak dikkate almnmasi gerektigi
vurgulanmaktadir. Maya hiicrelerinde sitoplasmanin zayif mavi fluoresan yaydigs,
graniillerin ise san fluoresan yaydigi bilinmektedir. Otofluoresanin uygun filtreler
kullanilarak veya mayalann kiltir edilme sartlannin ayarlanmasi ile bertaraf
edilebilecegi bildirilmistir (85). Ozellikle maya sitolojisi ile ilgili calismalarda Berberin
sulfate, Aurophospin, Coriphospin, Thioflarin § ve Natural red gibi parlak fluoresan
veren fluorokromlann kullamldig: bilinmektedir. Birgok caligmada hiicresel seviyede
cesitli makromolekiillerin  lokalizasyonunu belirlemede fluorokrom-igaretienmis
antikorlanin  kullanildid) dikkat c¢ekmektedir. Indirekt immunofluoresans yontemi
iseretlemede daha yiiksek duyarlilik sagladi§: icin bu konuda en uygun yontem olarak
bildirilmistir. Indirekt immunofluoresans yonteminde konjugat preparasyonu igin
Fluorscein isothiocyanate ve Tetramethylrhodamine isothiocyanate iyi etiketler olarak
genis capta kullanilmaktadir. Her iki fluorokromun da uygun spektral resolusyona
sahip oldugu igin tercih edildigi ve Fluorsceinin giiglii yesil-sari, Rhodamine B’ nin ise
kirmizi-turuncu fluoresan verdigi bildirilmistir (85). Katil aktiviteye sahip mayalarda
gerek fluoresans mikroskopi gerekse indirekt immunofluoresans teknikleri kullamilarak
toksinin etki mekanizmasi, katil aktivitenin molekiiler temeli, toksin reseptorii, toksinin
ince yapisi belirlenmeye calisilmigtir (27, 51, 70, 72; 86). Murai ve ark. (6) hiicre
yiizey miihendisligi ile yaptiklan nisasta kullanabilen maya susuglarinda, transforme
hiicreleri immunofluoresans isaretlemigler ve fiizyon proteinin lokalizasyonunu

immunoelektronmikroskopiyle belirlemeye ¢aligmislardir.
1.3. Katil Mayalarin Onemi

Katil mayalar bira fermentasyonunda hem kesikli hem de siirekli kiiltiirlerde
kontaminant olarak rapor edilmistir. Bira fermentasyonun katil maya ile enfeksiyonu
fermentasyon i¢in kullamlan mayanin Slimii ile sonuglanmakta ve elde edilen iiriin
istenilenden oldukga farkli olmaktadir. Yapilan caligmalarda sarap yapiminda kullamlan

suglarin birgogunun katil mayalara karsi duyarli oldugu ve katil maya kontaminasyonun
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fermentasyon ortaminda % 0.1’ den daha az oldugunda 24 saat iginde sarap mayasinin
total eliminasyona neden oldugu rapor edilmistir (46).

Ekmek mayasi endiistrisinde steril olmayan tip agik fermentasyonlar kullamldig:
icin yabani mayalann kiiltiir ortamina kontaminasyonu kagimlmazdir. Ayrica sistem
daima seker limitasyonunda c¢aligi§1 icin yabani maya igin avantajli bir durum
saglanmaktadir. Arzu edilmeyen maya suglarinin ortama kontaminasyonu verimi
diigiirmekte ve iiriiniin kalitesinin de bozulmasina neden olmaktadir. Yabani mayalann
kiiltir ortamina kontaminasyonunun fermentasyon endiistrisinde ¢ok Onemli bir
probleme neden oldugu bildinilmistir (26, 87). Katil maya suglan iirettikleri katil
toksinler ile hassas maya suglarini 6ldiirmektedir. Katil aktiviteye sahip maya suslarinin
starter sug olarak kullamimu yabani mayalarm kontaminasyonunu Onleme agisindan
Onem tagimaktadir. Katil plazmid tagiyan maya suglannin kiiltiir ortamina girmesi, katil
toksine hassas olan starter suga zarar vererek fermentasyon ve sonrasinda istenmeyen
sonuglar dogurmaktadir. Boyle bir olayda katil suglar dogal maya populasyonlarindaki
rekabet avantajlari sayesinde katil olmayan mayalar ile etkili bir yansa girebilmekte,
antikontaminant olarak gorev yapabilmektedirler (2). 11k defa 1963 yilinda Bevan ve
Mackower tarafindan bira kontaminantlanindan izole edilen katil maya suglar,
salgiladiklar1 toksinle duyarli suglan oldiiriirken, kendilerinin bu toksine direngli
olmasi, kii¢iik bir kontaminantin endiistriyel ¢apta bir fermentasyonu gasp edebilecegini
gostermigtir (78). Giiniimiizde ayni tiiriin pek ¢ok alt tiirii seleksiyon veya genetik
manipiilasyonlar kullanilarak, se¢ilmis starter suglar olarak goérev yapmaktadir.
Molekiiler biyoloji teknikleri ile katil aktiviteye sahip maya suslar gelistirilebilmektedir.
S. cerevisiae K3, H mrakii CCY 38-7-1 ve H. saturanus var. subsufficiens CCY-
38-4-2¢ nin bu konuda uimit vaadedici oldufu Michalcakova ve ark. (48) tarafindan
bildirilmigtir. Gerek sarapgilikta gerekse ekmek mayasi liretiminde katil aktiviteye sahip
ve/veya yabanci organizmalarin Uirettigi katil toksinlere karg: bagisiklik kazanmis, kendi
iirettigi toksin ile genig bir yelpazedeki dier maya, bakteri ve funguslara karg1 etkili bir
maya sugunun starter kiiltiir olarak kullamum yukarida deginilen problemlerin ¢oziimii
icin iimit vaad etmektedir. Ayrica bu yolla fermentasyon endiistrisinde maaliyetin
diigtiriilebilecegi, starter kiiltiiriin bozulmasi ya da kaybedilmesi riskinin elimine
edilebilecegi ve daha da onemlisi patent korunmas: saglanabilecegi diigiiniilmektedir.

Mayalarda katil suglarin arastinlmasi ile ilgili yurt diginda bir¢cok ¢aligma
yapilmasina ragmen, heniiz Tiirkiye' de bu konu ile ilgili birka¢ ¢aligma mevcut olup,

bunlarda sadece garap fermentasyonu ile ilgili katil maya suslannin aragtinlmas: ile
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siurlidir. Bu nedenle ¢aligmamuzda eksi hamurda bulunan ve mayalanma olayinda rol
alan, aym1 zamanda katil aktiviteye sahip mayalarin varlift ve bu suglarin katil
aktivitelerine etki eden faktorlerin incelenmesi hedeflenmistir. Elde edilecek sonuglann
hem gelecek yillarda bu konuda yapilacak ¢aligmalar igin omek olusturmasi hemde
ekmek mayasi iiretim endiistrisi igin yeni ufuklar acacag diigiiniilmektedir.
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Orneklerin Toplanmasi

Calismamuzda Eskigehir merkezindeki 22, Bilecik merkezindeki 1 finndan ve
Eskigehir’e bagli Cukurhisar, Alpu, Inonii ilgeleri ile Kiimbet, Cavlum ve Ugbagh
K&y’ lerinden 29, Eskisehir’ deki ve Pazaryeri’ ndeki birer evden 2 adet eksi hamur
omegi toplanilmustir. Dort adet boza 6megi ise Eskigehir’ in farkli semtlerinde bulunan
pastanelerden alinmugtir. Farkl: firmalarn iiretip satisa sundugu 3 adet yag maya Grnegi
ile 2 adet ticari kuru maya omegi yine Eskigehir’ deki de8isik marketlerden
saglannugtir. Ticari kuru maya Ome@inin bir tanesi ise Ingiltere’den getirtilmigtir
(Cizelge 2.1). Boza omekleri satis yerlerinden alman 1 kg'lik paketler halinde
laboratuvara getirilmistir. Eksi hamur Ornekleri finncilar ve evlerden direkt olarak
mayalik hamurdan, steril cam kavanozlar i¢ine alinmistir. Ticari olarak satiga sunulan

yas ve kuru maya Omekleri ise, marketlerden ambalajlan zarar gérmemis ve son
kullanim tarihi dolmamug iiriinlerden secilerek alinmig ve laboratuvara getirilmistir.

Hemen isleme alinamayan omekler buzdolabinda + 4 °C’ da bir gece saklanmustur.

Cizelge 2.1. Izolasyon i¢in kullanilan Srneklerin ¢esidi ve toplandiklar yerler

Ornek Cesidi Ornek sayisi Ornegin alindig1 yer
Boza 4 Eskisehir: Vishelik mah. Kopriibast 1,
Pastanelerden Kopriibas: 2, Yediler.
Ticari kuru maya 3 Eskisehir; 2 farkli market,
Marketlerden Ingiltere: 1 market.
Ticari yag maya 3 Eskisehir: Hamamyolu 1, Hamamyolu 2,
Marketlerden Kiitahya Cad.
Eksi hamur 29 Eskisehir’ in cevresi: Cukurhisar, Alpu,
Firinlar ve evlerden Kiimbet Koyii, Inoni, Cavlum, Ugbagh
Koyii.

Eskisehir ve Bilecik ekmek finnlan:
Tepebasi, Deliklitag, Odunpazan 1,
Muttalip Cad., Cifteler Cad.1, Yildiztepe
1, Yidiztepe 2, Yunusemre Cad.,
Ziyapasa Cad., Cifteler Cad.2,
Yesiltepe, Yenikent 1, Yenikent 2,
Siitliice Mah., Yunusemre Kampiisii,
Tunali Mah.1, Visnelik Mah.1, Vignelik
Mah.2, Cifteler Cad. 2, Alanonii,
Odunpazann 2, Tunali Mah. 2, Bilecik
merkez Mah.

Evler: Pazaryeri, Eskisehir




2.2. Mikroorganizma Kiiltiirleri

Calismamizda kullanlan Maya I (MY 1) ve Maya II (MY2) suslann Pak-Gida
Uretim ve Paz. A.S.” den, Debaryomyces hanseneii TK-type V susu Japonya’daki
Kumamoto Institute of Technology’ den, Saccharomyces cerevisiae K1 ve
Saccharomyces cerevisiae K2 suglan Japonya’daki Industrial Technology Centre of
Okayama Prefecture’ dan, Saccharomyces cerevisiae K7, Saccharomyces cerevisiae
1385, Saccharomyces cerevisiae 28, Saccharomyces cerevisiae S6 suglari Almanya’
daki Universitat Des Saarlandes’ ten, Saccharomyces cerevisiaer NCYC 232,
Saccharomyces cerevisiae NCYC 738, Saccharomyces cerevisiae NCYC 1006 suglan
Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Mithendisligi Boliumii’ nden, Pichia anomala
CYC 1027 ve Pichia membranaefaciens CYC 1106 suslar: ise Portekiz’ de bulunan
Gulbenkian Institute of Science’ dan kigisel iligkiler sonucu temin edilmistir (Cizelge

2.2).

Cizelge 2.2. Caligmaruzda kullamlan maya suglan, tasidiklann sug ozellikleri ve

saglandig1 kurumlar

Maya Suslar

Maya Susunun
Ozelligi

Maya Suslarinin
Saglandigi Kurum

Pak-Gida Uretim ve

MAYAI Ticari olarak iiretimde Paz.A.S. Pak-Biomer
kullanulan ekmek mayasi (Ar-Ge)
susu 1zmit-KOCAELI
Pak-Gida Uretim ve
MAYATI Ticari olarak iiretimde Paz. A.S§. Pak-Biomer
kullanilan ekmek mayasi (Ar-Ge)
susu Izmit-KOCAELI
Kumamoto Institute of
Debaryomyces hanseneii Katil sus Technology
TK-type V JAPONYA
Kumamoto Institute of
Hansenula anomalan Katil sug Technology
NFRI-1702 JAPONYA
Industrial Technology
Saccharomyces cerevisiae | K1 tip katil maya susu Centre of Okayama
K1 Prefecture
JAPONYA
Industrial Technology
Saccharomyces cerevisiae | K2 tip katil maya susu Centre of Okayama
K2 Prefecture

JAPONYA




Cizelge 2.2. (Devam) Caligmamzda kullanilan maya suglari, tagidiklan sug 6zellikleri

ve saglandig1 kurumlar

Maya Suslan

Maya Susunun

Maya Suslarinin

Ozelligi Saglandig) Kurum
Universitat Des
Saccharomyces cerevisiae | K7 tip katil maya sugu Saarlandes
K7 ALMANYA
Universitat Des
Saccharomyces cerevisiae | K2 tip katil maya sugu Saarlandes
1385 ALMANYA
Universitat Des
Saccharomyces cerevisiae | K28 tip katil maya susu Saarlandes
28 ALMANYA
Universitat Des
Saccharomyces cerevisiae Duyarly, katil olmayan Saarlandes
S6 maya susu ALMANYA
Ankara Universitesi Ziraat
Saccharomyces cerevisiae | K1 tip katil maya susu Fakiiltesi Gida
NCYC 232 Miihendisligi ANKARA
Ankara Universitesi
Saccharomyces cerevisiae | K2 tip katil maya susu Ziraat Fakiiltesi
NCYC 738 Gida Miihendisligi
ANKARA
Ankara Universitesi
Saccharomyces cerevisiae Duyarli maya susu Ziraat Fakiiltesi
NCYC 1006 Gida Miihendisligi
ANKARA
Gulbenkian Institute of
Candida boidinii 1GC Duyarli maya susu Science
3430 PORTEKIZ
Gulbenkian Institute of
Saccharomyces exiguus Duyarli maya susu Science
ICG 4612 PORTEKIZ
Gulbenkian Institute of
Klyveromyces lactis 1GC Duyarli maya sugu Science
4358 PORTEKIZ
Gulbenkian Institute of
Pichia anomala CYC Katil maya susu Science
1027 PORTEKIZ
Gulbenkian Institute of
Pichia membranaefaciens Katil maya susu Science
CYC 1106 PORTEKIZ
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2.3. Besi Ortamlari ve Kimyasal Cozeltiler

2.3.1. Besi ortamlan

Calismamuzda kullanilan besi ortamlan agagida verilmistir.

Malt-Yeast-Glukoz-Pepton Agar Besi Ortamu (YM)

Malt ekstrakt
Yeast ekstrakt
Pepton
D-glukoz
Agar

Distile su
pH~5.5

3.0g¢gr
3.0gr
5.0 gr
10.0 gr
20.0 gr
1000 ml

Besi ortarm 121 °C’ da 15 dakika otoklavda steril edilmigtir.

Yeast ekstrakt-Pepton-Glukoz-Agar (YEP-Glukoez agar)

Yeast ekstrakt
Glukoz
Mikolojik pepton
Agar

Distile su
pH~5.5

50gr
10.0 gr
50¢r
15.0 gr
1000 ml

Besi ortamu 121 °C’ da 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Malt Ekstrakt Agar (MEA)

Malt ekstrakt
Mikolojik pepton
Agar

30.0 gr
5.0 gr
15.0 gr
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Distile su 1000 ml
pH~5.5

Besi ortamu 121 °C’ da 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Malt Ekstrakt Broth (MEB)

Malt ekstrakt 30.0 gr
Mikolojik pepton 5.0 gr
Distile su 1000 ml
pH~5.5

Besi ortamu 121 °C’ da 15 dakika otoklavda steril edilmigtir.

Yeast ekstrakt-Pepton-Dekstroz Besi Ortam (YEPD BROTH)

Y east ekstrakt 10.0 gr
Dekstroz 20.0 gr
Pepton 10.0 gr
Distile su 1000 ml
pH ayan yapilmaz.

Besi ortami 121 °C’ da 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Yeast ekstrakt-Pepton-Dekstroz-Agar Besi Ortami (YEPD AGAR)

Yeast ekstrakt 10.0 gr

Dekstroz 20.0 gr

Pepton 10.0 gr

Agar 12.0 gr

Distile su 1000 ml
pH ayan yapilmaz.

Besi ortamu 121 °C’ de 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
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Yeast ekstrakt-Pepton-Dekstroz-Metilen Mavisi-Agar Besi Ortamm
(YEPD-MB)

Yeast ekstrakt 10.0 gr
Dekstroz 20.0 gr
Pepton 10.0 gr
Agar 12.0 gr
Metilen Mavisi 0.03 gr
Distile su 1000 mi

Bu besi ortamu ve agan ayn ayri hazirlanmugtir. Otoklava koymadan Gnce
YEPD-MB besi ortamumn pH’ s1 SN HCl ile 4.5' e ayarlanarak 121 °C’ da 15 dakika
otoklavda steril edilmistir. Besi ortamu 45 °C’ a kadar sofutulmus ve agar ile

kanstinlmstir.

Yeast ekstrakt-Glukoz Besi Ortamu (YEG)

% 10 (w/v) glukoz 10.0 ml
% 5 (w/v) yeast ekstrakt 10.0 ml
Distile su 100 ml
pH ayan yapilmaz.

Besi ortamt 121 °C’ da 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Medium J
% 5 (wlv) yeast ekstrakt 50.0 ml
% 5 (w/v) pepton 50.0 ml
% 10 (w/v) glukoz 50.0 ml
% 20 (w/v) (NH,),SO, 10.0 ml
% 8 (w/v) KCl 5.0 ml
% S (wiv) MgSO,.7TH,O 5.0 ml
% 3 (w/v) CaCl,.2H,0 5.0 ml

% 0.05 (w/v) FeCl,.6H,0 5.0 ml



% 3 (w/v) MnSO, 5.0 ml

0.1 M sitrik asit (50.0 mi) + 0.2 M Na,HPO, (24.0 ml)
26.0 gr gliserol/253.0 ml disitile su  265.0 ml

pH ayan yapilmaz.

Bu besi ortamu 121 °C’ da 15 dakika otoklavda steril edilerek oda sicaklifinda
saklanmustir.

Yeast ekstrakt-Glukoz-Kloramfenikol Besi Ortam (YGC)

Y east ekstrakt 50¢g

D (+) glukoz 200 ¢
Kloramfenikol 01g
Agar 149 ¢
Distile su 1000 ml

Best ortamu 121 °C’ da 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Yeast Nitrojen Base Ortamm (10X)

6.7 g Difco nitrojen base 100 ml distile su ile kanstirilip, 0.20 pm’ lik filtreden

gecirilerek steril edilmistir. Steril besi ortami 150 ml’ lik erlen iginde 2-8 °C da
saklanmustir. Testler i¢in 0.5 ml 10X besi ortanu 4.5 ml steril distile su ile seyreltilerek
tiiplere aktanlip kullanilmugtur.

Yeast Karbon Base Ortami (10X)

11.7 g Difco karbon base 100 ml distile su ile kangtinlip, 0.20 um’ lik filtreden

gegirilerek steril edilmistir. Steril besi ortamu 150 ml’ lik erlen iginde 2-8 °C’ da
saklanmugtir. Testler i¢in 0.5 ml 10X besi ortami 4.5 ml steril distile su ile seyreltilerek
tiiplere aktarilip kullanilmustar.
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Difco Bacto Urea R Broth

Hazir besi ortami oda sicaklifina getirildikten sonra 38.7 g Difco Bacto Urea R
Broth 1000 ml distile su ile kangtinlip, 0.20 pum’ lik filtreden gegirilerek steril
edilmigtir. Test icin 0.5 ml tiiplere aktarilmagtur.

Yeat ekstrakt-Pepton-Dekstroz-Gliserol-Agar Besi Ortamm (YPDG)

Y east ekstrakt 100 ¢g
Pepton 200¢
Dekstroz 10g
Agar 200¢g
Distile su 970 ml
Gliserol 30.0 ml

Besi ortami 121 °C’ da 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Patates Dekstroz Agar (PDA)

Patates ekstrakti 40¢g
Dekstroz 200 ¢
Agar 150¢g
Distile su 1000 ml

Besi ortarm 121 °C’ da 15 dakika otoklavda steril edilmistir.

Plate Count Agar (PCA)
Tripton 50¢g
Yeast ekstrakt 25¢g
Dekstroz 1.0g
Agar 150¢
Distile su 1000 mi -

Besi ortamu 121 °C’ da 15 dakika otoklavda steril edilmigtir.
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Nutrient Agar (NA)
Et ekstresi 10g
Yeast ekstrakt 20¢g
Pepton 5.0¢g
NaCl 50¢g
Agar 150¢g
Distile su 1000 ml

Besi ortamu 121 °C’ da 15 dakika otoklavda steril edilmigtir.
2.3.2. Kimyasal ¢ozeltiler
Calismamizda kullanulan kimyasallar asagida verilmigtir.

Mcllvains Tamponu (pH 4.7)

0.1 M sitrik asit 26.0 ml
0.2 M Na,HPO, 24.0 ml
Distile su 50.0 ml

Bu tampon 121 °C’ da 15 dakika otoklavda steril edilerek oda sicaklifinda

saklanmugtir.

% 15° lik Gliserol (v/v)

Gliserol 15.0 ml
Distile su 100 m!’ye tamamlanir.

% 30° luk Gliserol (v/v)

Gliserol 30.0 ml
Distile su 100 ml’ye tamamlanr.
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5 N HCI
HCI (d= 1.18 gr/ml) 44,20 ml
Distile su 100 m!’ye tamamlanir.

% 10° Iuk Glukoz Cozeltisi

Glukoz 10.0 gr
Distile su 100 ml’ye tamamlanir.

Fluorescein 10X (stok soliisyonu)

Fluorescein 1.0¢g
BSA 0.1g
PBS 1X 10 ml

Y ukaridaki recete uygulamp, 0.20 pm’ lik filtreden gegirilerek steril edilmisgtir.

Steril stok soliisyon koyu renkli cam sisede -20 °C’ da saklanmigtir. Boyama
iglemlerinde kullanmak i¢in PBS ile 10 kez diliie edilmistir. Her boyamada yeni ¢aligma

soliisyonu hazirlanmstir.
PBS 1X Fosfat Tampon Tuz Co6zeltisi

137 mM NaCl
2.7 mM KCl

15 mM KH,PO,
8 mM Na,HPO,
pH7.3

Monomer (akrilamid/bis) Cozeltisi (% 30 T, % 2.7 C,,)) (A)
Akrilamid 292 ¢

Bis 08¢
H,O 100 ml’ye tamamlanr.
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Cozelti deiyonize distile su kullamilarak hazirlanmug, filtre edildikten sonra
karanhkta +4 °C’ da saklanmigtir. Akrilamid norotoksik bir maddedir. Kullanirken
eldiven ve maske takilmalidur.

4X Ayirma Jeli Tamponu (1.5 M Tris, pH 8.8) (B)

Tris 18.15¢
H,O 100 mi’ ye tamamlanur.
3 N HCl ile pH 8.8’ e ayarlanir.

Tampon deiyonize distile su kullanilarak hazirlanmug, filtre edildikten sonra
karanlikta +4 °C’ da saklanmugtir.

4X Yiikleme Jeli Tamponu (0.5 M Tris, pH 6.8) (C)

Tris 30¢g
H,O 50 ml’ ye tamamlanir.
5N HCl ile pH 6.8’ e ayarlanur.

Tampon deiyonize distile su kullamilarak hazirlanmug, filtre edildikten sonra
karanlikta +4 °C’ da saklanmistur.

% 10 SDS (D)
SDS 100 g
H,O 100 ml’ ye tamamlanir.

Cozelti deiyonize distile su kullanilarak hazirlanmug, filtre edildikten sonra oda
sicaklipinda saklanmustir.

% 10 Amonyum Persiilfat (APS; polimerizasyon baslatici) (E)

Amonyum persiilfat 05¢g
H,0 5.0 ml’ ye tamamlanir.

Bu ¢ozelti kullamimadan hemen 6nce hazirlanmalidir.
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2X Ornek Uygulama Tamponu (0.125 M Tris, % 4 SDS, % 20 gliserol,
% 10 2-merkaptoetanol, pH 6.8) (F)

Tris (C) 2.5ml
SDS (D) 4.0 ml
Gliserol 2.0 ml
2-merkaptoetanol 1.0 ml
Bromphenol blue 0.01¢g
H,0 10.0 ml’ ye tamamlanur.

(Cozelti detyonize distile su kullanilarak hazirlanmus, filtre edildikten sonra
kullanilacak hacimlere boliinerek -20 °C’ da saklanmustir.

5X Tank Tamponu (0.025 M Tris, 0.192 M glisin, % 0.1 SDS, pH 8.3)
(G)

Tris 150¢g

Glisin 720¢g

SDS 50¢g

H,O 1000 ml’ ye tamamlanir.

(Cozelti deiyonize distile su kullanilarak hazirlanmusg, filtre edildikten sonra +4

°C’ da saklanmugtir. Bu ¢ozeltinin pH’sin1 ayarlamaya gerek yoktur.
Formaldehit Fiksatif Cozeltisi (A)

% 40 (v/v) Metanol 1000 ml
% 37 Formaldehit 0.5ml

Cozelti deiyonize distile su kullanilarak bazirlanmus, filtre edildikten sonra oda

sicakliginda saklanmugtir.
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0.2 g/l Sodyum Tiyosiilfat (B)

Na,$,0, 0.2¢g
H,O 1000 ml’ ye tamamlamr.

Cozelti deiyonize distile su kullanilarak hazirlanmus, filtre edildikten sonra oda
sicaklifinda saklanmustir.

% 0.1 Giimiig Nitrat (C)

AgNO3 1.0g
H,O 1000 ml’ ye tamamlanr.

(Cozelti deiyonize distile su kullanilarak hazirlanmug, filtre edilerek 1518a duyarh

oldugu i¢in koyu renk sisede oda sicakliginda saklanmigtur.

Géoriintii Olusturma (tiyosiilfat developing) Cozeltisi (D)

Na,CO, 30.0¢g
B ¢ozeltisi 20.0 ml
H,O 1000 ml’ ye tamamlanur.

(Cozelti deiyonize distile su kullamlarak hazirlanmig ve filtre edilmigtir.

Kullanilacagi zaman her 100 ml’ sine 50 ul % 37’ lik formaldehit eklenmistir.

2.3 M Sitrik Asit (E)

Sitrik asit 22.1¢g
H,O 50 ml’ ye tamamlanir.

(ozelti deiyonize distile su kullanilarak hazirlanmig ve filtre edildikten sonra oda

sicakliginda saklanmigtir.
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2.4. Orneklerden Mikroorganizma izolasyonu ve Sayimi
2.4.1. Orneklerden maya, bakteri ve kiif izolasyonu

Evans (85) ve Bamett ve ark. (13) tarafindan genel olarak maya
izolasyonlaninda kullamlan yontemler, laboratuvara getirilen Ornek ozelliine gore

modifiye edilerek izolasyon iglemlerinde uygulanmustir.

Boza ornekleri: Satis noktalarindan 1’ er kg’ lik paketler halinde alinan boza
omekleri laboratuvara getirildikten hemen sonra igleme almmugtir. Steril sartlar altinda
10 gr’ lik boza 6mekleri i¢inde 90 ml steril distile su bulunan behere alindiktan sonra 1’
er dakika elle ¢alkalanarak homojen hale getirilmistir. Daha sonra steril distile su ile

orneklerin 10 kath diliisyonlan hazirlanmagtir. 10" den 10° e kadar hazirlanan her bir
diliisyondan ¢ift paralel olarak 0.5 ml 6rnek mikroorganizma izolasyonlan i¢in uygun
besi ortamlanna yayma ekim yapilmistir. Maya i¢in YM, bakteri icin PCA, kiif igin
PDA besi ortanu kullanilmugstir. YM petrileri 25 °C’ da 3 giin, PCA petrileri 28 °C’ da 2
giin, PDA petrileri ise oda sicaklifinda 7 giin inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon
siiresi sonunda YM, PCA ve PDA petrilerinde gelisen, farkli morfolojiye sahip en az 10
koloni secilmistir. Segilen izolatlarin saflik kontrolleri maya izolatlan i¢in MEA, bakteri
izolatlari i¢cin NA, kiif izolatlar1 i¢in PDA besi ortamlan kullamlarak aynr inkiibasyon
sartlan altinda yapilmig ve stoklanmagtir.

Eksi hamur 6rnekleri: Steril kavanozlara alinarak laboratuvara getirilen eksi
hamur 6rneklerinden alnan 10 gr 6rnek, 90 ml steril distile su ile waring blenderda 90

sn orta hizda homojenize edilmistir. Daha sonra steril distile su ile 10-1 den 108 e kadar
10 katl diliisyonlan hazirlanmustir. Hazirlanan her bir.diliisyondan ¢ift paralel olarak
0.5 ml 6rnek maya izolasyonu i¢in YM, bakteri izolasyonu i¢in PCA ve kiif izolasyonu
icin PDA besi ortamlarina boza 6meklerinde oldugu gibi ekilmistir. YM petrileri 25 °C’
da da 3 giin, PCA petrileri 28 °C’ da 2 giin, PDA petrileri ise oda sicaklifinda 7 giin
inkiibe edilmistir. Petrilerde gelisen farkli morfolojiye sahip en az 10 koloni segilerek
aym besi ortamlan ve inkiibasyon sartlaninda saflik kontrolleri yapilmus ve

stoklanmugtir.
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Yas ve kuru maya ornekleri: Marketlerden alinan yas ve kuru maya
orekleri laboratuvara getirildikten sonra ambalajlart % 70’ lik alkol ile silinmigtir. Steril
sartlar altinda yag maya ormekleri 1:1, kuru maya 6mekleri ise 1:9 oraninda steril distile
su ile waring blenderda orta hizla homojen hale getirilmistir. Bu homojenattan 107 ye
kadar diliisyonlar hazirlanmigtir. Omeklerden maya, bakteri ve kiif izolasyonu ve
saflagtirma iglemleri boza ve eksi bamur Omeklerinde uygulan yodnteme gore

yapilmustir.

2.4.2. Orneklerdenizole edilen maya, bakteri, kiif ve referans maya

suslarinin saklanmasi

Orneklerden izole edilen ve saflagtinlan maya izolatlan 2° ger adet yatik YEP-
glukoz, bakteri izolatlan yatik NA, kiif izolatlar1 ise yatikk PDA tiiplerine ¢ekilerek,
tiiplerin agizlar: parafilm ile kapatidmig ve tiipler buzdolabinda +4 °C’ da saklanmugtir
(85, 88). Stoklar alti ayda bir yenilenmigtir.

Yurt disindan, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi
Boliim’inden ve Pak-Gida Uretim ve Pazarlama A.$.” den kisisel iligkiler sonucu
saglanan referans maya suglarinin MEA petrilerinde ¢izgi ekim ile safliklan kontrolleri
yapildiktan sonra 3-5 adet koloni steril kiirdan yardumu ile alinarak, steril sartlar altinda
MEA petrilerine ve MEB tiiplerine aktanlmugtir. Biitiin tiip ve petriler 25 °C’ da 24-48
saat inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda kat1 besi ortamindan steril kiirdan
yardimu ile alinan 5-10 koloni % 15’ lik 1 ml steril gliserol igeren eppendorf tiiplerine
aktarihip - 80 °C’ da uzun siireli olarak stoklanmistir. Sivi besi ortaminda gelisen
kiiltiirlerden ise 0.5 ml kiiltiir 0.5 ml % 30’ luk steril gliserol i¢eren eppendorf tiiplerine
aktanlarak uzun siireli saklamak igin -80 °C derin dondurucuya yerlestirilmigtir. Biitiin
eppendorf tlipleri derin dondurucuya yerlestirilmeden 6nce tiip i¢cinde homojenizasyonu
saglamak i¢in iyice ¢alkalanmugtir. Her bir sug igin 2’ ser adet stok eppendorf tiipii
hazirlanmistir (88). Katil aktivitesi tespit edilen maya izolatlan da aym gekilde uzun

stireli olarak stoklanmugtur.
2.4.3. Orneklerdeki maya, bakteri ve kiif sayim

Ormneklerdeki maya ve bakteri sayimlan igin Miles ve Misra’ min damla plak
yontemi kullamtmistir (89). Mayalar igin YM, bakteriler i¢in PCA besi ortam bulunan
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petri kutulannin alt kapaklan digtan dort bolime aynlmugtir. Aynlan alanlara
orneklerden hazirlanan her bir diliisyondan, 20’ser ul’ lik ii¢ damla birakilmugtir.
Damlalann kurumast i¢in petri kutulan steril kabin i¢inde 30 dakika bekletilmigtir.
Inkiibasyon siiresi sonunda 20-200 adet koloni gozlenen petri kutularinda koloni
sayiunlart yapilarak Omeklerdeki toplam mikroorganizma sayilari militrede koloni
olusturan birim (kob/g) olarak hesaplanmistir. Her bir sayim i¢in ift paralel olarak
ekim yapilmigtir. Omeklerdeki kiif sayimlan i¢in uygun diliisyonlardan 0.5 ml 6mek
PDA igeren petrilere yayma ekim yapilmustir. Petriler oda sicakliginda 7 giin siiresince
inkiibe edilmis ve olusan kiif kolonileri uygun diliisyonlarda sayilarak orneklerdeki kiif

sayilan belirlenmistir.
2.5. Referans Suslarin Biiyiime Egrilerinin Cikarilmasi

Aseptik sartlarda -80 °C’ da gliserolde saklanan S. cerevisiae S6, S. cerevisiae
NCYC 1006, referans suglari, 25.2, 25.5 numaral: izolatlanmiz, MY1 ve MY2 suslan
ayni ayr1t MEA iizerinde steril kiirdanlar ile ¢izgi ekim yapilarak, 30 °C’ da 48 saatlik
inkiibasyon ile canlandinlmistir. Bu kiiltiirlerden bir 6ze dolusu kiiltiir ya da 10-15 tek
koloni 150 ml’ lik erlen igindeki 50 ml YEPD broth besi ortamuna aktanlmagtir.
Kiiltiirler 30 °C’ da 190 rpm’ de bir gece inkiibe edilmistir (90). Referans yonteme gore

bir gecelik kiiltiirlerdeki hiicre sayisi yaklagik 5x10” hiicre/ml olarak kabul edilerek her
bir kiiltiirden 25 ul émek 250 ml YEPD brotha aktarilarak, 250 m! i¢inde yaklagik

5x103 hiicre/ml hiicre yogunlugu elde edilmistir. 30 °C’ da 150 rpm’ de inkiibe edilen
kiiltiirlerden 0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 30 ve 36 saat sonra ornekler alinarak 600 nm’ deki
absorbans (A,,,) degerleri dl¢iilmiis ve bu 6rneklerden ayrica damlatma plak yontemine
gore ekim yapilan petriler 30 °C’ da kapaklan altta olacak sekilde inkiibe edilmistir. 48
saat sonunda damlalarda olusan koloniler sayilarak ilgili absorbanstaki canli maya sayisi
belirlenmig ve bu degerlerden faydalinilarak kiiltiirlerin biiyiime egrileri ¢ikanlmistir.

Biitiin cl¢iimler igin ¢ift paralel caligimigtir.
2.6. Maya izolatlarinin Katil Aktivitelerinin Test Edilmesi

2.6.1. Referans suglar ile katil aktivite testi

Orneklerden izole edilen maya suslarimin katil aktivite yoniinden test edilmesi

‘i§lemlerine baglamadan Once stoklarimizda bulunan referans suglar ile daha &nce
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arastirmacilar tarafindan bu 6zelligin tespit edilmesinde kullamlan yontemler (22, 24,
26, 39, 49) denenerek, caligmamuz i¢in en uygun test tipinin secilmesi amaci ile
asagidaki deneyler yapilmastir.

Referans katil suglar S. cerevisiae K1, S. cerevisiae K2, Saccharomyces
cerevisiae NCYC 738, S. cerevisiae NCYC 232 ve duyarl1 sug S. cerevisiae NCYC
1006 ile duyarli-katil olmayan S. cerevisiae S6 yatik agar stoklarindan YEPD
petrilerine aktanlarak 25 °C’ da 3 giin inkiibe edilmigtir. Kiiltiirler daha sonra 150 ml’
lik erlenler igindeki 50 ml YEPD broth besi ortamuna aktarilarak, 21 °C’ da 48 saat
inkiibasyona birakilmustir. S. cerevisiae K1, S. cerevisiae K2, S. cerevisiae 738 ve §S.
cerevisiae 232 suslan pozitif kontrol, §. cerevisiae S6 susu ise negatif kontrol olarak
olarak kullanilmigtir.

Yayma Plak Yontemi: Duyarli sus S. cerevisize NCYC 1006’ mn
spektrofotometrede 600 nm’ deki (A,,,) okunma degeri belirlenerek, hiicre yogunlugu
10°, 10* ve 10° olacak sekilde YEPD brothda diliisyonlan hazirlanmugtir.
Diliisyonlardan 1’er ml daha onceden hazirlanan ve kurutulan YEPD-MB (pH 4.5)
petrilerine aktarilarak, kiiltiiriin tiim agar yiizeyine yayilmas: saglandiktan sonra petriler
list kapaklan yar1 acik sekilde 30 dakika steril kabinde kurumaya birakilmigtir.

Dokme Plak Yontemi: Duyarli sus §. cerevisiae NCYC 1006’ nin
spektrofotometrede 600 nm’ deki (A,,,) okunma degeri belirlenmistir. 45 °C’daki
YEPD-MB (pH 4.5) besi ortamuna agar ilave edildikten sonra S. cerevisiae NCYC
1006 kiiltiirii son hiicre yogunlugu 10?, 10* ve 10° olacak sekilde besi ortamuna
aktanlmustir. Besi ortami iyice galkalandiktan sonra steril petrilere 15’ er ml olacak
sekilde aktarilarak, petriler iist kapaklan yan agik vaziyette katilagmalan igin steril
kabinde 30 dakika bekletilmistir.

Hem yayma plak hem de dokme plak yonteminde % 1,2, 1,5 ve 2’ lik agar
konsantrasyonlar1 denenmistir. YEPD-MB (pH 4.5) besi ortami agarin hidrolizini
onlemek icin besi ortami ve agar ayn ayrt hazirlanarak steril edilmis ve kullanilmadan
hemen 6nce kangtinimistir.

Katilasan agar yiizeylerine steril kiirdan yardimu ile referans suslar1 S. cerevisiae
K1, S. cerevisiae K2, S. cerevisiae NCYC 738, S. cerevisiae NCYC 232 ve S.
cerevisize S6’ dan yaklagk 10 mm uzunlugunda ve yogun olarak (gizilerek
inokiilasyonlar gerceklestirilmistir. Test YEPD agar petrileri 21 °C’ da 48 saat inkiibe
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edilmistir. Bunlara ilaveten, ayrica sivi besi ortaminda ayni sartlar altinda inkiibe edilen
test kiiltiirlerinden de duyarli sug ile inokiile edilmig plaklara kat1 yiizey iizerine1Q’ ar

ul damlatimigtir. Damialar kuruduktan sonra biitiin petriler ters ¢evrilmis konumda 21

°C’ da 3 giin inkiibe edilmistir. Sonuglar birbirleriyle karsilastinlarak daha sonraki
testler igin uygun kosullar tespit edilmigtir.

2.6.2. Maya izolatlarinda katil aktivitenin belirlenmesi

Test edilecek maya izolatlan, pozitif ve negatif kontrol referans suglar ve duyarl
referans sus stok yatik agar petrilerinden alinarak YEPD agarda pasajlanmugtir. Sadece
duyarl sus 50 ml YEPD brotha, diger kiiltiirler ise YEPD agara ve YEPD broth besi
ortamina aktarilarak, 21 °C’ da 48 saat inkiibe edilmigtir. Izolatlann katil aktivitesi
YEPD-MB agar besi ortaminda test edilmistir. Referans duyarli sus YEPD-MB (pH
4.5) besi ortamu igeren petri kutusunda (9 cm ¢apli) son konsantrasyonu 10* kob/ml
olacak sekilde steril distile suda seyreltildikten sonra, énceden hazirlanan ve yiizeyi
steril kabinde kurutulan YEPD-MB (pH 4.5) plaklarina yayma plak yontemine gore
agilanmigtir. Bir petriye bir pozitif kontrol (S. cerevisiae NCYC 232), bir negatif
kontrol (§. cerevisiae S6) ve 3 tane test edilecek izolat kiiltiirii yaklagtkk 10 mm

uzunlugunda ¢izgi ekim seklinde ve aynca 10’ ar pl damlatilarak inokiile edilmistir.

Petriler ters ¢evrilmis durumda 21 °C’ da 3 giin inkiibasyona birakilmugtir. Inkiibasyon
stiresi sonunda duyarl: sug lizerinde mavi renkte boyanmis hiicrelerle gevrili inhibisyon
zonlan olusturan test izolatlar katil aktivite gdsteren mayalar olarak kaydedilmistir.

2.7. Maya izolatlarinin Duyarhlhk Testleri

MEB besi ortami deney tiiplerine 10’ ar ml aktarilarak otoklavda steril
edilmigtir. Daha sonra test edilecek izolatlar ve S. cerevisiae NCYC 1006, S. cerevisiae
NCYC 232, §. cerevisiae NCYC 738 suglan steril sartlar altinda bu tiiplere agilanarak
21 °C’ da 2-3 giin }béun bir gelisme saglanincaya kadar (bulamklik kontrol edilerek)
inkiibe edilmigtir. Daha 6nce hazirlanan ve steril halde olan YEPD-MB (pH 4.5) besi
ortam1 5-6 cm ¢apl: kiigiik steril petri kutulanina 5° er ml olarak dokiilmiis ve petri
kutulaninin yiizeyleri steril kabinde 30 dakika kurutulmugtur. Test izolatlarinin agar



plaklan iizerine ¢ok yogun olmayacak sekilde yayilmasi igin 2-3 giinliik test suglannin
kiiltiirlerinden gelismenin yogunluguna gore 1:1, 2:5, 2.5:2.5, 1.5:4.5’ lik diliisyonlar

hazirlanmigtir. Kuru YEPD-MB (pH 4.5) plaklan iizerine bu diliisyonlardan 300 pl

yayilmustir. Petriler kurutulduktan sonra referans katil sugun 10 mm uzunlugunda ve
yogun olarak petri kutusunun ortasinda olacak sekilde ¢izgi ekimi yapilmigtir. Biitiin
petriler ters ¢evrili konumda 21 °C’ da 2-3 giin inkiibe edilmigtir. Kati] suglar etrafinda
inhibisyon zonu olugan petrilerin test suglar1 duyarl suglar, olusturmayanlar ise nétral

sus olarak kaydedilmigtir.

2.8. Katil Olduklar: Saptanan izolatlarin Referans Katil Suglara Kars:
Duyarhliklarinin Belirlenmesi

Izole edilen maya suglarindan katil aktivite gosterenler stoklarindan almarak
MEA veya YGC agarda 25 °C’ da 48 saat inkiibe edilerek canlandirilmugtir.
Canlandinilan herbir izolattan bir 6ze dolusu kiiltiir, steril 10 ml MEB igeren tiiplere
aktanlarak, tiipler 21 °C’ da 3-5 giin inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda
herbir kiiltiirden alinan 1’er ml 6mek, daha dnceden 9 cm c¢apli petrilere hazirlanip
kurutulan YEPD-MB (pH 4.5) agar plaklarina yayilmistir. Petri kutulan steril kabinde
30 dakika kapaklan yar agik sekilde kurutulmugtur. Kurutulan bu plaklar iizerine daha
onceden MEA veya YGC agarda 21 °C’ da 3-5 giinliik inkiibasyonu takiben
canlandinlan Debaryomyces hanseneii TK-type V, S. cerevisiae K2, S. cerevisiae
K7, S. cerevisiae 1385, S. cerevisiae K28, S. cerevisiae NCYC 232 (K1 tip), S.
cerevisize NCYC 738 (K2 tip), Pichia anomala CYC 1027 (katil sug), Pichia
membranaefaciens CYC 1106 (katil sug) referans katil suglari ve negatif kontrol olarak
S. cerevisiae NCYC 1006 (stv-85, Duyarli) susu steril kiirdan yardimi ile 10 mm
uzunlugunda besi ortam iizerine siiriilmiigtiir. Petriler 21 °C’ da 3-5 giin inkiibe
edilmistir. Referans kiiltiirlerin etrafinda olugan inhibisyon zonlar kontrol edilerek izole
ettifimiz suglann referans katil suglara kars1 duyarli olup olmadig: belirlenmistir. Bu
test i¢in kullamilan petri kutulaninin altina petri kutusu ¢apinda kesilmis ve iizerinde 10
adet 10 mm’ lik ¢izgi (9 tanesi referans katil sug, bir tanesi negatif kontrol ekimi igin)
bulunduran kurutma kagidindan hazirlanilmig bir sablon kullanilmustir.
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2. 9. Katil Maya Izolatlarinin Birbirlerine Karg1 Olan Katil

Aktivitelerinin Belirlenmesi

Izole ettiZimiz katil maya suslar1 yatik agar tiiplerindeki stoklarindan MEA veya
YGC besi ortamu iizerinde 25 °C’ da 48 saat inkiibe edilerek canlandinlmugtir. Herbir
izolattan bir 6ze dolusu kiiltiir 100 ml’ lik erlenler igindeki S0 ml YEPD broth besi
ortamuna agilanmustir. 25.2 ve 25.5 numarali suglar 21 °C’da 3 giin, diger 10 sug (18.1,
19.2, 24.A, 24.B, 23.1, 26.1, 23.14, 27.23, 36.1 ve 36.3 numarali suglar) 30 °C’ da
4 giin inkiibe edilerek kiiltiirlerdeki hiicre yogunluklarimn yaklagik olarak 10’ kob/ml
olmas: saglanmigtir. Aynca biitiin izolatlar YGC égar besi ortaminda da yukaridaki
sicaklik ve inkiibasyon siirelerine gore gelistirilmislerdir. Sivi kiiltiirlerin hiicre
yogunlugu 10* kob/ml olacak sekilde seyreltildikten sonra daha onceden hazirlana
YEPD-MB (pH 4.5) besi ortami igeren petri kutulanna yayma plak yontemiyle
ekilmigtir. Test suglarn kurutma kagidindan hazirlanan gablon yardimu ile agar iizerine
10 mm uzunlukta ¢izilerek inokiile edilmigtir. Petriler 21 °C’ da 3 giin inkiibe edildikten
sonra gizilen Kkiiltiiflerin etrafinda olusan inhibisyon zonlann kontrol edilerek
izolatlarimizin birbirlerine kars: olan katil aktiviteleri belirlenmistir.

2.10. Katil Maya izolatlarinin Toksin Tipinin Belirlenmesi

Suzuki ve ark.” na (37) gore YEPD-MB (pH 4.5) agar plaklan iizerine her bir
S. cerevisica NCYC 232, S. cerevisieca NCYC 738, S. cerevisiae 28, S. cerevisiae K7
referans katil susundan steril kiirdan yardimi ile petri kutusunun ortasina gelecek
sekilde bir ¢izgi cekilmigtir. Daha sonra yine steril kiirdan yardimi ile test suglan
cizginin her iki yamna referans cizgiye dik ve birbirlerine paralel olacak sekilde
cizilmigtir. Herbir ¢izginin standart referans ¢izgiye ¢ok yakin ancak birbiri iizerine
temas etimemesine dikkat edilmistir. Petriler 20 °C’ da 3 giin inkiibe edilerek, ¢izgilerin
cakistif1 bolgelerdeki mavi koloniler veya inhibisyon zonlan kaydedilmistir. Bu testin
dogrulamasmi yapmak i¢in aym referans katil suglar ve 25.2, 25.5, MY1, MY2, §.
cerevisila NCYC 1006 YEPD broth besi ortaminda 21 °C’ da 2 giin inkiibe
edilmiglerdir. Kiiltiirlerin 600 nm’ deki okunma degerleri olgiilerek 10* kob/ml’ lik
konsantrasyonlarindan 1’ er ml YEPD-MB (pH 4.5) besi ortamina yayilmistir. Petriler
steril kabinde 30 dakika kurutulduktan sonra her bir sugtan herbir petriye 10 mm’ lik
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cizgiler ¢izilmistir. 21 °C’ da 2-3 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda mavi renkli
koloniler ile ¢evrili inhibisyon zonlan kaydedilmigtir.

2. 11. Katil Maya izolatlariin identifikasyonu

Katil aktiviteye sahip maya izolatlannnmzin identifikasyonu Barmett ve ark.’ na
(13) gore yapilmugtir. identifikasyon testlerinde baz1 gekerlerin fermentasyonu, karbon
veya azot kaynaklan i¢in asimilasyon testleri, gesitli vitaminlere gereksinim, yiiksek
konsantrasyondaki D-Glukoz varliginda ve 37 °C’ da gelisme, siklohekzimid varliginda
biiylime ve iireyi hidrolize etme gibi baz1 fizyolojik 6zellikler temel alinmigtir.

2.11.1. Karbon kaynaklarimin asimilasyon testleri

Bu test i¢in D-glukoz, D-galaktoz, [-sarboz, D-riboz, L-arabinoz, sellobioz, D
(+) laktoz, arbutin, melibioz, salicin, dulsitol (galaktitol), D (+) glukozamin, D (+)
ksiloz, D (+) maltoz, sukroz, D (+) trehaloz, mannitol, myo-inositol karbon kaynaklari
olarak test edilmigtir. Karbon kaynaklar1 50 mM’ lik stoklar olarak hazrlanarak, 0.2

pum’ lik filtrelerden siiziilmis ve buzdolabinda + 4 °C’ da saklanmustir. i¢inde 4.5 ml

steril distile su bulunan deney tiiplerine 10 kat derigik (10X) olarak hazirlanan (Difco)
nitrojen base besi ortamindan 0.5 ml aktanlmgtir. MEB besi ortanunda 30 °C’ da bir
gece inkiibe edilen test suslan tiiplere yogunluklan yaklagik 10° kob/ml olacak gekilde
seyreltilmistir. Daha sonra Herbir tiipe 50 mM standart karbon kaynag: soliisyonundan

100 pl ilave edilmigtir. Tiipler 25 °C’ da inkiibe edilerek 1 hafta siireyle giinde 3-5 kez

elle galkalanarak biiyiime kontrol edilmistir. Pozitif kontrol tiipleri aym1 sekilde
hazirlanmis ve karbon kayna$: olarak glukoz kullamlmustir. Negatif kontrol tiiplerine
ise karbon kaynagi ilave edilmemigtir. Pozitif ve negatif kontrol tiiplerindeki bulamklik
kargilagtinilarak biiylime izlenmigtir. Bir haftalbk inkiibasyon siiresinde bulamklhik
gozlenen tiipler test igin pozitif, gozlenmeyen tiipler ise negatif sonu¢ olarak
kaydedilmistir. Negatif sonug veren tiipler ek 3 haftalik inkiibasyon periyodu siiresince
haftada birkez olmak iizere kontrol edilmistir.
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2. 11. 2. Azot kaynaklarimin asimilasyon testleri

Bu test igin kreatin, NaNO,, KNO,, L-lizin, kreatinin ve glukozamin azot
kaynaklan olarak test edilmigtir. Azot kaynag1 soliisyonlar1 200 mM’ lik stok soliisyon

olarak hazirlamip, 0.2 pm’ lik filtrelerden siiziilerek buzdolabinda + 4 °C’ da

saklanmugtir. I¢inde 4.5 ml steril distile su bulunan deney tiiplerine 10 kat derigik (10X)
olarak hazirlanan (Difco) karbon base besi ortamindan 0.5 ml aktarilmugtir. MEB besi
ortaminda 30 °C’ da bir gece inkiibe edilen test suglan tiiplere yogunluklan yaklagik 10°
kob/ml olacak sekilde seyreltilmistir. Herbir tiipe daha sonra test edilecek azot kaynag:
solusyonundan son konsantrasyonu 4 mM olacak sekilde ilave edilmistir. Tiipler 25
°C’ da 1 hafta siiresince hergiin 3-5 kez elle calkalarak inkiibasyona birakilmugtir.
Pozitif kontrol tiipleride aym sekilde hazirlanmugtir. Negatif kontrol tiiplerine ise azot
kaynag: ilave edilmemigtir. Biiylime pozitif ve negatif kontrol tiipleri ile
kargilastinlarak, bulaniklik esasina gore degerlendirilmistir. Bir haftalik inkiibasyon
stiresinde bulamiklik gozlenen tiipler test igin pozitif, gbzlenmeyen tiipler ise negatif

sonug olarak kaydedilmigtir.
2. 11. 3. Fermentasyon testleri

Bu test i¢in seker kaynad: olarak D-glukoz, ksiloz, sukroz, galaktoz, melibioz,
maltoz, laktoz, trehaloz ve sellobioz kullanlmigtir. Seker soliisyonlar1 1 M’ lik stoklar

olarak hazirlamip, 0.2 pm’ lik filtrelerden siiziilerek buzdolabinda + 4 °C’ da

saklanmistir. Bu test igin 10” ar ml % 0.5’ lik (w/v) yeast ekstrakt besi ortamu ve biiyiik
boy Durham tiipleri kullamlmugtir. Tiiplere son konsantrasyonu 50 mM olacak sekilde
seker soliisyonu ilave edilmistir. Daha sonra Yeast eksrtakt broth iginde 107 hiicre/ml

yogunlugunda olan kiiltiirlerden tiiplere 100’ er pl inokiile edilmigtir. Ttipler 25 °C’ da

yaklagik bir hafta hergiin elle ¢alkalanarak inkiibasyona birakilmugtir. Durham tiipleri
icindeki gaz olusumu pozitif sonug olarak kaydedilmistir. Seker soliisyonu ilave
edilmeyen tiipler negatif kontrol olarak kullanimustir.



2. 11. 4. Vitamin gereksinim testleri

Bu testte nitrojen base besi ortamina litrede myo-inositol 10 mg, pentotenat (Ca)

2 mg, biotin 20 pg, thiamin HC1 400 pg, pyridoxine HC1 400 pg, nikotinikasit 400 ng
olarak ayr ayr, biotin (20 pug)+thiamin (400 pg) ve pyridoxine (400 pg) +thiamin (400

g) olacak sekilde ilave edilmistir. Kontrol tiiplerine vitamin ilave edilmemistir. Tiipler

25 °C’ da 1 hafta siire ile inkiibasyona birakilmugtir. Test tiipleri kontrol tiipleri ile
karsilagtinilarak, bitytime bulaniklik esas alinarak degerendirilmistir.

2. 11. 5. Yiiksek glukoz konsantrasyonunda biiyiimenin test edilmesi

% 50 ve 60 D-glukoz igeren yatik MEA tiipleri test edilecek suglar ile ¢ok hafif
sekilde inokiile edilmigtir. 25 °C’ da 4 hafta siiresince tiiplerdeki gelisme izlenerek
sonuglar kaydedilmistir. Tiiplerin icindeki besi ortaminin kurumasimi engellemek igin

tiiplerin agz1 parafilm ile kapatilmugtir.
2. 11. 6. Siklohekzimid varliginda biiyiimenin test edilmesi

-Bu testte 50 mM D-glukoz iceren Yeast nitrojen base besi ortami kullanilmigtir.
Besi ortarmina 0.20 pm’ lik filtre ile steril edilmis siklohekzimid, son konsantrasyonu %

0.1 ve 0.01 olacak sekilde ilave edilmigtir. Tiipler test suglari ile inokiile edildikten

sonra 25 °C’ da inkiibe edilmis ve gelisme kontrol edilerek sonuglar kaydedilmistir.
2. 11. 7. Ore hidroliz testi

Bacto urea R broth (Difco) tiiplere 0.5 ml olarak aktanlmus ve tiipler 1 ¢ze
dolusu 2 gecelik mikroorganizma kiiltiirii ile agilanmigtir. Tiipler 37 °C’ da 4 saat
boyunca her 30 dakikada bir besi ortamindaki renk degisikligi kontrol edilerek inkiibe
edilmigtir. Besi ortamumn sari renginin kimmziya donmesi pozitif sonu¢ olarak

kaydedilmigtir.
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2. 11. 8. Farklisicakliklarda biiyiimenin kontrol edilmesi

YEPD agar besi ortamina inokiile edilen katil suglan 25, 30, 35, 37 ve 40 °C’
da inkiibe edilerek bu sicakliklardaki biiyiimeleri kontrol edilmistir.

2. 12. Katil Maya Suslarinda Katil Aktiviteye Etki Eden Faktorlerin

Belirlenmesi I¢in Uygun Yontemin Secilmesi

Bu deneylerde Shimizu ve ark. (35), Radler ve ark. (25), Michalcakova ve ark.
(48) ve Llorente ve ark.” nin (41) kullandigi yontemler bazi modifikasyonlarla
uygulanmustir. Eksi hamur 6meklerinden izole edilen 12 adet katil maya sugun toksin
aktivite yelpazesini belirlenmek i¢in bu suglar ve pozitif kontrol olarak S. cerevisiae
NCYC 738 ve S. cerevisiae NCYC 232 , negatif kontrol olarak ise S. cerevisiae S6
YGC agar petrilerine ekilmis ve 48 saat 25 °C’ da inkiibe edilerek canlandirlmugtir.
Steril sartlar altinda, bir 6ze dolusu kiiltiir 250 ml’ lik erlenler igindeki steril 150 ml
YEPD sivi besi ortamina aktanlmustir. 25.2 ve 25.5 numarali suglar ¢abuk geligsim
gosterdikleri icin 3 giin, diger katil suglar ise yavag gelisim gosterdikleri i¢in S giin 21
°C’ da inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kiiltiirler 3000 g’ de (=1240 rpm)
+4 °C "da 10 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriilmiistiir. Elde edilen siiziintii 0.2

um’ lik seliiloz asetat filtrelerden gegirilmistir.
Aym besi ortaminda 21 °C’ da 3 giin inkiibe edilen duyarli referans sug S.

cerevisiae NCYC 1006 son konsantrasyonu 104 kob/ ml olacak sekilde 45 °C’ daki
YEPD-MB (pH 4.5) besi ortamuna inokiile edilmigtir. Bu besi ortamu petrilere 20° ser
ml olarak aktarilmustir. Steril kabinde 30 dakika kurutulan petriler katilasmalan i¢in +4
°C’ da 2 saat bekletilmistir. % 70’ lik alkol ile steril edilen 0.7 cm ¢apli mantar delici ile
petrilere 5 tanesi test izolatlar, 1 tanesi pozitif kontrol digeri ise negatif kontrol susu

icin olmak iizere 7 adet ¢ukur agilmistir. Herbir ¢ukura 40 pl steril siiziinti

birakilmugtir. Petriler +4 °C” da 1 saat bekletildikten sonra ters gevrili olarak 21 °C’ da
3-5 giin inkiibasyona birakilmugtir. Inkiibasyon siiresi sonunda Kkatil izolatlann

olugturdugu inhibisyon zon ¢aplan olgiilerek kaydedilmistir. Aynca siiziintii 40 pl
olacak gekilde steril disklere emdirilmig ve petrideki besi ortamu iizerine birakilmusgtir.
Petriler 21 °C’ da 3-5 giin inkiibe edilmigtir. Bunlara ilave olarak, steril 40 pl siiziintii



besi ortamu iizerine damlatilarak iglem tekrarlanmigtir. Bu ii¢ iglem hem dokme plak
hemde yayma plak yontemleriyle yapilmistir. Ayrica yukandaki her ii¢ iglem Kkiiltiirler
santrifiij edilmeden ve filtreden siizmeden tekrarlanmugtir.

Yukandaki deneylerden elde edilen sonuglara gore toksin aktivite yelpazesinin

belirlenmesi i¢in en uygun yontem secilmigtir. Bundan sonraki deneylere doékme plak
yontemi ile 0.7 cm ¢apli deliklere 40 pl (yaklagik olarak 10° kob/ml) siv1 Kkiiltiir

birakilarak devam edilmigtir. Herbir etki faktorii icin biitiin deneyler 2 tekerriir ve 5
paralel olarak calistlmugtir. Ayrica toksin aktivitesinin test edilmesi igin gelistirilen
kiiltiirlerden herbir test ekimininden 6nce, kiiltiir igndeki kob/ml degerinin belirlenmesi
i¢in, damla plak yontemine gére MEA veya YPDG besi ortamlan kullanilarak ekim

yapilmistir. Boylece cukurlara damlatilan 40 pl sivi kiiltiiriin mililitresindeki canli maya

sayisl tesbit edilmigtir.
2. 12. 1. Katil aktivite i¢cin optimum sicakligin belirlenmesi

Katil aktivitenin sicakliga bagli stabilitesini belirlemek icin tnce katil maya
izolatlan ve pozitif kontrol susu olarak S. cerevisiae NCYC 738 YGC agar petrilerine
ekilerek 25 °C’ da da 48 saat inkiibe edilmigtir. Steril sartlar altinda, bir 6ze dolusu
kiiltiir 100 m]’lik erlenler icindeki steril 50 ml YEPD siv1 besi ortamuna aktanlmigtir.
25.2 ve 25.5 numarali suglar ¢abuk gelisim gosterdikleri icin 3 giin, diger katil suglar
ise yavag gelisim gosterdikleni i¢in 5 giin 21 °C’ da inkiibe edilmigtir. Ayn1 besi
ortaminda 21 °C’ da 3 giin inkiibe edilen S. cerevisiae NCYC 1006, 45 °C’ daki YEPD-
MB (pH 4.5) besi ortamina son konsantrasyonu 104 kob/ml olacak sekilde eklenmistir.
Daha sonra bu besi ortamu petrilere 20° ser ml olarak aktarilmig ve petriler steril kabinde
30 dakika kurutulmugtur. Kuruyan petriler buzdolabinda +4 °C’ da 1 saat bekletilmigtir.
0.7 cm gapli steril mantar delici ile petrilere izolatlar icin 5, pozitif kontrol igin 1 ¢ukur

olmak tizere toplam 6 ¢ukur agilmistir. Her bir izolat igin tek bir petri kutusu kullanilmig
ve testler cift tekerriirlii yapilmugtir. Cukurlara 40 pl (yaklagik olarak 10° kob/ml) sivi
kiiltiirlerden birakilmistir. Petriler buzdolabinda +4 ©C’ da 1 saat bekletildikten sonra
21, 25, 30 ve 35 °C’ da 3 giin inkiibe edilmigtir. inkiibasyon siiresi sonunda katil

izolatlarin olugturdugu zon ¢aplan ol¢iilerek kaydedilmistir.
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2. 12. 2. Katil aktivite i¢in optimum pH’ nin belirlenmesi

Farkli pH degerlerinin toksin aktivitesi iizerine etkisini belirlemek igin
otaklavlanmadan 6nce pH’ lar1 SN HCl ile 2.9, 3.3, 3.7, 4.2, 4.6, 5.0, 5.4 ve 5.8" ¢
ayarlanan YEPD-MB (pH 4.5) besi ortamlann kullamlarak yukarida agiklandigi gibi
ekimler yapilmigtir. Petri kutulan katil izolatlarin bu aktiviteleri igin belirlenen optimum
sicakliklarda inkiibe edilmigtir. Buna gore 25.2 ve 25.5 numarali suglar 21 °C’ da 4
giin, difer suglar ise (18.1, 19.2, 24.A, 24.B, 23.1, 26.1, 23.14, 27.23, 36.1 ve 36.3
numaral suglar) 30 °C’ da 4 giin inkiibe edilmigtir. Inkiibasyon siiresi sonunda katil

izolatlarin olugturdugu zon gaplan ol¢lilerek kaydedilmigtir.

2. 12. 3. Katil aktivite izerine farkli antibiyotik konsantrasyonlarinin

etkisinin belirlenmesi

Farkli siklohekzimid konsantrasyonlarinin toksin aktivitesi lizerine etkisini
belirlemek i¢in, siklohekzimid 0.01, 0.05, 0.1 ve 0.3 mg/mi olacak sekilde 45 °C’ daki
steril YEPD-MB (pH 4.5) besi ortamuna ilave edilmistir. Yine ayni sekilde 25.2 ve 25.5
numarali suglar 21 °C’ da 4 giin, 18.1, 19.2, 24.A, 24.B, 23.1, 26.1, 23.14, 27.23,
36.1 ve 36.3 numarali difer suslar ise 30 °C’ da 4 giin petri kutulan ters cevrili
konumda inkiibe edilerek inhibisyon zonlan ol¢iilmiistiir.

2. 12. 4. Toksin aktivitesi iizerine tuz konsantrasyonunun etkisinin

belirlenmesi

Farkli tuz konsantrasyonlarinda toksin aktivitesini test etmek igin Llorente ve
ark.” nin (41) 1997 yilinda uyguladig: yontem temel alinarak; % 0, 0.3 ve 0.6 NaCl
iceren YEPD sivi besi ortamunda 25.2, 25.5 numaralt izolatlar ve duyarli sug §.
cerevisiae NCYC 1006 21 °C’ da 3 giin, diger 10 izolat ise 30 °C’ da 4 giin inkiibe
edilerek gelistirilmigtir. Test suglarinin katil aktivitesi yukarida belirtildigi gibi % 0, 0.3
ve 0.6 NaCl igeren YEPD-MB (pH 4.5) besi ortamlan kullanilarak belirlenmigtir.



2. 12. 5. Katil aktivite iizerine UV’ nin etkisi

Izolatlarda katil aktivite iizerine UV’ nin etkisi Michalcakova ve ark.‘ na (48)
gore test edilmigtir. Katil izolatlar YEPD agar besi ortaminda optimum sartlarda
canlandinldiktan sonra, YEPD broth besi ortamunda aym sartlar altinda yaklagik 107
kob/ml hiicre yogunluguna erigene kadar inkiibe edilmigstir. Herbir kiiltiirden steril
distile suya 10° kob/m! olacak sekilde seyreltmeleri hazirlandiktan sonra, buradan 1’er
ml hiicre kiiltiirii 5nceden hazirlana YEPD agar plaklanimn yiizeyine yayilmistir. Petriler
kapaklan agik sekilde steril kabin i¢inde UV (260 nm) kaynagindan 20 cm uzaklikta O,
15, 30 ve 45 sn olmak iizere UV’ ye maruz birakilmigtir. Daha sonra optimum sartlarda
inkiibe edilen petrilerden, herbir UV’ ye maruz kalma siiresi i¢in 10 koloni rastgele
segilerek katil aktivite yoniinden test edilmigtir. Biitiin testler ¢ift paralel ¢alislmustir.

2. 13. Fluoresans Boyama ile Toksinden Etkilenen Hiicrelerin

Belirlenmesi

Sitoplazmik membrandan gegebilen katil toksin aktivitesini belirlemek i¢in
Evans’ a (85) gére Vondrej ve Palkova tarafindan 6nerilen Rhodamine B olgiim teknigi
bazi modifikasyonlar ile uygulanmustir. Bu deneyler i¢in 25.2 ve 25.5 numaralh suglar
ile pozitif kontrol olarak §. cerevisiae NCYC 232 (K1tip), negatif kontrol olarakta S.
cerevisiae 28 (K28 tip), duyarli sus olarakta §. cerevisiae NCYC 1006 suslan
kullanilmugtir. Fluoresan boya olarak Fluorescein (Sigma F-6377) boyas: 10 kat derigik
sekilde (10X) stok olarak hazirlanmistir.

Kiiltiirler -80 °C’ daki stoklarindan YEPG besi ortaminda 25 °C’ da
canlandirilmigtir. Pasajlanan duyarl: sugdan steril kiirdan yardimu ile alinan 5-10 koloni
50 ml YEG besi ortamu i¢ine aktarilarak, 30 °C’ da 150 rpm’ de bir gece kiiltiir durgun
faz safhasina gelene kadar inkiibe edilmigtir. Spektrofotometrede Ay, degeri olgiilerek

durgun faza geldigi saptanan kiiltiirden 35 ul, 20 ml YEG besi ortamuina agilanmigtir.
Bu kiiltiir 120 rpm’ de 25 °C’ da 16-20 saat A, da optik yogunlugu 0.1-0.5 degerine

ulagana kadar inkiibe edilmigtir. Referans yonteme gire bu absorbans okunma deZerini
veren kiiltiirdeki hiicre sayis1 yaklasik olarak 107 kob/ml olarak kabul edilmigtir. Bu
kiiltiirden, 1.5 ml’ lik eppendorf tiipleri igine 900 pl YEG+100 pl kiiltiir ilave ederek

hiicre yogunlugu 10° kob/ml olan siispansiyonlar hazirlanmistir. Herbir toksin
diliisyonu igin ¢ift paralel olarak ¢aligtlmigtir. Tiipler 5 dakika 15 000 g’ de (= 6200
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rpm) +4 °C’ da santrifiij edildikten sonra siiziintii uzaklastinlmistir. Elde edilen ¢okiintii
asagidaki sekilde hazirlanan toksin diliisyonlan ile birlikte kullanilmugtir.

Toksinin hazirlanmasi: Katil toksin elde edilmesinde kullanilacak olan 25.2
ve 25.5 numarali suglar ile §. cerevisiae NCYC 232 (K1tip) ve S. cerevisiae 28 (K28
tip) suslarn stoklarindan canlandirildiktan sonra, steril kiirdan ile 100 ml medium J igine
aktanlmug ve toksin iiretimi i¢in 21 °C’ da 3 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben
kiiltiirler 1240 rpm’ de +4 °C’ da 10 dakika santrifiij edilmigtir. Elde edilen siiziintiiniin

vansi 0.45 pm’ lik disposible filtreden siiziilerek, diger yanst ise filtreden gegirilmeden

steril erlenmayerlere alinmustir.

Toksin diliisyonlarinin hazirlanmasi: Medium J iginde hazirlanan Kkatil
suglarin filtre edilmis ve edilmemis toksinlerinden Mcllvains tamponu i¢inde % O, 0.1,
10, 30, 50, 80 ve 100’ lik diliisyonlan hazirlanmustir.

Fluoresans boyama islemi: Hazirlanan duyarl: hiicre ¢okiintiisiine tampon

i¢cinde hazirlanan toksin diliisyonlarindan 1’ er m] aktanlmis ve eppendorf tiipleri

vorteks ile 5-10 sn kangtinlmistir. Daha sonra herbir mege 100 pul % 10° luk (w/v)

glukoz ve 100 ul Fluorescein ¢aligma soliisyonu ilave edilmistir. Tiipler elle

calkalandiktan sonra +2 °C’ da karanhkta 2 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyondan sonra hiicreler 6200 rpm’de +4 °C’ da 5 dakika santrifuj edilerek
toplanmug ve siiziintli uzaklagtirntmustir. Ortamda bulunan fluoresan boyay: tamamen
uzaklagtirmak ve fotograf cekimlerinde fluoresan igimaya karsi koyu bir zemin elde
etmek icin hiicre ¢okiintiisii ii¢ kez 6200 rpm’ de +4 °C’ da 5 dakika olmak iizere

yikanmigtir. Cokiinti mikroskobik inceleme igin 250 pli steril distile su iginde tekrar

stispansiyon haline getirilmistir. Tiipler hi¢ 151k almadan derhal mikroskobik incelemeye

alimugtir.

Mikroskobi:  Bolimiimiizde bulunan Olympus BX50 aragtirma
mikroskobunun i1k aparati kullandarak Thoma lamumin 4, 10, 20 ve 40X’ lik
objektiflerdeki goriintiisii Kodak 100 ASA’ lik film ile Olympus PM-30 otomatik
fotomikrografi araci ile fotograflanmugtir. Bundan sonraki ¢aligmalar karanlik ortamda



gerceklestirilmistir. Hazirlanan hiicre soliisyonundan 100 ul, % 70’ lik alkol ile

temizlenen Thoma lamina aktanlmigtir. Preparatin 40X lik objektifte once fluoresans
atagmanli Olympus BX50 aragtirma mikroskobu ile daha sonra da 1s1k mikroskobunda
Olympus PM-30 otomatik fotomikrografi araci ile fotograflari ¢cekilmistir. Elde edilen
fluorasans mikroskobi fotofraflanindan katil toksin tarafindan oldiiriilmiis ve san
fluoresan igima veren hiicrelerin sayisi ile ayni preparatin i1k mikroskobisi ile elde
edilen fotografindan da toplam hiicre sayis1 belirlenmigtir. Sayimlarda Thoma lammin
151k mikroskobu ile 40X’ lik objektifte cekilmis fotografinin asetat aktarilmug master
cizgilerinden faydalamlmistir. Master ¢izgiler ile fotograflar iist iiste cakistinlarak
sayimlar ayn1 goriintii alani i¢inde gerceklestirilmeye caligitugtir. Herbir preparattan
elde edilen boyanmus hiicre sayistmn (N) toplam hiicre sayisina (N;) orami toksinin
dilisyon oramina karsi grafiklendirilmigtir. Toksinin lethal dozu 0.5 N/N, oranmna

karsilik gelen konsantrasyon olarak belirlenmistir.

2. 14. 1zole Edilen 25.2 ve 25.5 Numarali izolatlarin Katil

Toksinlerinin Etkisinin Belirlenmesi

Kiiltiir ortaminda katil toksin aktivitesinin inkiibasyon siiresine bagli olarak
canli maya populasyonlan iizerine etkisini belirlemek i¢in 25.2 ve 25.5 numarali katil
izolatlarin toksinlen ile Pak-Gida ve Pazarlama A.S.” den saglanan MYl ve MY2
suglart kullaminmustir. Maya populasyonlan iizerine katil toksin aktivitesi kuantitatif
olarak Portugal ve ark.” nin (87) gelistirdigi metoda gore aragtinlmistir. Toksin
solusyonu hazirlamak igin 25.2 ve 25.5 numarali izolatlar YEPD broth besi ortaminda
21 °C’ da eksponansiyal faza gelene kadar (48 saat) inkiibe edildikten sonra 2 defa
1240 rpm’ de +4 °C’ da 15 dakika santrifiij edilerek stiziintii steril kaplara aktarilmistir.
250 ml’ lik erlenlerde 3 farkl: toksin konsantrasyonu ¢alisilmigtir. Herbir erlene 50 ml 3
kez konsantre olarak hazirlanan YEPD broth besi ortami konulmustur. Bu hacim toplam
calisma hacminin % 33’ lik kismim temsil etmektedir. 15, 30 ve 50 ml toksin
soliisyonu farkh erlenlere aktanldiktan sonra, herbir karisim 50 ml eksponansiyal fazda
duyarh kiltir (MY1 ve MY?2) ile agilanmigtir. Erlenlerde toplam 150 ml ¢alisma
hacmine ulagmak i¢in 2. ve 3. erlenlere sirasiyla 35 ve 20 ml steril distile su ilave
edilmigtir. Referans deneylerde toksin igermeyen kiiltiir ortamlan kullanilmustir. Test ve
referans Kiiltiirler 21 °C * da 12 saat inkiibe edilmigtir. 3 er saat ara ile rnekler alinarak

hiicre yogunlugu (A,,,), canli hiicre sayis1 (damla plak yontemiyle) belirlenmeye
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cabisilmigtir. 12. saat sonunda kiiltiirler filtrelerden (0.08 mg/circle) gegirilerek oda
sicakli@inda 2 giin kurutulduktan sonra kuru agirliklan tayin edilmigtir.

Deneyler ¢ift paralel olarak ¢aligilmugtir. Katil toksin aktivitesi test ve referans
fermentasyonlar: arasindaki canli biomastaki azalma ylizdesine goére hesaplanmaya
caligdmigtir.

% katil aktivite =

(kuru afirhik)(canl hiicre sayisi)Referans

formiiliinden hesaplanmugtir.
2. 15. Protein Elektroforezi

Katil izolat 25.2° nin salgladifi ve Kkatil aktiviteden sorumlu olan protein
varhginin molekiiler seviyede belirlenmesi ve molekiiler agulifimin tespiti icin, kesikli
SDS jel elektroforez tekniklerinden biri olan SDS-PAGE yontemi Temizkan ve ark.
(91) tarafindan modifiye edilmis sekli ile uygulanmustir. SDS-PAGE yonteminin
uygulanmasinda S. cerevisize NCYC 232 (K1 tip) pozitif kontrol, S. cerevisiae
NCYC 1006 (duyarhi sus) negatif kontrol ve 25.2 numaral1 izolatta test susu olarak
kullamlmustir.

2. 15. 1. Protein ekstresinin hazirlanmasi

Ilgilendigimiz proteinin ekstraselliiler yani sentezlendikten sonra hiicre digina
salian bir protein oldugunu bildigimiz icin izolatlar YM besi ortanunda optimum
sartlarda tiretilmis ve hiicreler santrifiij iglemi ile besi ortamindan aynlarak iglemlerde
siiziintii kullanilmistir. Bu iglemler igin 6nce yatik agar tiiplerndeki stoklardan alinan S.
cerevisiaze NCYC 1006, S. cerevisiae NCYC 232 ve Kkatil izolat 25.2 YM broth besi
ortaminda canlandinimigtir. Kiiltiirlerin 25 °C’ daki inkiibasyonuna hiicre yogunlugu
yaklagik 10® hiicre/ml olana kadar devam edilmistir. Buradan herbir susun 1000 ml YM
broth besi ortamina son hiicre konsantrasyonu 10° hiicre/ml olacak gekilde inkiibasyonu
yapildiktan sonra 25 °C’ da 150 rpm’de 48 saat inkiibe edilmistir. Kiiltiirlerin hiicre
yogunlugu 5-8x107 hiicre/ml degerine ulagtiginda inkiibasyon sona erdirilerek, sivi
kiiltiirlerden maya hiicreleri 1240 rpm’ de 4 °C’ da 15’ er dakika 2 kez santrifiij edilerek

toplanmistir.
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2. 15. 2. Coktiirme islemi

Besi ortamina salgilan proteinleri siiziintiiden aywmak amaciyla 3 farkhh
¢Oktiirme yontemi uygulanmugtir. Bunlar trikloraasetik asit (TCA) ¢oktiirmesi, aseton
ile ¢oktiirme ve tuzla ¢oktiirme (amonyum siilfat [(NH4),SO,] ile ¢oktiirme) islemleridir
9.

Trikloraasetik asit ¢oktiirmesi: 400 ml siiziintii esit hacimde % 20’ lik
TCA eklenerek, sogukta (+4 °C) manyetik karigtiric1 iizerinde bir gece bekletilmistir.

Aseton ile ¢oktiirme: Buzdolu bir kabin i¢inde manyetik kangstinci lizerine
yerlestirilen 100 ml’ lik siiziintii iizerine, yavag yavag ve kanstirarak 200 ml soguk (-20
°C) aseton katilmugtir. Kanigtirma iglemine 30 dakika devam edildikten sonra ¢oktiirme
islemine -20 °C’ da bir gece beklenerek devam edilmistir.

(NH4),S0, ile ¢oktiirme: Sogukta (4 °C) 100 ml siiziintii ieren bir beher,
manyetik kangtirict lizerine yerlestirilerek, ¢ozeltide % 80 (NH4),SO, doygunluguna
ulagmak i¢in 52.3 gr (NH4),SO, siirekli kangtirilarak ve yavas yavas ortama ilave
edilmistir. Manyetik kangtiric1 iizerinde ¢oktiirme iglemine sogukta bir gece beklenerek
devam edilmigtir.

Coktiirme islemleri sona erdikten sonra ¢ozeltiler 14.000 g hizda 4 °C’ da 30
dakika santrifiijlenerek iist s1v1 uzaklagtinimigtir. Cokelti kendi hacminin 1-2 kati fosfat
tamponunda (pH 7.3) ¢oziindiiriilmiistiir. Elde edilen protein soliisyonu plastik steril
tiiplere aktanlmigtir. Diyaliz iglemine hemen gecilmeyecekse sadece aseton ¢oktiirmesi
uygulanan Srnekler -20 °C’ da digerleri ise 4 °C’ da saklanmugtir. Biitiin iglemler 4 °C’
da yapiimigtir.

Siiziintiintin 10 ml’ si hi¢bir ¢oktiirme iglemine tabi tutulmadan esit hacimlerde
eppendorf tiiplerine aktanlarak -20 °C’ da saklanmustir.

2. 15. 3. Diyaliz iglemi
Protein ¢ozeltisindeki TCA ve amonyum siilfatin uzakligtinlmas i¢in Temizkan

ve ark.” na (91) goére diyaliz yontemi uygulanmigtir. Diyaliz tiipii (Sigma D-9527)
kullanilmadan once distile su ile iyice yikanmgtir. Daha sonra tipiin ucu
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zedelenmeyecek sekilde baglanmugtir. Bu islem igin diyaliz tiipiiniin bir ucu kendi
etrafinda birkag kez dondiiriilmiigtiir. Bu sekilde kalinlastinloug yiizey iizerinden ince
bir ip birkag kez dolanarak siki birka¢ diigiim atimustir. Bu sirada ipin tilpii
kesmemesine dikkat edilmigtir. Protein ¢Gzeltisi bir pipet yardimuyla tiipe
doldurulmustur. Tiipiin i¢indeki hava ¢ikanldiktan sonra, az bir bogluk birakilarak diger
ucuda baglanmigtir. Diyaliz iglemi igin hazir hale gelen tiip en az 10 kat1 hacimde diyaliz
tamponu (distile su) igine atilmugtir. Diyaliz sivis1 birkag kez yenilenerek 4 °C’ da en az
bir gece manyetik karnigtiricida bekletilmigtir. fslem tamamlandiktan sonra tiipiin bir ucu
kesilerek i¢indeki ornek esit hacimlerde eppendorf tiiplerine aktanlmistir. Bu islemlerin
herbir basamag: 4 °C’ da gergeklestirilmistir. Elektroforez islemine kadar tiipler -20 °C’
da saklanmustir.

2. 15. 4. Protein konsantrasyonun belirlenmesi

Protein ¢ozeltilerindeki protein miktarini belirlenmesi igin 280 ve 260 nm’ deki
absorbans degerlerinin oram1 (A,;/A,¢,) (Warburg ve Christian Yontemi) ve Lowry
Yontemi olmak iizere iki yontem kullanilmugstir. Bu yontemler Temizkan ve ark.” na
(91) gore uygulanmistir.

Warburg ve Christian Yontemi (A,;,/A,, oram): -20 °C’ da saklanan
protein 6rmekleri oda sicaklifinda ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra tiipler i¢i buz dolu bir
kabin i¢ine alinmig ve biitiin iglemlerde bu sicaklifin korunmasina ¢alisgittmigtir. Protein
omekleri, siiziintii ornekleri hari¢ 10 kez sulandinlarak 280 nm ve 260 nm’de
absorbanslar Olgiilmiigtiir. Daha sonra A, /A,., orami hesaplanarak, asagidaki
cizelgedeki (Cizelge 2.3) degerlerden hata diizeltme faktorii bulunmugtur. Faktor
Protein konsantrasyonu(mg/ml)= Faktér x A, formiiliinde yerine konularak,
orneklerdeki protein konsantrasyonu diliisyon faktoriide gozoniine alinarak

hesaplanmugtir.




Cizelge 2.3. A, /A, oranina bagh olarak, omekteki niikleik asit oram1 (%) ve
diizeltme faktorleninin yaklagik degeri (1 cm 151k yolu igin gegerlidir) (91)

Ago/A,q, OTant Niikleik asit (%) Faktor
1.75 0.00 1.116
1.63 0.25 1.081
1.52 0.50 1.054
1.40 0.75 1.023
1.36 1.00 0.994
1.30 1.25 0.970
1.25 1.50 0.944
1.16 2.00 0.899
1.09 2.50 0.852
1.03 3.00 0.814
0.979 3.50 0.776
0.939 4.00 0.743
0.874 5.00 0.682
0.846 5.50 0.656
0.822 6.00 0.632
0.804 6.50 0.607
0.784 7.00 0.585
0.767 7.50 0.565
0.753 8.00 0.545
0.730 9.00 0.508
0.705 10.00 0.478
0.671 12.00 0.422
0.644 14.00 0.377
0.615 17.00 0.322
0.595 20.00 0.278

Lowry yontemi: Orneklerin hepsi ¢cok temiz cam tiipler iginde hazirlanmigtir

ve iglemler eldiven kullanilarak yapilmigtir. Bovin serum albumin (BSA) kullanilarak 1
mg/ml’ lik hazirlanan stok ¢ozeltiden 25, 50, 100, 200, 259 pg/ml BSA iceren standart

oreklerin toplam hacimleri 0.4 ml’ ye distile su ile tamamlanmistir. Kor 6mek igin
BSA igermeyen 0.4 ml distile su igeren tiip kullanilmistir. Protein ornekleride siiziintii
omekleri diginda 10 kez sulandinlarak 0.4 m! hacimde tiiplere aktanmustir. Tim
drnekler 2’ ger ml taze hazirlanmug C belirteci (50 ml 0.1 N NaOH icinde % 2 (w/v)
Na,CO, ve 1 ml % 1 (w/v) Na veya K-tartarat iginde % 0.5 (w/v) CuSO,.5H,0) ile
kangtinlmigtir. Vorteks ile kangtinlan oOrnekler oda sicaklhifinda 10 dakika
bekletilmistir. Bu siirenin sonunda, 0.5 ml 1 hacim Folin belirteci: 1 hacim sudan

olugan karigim hizla ve vorteks ile kanstirilarak omeklere eklenmigtir. Omekler 30
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dakika karanlikta bekletildikten sonra 660 nm’ de absorbanslan oOl¢iilmiigtiir. Absise
standart protein ¢ozeltisinin absorbans degerleri, ordinata ise bunlara karsiik gelen
absorbsiyon degerleri yerlestirilerek olusan grafikten bizim protein Orneklerimizin
icerdikleri protein degerleri sulandirma faktoriide gz Oniine alinarak tespit edilmistir.

2. 15. 5. SDS-PAGE

Modifiye edilmig Laemmli metoduna gore 15.5 cm x 14.0 cm ebadinda ve 1.5
mm kalinhifindaki jel ve ayarlanabilir dikey elektroforez aleti (“EC 175 Adjustable
Vertical Gel System”) kullanilmagtur.

Ayirma jelinin hazirlanmasi: Jel dokme aparati hazirlandiktan sonra, 125
ml’ lik bir erlende ayirma jelini (% 12T) olusturan ¢ozeltiler, APS (E) bari¢ Cizelge 2.4
‘deki oranlara gore sirasi ile kanstinlarak karigimin havasi en az 5 dakika siire ile
vakumlu desikatorde bekletilerek alinmigtir. APS (E) eklendikten sonra karigim hava
kabarci@1 olugturmadan yavasga ¢alkalanarak bir enjektor yardimuyla jel kasetine iistten
2-3 cm bosgluk birakilarak doldurulmugtur. Jelin yiizeyini diizgiinlestirmek igin,
yaklagtkk 0.3 ml su ile doyurulmus n-biitanol ¢ozeltisi bir enjektor yardimu ile jel
kasetinin heriki kenanndan dékiilmiistiir. Jel en az 1 saat polimerizasyona birakilmugtir.
Polimerizasyon tamamlandiktan sonra, iist yiizeydeki butanol dokiilerek jel yiizeyi
distile su ile birkag¢ kez yikanmugtir.

Yiikleme jelinin hazirlanmasi: 20 ml’ lik bir erlende, yiikleme jeli (% 5T)
icin gereken cozeltiler, APS (E) hari¢ olmak iizere Cizelge 2.4’ deki oranlarda
kangtinlmistir. Kansimin havasi vakumlu desikatorde 5 dakika siire ile alindiktan
sonra, APS (E) eklenmig ve hava kabarci§i olugturmadan ¢ozelti kanstinlmistir. Ayirma
jelinin iist kismina yiikleme jeli jel kasetinin iist sinirina kadar doldurulmustur. Tarak
(15 cepli) yerlestirildikten sonra jel en az yanim saat polimerizasyona birakilmugtir.

Orneklerin hazirlanmasi: Protein omekleri -20 °C’ den ¢ikanlarak oda
sicakliginda ¢oziindiiriildiirilmugtiir. Ornekler daha sonra i¢i buz dolu bir kaba

alinmugtir. Siiziinti 6rekleri i¢in 8 pg, amonyum siilfat ¢oktiirmesi uygulan 6rnekler

igin 20 pg, aseton ¢oktiirmesi uygulan Srnekler igin 30 pg protein igeren hacimdeki




ornekler 10 pl 2X 6mek uygulama tamponu (F) ile eppendorf tiiplerinde kanstirilmugtur.
Ormekler 3 dakika kaynar su banyosunda bekletilerek elektroforeze uygulanana kadar
buz dolu bir kabin i¢inde bekletilmigtir. -20 °C’ dan ¢ikarilan 6rnekler kullanildiktan
hemen sonra tekrar derin dondurucuya (-20 °C) konulmugtur. Bu islemler protein
standart mixture IV (Merck) (12 300, 16 949, 30 000, 42 700, 66 250, 78 000 dalton
bilyiikliigiindeki protein markerlanini igerir) iginde uygulanmagtir.

Cizelge 2.4. Modifiye edilmis Laemmli metoduna gére SDS jel elektroforezinde
kullamilan jel kangimlarim hazirlanmasz (91)

Ayirma jeli Yiikleme jeli
%10T  %I12T % 16 T %5T
Monomer (A) 9.975 ml 12 mi 15.975 ml 1.6 ml '
Tampon (B) veya (C) 7.5 ml (B) 7.5ml(B) 7.5ml(B) 2.5ml (C)
% SDS (D) 0.3 ml 0.3 ml 0.3 ml 0.1 ml
H,O 11.925 ml 10.2 ml 5.925 ml 5.63 ml
TEMED 15l 30 ul 15w S5ul

Karigimin havasi alinir

APS (E) 300 ul 300 ul 300 ul 300 ul

Jel kasetine dokiiliir

Orneklerin uygulanmasi ve elektroforez: Polimerizasyonu tamamlanan
jelden tarak, ceplerin sirasimin bozulmamasina dikkat edilerek yavag¢a kaldirilmustir.
Cepler distile su ile yikanmistir. 5X tank tamponu (G), 5 kez sulandirilarak aletin alt
bolmesine elektrodun temas edecegi seviyeye kadar doldurulmustur. Polimerize jeli
tagiyan kaset, jelin alt kisminda hava kabarcigi olusturmayacak sekilde elektroforez
aletine yerlestirilmigtir. Aletin iist bolmeside 5 kez sulandimlmis G tamponu ile
doldurulmustur. 5 kez sulandinlmis G tamponu ile bir kez yikanmig ceplere Hamilton

sinngasi ile 40 pl hacimdeki érekleri yiiklenmistir. Elektroforez aletinin iist kapag

yerlestirilmis ve sistem “Pharmacia Electrophoresis Power Supply EPS 500/400” gii¢
kaynagina baglanmistir. 16 mA sabit akim ornekler yiikleme jelinden ¢ikana kadar
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uygulanmugtir. Ornekler ayirma jeline girdiginde islem sonuna kadar 25 mA sabit akim
4-5 saat siiresince uygulanmugtir. Bromfenol mavisinden kaynaklanan mavi bant jelin
alt ucuna 0.5 cm kalana dek yiiriidiikten sonra akim kesilmistir. Elektroforez aleti
agilarak jel kasetinden gikanlmugtir. itk uygulanan cebin oldugu tarafin ucu bir parga

kesilerek orneklerin ceplere uygulanma sirasinin karigmamasi saglanmustir.

Jelin boyanmasi: Jelin boyanmasinda hizli glimiis boyama teknigi Temizkan
ve ark.” na (91) gore uygulanmistir. Kasetinden ¢ikarilan jel, 200 ml formaldehit
fiksatif ¢ozeltisi (A) iceren plastik kaba alinarak en az 20 dakika orbital kangtinicida
calkalanmustir. Fiksatif solusyonu dokiildiikten sonra, jel distile su ile 2 kez 10’ar
dakika ¢alkalanarak yikanmistir. Son yikama suyu uzaklastinldiktan sonra, 100 ml 0.2
g/1 Sodyum tiyosiilfat (B) soliisyonuna alinan jel 1-2 dakika ¢alkalanarak bekletilmistir.
B solusyonu uzaklagtinldiktan sonra 2 kez 40’ar saniye distile su ile yikanan jel, son
yikama suyu uzaklagtinldiktan sonra 100 ml % O0.1'lik AgNO, (C) ¢ozeltisine
alinmistir. C ¢ozeltisinde en az 10 dakika hafifce ¢alkalanarak bekletilmistir. Bekleme
siiresi sonunda C ¢ozeltisi uzaklastinilmig ve jel distile su ile yikanmistir. Jel 100 ml
taze hazirlanmig goriintii olusturma (tiyosiilfat developing) ¢ozeltisine (D) alimp kahve
renkli bantlar olusuncaya kadar hafif¢e calkalanip 3- 5 dakika bekletilmistir. Jelin
boyandi§1 kaba 5 ml 2.3 M sitrik asit (E) eklenerek pH notrlestirilmis ve reaksiyon
durdurulmustur. Bant olusumunun tamamlanmasi igin jel bir gece oda sicaklidinda
bekletilmistir.

Jelin goriintiilenmesi: Bant olusumu tamamlandiktan sonra kaptaki ¢ozelti
dokiilmiis ve jel distile su igine alinarak saklanmustir. Jelin goriintiilenmesinde Kodak
100 ASA’ lik film ve Canon EOS1000F marka fotograf makinesi kullanilmastir.




3. BULGULAR

3.1. Orneklerdeki Mikroorganizma izolasyonu ve Sayim

Toplanan émeklerdeki toplam bakteri, toplam maya ve kiif sayilan kob/g olarak
Cizelge 3.1’ de verilmigtir. Bu ¢izelgeye gore boza Omeklerindeki toplam bakteri
sayisimin 1.24x10%-2.12x10° kob/g, maya sayisiun ise 1.26x10°-3.02x10° kob/g
arasinda degistigi tespit edilmistir. Boza 6meklerinde en fazla bakteri ve maya sayisina
3. Ornekte rastlanirken en az say:1 2. Ornekte bulunmustur. Ikinci ornekte hig¢ kiife
rastlanmazken, en fazla kiif 3. ornekte sayilmigtir. Orneklerdeki ortalama kiif sayisinin
ise 2.80x 10? kob/g ile 4.00x10? kob/g arasinda degistigi tespit edilmistir.

Otuzbir adet eksi hamur Srmeginin 10’ unda bakteri ve kiif tespit edilememigtir.
Omeklerde tespit edilen toplam bakteri sayis1 1.6x10° ile 2.31x10° kob/g arasinda
degismistir. Eksi hamur émeklerinin sadece 6’ sinda kiife rastlanmugtir. Bu 6rneklerin
gramindaki en az kif sayisi 6.0x10', en ¢ok kif sayis1 ise 2.60x10° olarak
belirlenmigtir. Eksi hamur orneklerinin 11 tanesinde toplam bakteri sayis1 107, 7
tanesinde 10° ve 3 tanesinde 10° seviyelerinde tespit edilmistir.

Otuzbir adet eksi hamur ormegindeki toplam maya sayisimin toplam bakteri
sayisina oranla daha fazla oldugu belirlenmistir. Orneklerin 8’ inde 10°, 10’ unda 107,
12 ornekte 10® ve sadece bir 6rnekte 10° seviyesinde toplam maya sayist belirlenmistir.
En diisiik toplam maya sayist 9.25x10° kob/g, en yiiksek maya sayisi ise 6.0x10°
kob/g’ dir.

Ticari yag maya 6meklerindeki maya sayis1 7.2x10°-9.5x10° kob/g arasinda
degismigtir. Bu 6rneklerde kiife rasttanmamgtir. Bakteri sayisinin ise 9.32x10° kob/g
ile 11.0x10° kob/g arasinda degistigi tespit edilmistir.

Ticari kuru maya omeklerinde bakteri ve kiife rastlanmazken, toplam maya
sayis1 2.58x10°-2.48x10'° kob/g olarak belirlenmistir.



Cizelge 3.1. Orneklerdeki toplam bakteri, kiif ve maya sayilan

ORNEK Toplam bakteri sayis1 { Toplam maya sayisi Toplam kiif sayisi
(kob/g) (kob/g) (kob/g)
1. Ornek 1.80x108 1.65x108 3.0x102
BOZA
2.0Omek 1.24x108 1.26x108 -
BOZA
3. Gmek 2.12x108 3.02x108 4.00 X10*
BOZA
4. Omek 1.69x108 1.79x108 2.80 X10°
BOZA
5. Ornek 1.03x107 1.04x107 2.60 X10?
EKSI HAMUR
6. Omnek 2.31x108 1.95x108 6.0 X10'
EKsl HAMUR
7. Omek 4.83)(107 8'50_‘107 1.80 X10?
EKSI HAMUR
3. Omek 3.58x106 3.58x106 2.50 X10*
EKSI HAMUR
9. Omek 1.65){107 1.48X107 2.00 X10?
EKSt HAMUR
10. Omek 3.42x107 2.0x107 2.60X107
EKSI HAMUR
11. Ornek 1.42x10% 1.13x106 -
EKS{ HAMUR
12. Omek 11.0x10° 7.2x109 -
YAS MAYA
13. Ornek 9.6x10° 9.5x10° -
YAS MAYA
14. Omnek 9.32x109 7.46x109 -
YAS MAYA
15. Ornek - 3.41x10° -
KURU MAYA
16. Omek - 2.48x1010 -
KURU MAYA
17. Ornek - 2.58x10° -
KURU MAYA
18. Ornek 7.83x100 1.04x108 -
EKSI HAMUR
19. Ornek - 2.23x108 -
EKSI HAMUR
20. Ornek 1.21x108 8.75x107 -
EKSI HAMUR
21. Omek - 1.21x108 -
EKSI HAMUR
22.6mek 2 08x107 9.46x106 -
EKSI HAMUR




Cizelge 3.1. (Devam) Oreklerdeki toplam bakteri, kiif ve maya sayilan

ORNEK Toplam bakteri sayist | Toplam maya sayist Toplam kiif sayist
(kob/g) (kob/g) (kob/g)
23.0mek 2.30x107 1.05x108 -
EKSI HAMUR
24.Omek 1.98x107 2.83x107 -
EKSI HAMUR
25.6RNEK 1.38x100 1.05x100 -
EKSI HAMUR
26. Omek 2.0x100 7.33x100 -
EKSi HAMUR
27. Ommek 1.90x108 4.73x107 -
EKSi HAMUR
28.0rnek 2.83x107 4.66x107 -
EKSI HAMUR
29. Ornek 9.26x107 1.21x108 -
EKSI HAMUR
30. Omek - 1.35x108 -
EKSi HAMUR
31. Omek - 1.08x108 i
EKSI HAMUR
32, Omnek - 1.0x108 -
EKSI HAMUR
33. Ornek 3.5x100 3.66x100 y
EKSI HAMUR
34. Ornek 3.83x107 6.0x108 -
EKSI HAMUR
35. Omnek - 1.08x108 -
EKSI HAMUR
36. Omek - 1.48x108 -
EKSi HAMUR
37. Omek 2.25x107 9.25x10° -
EKSi HAMUR
38. Ornek - 7.66x100 -
EKS! HAMUR
39. Omek 1.6x108 2.33x100 -
EKS! HAMUR
4Q. Ornek - 9.41x107 -
EKSi HAMUR
41, Ornek - 9.41x107 -

EKSI HAMUR
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3.2. Maya Suslarinin Biiyiime Egrileri

25.2, 25.5, MY 1, MY2, S. cerevisiae NCYC 1006 ve S. cerevisiae S6’nin
biiyiime egrileri incelendifinde, §. cerevisiae NCYC 1006 hari¢ hepsinin ilkdort saat
icinde lag fazin siirdiirdiikleri 4. saatten itibaren logaritmik faza gegtikleri ve 16. saatten
sonra durgunluk fazina ulagtiklar: tespit edilmigtir. S. cerevisiae NCYC 1006 ise lag
fazinindan 8. saat sonunda ¢ikmug, logaritmik fazi 30. saate kadar siirmiis ve bu saatten
sonra durgunluk fazina girmistir (Sekil 3.1).

log10 kob/m! 8 7
\‘__\‘______J —_—

—— 1006
——e 252
— 255
T MYL
e MY2

[a]
»
00 -
N
a
8
N
8
8
8

Sekil 3.1. Maya suglarinin biiylime egrileri.
3.3. Katil Aktivite Testleri icin En Uygun Yontemin Belirlenmesi

Referans katil suglar ile yapilan katil aktivitenin belirlenmesi deneylerinde en iyi
gozlemlenebilen, net ve kolay bir sekilde ol¢iimii yapilabilen inhibisyon zonlarinin %
1.2’ lik agar iceren besi ortaminda ve 10* kob/ml duyarli sug konsantrasyonunda
gozlendigi tespit edilmigtir. Yayma plak yontemi kullamlarak uygulanan testlerde
dokme plak yontemine gére-yapilan testlerden-daha net ve iyi farkedilebilen inhibisyon
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zonlarimin olugtudu belirlenmistir. Yine bu testlerde test susu kiirdan ile duyarl: sug
lizerine g¢izildiginde olugan inhibisyon zonunu gekil ve biiyiikliigiiniin ¢izgi sekil ve
biiyiikliigline gore defistifi saptanmugtir. Bunun yani sira sivi besi ortaminda
geligtirilen test sugu kiiltiiriinden duyarl1 sug iizerine damlatildifinda olugan inhibisyon
zonu smulanmin daha diizgiin olarak olugtugu galigmalarnimizda saptanmugtir. Biitiin
deneme testlerinde 2 giinliik inkiibasyon sonunda duyarl: sug tizerindeki katil suglarin
etrafinda geffaf bir inhibisyon zonu olustugu, bunu takip eden 3. giiniin sonunda ise
besi ortamunda bulunan Metilen mavisi boyasinin 6len duyarli hiicrelerin tizerinde
birikmesi sonucu inhibisyon zonunun i¢ sinirlaninda mavi renkli kolonilerden olusan net
bir hat gozlenmistir (Sekil 3.2). Bu sonuglara gére % 1.2’ lik agar konsantrasyonun,
10* kob/ml duyarli sus konsantrasyonun ve yayma plak yonteminin izole ettigimiz
mayalarn katil aktivitelerinin belirlenmesinde en uygun yontem oldugu tespit edilmistir.

Test izolatlan igin ¢izgi ve damla testlerinden birtanesi segilerek uygulanmastir.

Sekil 3.2. Katil izolatlarin duyarls sug iizerinde olusturduklan inhibisyon zonlan



Katil izolatlarda toksin aktivitesi iizerine etki eden c¢esitli faktorlerin

belirlenmesinde, hiicresiz kiiltiir filtratlant 0.2 um’ lik seliiloz asetat filtreden gegirilip

0.7 cm’ lik gukurlara 40 pl birakildiginda, aym: miktarda disklere emdirilerek yada
direkt olarak yayma ve dokme plak yontemlerine gore hazirlanmg duyarl: sug plaklan

iizerine uygulandiginda inhibisyon zon olusumu hi¢bir deneme sonucunda tespit
edilememigtir. Biitiin bu iglemler katil izolatin sivi Kkiiltiirii santrifiij edilmeden ve
filtreden gegirilmeden tekrarlandiginda inhibisyon zonlan net bir sekilde gozlenmistir

(Sekil 3.3). Bu nedenle dokme plak yontemi ile 40 upl sivi kiiltiiriin 0.7 cm gapht

deliklere birakilmasi toksin aktivitesine etki eden faktorlerin belirlenmesinde
uygulanacak yontem olarak segilmistir. Dokme plak yontemi uygulama kolayligi ve
zamandan kazandirdig, 0.7 cm ¢apl delikler de Sl¢iim kolayligi sagladigi igin tercih

edilmigtir.

Sekil 3.3. Filtre edilmis ve edilmemis kiiltiir filtratlan ile katil aktivite testi
a. Filtreden gecirilmemis stvi kiiltiir ile yapilan katil aktivite testi
b. Filtreden gegirilmig siv1 kiiltiir ile yapilan katil aktivite testi



3.4. Maya izolatlarinda Katil Aktivite

Eskisehir ve ilgeleriyle Bilecik’ten saglanan toplam 4 adet boza tmeginde 97,
31 adet eksi hamur 6rmeginde 307, 3 adet ticari kuru maya drneginden 30 ve 3 adet yas
maya orneginde 30 tane olmak iizere toplam 464 maya susu izole edilmistir (Cizelge
3.2). Daha sonra bu izolatlarda katil, duyarli ve notral fenotip varhif: test edilmigtir.
Boza izolatlanindan 32 tanesi katil (% 32.98), 13 tanesi duyarli (% 13.40), 52 tanesi ise
notral izolatlar (% 53.60) olarak belirlenmistir. Eksi hamur maya izolatlannin 12 tanesi
katil aktiviteye (% 3.90) sahipken, 79 tanesi duyarli (% 25.73), 216 tanesi ise notral
izolat (% 70.35) fenotipi gostermistir. Ticari yas ve kuru maya izolatlanmn higbirisinde
katil veya notral izolat (% 0) fenotipine rastlanmamigtir. Bu Omeklerdeki maya
izolatlarimin hepsi duyarli fenotip (% 100) gostermistir (Cizelge3.2).

Cizelge 3.2. Orneklerdeki toplam, katil, duyarli ve notral izolat sayilan ve % dagidum
oranlan

Ornek tipi Toplam Katil izolat Duyarli izolat Notral izolat
| izolat sayis1 | sayisi ve % orant | sayisi ve % orani | sayisi ve % orani
Boza ' 97 | 32 (%3298) | 13 (% 13.40) | 52 (% 53.60)
Eksi hamur | 307 12 (%390) | 79 (%25.73) | 216 (% 7035)
Ticari kuru 30 0 (%0) | 30 (%100) 0 (% 0)
maya
Ticari yas 30 ' 0 (%0) - 30 (% 100) 0 (% 0)
maya
Toplam izolat : v .
sayilan 464 44 152 268

Cizelge 3.3” de oreklerden izole edilen toplam izolat sayisi ile bu izolatlarda
belirlenen katil, duyarli ve notral fenotip gOsteren izolat sayilaninin ¢meklere gore
dagihmu goriilmektedir. Ugiincii boza 6rnedinden izole edilen toplam 29 izolattan 17
tanesi katil aktiviteye sahip olarak belirlenmistir. Yirmisekiz izolatin degerlendirmeye
alindigr 2. boza Srnedinde 7 tane katil izolat, 23 izolaun test edildigi 4. ornekte ise 5
katil maya izolat1 belirlenirken, 17 izolatin incelendigi 1. boza 6rnefinde 3 tane katil
aktiviteye sahip maya izolat: tespit edilmigtir. Katil izolat sayisina dayamlarak yapilan
bu siralama Orneklerin sahip oldugu duyarl: izolat sayisi bakimindan da aym olarak




karsimiza ¢ikmaktadir. Buna gore 3. ornekte 5, 2. 6rnekte 4, 3. ornekte 3 ve 1. 6mekte
1 izolat duyarli maya fenotipi gostermistir. Orneklerdeki nétral izolatlar ise ek
numara swrasma gore 13, 17, 7 ve 15 adet olarak karpimiza ¢ikmaktadir, Otuzbir adet
eksi hamur 6rnegine ait 307 izolattan sadece 12 tanesi katil izolat 6zelligi gostermigtir.
Bunlardan 18. 6regin 2 izolatindan 1, 19. 6megin 3 izolatindan 1, 23. 6megin 13
izolatindan 1, 24. 6megin 16 izolatindan 3, 25. 6megin 6 izolatindan 2, 26. 6megin 3
izolatindan 1, 27. 6megin 14 izolatindan 1, 36. dmegin 3 izolatindan 2 tanesi katil
izolatlar olarak belirlenmistir. Herbir 6mekteki duyarli izolat sayis1 0-13 arasinda
dedismekle beraber, 307 izolatin 79 tanesi duyarli izolat olarak tesbit edilmigtir. 10.,
18.,27., 30., 34. , 37. ve 40. 6rneklerde hi¢ duyarli izolata rastlanmazken; 5., 8., 9.,
21.,32., 36. ve 39, 6rneklerde 1’er tane; 19,, 23., 26., 29., 30, ve 35. orneklerde 2’
ser tane; 20., 24. ve 41. orneklerde 3’ er tane; 25., 33. ve 38. orneklerde 4’ er tane; 22.
ve 31. orneklerde 5’ er tane; 7. ornekte 7; 11. Srnekte 9 ve 6. Ornekte 13 tane duyarli
izolat belirlenmistir. Orneklerde katil ve duyarl: izolat sayisina gore daha fazla sayida
notral izolat fenotipine rastlanmugtir. Notral izolat sayisi Srneklerde 0-23 arasinda
degismistir. En ¢ok sayida nétral izolata 9. 6rnekte rastlamirken; 19., 20., 25., 26. ve

36. orneklerde notral izolata rastlanmamustir.

Cizelge 3.3. Omeklerden izole edilen maya suglarinin sayisi ve bunlarda tespit edilen
katil, duyarl1 ve nétral fenotip sayilan

Orneklerin ~ Test edilen Katil Duyarl: Nétral
kaynag: izolat sayis1 izolat sayis1  izolatsayist  izolat sayisi
Bozal 17 3 1 13
Boza 2 28 7 4 17
Boza 3 29 17 5 7
Boza 4 23 5 3 15
Eksi hamur 5§

Cukurhisar 19 0 1 18
Eksi hamur 6

Alpu 27 0 13 14
Eksi hamur 7

Kiimbet 28 0 7 21
Eksi hamur 8

Inonii 15 0 1 14
Eksi hamur 9

Pazaryeri 24 0 1 23
Eksi hamur 10

Cavlum 10 0 0 10




Cizelge 3.3. (Devam) Omeklerden izole edilen maya suglarinin sayis: ve bunlarda
tespit edilen katil, duyarl1 ve nétral fenotip sayilan

Omeklerin ~ Test edilen Kati] Duyarls Nétral
kaynagi 1zolat sayisi izolat sayis1  izolat sayis1  izolat sayisi

Eksi hamur 11

Mihath¢tk 16

Yag maya 12

Tican 10

Yagmaya 13

Ticari 10

Yas maya 14

Tican 10

Kuru maya 15

| Ticari 10

Kuru maya 16

Tican 10

Kuru maya 17

Ticari 10

Ekst hamur 18

Tepebasi 2

Eksi hamur 19

Deliklitag 3

Eksi hamur 20

Odunpazari 3
3
7

10
10
10
10
10
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Eksi hamur 21
Muttalip

Eksi hamur 22
Cifteler Cad.
Eksi hamur 23
Yildiztepe | 13 1
Eksi hamur 24

Yildiztepe I1 16 3
Eksi hamur 25

Yunusemre Cad. 6 2
Eksi hamur 26

Ziyapasa Cad. 3 1
Eksi hamur 27

Cifteler Cad. 14 1
Eksi hamur 28
Yesiltepe

Eksi hamur 29
Yenikent I
Eksi hamur 30
Yenikent 11
Eksi hamur 31
Sitliice

Eksi hamur 32
Anadolu Unv.
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Cizelge 3.3. (Devam) Omeklerden izole edilen maya suglarinin sayis1 ve bunlarda
tespit edilen katil, duyarli ve notral fenotip sayilan

Omeklerin ~ Test edilen Katil Duyarh Nétral
kaynag1 izolat sayis1 izolat sayist  izolat sayis1  izolat sayisi
Ekst hamur 33

Tunali1 Mah. _ 5 0 4 1
Eksi hamur 34

Visnelik I 12 0 0 12
Eksi hamur 35

Visnelik II 8 0 2 6
Eksi hamur 36

Cifteler Cad.II 3 2 1 0
Eksi hamur 37

Alanonii 10 0 0 10
Eksi hamur 38

Odunpazan 7 0 4 3
Eksi hamur 39

Tunali 8 0 1 7
Eksi hamur 40

Akarbag1 15 0 0 15
Eksi hamur 41

Bilecik 10 0 3 7

3. 5. Katil Maya izolatlarinin identifikasyonu

Izole ettigimiz katil maya suglariun identifikasyonunda kullanilan testlerin
sonuglan Cizelge 3.4 ve 3.5’ te ozetlenmistir. Izolatlar fermentasyon ve asimilasyon
reaksiyonlarina gore 6 farkli gruba aynlmiglardir. Birinci ve 2. grupta yer alan 25.2 ve
25.5 numaral: izolatlar glukoz, galaktoz ve sukrozu hem fermente hem de asimile
etmiglerdir. 25.5 numaral: izolat maltozu sadece asimile etmis ancak fermente
edememigtir. 25.2 numarali izolat maltoz hem asimile hem de fermente etmistir. Bu iki
izolat laktoz ve ksilozu sadece asimile etmis, trehaloz, melibioz ve sellobiozu ne
fermente ne de asimile etmiglerdir. Laktoz bu iki izolat tarafindan fermente
edilmemesine ragmen asimile edilmistir. Salisin ve arbiitin ise sadece asimile edilirken,
sarboz, glukozamin, riboz ve arabinoz asimile edilememistir. Ugiincii grup izolati olan
36.1 ise; trehaloz ve melibiozu fermente ve asimile edememis; glukoz, galaktoz, maltoz,
sukroz, laktoz, sellobioz ve ksilozu fermente etmemig fakat asimilasyonunu
gerceklestirmigtir. Asimilasyon testlerinde ise bu izolatin, salisin ve arbutin digindaki
diger karbon kaynaklarimi asimile ettigi tespit edilmistir. Dérdiincii. grupta yer alan 36.3




ve 23.1 numarali izolatlar melibiozu fermente ve asimile etmemiglerdir. Bu izolatlar
glukoz, galaktoz, maltoz, sukroz, trehaloz, laktoz, sellobioz ve ksilozu fermente
edememis ancak bu karbon kaynaklarnmin asimilasyonunu gerceklestirmislerdir. Bu
grubun izolatlar1 asimilasyon deneylerinde salicin digindaki diger karbon kaynaklarim
asimile etmiglerdir. Besinci grupta yer alan 24.14 numarali izolatin glukoz, galaktoz ve
sukrozu hem fermente hem asimile ettigi, maltoz, trehaloz, melibioz, laktoz ve ksilozu
fermente edemedigi fakat asilimile ettigi belirlenmigtir. Sellobioz ise hem fermente
hemde asimile edilmigtir. Asimilasyon testlerinde ise birtek salisin asimilasyonu igin
negatif sonug alimirken, diger testler igin pozitif sonug¢ alinmistir. Altinc: grupta yer alan
24.A, 24.B, 18.1, 19.2, 26.1 ve 27. 23 numarali izolatlar karbon kaynaklarim
fermente edememis ancak bunlann asimilasyonlarnimi gerceklestirmistir. Asimilasyon
testlerinde ise arbiitin ve salisin diginda, sarboz, glukozamin, riboz ve arabinoz bu grup
izolatlar tarafindan asimile edilmisgtir.

Nitrat 3., 4. ve 5. grup tarafindan azot kaynagi olarak kullanilirken, nitrit 3. ve
5. grup igin azot kaynagi olarak tespit edilmistir. 1., 2. ve 6. grupta nitrat ve nitrit azot
kayna$ olarak kullanilamamustir. Glukoz amin ve kreatinin 3., 4., 5. ve 6. gruplar i¢in
azot kaynag1 olarak kullamlmus, 1. ve 2. grup izolatlar bu azot kaynaklanini gelismeleri
i¢in kullanamamuglardir.

Birinci ve 2. grup hem 35 hem de 37 °C’ da, 3. grup sadece 35 °C’ da
gelisebilirken, diger gruplar bu iki sicaklikta gelisme gosterememiglerdir.

1., 2. ve 5. grup % 0.01 ve % 0.1’ lik siklohekzimid konsantrasyonunda
gelisemezken 3., 4. ve 6. grup iiyeleri i¢in bu konsantrasyonlarda gelisme
kaydedilmigtir.

Biitiin gruplar % 50-D-glukozda geligsme yoniinden pozitif sonu¢ vermislerdir.

3. grup lireyi hidroliz edebilen tek grup olarak belirlenmistir.

Maya izolatlanmn vitamin gereksinimlerini belirlemek igin yapilan testlerden

gruplar i¢in belirleyici ve ayirt edici bir sonug elde edilememistir.



Cizelge 3.4. izole edilen mayalarin fermentasyon ve asimilasyon testlerine gore belirlenen karakteristik ozellikleri

zolat | Glukoz | Galakioz | Maltoz | Sukroz | Trchaloz | Melibioz | Laktoz | Scliobioz | Ksiloz | Sarboz | Glukoz | Riboz| Ara | Sali Ar
grubu amin bin | sin | butin
. . . . . (874

I | FA EA FA FA - - -A - -A A- A- A- | A-[A+ | A+
2rup ) . . .

. | FA FA -A FA - - -A - -A A- A- A- | A-| A+ A+
grup .

1L -A -A -A -A - - -A -A -A A+ A+ A+ | A+| A- | A-
orup ) . X

V. | -A -A -A Al O-A - -A -A -A A+ A+ A+ | A+| A-| A+
grup . . A ,

V. | EA FA -A FA | -A -A -A - -A A+ A+ | A+ | A+ A- | A+
grup . . . ,

VI. | -A -A -A A -A -A -A -A -A A+ A+ A+ | A+| A-| A-
grup
FA : Fermentasyon ve asimilasyon pozitif I. grup 25.2

-A : Fermentasyon negatif asimilasyon pozitif II. grup 25.5

- : Fermentasyon ve asimilasyon negatif HI. grup 36.1

A - : Sadece asimilasyon negatif IV. grup 36.3, 23.1
A+ : Sadece asimilasyon pozitif V. grup 24.14

VI. grup 24.A, 24.B, 18.1, 19.2, 26.1, 27.23
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Cizelge 3.5. Izole edilen mayalarin diger karakteristik 6zellikleri

izolat ] Nitrat | Nitrit | Glukozamin Kreatinin 35°C’da 37°C da % 0.01 % 0.1 % 50 D- Ure
grubu gelisme gelisme siklohekzimid | siklohckzimid glukozda hidrolizi
varliginda varlifinda gelisme
gelisme gelisme

L. - - - - + + - - + -
orup

1L . - - - + + - - + -
£rup

jHE + -+ + + + - + + + +
2rup

IV. + - + + - - + + + -
£rup

V. + + + + - - - - + -

nup

VI - - + + - - + + + -
orup

I. grup 25.2
I1. grup 25.5
III. grup 36.1

IV. grup 36.3, 23.1

V. grup 24.14

VI. grup 24.A, 24.B, 18.1, 19.2, 26.1, 27.23

oL
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3.6. Katil Maya izolatlarinin Referans Katil Suglara Karsi Duyarhliklar:

Eksi hamur 6meklerinden izole edilen 18.1, 19.2, 23.1, 24.A, 24.B, 24.14,
25.2,25.5, 26.1, 27.23, 36.1 ve 36.3 numarali katil izolatlarmiz ile MY1 ve MY2’ nin
S. cerevisiae NCYC 232, S. cerevisiae NCYC 738, S. cerevisiae K28, S. cerevisiae
K7, Debaryomyces hanseneii TK-type V, §. cerevisiae 1385, Pichia
membranaefaciens CYC 1106 ve P. anomala CYC 1027 referans katil maya suglarina
karg1 duyarliliklan test edilmistir. Bu testin sonuglarina gore; 18.1, 19.2, 23.1, 24.B,
24.14 ve 26.1 numarall izolatlar referans katil suglarin hepsine kargi direngli olarak
belirlenmisgtir. 25.2 ve 25.5 numarali izolatlar ise, S. cerevisiae NCYC 232, S.
cerevisiae 1385 ve P. anomala CYC 1027’ ye karst duyarli olarak belirlenmigtir. S.
cerevisiae K28 bu izolatlarda zayif bir inhibisyon etkisi gostermigtir. 24.A sadece P.
anomala CYC 1027’ye kars1 duyarli, diger referans katil suglara kargt direngli olarak
tespit edilmigtir. 27.23 numaral: izolat ise sadece S. cerevisiae NCYC 738’ e karsi
duyarhi iken diger referans suslara kars: direngli olarak tespit edilmistir. Biitiin referans
katil suglara kars1 duyarlilik gosteren izolatlar 36.1 ve 36.3 numarali izolatlar olarak
belirlenmigtir. S. cerevisiae NCYC 738 ve S. cerevisiae NCYC 232, MY1 ve MY2
icin etkin bir katil aktivite sergilerken, S. cerevisiae 1385 ve P. anomala CYC 1027 bu
izolatlarda zay:f bir inhibisyon etkisi gostermigtir (Cizelge 3.6).



Cizelge 3.6. Katil maya izolatlarimizin referans katil maya suglarina kars1 olan duyarhiliklar

Test | S.cerevisiae | S.cerevisiae | S.cerevisiae | S.cerevisiae | D.hanseneii S.cerevisiae | P.membra | P.anamola
susu | NCYC 738 | NCYC 232 K28 K7 TK-type V 1385 (K2) naeefaciens | CYC 1027
CYC 1106
18.1 - - - - - - - -
19.2 - - - - - - - -
23.1 - - - - - - - -
24.A - - - - - - - +
24.B - - - - - - - -
24.14 - - - - _ - - -
25.2 - + Zayif - - + - +
inhibisyon
25.5 - + Zayif - - + - +
inhibisyon
26.1 - - - - - - - -
27.23 + - - - - - - -
36.1 + + + + + + + +
36.3 + + + + + + + +
MY1 + + - - - Zayif inhibisyon - Zayif
inhibisyon
MY2 + + - - - Zayif inhibisyon - Zayif
inhibisyon

+: zon olugumu var

-: zon olugsumu yok

cl



3.7. Katil Maya izolatlarinin Birbirlerine Karg: Olan Katil Aktiviteleri

Eksi bamur 6meklerinden izole edilen 12 adet katil maya izolatinin birbirlerine
kars1 olan katil aktiviteleri test edilmis ve bu testin sonuglan: Cizelge 3.7’ de verilmistir.
18.1 numaral: katil izolat 24.14, 25.2 ve 25.5 numarali izolatlara karg1 katil aktivite
gostermigtir. 19.2, 23.1 ve 26.1 numarali izolatlar 24.A, 24.B, 24.14, 25.2, 25.5 ve
36.1 numarali izolatlara kars1 katil izolat olarak belirlenmigtir. 24.A izolat: ise 19.2,
24.14, 25.2, 25.5 ve 36.1 numarals izolatlara karg: katil aktivite gostermistir. 24.B
izolat1 26.1, 27.23, 36.3° e kars: katil aktivite gostermemis, ancak diger suslara karsi
etkili bir katil izolat olarak tespit edilmigtir. 24.14 diZer izolatlara kars: katil aktivite
gdstermemistir. 25.2 ve 25.5 sadece 24.14° e karsi, 27.23 numaral izolatlar ise 24.14
ve 25.5° e Karsi katil izolat olarak belirlenmistir. 36.1 katil izolat1 24.B, 24.14’ e karg,
36.3 ise 19.2, 23.1, 24.B, 24.14 ve 27.23° e karg: katil aktivite gostermigtir. 25.2,
25.5, 27.23 ve 36.1 numarali izolatlar diginda kalan katil izolatlar en az 3 tane katil
izolata kars: etkin olarak tespit edilmigtir. Katil maya izolatlanimn hepsi kendi tirettikleri
katil toksine kars: direngli olarak belirlenmisgtir.

Cizelge 3.7. Katil maya izolatlaninin birbirlerine karg: katil aktiviteleri

Test 18.11 192 123.1{24A(24B|24.14| 25.2| 25.5]26.127.23|36.1
susu | ' ' '

36.3

18.1 - - - -

19.2 - - - +

23.1 -

24.A -

24.B

24.14

LI I o

BESEEEREAR SN

25.5

IR E N
UL AL EE N
1

E R E R N E N R
' i
+ 1
+ 1
SRR L e AN

+
25.2 +
+

[ = o3 B I S O
'

26.1

2723 |- - 1 - | -

36.1 -

-+
+
+
+
[}
1
[
+
1
[}

363 | - - -1 -1 -1 - -1 - -1 71 -

+: zon olusumu var -: zon olusumu yok
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3.8. Katil Maya izolatlarimin Toksin Tipi

Katil maya izolatlanmizin katil toksin tipinin belirlenmesi igin S. cerevisiae
NCYC 232, §. cerevisine NCYC 738, S. cerevisiae K28, S. cerevisiae K7, S.
cerevisiae NCYC 1006, MY 1, MY2, 25.2 ve 25.5 numaral1 izolatlarla yapilan testlerin
sonuglan Cizelge 3.8’ de goriilmektedir. Sonuglar Vagnoli ve ark.” na (39) gore
degerlendirilmistir. Cizgilerin gakistigi noktada duyarlihgin gostergesi olan tek bir zon
belirdiyse zonun iizerinde belirlendigi sus duyarl: sus olarak kabul edilmistir. Cakisma
noktasinda iki zon belirdiyse, her iki susta birbirine kars: katil ve duyarl: olarak tespit
edilmistir. Hi¢ zon belirmediyse suslar birbirlerinin katil aktivitesine kargi direngli
olarak degerlendinlmistir. Bu sonuglarina gore; hem 25.2 hemde 25.5 numaral
izolatilann §. cerevisiae NCYC 232 ile birbirlerine kars1 katil aktivite gosterdikleri
belirlenmistir. Bu iki sus ve S. cerevisiae NCYC 738’ nin birbirlerine kang katil aktivite
ve duyarlilik gostermedigi yani birbirlerinin katil aktivitesine kargi direngli olduklarn
tespit edilmistir. 25.2 ve 25.5 numaral izolatlarin §. cerevisiae K28’ e karg: katil sus
oldugu fakat S. cerevisiae K28’ in 25. 2 ve 25.5 numaral: izolatlara karsi katil aktivite
gostermedigi belirlenmistir. S. cerevisiae K7 ile bu iki sug birbirlerine kars: katil
aktivite ve duyarlilik gostermemislerdir. S. cerevisiae NCYC 232 ile S. cerevisiae
NCYC 738 suglarimn birbirlerine karg: katil sus olduklan belirlenmistir. S. cerevisiae
K28 ile §. cerevisiae K7 kargilikli olarak birbirlerinin katil aktivitelerine direng
gostermiglerdir. S. cerevisiae NCYC 1006’ nin bu testte kullaulan tiim katil suslara
kars1 duyarl1 oldugu tespit edilmistir. MY 1 ve MY2 suslariise . S. cerevisiae K7 ve S.
cerevisine K28 digindaki tim katil suglara kars: duyarli olarak belirlenmigtir. MY1,
MY2ve S. cerevisiae NCYC 1006 hicbir susa karsi katil aktivite gostermemistir.



Cizelge 3.8. Katil maya izolatlarinun toksin tipi

Test sugu 25.2 25.5 S.cerevisiae | S.cerevisiae | S.cerevisiae | S.cerevisiae | S.cerevisiae | MY1 MY2
NCYC232 | NCYC 738 K28 K7 NCYC 1006

S.cerevisiae + + - + - - - - -

NCYC 232 ‘

S.cerevisiae - - + - + - - - -

NCYC 738 :

S.cerevisiae + + - + - - - - -
K28

S.cerevisiae - - - - - - - - -

K7

S.cerevisiae + + + + + + - - -

NCYC 1006
MY1 + + + + - - - - -
MY2 + + + + - - - - -
25.2 - - + - - - - - -
25.5 - - + - - - - - -

+: Cizgilerin ¢akigma noktasinda mavi ¢izgi olusumu var

-: Cizgilerin ¢akigma noktasinda mavi ¢izgi olusumu yok -

127
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3.9. Katil Aktivite Uzerine Cegitli Faktorlerin Etkisi

Eksi hamur Orneklerinden izole edilen 12 adet katil maya izolatinin katil
aktiviteleri lizerine farkl: sicaklik, pH, antibiyotik, tuz konsantrasyonlarimn ve UV’ nin
etkisi tespit edilmigtir. Katil aktivite iizerine sicaklifin etkisini aragtirmak igin 21, 25, 30
ve 35 °C’ da katil aktivite testleri yapilmug ve olugan inhibisyon zon ¢aplan dl¢iilmiistiir.
21 °C’ da 25.2 numaral: izolat 11.40 mm’ lik en genig inhibisyon zonunu
olusturmugtur. 25 ve 30 °C’ da ise inhibisyon zon ¢aplan sirasiyla 10.10 ve 9.10 mm
olarak tespit edilmigtir. 21 °C’ da en genis inhibisyon zon ¢ap: (10.60 mm) olusturan
bir diger izolat ise 25.5 numarals izolat olmustur. Bu izolatin 25 ve 30 °C’ daki zon
caplant ise, 9.90 ve 9.10 mm olarak kaydedilmistir. Her iki izolatta 35 °C’ da Kkatil
aktivite gostermemistir. 18.1, 19.2, 23.1, 24.A, 24.B, 24.14, 26.1, 27.23 ve 36.3
numarals izolatlann en genig inhibisyon zon ¢aplar1 30 °C’ da belirlenmis olup 21 ve 25
°C’daki olgiimlerde ise daha diisiik degerler kaydedilmistir. Bu izolatlarda da 35 °C’ da
katil aktivite belirlenememigtir, bu sicakbkta maksimum inhibisyon zon ¢ap: veren tek
izolat 36.1 numarall izolat olmustur. Biitiin izolatlarda sicakhk arttikca zon ¢aplan
geniglemis, maksimum deZerden sonra ise katil aktivite gozlenmemigtir (Sekil 3.4 ve
Cizelge 3. 9).

Inhibisyon zon ¢ap
(mm)

gomOCcAODOSENMN

363
S. cerevisiae NCYC 738

Sicaklik

Sekil 3.4. Katil aktivite iizerine sicaklifin etkisi
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Katil aktivite iizerine pH" mn etkisini belirlemek igin testler 2.9, 3.3, 3.7, 4.2,
4.6, 5.0, 5.4 ve 5.8 pH degerlerinde yapilmistir. 25.2 numarali izolatin katil aktivitesini
en etkin gosterdigi pH degeri 4.6 olarak tespit edilmistir (12.60 mm’ lik inhibisyon zon
¢ap1 ile). 25.5 numarali izolatta ise en genig inhibisyon zon ¢ap1 11.60 mm ile pH 5.0’
da tespit edilmistir. Her iki izolat igin pH 2.9 ve 3.3" de katil aktivite ggzlenmezken,
diger pH degerlerinde Olgillen inhibisyon zon ¢aplan daha diisiik deZerlerde
saptanmusgtir. pH 2.9’ da sadece 24.14 numarali izolat en yiiksek aktiviteyi gostermisgtir.
Bu izolat pH 3.7 ve daha yiiksek degerlerde ise katil aktivite gostermemigtir. Diger
izolatlar i¢in maksimum inhibisyon zon ¢aplanmn 6l¢iildiigi pH degerleri sunlardir;
24.B pH 3.7 (9.90 mm), 24.A pH 5.0 (10.90 mm), 23.1 pH 3.7 (11.50 mm), 19.2
pH 4.2 (10.20 mm), 18.1 pH 4.6 (10.40 mm), 36.3 pH 5.0 (10.00 mm), 36.1 pH 4.6
(10.00 mm), 27.23 pH 4.2 (10.20 mm) ve 26.1 pH 5.0 (11.80 mm) (Sekil 3.5). pH
2.9’ da sadece 24.14, pH 3.7’ de 23.1, 24.B, pH 4.2’ de 19.2, 27.23, pH 4.6’ da
18.1, 25.2, 36.1, pH 5.0’ da ise 24.A, 25.5, 26.1 ve 36.3 numarali izolatlarin
maksimum katil aktivite gostermiglerdir (Cizelge 3.9). 24.14 numaral: izolat haricinde
higbirizolat pH 2.9, 3.3, 5.4 ve 5.8’ de maksimum inhibisyon zonu olugturmamugtir.
En genig inhibisyon zon ¢aplan ise pH 4.2-5.0 degerlerinde belirlenmistir. Inhibisyon
zon gaplan pH 3.7’ den baglayarak artmaya baslamus, en yiiksek dedere ulagtiktan

sonra azalan genislikteki degerleri Sl¢iilmiigtiir.

Inhibisyon zon ¢apt

(mm) ¢

18.1
19.2
23.1
24.A
24B
24.14
252
25.5
26.1
27.23

14

121
4

10

ORBOHRONDOR

|
w
N

] 363
[ S.cerevisiae NCYC 738

2.8

Sekil 3.5. Katil aktivite lizerine pH’ nin etkisi
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Cizelge 3.9. Katil izolatlarin katil aktiviteleri i¢in optimum sicaklik ve pH degerleni

Test sugu Optimum sicaklik (°C) Optimum pH
18.1 30 °C 4.6
19.2 30°C 4.2
23.1 30°C 3.7
24.A 30°C 5.0
24.B 30°C 3.7
24.14 30°C 2.9
25.2 21°C 4.6
25.5 21°C 5.0
26.1 30°C : 5.0
27.23 30°C 4.2
36.1 35°C 4.6
36.3 30°C 5.0

0.01, 0.05, 0.1 ve 0.3 mg/1t’ lik dort farkls siklohekzimid konsantrasyonunda
katil aktivite testleri yapilarak, antibiyotik konsantrasyonunun katil aktivite iizerine
etkisi tespit edilmeye ¢alisilmuigtir. Sadece 25.2 ve 25.5 numaral: izolatlar 0.01 mg/lt
siklohekzimid konsantrasyonunda 10.00 mm’ den genis inhibisyon zonu olustumus,
diger katil izolatlarin olusturdugu inhibisyon zon g¢aplan 10.00 mm’ nin altinda
kaydedilmistir. 0.05 ve 0.1 mg/lt siklohekzimid konsantrasyonunda ise yine bu iki
izolat 10.00 mm’ den kiicik inhibisyon zonlan olusturuken, diger izolatlar bu
konsantrasyonlarda katil aktivite gostermemislerdir. En yiiksek antibiyotik
konsantrasyonunda (0.3 mg/lt) ise hi¢ bir izolatta katil aktivite belirlenememigtir. Bu
testte kullanilan antibiyotik konsantrasyonu arttik¢a testte kullamlan duyarl: sugta artan
oranlarda antibiyotikten etkilenmistir (Cizelge 3. 10).

UV’nin katil aktivite iizerine belirgin bir etkisi belirlenememistir (Sekil 3. 6).
Sadece 36.1 numarali izolatin 30 sn UV’ ye maruz birakildiktan sonra test edilen 12
farkli kolonisinden bir tanesinde oldukea etkili bir inhibisyon zonu gozlenmigtir. UV’
ye maruz kalma siiresi arttik¢a bununla orantili olarak petride gelisen koloni sayisinda

azalma tespit edilmistir.
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Cizelge 3.10. Katil aktivite lizerine farkli antibiyotik konsantrasyonlarninn etkisi

Test sugu 0.01 mg/lt 0.05 mg/It 0.1 mg/lt 0.3 mg/lt

18.1 - -
19.2
23.1
24.A
24.B
24.14 - - - -
25.2 ++ +
25.5 +4 +
26.1 +

27.23 + - - -

+
+

+ [+ [+ [+ ]+
H

36.1
36.3

++: 10 mm’ den biiyiik inhibisyon zonu +: 10 mm’ den kii¢iik inhibisyon zonu
- : Inhibisyon zonu yok

Sekil 3.6. Katil aktivite iizerine UV” nin etkisi



Katil aktivite iizerine farkli tuz konsantrasyonlanmn etkisini aragtirmak igin katil
izolatlar % 0, 0.3 ve 0.6° Iik NaCl konsantrasyonlarinda gelistirilerek, yine aym
konsantrasyonlarda NaCl iceren YEPD-MB besi ortamunda katil aktivite testleri
yapilmustir. En genis inhibisyon zonlann 18.1, 19.2, 23.1, 24.A, 25.2 ve 36.1 numarah
izolatlar i¢in % 0.3 NaCl iceren ortamda gelistirilip yine ayni konsantrasyonda NaCl
iceren ortamda test edildiklerinde belirlenmistir. 24.B, 26.1, 27.23 ve 36.3 numaral
izolatlarda ise, % 0.3 NaCl iceren ortamda gelistirilip, % 0.6 NaCl iceren ortamda test
edildiklerinde en genis inhibisyon zonlan belirlenmigtir. Sadece 25.5 numarali izolat %
0.6 NaCl konsantrasyonunda gelistirilip NaCl icermeyen ortamda test edildiginde
maksimum katil aktivite gostermigtir. 24. 14 numarali izolatta higbir tuz
konsantrasyonunda katil aktivite gdzlenmemigtir. 36.3 numarali izolat % 0.6 NaCl
konsantrasyonunda gelistirilip % 0.3 ve 0.6 NaCl iceren test ortamlarinda Kkatil
aktivitesini kaybetmistir (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. Katil aktivite lizerine tuz konsantrasyonun etKkisi

Katil suglar NaCl konsantrasyonu Duyarli sus icin belirtilen
(% wt/vol) NaCl konsantrasyonunda
(% wt/vol) inhibisyon zon

¢api (mm)

S. cerevisiae NCYC 1006

0 0.3 0.6
18.1 0 10.4 10.0 13.05
0.3 10.55 14.05 10.55
0.6 11.05 11.55 13.45
19.2 0 9.9 9.85 10.75
0.3 104 . 17.15 1035

0.6 11.2 10.35 10.1

23.1 0 10.25 104 113

03 10.75 147 10.6
0.6 11.8 10.5 12.65

24.A 0 10.0 945 103
0.3 10.2 16.45 15.65

0.6 11.1 9.5 10.5
24.B 0 9.75 9.65 12.65

0.3 10.3 139 188

0.6

11.55 1285 129
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Cizelge 3.11. (Devam) Katil aktivite iizerine tuz konsantrasyonun etkisi

Katil suglar NaCl konsantrasyonu Duyarli sus igin belirtilen
(% wt/vol) NaCl konsantrasyonunda
(% wt/vol) inhibisyon zon

¢ap1 (mm)

S. cerevisiae NCYC 1006

0 0.3 0.6
24.14 0 - - -
03 - - -
0.6 - - -
252 0 11.25 11.9 10.05
0.3 12.65 13.65 11.95

0.6 13.55 1345 129

25.5 0 11.15 11.65 114

03 12.55 12.9 12.9

0.6 13.55 13.45 129
26.1 0 10.25 10.1 11.75
0.3 10.00 1845 20.15

0.6 10.45 10.5 11.1

27.23 0 9.75 9.85 11.9
0.3 11.65 11.25 17.65

0.6 12.4 9.0 10.9

36.1 0 10.55 10.95 10.8

3 14.35 18.9 17.4

6 12.30 10.4 13.0

36.3 0 9.95 1090 14.1
0.3 11.35 14.4 19.25

0.6 13.05 - -

S. cerevisiae NCYC 738 0 10.30 11.83 12.70
03 9.47 11.08 10.91
0.6 0.64 1046 11.00




82

3. 10. Fluoresans Boyama

Evans’ a (85) gore Vondrej ve Palkova tarafindan sitoplazmik membrandan
gecen katil toksin aktivitesinin tahmini igin gelistirilen Rhodamine B ol¢iim teknidi
Fluorescein boyasi kullamlarak ve bazi modifikasyonlarla 25.2 ve 25.5 numaral: katil
izolatlanimizla uygulanmugtir. Toksinin gesitli konsantrasyonlan ile muammele edilen
duyarl1 sug S. cerevisiae NCYC 1006’ nin fluoresans ve 151k mikroskobu ile gekilen
fotograflar1 kargilagtinldiginda toksinden etkilenip Fluorescein boyasi ile boyanan
hiicrelerin sart fluoresan igima verdigi, etkilenmeyen hiicrelerin ise fluoresan igima
vermedigi tespit edilmistir (Sekil 3.7 a,b). S. cerevisiae NCYC 1006 duyarli sus
hiicreleri S. cerevisiae K28 susunun filtre edilmis ve edilmemis toksini ile muammele
edildiginde hiicrelerin hicbirisinde fluorasan 1gima gozlenmemistir.

Elde edilen grafiklere bakacak olursak; 25.5 numarali izolatin filtre edilmis
toksinin filtre edilmemis toksine gore daha az etkili oldugu, filtre edilmis toksinin %
100’ liik diliisyonunda N/N; oranin 0.9 un altinda kald:gy, filtre edilmemis toksinde ise
bu oranin 1.0’ dan daha yiiksek oldugu bulunmugtur. Filtre edilmis toksinde % 0.1, 10
ve 30’ luk toksin diliisyonlarinda fluoresan 1g1ma veren hiicre sayis1 O iken, toksin
hiicrelere ancak % 50 ve 100’ liik diliisyonlarda etkili olmugstur. Filtre edilmeyen
toksinde ise % 0.1’ lik toksin diliisyonundan itibaren duyarli hiicreler etkilenmeye
baglamis ve bu etki oram toksin diliisyonuna badh olarak artmustir. Lethal doz (LD,)
filtre edilmis toksinde % 65’ lik toksin diliisyonuna yakin iken, filtre edilmemis toksin
icin LDy, % 50’ den daha kiiciik bir orandaki toksin diliisyonuna denk gelmistir (Sekil
3. 8).



Sekil 3.7.a) Katil toksin ile muamele edilen S. cerevisiae NCYC 1006
hiicrelerinin 151k mikroskobundaki goriintiisii

Sekil 3.7. b) Katil toksin ile muamele edilen S. cerevisiae NCYC 1006
hiicrelerinin fluoresans mikroskobundaki gériintiisii
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Sekil 3. 8. 25.5 numarali susun katil toksininin S. cerevisiae NCYC 1006
duyarl: susu iizerine etkisi

25.2 numaral1 izolatm filtre edilmig toksinin filtre edilmemis toksine gore daha
az etkili oldugu belirlenmigtir. 25.2 numarali izolatin filtre edilmis toksinin % 0.1 lik
diliisyonunda fluoresan igima veren hiicre sayisi O iken, % 10 ve 30’ luk toksin
diliisyonlarinda fluoresan 151ma veren hiicre sayisinda bilyiik bir artis olmug, N/N;
orant 0.7° nin lizerinde tesbit edilmistir. Toksinin % 50’ lik diliisyonunda fluoresan
1s1ma veren hiicre sayisinda biiyiik bir azalma gozlenmistir. Toksinin % 100° lik
dilisyonunda fluoresan 1gima veren hiicrelerin sayist % 30’ luk toksin
konsantrasyonunda tespit edilen sayiyla ayni seviyeye ulagmigtir. 25.2 numaral: izolatin
toksini filtre edilmeden duyarli hiicrelere uygulandifinda fluoresan igima veren
hiicrelerin sayisi % 0.1 lik konsantrasyondan baglayarak % 10 ve 30’ luk
konsantrasyonlarda ivmeli bir artis gostermistir. Filtre edilmeyen toksinin % 50’ lik
konsantrasyonunda fluoresan isima veren hiicre sayisinda filtre edilmis toksinde
gozlendifi gibi bir azalma tespit edilmigtir. Fluoresan 1gima veren en yiiksek hiicre
sayis1 toksinin % 100’ likk dilisyonunda belirlenmistir. Bu konsantrasyonda N/N;
oran1 0.9’ a yaklagmustir. Filtre edilmig toksinin % 100’ liik konsantrasyonunda ise
N/N, oram 0.75’ e yaklagmistir. Lethal doz (LD,,) filtre edilmis toksinde yaklagik



olarak % 40 ve 80’ lik toksin diliisyonda, filtre edilmemis toksinde ise % 45 ve 70’ den
daha kiigiik orandaki toksin diliisyonlarnda ortaya ¢ikmustir (Sekil 3.9). Her iki gesit
toksinde de katil aktivite diliisyonlara bagh olarak benzer bir grafik sergilemigtir. S.
cerevisiae NCYC 232 susunun filtre edilmig toksininin filtre edilmemis toksine gore
daha az etkili oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.8 ve 3.9).

Nt
25.2 filtre edilmeden

—n
= 25.2 filtre edilmiy
e 232 filtre edilmeden
—t— 232 filtre edilmis

1.04

0.9 4

0.8 4

0.7

0.6

0.5+

0.3 9

0.24

0.1 =

0.0
o 0 20 30 0 50 €0 70 80 N 100 10

Dilisyon oram (%)

Sekil 3. 9. 25.2 numaral1 susun katil toksininin S. cerevisiae NCYC 1006
duyarli susu iizerine etkisi

3.11. izole edilen 25. 2 ve 25.5 Numarali izolatlarin Katil Toksinlerinin
MY1 ve MY2 Suslari Uzerine Etkisi

Fermentasyonun 12. saatinde MY 1 canl: hiicre populasyondaki en fazla azalma
30 ml 25.5 katil toksini iceren ortamda olurken, bu azalmayr 50 ml ve 15 ml toksin
iceren ortamlar izlemistir Ortama 15 ml toksin eklendiginde canli hiicre populasyonunda
% 46.33, 30 ml toksin eklendiginde % 75.65, 50 ml toksin eklendifinde % 58.65
veoraninda azalma olmustur (Sekil 3.10 ). '
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Sekil 3. 10. 25.5 katil susunun farkli toksin miktarlarinin MY 1 sugu
iizerine etkisi

MY sugu 25.2 katil toksiniyle muamele edildiginde, canl hiicre sayisindaki en
fazla azalma 30 ml toksin igeren ortamda olurken, bunu 15 ve 50 ml toksin igeren
ortamlar takip etmistir. Bu deneydeki canh hiicre populasyonundaki azalma oranlari 50
m! eklenen toksin i¢in % 36.65, 30 ml eklenen toksin i¢in % 58.65 ve 15 ml eklenen
toksin i¢in % 43.98 olarak tespit edilmistir (Sekil 3.11).

MY2 susu 25.5 Kkatil toksinin cesitli miktarlan ile fermentasyona tabi
tutulduunda 12. saattin sonunda canli hiicre populasyonundaki en fazla azalma (%
83.79) toksinin 50 ml eklendi$i ortamda tespit edilmistir. 30 ml eklenen toksin canli
hiicre sayisinda % 18.98 oraminda bir azalmaya neden olurken, 15 ml toksin eklenen
fermentasyon ortaminda referans fermentasyona gore canli hiicre sayisinda % 34.72’
lik bir artis olmugtur. Toksin 15 ml eklendiginde canli hiicre sayisi ilk 6 saatte sabit
kalirken daha sonra ivmeli bir artig gostermigtir (Sekil 3.12).
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Sekil 3. 11. 25.2 katil susunun farkli toksin miktarlarinin MY1 sugu
tizerine etkisi
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Sekil 3. 12. 25.5 katil sugunun farkli toksin miktarlarimin MY2 susu
iizerine etkisi



MY2 susu 25.2 toksini ile muammele edildiginde toksin S0 m! eklendiginde
ortamdaki canli hiicre sayis1 % 26.85 azalirken, bu azalmayi % 18.98 oram ile 30 ml
toksin takip etmistir. 15 ml toksin eklenen ortamda ise hiicre sayis1 % 34.72 olarak artig
gostermigtir (Sekil 3. 13).
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Sekil 3. 13. 25.2 katil sugunun farkls toksin miktarlarinin MY2 sugu
lizerine etkisi

MY1 susu ve 25. 5 numarali izolatin katil toksinin kullanildigi deneylerde
ortama 15 ml toksin eklendiginde % 48.57, 30 ml toksini eklendiginde % 76.64 ve 50
ml toksin eklendiginde % 56.92 oraminda % katil aktivite degerleri belirlenmistir. MY1
susu ve 25. 2 numarali izolatin katil toksinin kullamldig deneylerde ise ortama 15 ml
toksin eklendifinde % 5.09, 30 ml toksini eklendiginde % 53.48 ve 50 ml toksin
eklendiginde % 31.37 oraninda % katil aktivite deZerlen tespit edilmistir (Sekil 3.14 ).

MY2 susu ve 25. 5 numarali izolatin katil toksinin kullanildigi deneylerde
ortama 30 ml toksini eklendiginde % 18.98 ve 50 ml toksin eklendiinde % 82.54
oraninda % katil aktivite degerleri belirlenmistir. Bu sus ile 25. 2 numaral: izolatin katil
toksinin kullanildig: deneylerde ortama 30 ml toksini eklendiginde % 15.86 ve 50 ml
toksin eklendiginde % 21.22 oraminda % katil aktivite degerleri tespit edilmistir (Sekil
3.15)
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Sekil 3.14 . 25.2 ve 25.5 katil toksinin farkli konsantrasyonlarinin MY 1
susu iizerine % katil aktivite degerleri
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Sekil 3.15. 25.2 ve 25.5 katil toksinin farkl: konsantrasyonlarinin
MY?2 susu iizerine % katil aktivite degerleri



3.12. Protein Elektroforezi

Lowry yonteminde, BSA standartina gore ¢izilen grafikten yapilan kargilagtirma

sonucunda Orneklerde belirlenen protein konsantrasyonlari sirasi ile S. cerevisiae

NCYC 1006’ nin siiziinti omneklerinde 200 pg/ml, amonyum siilfatla ¢oktiirme

uygulanan Orneklerde 500 pg/ml, aseton ile ¢oktiiriilen orneklerde ise 950 pg/ml
degerlerine karsilik gelen yaklagik protein konsantrasyon degerleri belirlenmistir. S.

cerevisiae NCYC 232’ nin sliziintii omeklerinde 175 pg/ml, amonyum siilfatla
¢oktiirme uygulanan drneklerde 600 pg/ml, aseton ile ¢oktiirilen drmeklerinde ise 850
ug/ml degerlerine karsilik gelen yaklasik protein konsantrasyon degerleri tespit
edilmigtir. Izolat 25.2° de ise, siiziintii 6rneklerinde 200 pg/ml, amonyum siilfatla
coktiirme uygulanan omeklerde 500 pg/ml, aseton ile ¢oktiiriilen orneklerde ise 500

pg/ml degerlerine karsilik gelen yaklagik protein derisim degerleri belirlenmistir. TCA
coktiirmesinde ise S. cerevisiae NCYC 1006’ nin siiziintii protein konsantrasyonu O
ug/ml iken, S. cerevisiae NCYC 232’ nin 100 pg/ml, izolat 25.2° nin ise 125 pg/ml

protein konsantrasyonuna sahip oldugu tespit edilmistir. Ayni Omeklere protein
konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in Warburg ve Christian Yontemi (A,g /A, ¢, oram)
uygulandifinda §. cerevisiae NCYC 1006’ nin siiziintii drneklerinde 2.86 mg/ml,
amonyum siilfatla ¢oktiirme uygulanan 6rneklerinde 1.87 mg/ml, aseton ile ¢oktiiriilen
orneklerde ise 8.33 mg/ml; §. cerevisiae NCYC 232’ nin siiziintii 6rneklerinde 2.49
mg/ml, amonyum siilfatla ¢oktiirme uygulanan omeklerinde 2.45 mg/ml, aseton ile
coktiiriilen omeklerinde ise 8.39 mg/ml; izolat 25.2° nin siiziintii émeklerinde 2.66
mg/ml, amonyum siilfatla ¢oktiirme uygulanan 6meklerinde 1.93 mg/ml, aseton ile
coktiiriilen 6rneklerinde ise 8.34 mg/ml protein konsantrasyonu tespit edilmistir. TCA
ile ¢oktiirme igleminde ise S. cerevisiae NCYC 1006 ve 232’ de hi¢ protein
belirlenemezken, izolat 25.2° de 0.14 mg/ml degerine karsilik gelen protein derigimi
tespit edilmistir. |

Hizl1 giimiis boyama tekngine gore boyanan jelde, enbelirgin ve birbirinden
ayirt edilebilen protein bantlan sirasi ile aseton ¢oktiirmesi, amonyum siilfat ¢oktiirmest

uygulanan protein 6rneklerinde goriilmiistiir. TCA ¢tktiirmesi uygulanan &rneklerdeki
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protein konsantrasyonun diger ¢oktiirme yontemlerine ile elde edilen degerlere gére ¢ok

daha diisiik olmasi nedeniyle bu 6rnekler elektroforeze uygulanmamstir (Se;kil 3. 16).

1 23 456 78 9101112 13

Sekil 3.16. S. cerevisiae NCYC 232, S. cerevisiae NCYC 1006 ve 25.2 numaral; katil
izolatin ekstraselliiler proteinlerinin SDS-poliakrilamid jel elektroforezinden sonra
boyanarak bant 6rneklerinin gosterilmesi. 1, 5, 13 molekiiler afirlik standardi. 2, 3, 4
aseton ¢oktiirmesi uygulanan 6rnekler, sirasiyla 25.2,S. cerevisiae NCYC 232 ve 1006
susu igin, 6, 7, 8 siiziinti drnekleri, sirasiyla 25.2,S. cerevisiae NCYC 232 ve 1006
susu igin, 9, 11, 12 (NHA‘)ZSFO4 goktiirmesi uygulanan &rnekler, sirasiyla 25.2,S.
cerevisiae NCYC 232 ve 1006 susu igin. Sol taraftaki rakamlar kDa cinsinden
molekiiler standart proteinlerinin molekiiler agirligini, sag taraftaki rakamlar ise farkli
proteinlerin bulundugu molekiiler agirliklan gostermektedir
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Sekil 3.16° da goriildiigi gibi jel boyandiktan sonra 25.2, §. cerevisiae NCYC
1006 ve S. cerevisiae NCYC 232 suglarinin (NH,),SO, ¢oktiirmesi uygulandiktan
sonra elde etfifimiz ekstraselliiler protein profilinde 10-20 kDa arasinda molekiiler
adirhiga sahip, yani katil fenotipten sorumliu oldugunu diigiindiigiimiiz bir protein banti
gozlenmemistir. Siiziintii omeklerinde gozlenen protein bantlart ise hem aseton hemde
(NH,),SO, ¢oktiirmesi uygulanan orneklerden elde edilen bantlardan ¢ok daha az
yogun bantlar olarak gozlenmigtir. Genel olarak jelde yiiriitiilen biitiin 6rneklerde 42
700 molekiiler agirligindan daha biiyiik molekiiler agirlifa sahip protein bantlart benzer
bir profilde karsimiza ¢ikmustir. En belirgin protein bantlarnmin elde edildigi aseton
coktiirmesi uygulanan 6rneklerde S. cerevisiae NCYC 232 i¢in diger 6meklerden farkli
olarak 37 ve 28 kDa civarinda iki tane farkli ve olduk¢a yofun protein banti
gozlenmigtir. Bu bantlar S. cerevisiae NCYC 1006 ve 25.2 susunda gézlenmemistir.
Ormeklerde S. cerevisiae NCYC 1006’ da gozlenmeyip, 25.2 ve S. cerevisiae NCYC
232’ de 10-20 kDa arasinda molekiiler agili3a sahip ve katil aktiviteden sorumlu bir

protein banti jelde gézlenmemigtir (Sekil 3.16).




93

4. TARTISMA VE SONUC

Geleneksel bir Tiirk igkisi olan boza bagta Tiirkiye olmak iizere, Orta Asya, Orta
Dogu ve Afrika iilkelerinde bagka adlarla yaygin olarak tiiketilmektedir. Boza kelimesi
Farsgada dan anlamuna gelen “buze” kelimesinden gelmektedir. Hammaddesi yapildig
yerin tarim iiriiniine gore defismekle beraber, genellikle kullanilan hammadde dandir.
Bundan baska musir, arpa, ¢avdar, yulaf, bulgur, karabugday, pirin¢ ve nadir olmakla
birlikte kenevir unu ve ekmek boza yapiminda hammadde olarak kullanilmaktadir (92~
93). Elimizdeki literatiirlere gore boza mikroflorast ile ilgili ¢aligmalarin az sayida ve
daha ¢ok yoresel boyutta oldugu goriilmiistiir. Bu ¢aligmalarda bozada gesitli maya ve
bakterilerin birarada bulundugu ve boza fermentasyonunda rol aldiklan belirtilmigtir.
Tiirkiye’ de Pamir (92) tarafindan 1961 yilinda yapilan bir ¢aligmada, bozanmn
etimolojisi, tarihgesi, cografyasi ve hammaddeleri aynntih sekilde ele alinmug, bozanin
kimyasal yapis1 yaminda bozadaki mikroorganizmalar hakkinda da bilgiler verilmistir.
Pamir (92) bu ¢aliymasinda bozadaki mikroorganizma sayilan hakkinda bilgi
vermemekle birlikte, izole ettifi mayalarn Saccharomyces, Candida ve Torulopsis
genusuna, bakterilerin ise; Streptococcus, Micrococcus ve Lactobacillus genusuna ait
oldugunu bildirmistir. Hancioglu ve Karapinar (93) tarafindan yapilan bagka bir
¢alismada ise, bozadan izole ettikleri 77 bakteri izolatinin Leuconostoc ve Lactobacillus
genusuna ait bakteriler, 70 maya izolatinin ise, Saccharomyces genusuna ait mayalar
oldugu bildirilmistir. Yaptiklan1 24 saatlik fermentasyon deneylerinde bakteri sayisinin
7.6x10> ten 4.6x10%’ e, maya sayisinin ise, 2.25x10% ten 8.1x10° ya yiikseldigini
tespit etmiglerdir. Bizim ¢aligmamizda ise, 4 farkli satis merkezinden saglanan boza
orneklerindeki ortalama bakteri sayis1 1.71x10%, ortalama maya sayisi 1.93x10°,
ortalama kiif sayisi ise 2.45x10° kob/g olarak tespit edilmistir. Bakteri sayilan
Hancioglu ve Karapinar (93) tarafindan verilen sonuglarlada uygunluk gosterirken,
maya sayisi1 bizim Srneklerimizde 100 kat daha fazla olarak tespit edilmigtir. Elimizdeki
caligmalarda boza mikroflorasindaki kiif sayilarina ait bilgi bulunmadi§: igin, elimizdeki
sonuglan bozada tespit edilen ilk kiif sayilar1 olarak verebiliriz. Calismamizda agirh$
eksi hamurundan izole elde edilen katil mayalar olugturduu igin boza
mikroorganizmalarnin identifikasyonu yapilmamugtir.

Mayalann insanlar tarafindan ekmek yapimunda kullamlmasi M.O. 2000
yillarina kadar uzansa da, ekmek yapiminda standart saf mayanin (S. cerevisiae)
kullanilmast ilk defa Viyana’ da 1850’ de olmustur. Ekmek yapiminda ticari maya
kullanimu giin gegtikge yayginlagsa da Tiirkiye’ nin birgok bolgesinde eksi maya ile



ekmek yapinu hala yagatilan bir gelenektir. Eksi maya ile hazirlanan ekmeklerin kendine
has aroma ve lezzetinin eksi hamurda bulunan mikrobiyal floradan kaynaklandi§ birgok
aragtiric1 tarafindan bildirilmistir. Kendiliinden fermente olan hamura taze hamurun
katilmas1 sonucu mayalarn ¢ogalmaya baglamasi ile eksi hamur meydana gelmektedir.
Eksi maya hamura katildifinda normal olarak hamur fermentasyonu devam etmektedir.
Bu mayaya, alkol mayalan ile sirke ve siit asidi bakterilerini icerdigi ve eksi oldugu igin
eksi maya ad1 verilmigtir (94). Starter, eksi maya ile ekmek yapiminda un, su ve bir
miktar tuz ile kanstinlmakta ve fermentasyon sonunda elde edilen ana hamur bir bakteri
ve maya kombinasyonu icermektedir. Bu flora eksimsi tat olugumunda, ekmegin
kabarmasinda ve lezzette etkili olmaktadir (95). FEksi hamurda bulunan
mikroorganizmalann izolasyonu ve identifikasyonlan cegitli aragtincilar tarafindan
yapilmustir (94-97). Yapilan bu caligmalarda yoresel olarak kullamlan eksi maya ve
hamurlar incelenmistir. Bizim ¢alismamizda ilk agama olarak Eskigehir ve cevresi ile
Bilecik’ ten saglanan eksi hamur Omeklerindeki bakteri, maya ve kiif sayilan
belirlenmistir. Omeklerin hepsinden maya sayimi yapilmig ve en diigiik maya sayisi
9.25x10° kob/g, en yiiksek maya sayis1 ise 6.0x 10° kob/g olarak belirlenmistir (ortalam
maya sayist 8.85x107 kob/g’ dir). Kalafatoglu (95) tarafindan yapilan calismada maya
sayis1 1x10*-4.7x107/g olarak bildirilirken, Vilijoen ve Lues (96) tarafindan yapilan
bagka bir caligmada incelenen ekmek hamurlarindaki en yiiksek yabani maya sayis
1.4x10° kob/g, en diisiik maya sayis1 ise 1.2x107 kob/g olarak verilmistir.
(Calismamizda  belirlenen maya sayilan Kalafatoglu (95) tarafindan elde edilen
sonuglarla benzerlik gosterirken, diger calismade elde edilen sayilardan daha diigiik
olarak bulunmugtur. Bu fark Vilijjoen ve Lues’ in (96) Giiney Afrika bolgesine,
Kalafatoglu’ nun (95) Gebze ve g¢evresine, bizimde Eskisehir ve cevresine ait farkli
yoresel eksi hamur 6mekleri ile ¢calismamizdan kaynaklanabilir.

Eksi hamur 6meklerimizin % 32.25’ inde bakteri ve kiif tespiti yapilamamugtir.
Kiife rastlanan ornekler eksi hamur 6rneklerinin % 19.35° ini olusturmaktadir. Bu
orneklerin hepsi, sadece 11. Omek hari¢, Eskisehir c¢avresindeki koylerden
saglanmugtir. Eskigehir merkezindeki farkli fininlardan saglanan drneklerin hicbirisinde
kiife rastlanmamigtir. Hem kOy hemde firinlardan saglanan eksi hamur rneklerindeki
toplam bakteri sayis1 1.6x10°-2.31x10® kob/g olarak tespit edilmistir. Gebze ve
cevresinde kullamlan eksi maya 6meklerindeki laktik asit bakteri sayilan 9.1x10°-
2x1¢°/g olarak belirlenmistir (95). Tamerler (94) tarafindan yapilan bagka bir ¢calismada
ise hamurda 70x107-300x10"/g bakteri sayilmistir. Giiney Afrika’da yapilan bir



caligmada (96) ise, bakteri sayis1 2.5x10° kob/g olarak tespit edilmistir.
Orneklerimizdeki toplam bakteri sayist diger bolgesel hamurlardan elde edilen sayilarala
uygunluk gostermekle birlikte, her bolgenin eksi hamurunun kendine has bir
mikrobiyal kombinasyona sahip oldugu agik¢a goriilmektedir. Koylerden saglanan
orneklerde kiife rastlanmasimin nedeni, bu ortamlardaki hijyen kosgullarinin
farklilifindan kaynaklanabilecegi gibi ekmek yapiminda kullamlan un, su, tuz vb.
maddelerden de kaynaklanabilecegi aragtiricilar tarafindan bildirilmistir (95-96).

Inceledigimiz ticari yag ve kuru mayalarda hig¢ kiife rastlanmazken, kuru maya
orneklerinde sadece maya, yas maya Omeklerinde ise maya ile birlikte bakteriyede
rastlanmugtir. Ticari kuru mayalarda toplam maya sayis1 2.58x10° ile 2.48x10'° kob/g,
yag mayalarda ise 7.2x10°-9.5x10° kob/g olarak belirlenmistir. Yag maya
rneklerindeki  bakteri sayis1 ise 9.32x10°-11.0x10° kob/g’ dir. Kompres maya
bloklan ile yapilan bir ¢alismada, maya sayist 1.7x10'° kob/g, bakteri sayis1 6.0x10’
kob/g olarak belirtilmistir (96). Ug farkl endiistriyel eksi hamurda maya ve bakteri
florasim inceleyen baska bir calismada bakteri sayis1 1.9x10°-8.3x10°, maya sayis1 ise
1.2x10*-1.3x10® arasinda tespit edilmistir (95). Bu sonuglara gore elde ettigimiz maya
sayilan ilk ¢aligmaya yakin degerlerdeyken, bakteri sayilar1 100 kat daha fazladir. ikinci
calismaya gore ise, bakteri sayilan en az 1000 kat, maya sayilarida en az 10 kat daha
fazla olarak kargimiza ¢ikmaktadir. Elimizde bulunan literatiirlerde ticari mayalardaki
kiif sayilarina ait bilgi olmadii i¢in bu konuda bir kargilagtirma yapilamamktadir. Ticari
mayalarda kiife rastlanmamas: fabrika iiretim sartlarindaki hijyen kosullarimn
uygunlugunu gostermektedir. Aynca Kalafatoglu (95) hamurdaki bakterilerin ekmekte
kiiflenmeyi engelledigini bildirmistir.

Eksi hamur 6meklerimizin kendine has mikrobiyal florasinda maya sayisinin
yiiksek, bakteri sayisinmn ise daha diigiik oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar maya
sayisimn bakterilerden 30-100 misli daha fazla oldugunu bildiren c¢aligma ile
desteklenmektedir (94). Bununla birlikte, eksi hamurdaki bakteri sayisimin ticari
mayadaki bakteri sayisindan daha diigilk olmasi Vilijoen ve Lues (96) tarafindan
bildirilen benzer sonuglarla da uygunluk gostermektedir.

i1k defa 1963 yilinda Makover tarafindan S. cerevisiae suglarinda gozlenen katil
aktivite fenomeni Russel (82) tarafindan 1986° da gelistirilen maya plak ol¢iimii (yeast
plate assay) yonteminin katil aktiviteye sahip maya suglarinin belirlenmesinde kolaylik
saglamasiyla birgok arastirici gerek kiiltiir kolleksiyonlarinda yer alan mayalan (24, 39,
43, 48) gereks sarap fermentasyonunda rol alan mayalan (35, 39, 40, 42, 47) ve



gerekse cesitli dogal ortamlardan izole edilen mayalarn (25, 36, 46) katil aktivite igin test
etmiglerdir. Bugline kadar bira ve sarapg¢ilikta rol oynayan mayalardaki katil aktivite
aragtinicilar tarafindan detayh bir gekilde galipilmasina ragmen, ekmek hamuru, eksi
hamur veya bozadan izole edilen mayalar bu aktivite yoniinden test edilmemigtir. Bu
caligmada ilk kez eksi hamur ve bozadan izole edilen mayalarda katil, duyarl: ve notral
maya Ozellikleri aragtimlmigtir. Elde ettifimiz sonuglara goére, bozadan izole edilen
toplam 97 maya izolatimn 32 tanesi (% 32.98) katil, 13 tanesi (% 13.40) duyarl1 ve 52
tanesi ise (% 53.60) notral izolattir. Otuzbir adet eksi hamur 6meginden sadece 8
tanesinde katil mayalara rastlanmugtir. Toplam 307 adet eksi maya izolatimn 12 tanesi
(% 3.90) katil, 79 tanesi (% 25.73) duyarli ve 216 tanesi (% 70.35) nétral izolat
fenotipi gostermistir. Ticari yag ve kuru maya omeklerinde ise hi¢ katil mayaya
rastianmamugtir. Yapilan bir ¢aligmada, 17 adet kuru sarap mayasimin 4 tanesi, kiiltiir
kolleksiyonundan saglanan 74 mayamn % 14’ ii katil, % 79’ u nétral, % 7° side duyarli
izolatlar olarak rapor edilmigtir (35). Yapilan bagka bir ¢alismada 18 farkh sarap tliretim
merkezinin 15 tanesinden izole edilen mayalarda katil aktivite belirlenmistir. Bu sarap
iiretim merkezlerindeki spontan sarap fermentasyonlannda % 88 oraninda katil mayaya
rastlanmigtir. Aym ¢aligmada toplam maya populasyonuna gore katil maya oranimin
fermentasyon basamaklarina gore farkhiik gostererek % 0-95.6 arasinda degistigi
belirtilmigtir (39). Ispanya’ da yapilan benzer bir ¢aligmada fermentasyon siiresince
degismekle birlikte, 11 farkl: sarap iiretim merkezinden toplanan 54 adet 6rnekten izole
edilen 270 maya izolatmm sirada % 18.8, orta fermentasyonda % 50, ge¢
fermentasyonda ise % 58.8 (ortalama % 42.6) oraninda katil fenotip gosterdigi tespit
edilmigtir (40). Kuzey bati Ispanya’ nin degisik sarap iiretim merkezlerinden toplanan
orneklerdeki katil maya orani ise % 22.4 gibi daha diigiik bir oranda tespit edilmigtir
(47). Japonya’da 14 farkli sarap iiretim merkezinden toplanan 80 adet Srnegin 16
tanesinin % 20 oraninda katil mayalar ile kontamine oldugu bildirilmigtir (42). Bizim
calismamizda rneklerdeki test edilen izolat sayisina gore katil maya orant % 0-66.66
olarak belirlenmistir.

Tiirkiye’de Ozgelik ve Donmez (38) tarafindan boliim kolleksiyonlarinda yer
alan 78 farkli maya sugunun sadece iki tanesinin katil, 45 tanesinin duyarli, 29 susunda
ndtral maya fenotipi gosterdigi bildirilmigtir. Tiirkeyi’ nin g¢esitli sarap iiretim
bolgelerinden izole edilen 73 mayadan hi¢ birinde katil fenotipe rastlanmamistir. Bu
calismada mayalarin 63 tanesi duyarli, 13 taneside notral maya olarak tespit edilmigtir
(49). Rosini’ nin (24) yiiriittiigii bir ¢cahigmada ise kiiltiir kolleksiyonlarina ait 782 S.
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cerevisiaze sugsunun 31’1 katil, 707" si duyarli, 44’ ii ise notral sus olarak rapor
edilmistir. Cekoslovak maya koleksiyonunda test edilen 49 Kluyveromyces susundan
5 tanesi, 55 Hansenula sugundan 10 tanesi S. cerevisiae suglarina kars: Katil aktivite
gostermigtir (48). Tredoux ve ark. (43) Giiney Amerika’ da Viticultural ve Oenological
Research Institution kiiltiir kolleksiyonunudaki 85 §S. cerevisiae susunun 7 tanesi katil,
9 tanesi notral, 69 tanesi de duyarli sug olarak bildirilmistir.

Almanya, Italya, Japonya ve Ispanya’ da sarap tretim merkezlerinden izole
edilen katil maya oram olduk¢a yiiksek olmasma karsin, Tirkiye’ deki sarap
mayalannda heniiz katil fenotip varligi rapor edilmemistir. Kiiltiir kolleksiyonlarinda
yapilan ¢aligmalarda katil maya oram Italya’ da % 3.96, Giiney Amerika’ da % 8.23
olarak rapor edilmistir. Tiirkiye’deki ¢calisma i¢in bu oran % 2.5 olarak bildirilmigtir.
Boza ve eksi hamurdan izole edilen mayalan katil aktivite yoniinden test eden, Tiirkiye
ve diinyada ilk olan ¢aligmamizda, boza mayalarindaki katil sus orami % 32.98 gibi
yiiksek bir degerde iken, eksi hamur izolatlannda ise % 3.90 gibi oldukga diisiik bir
oranda tespit edilmistir. Tiirkiye ve diger tilkelerde yapilan ¢alismalarda duyarli izolat
sayisi notral izolat sayisindan daha fazla olarak rapor edilmistir. Bizim ¢alismamizda ise
bunun tersi bir sonu¢ elde edilmistir. Yani nétral izolat sayist duyarli izolat sayisina
gore daha fazladir. Katil, duyarli ve noétral mayalardaki farkli sayr ve oranlara
aragtirmacilar tarafindan dikkat ¢ekilmistir (47).

Farkli katil faktorlerin aym genus ve tiir iiyesi mayalar tarafindan ve farkli genus
veya ayni genusun farkli tiirleri tarafindan uretildigi bildirilmektedir (22). Aragtirmacilar
tarafindan bildirilen farkl: katil maya oranlar, bu fenotipteki mayalarm yayilisindaki ¢ok
bilyiik cesitlilik ile aciklanmaktadir 40-41). Bununla beraber, Avrupa ve Japonya
arasindaki katil maya florasinin dikkate deger bir sekilde farklt oldugu (35), lokalite ve
habitatin bu oranda onemli bir kriter oldugu (36) ve katil maya populasyonlannda
mevsimsel varyasyonlara rastlandif (25) aragtincilar tarafindan yapilan ¢aligmalarda
rapor edilmigtir. Caligmamuzdaki farkly oranlar hem katil mayalann dagilimindaki biiyiik
cesitlilik hemde Tiirkiye katil maya florasinin farklilig ile agiklanabilir.

Barnet ve ark.’ na (13) gore identifikasyonu yapilan 12 adet eksi hamur katil
maya izolatt fizyolojik 6zelliklerine gore 6 farkli gruba aynlmistir. izolatlann higbirisi
laktozu fermente etmezken, hepsi bu sekeri asimile etmislerdir. Yapilan bir ¢alismada
ekmek hamurundan izole edilen ve fizyolojik 6zelliklerine gre 13 gruba aynlan maya
izolatlarindan 3 grubun laktozu asimile ettigi, hicbir izolatin ise laktozu fermente
edemedigi bildirilmistir (97). Yapilan bagka bir ¢aligmada sekiz adet katil izolattan



sadece bir tanesinin laktozu asimile ettigi rapor edilmistir (35). Birinci ve ikinci grup
katil maya izolatlanimz Saccharomyces genusu iiyelerine 6zgii reaksiyonlar vermistir.
Birinci grupta yer alan 25.2 numarali izolat laktoz, salisin ve arabinoz asimilasyon etme
Ozelliklerinin haricinde S. cerevisiae  tiiriine ait tipik fizyolojik raeksiyonlar
gostermistir. Bu ozellikler birgok literatiirde onaylanmaktadir (13, 35, 42, 95, 97-99).
25.5 numaral1 izolat gosterdigi fizyolojik 6zelliklerden dolayr Bamnet ve ark.” na (13)
gore S. cerevisiae disinda farkli bir Saccharomyces genusu iiyesi, maltozu fermente
edemedigi i¢cin Campbell ve Duffus (88) ve Tamerler’ e (94) gore S. exiguus, Sanni ve
Lonner (99) literatiiriine gore ise S. cerevisiae’dan ayn olarak §. chevalieri olarak
isimlendirilebilir. Shimizu ve ark.” mmn (35) rapor ettifi sonuglara uygun olarak, katil
izolatlanomz =~ disandan  vitamine  gereksinim  duymadan gelismelerini
stirdiirebilmiglerdir. Yine aym c¢aligmada katil izolatlann 37 °C’ da gelistigi
bildirilmigtir. Bizim ¢aligmamizda 25.2 ve 25.5 numarali katil izolatlann bu sicaklikta
gelisirken, diger gruptaki katil mayalar gelisime gostermemiglerdir. Katil izolatlarimiz
arasinda nitrati asimile eden suglar bulunmaktadir. Baz: katil izolatlarda gozlenen bu
ozellik Shimizu ve ark. (35) tarafindan da tespit edilmistir. Katil izolatlanmizin
fizyolojik ozelliklen diger ¢aligmalarda bildirilenlerle uygunluk gostermektedir. 1. ve 2.
grup digindaki izolatlar gosterdikleri farkli fizyolojik ozelliklerden dolay: Barnet ve ark.
(13) ve diger aragtirmacilara gére Saccharomyces genusu digindaki baska genuslara ait
mayalar olarak tamimlanabilir. Birinci, 2. ve 5. grup mayalar Tamerler’ in (34) eksi
hamur mayalarindan izole ettifi yas maya izolat tipine ait ozellikleri tasimaktadirlar.
Yapilan benzer ¢alismalarda eksi hamurda basta Saccharomyces genusu olmak iizere
diger genus iiyelerine ait mayalarda da rastlandid: rapor edilmigtir (95-97). Katil
izolatlarn laktozu asimile etme 6zelligi 6nemli bir kriter olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Dagasan (16) laktozu karbon kaynagi olarak kullanabilen ve fermente eden
mikroorganizmalann maya iireticileri tarafindan alternatif ve ucuz hammadde kullanim:
yoniinden gelecekte ekmek mayas: endiistrisinde Snemli bir yer tutacafina dikkat
cekmektedir. Bu agidan 25.2 ve 25.5 numaral izolatlanmiz bu konuda imit vaat
edebilir.

Fizyolojik testler maya identifikasyonunda Onemli kriterler olarak kabul
edilmesine ragmen, arastiricilar tarafindan bu testlerde degisik kriterlerin kullamlmas
farkli sonuglarin elde edilmesine neden olabilmektedir. Ozellikle son yillarda maya
taksonomisinin, molekiiler caligmalardan elde edilen yeni ve degisik sonuglar
dogrultusunda degiskenlik gostermesi ve mayalardaki sug gesitliligin ¢ok fazla olmasi



izole edilen yeni mayalarm identifikasyon ¢aligmalarnim giiglestirmektedir (13, 100). Bu
nedenlerden dolay: izole ettifimiz katil mayalarin tamamlanmas: i¢in fizyolojik test
sonuglarinin molekiiler ¢caligmalar ile desteklenmesi gerekmektedir.

On iki adet eksi hamur katil maya izolatinin stoklarimizda bulunan referans katil
mayalara karg1 olan duyarliliklart incelenmigtir. 25.2 ve 25.5 numarah katil izolatlarin
K1 (S. cerevisiae NCYC 232) ve K2 (S. cerevisiae 1385) tip katil toksin iireten S.
cerevisiae suglarna ve katil P. anomola CYC 1027 susuna karsi duyarli olmakla
beraber, K2 tip toksin iireten bagka bir S. cerevisiae NCYC 738 susuna kars1 direngli
oldugu tespit edilmistir. K28 tip katil toksin (S. cerevisiaze 28) ise bu izolatlarada zayif
inhibisyon géstermistir. Pak-Gida Uretim ve Pazarlam A.S.’ den saglanan iki adet ticari
maya susu (MY1 ve MY2) ise, K1 (§. cerevisiae NCYC 232) ve K2 (S. cerevisiae
NCYC 738) tip toksinlere duyarl: ‘iken, S. cerevisiae 1385 (K2 tip) ve P. anomola
CYC 1027’nin tirettigi katil toksinler bu suglar iizerinde zayif inhibisyona neden
olmuslardir. 36.1 ve 36.3 numarali katil izolatlar diginda, test edilen btiin suglarn hepsi
K7 tip toksine (S. cerevisiae K7) kargi diregli olarak belirlenmistir. 36.1 ve 36.3
numarah izolatlar K1, K2, K7 ve K28 tip §. cerevisiae katil toksinleri ile
Saccharomyces genusu digindaki mayalarm irettigi katil toksinlere kars1 duyarli olarak
tespit edilmistir. Saccharomyces genusu iiyesi 25.2 ve 25.5 numarali izolatlar digindaki
Saccharomyces genusuna iiye olmayan diger katil izolatlardan, 36.1, 36.3, 24.A ve
27.23 numaral: izolatlar diginda kalan katil maya izolatlanindan higbirisi K1, K2, K7 ve
K28 tip toksinlerden etkilenmemistir. Caligmamizdan elde ettidimiz sonuglara gore;
Saccharomyces genusuna ait izolatlar yine bu genus iiyelerinin iirettigi katil toksinlere
kars1 duyarlilik gostermiglerdir. Aynica P. anomola CYC 1027’ de Saccharomyces
genusuna ait ve bu genus digindaki katil maya izolatlarinin birkagina kars: katil aktivite
gostermigstir. Saccharomyces genusuna ait olmayan 24.A, 27.23, 36.1 ve 36.3
numarali izolatlar § cerevisiae NCYC 1006’ ya kargi katil aktivite gostermelerine
ragmen, hem Saccharomyces hemde diger genus iiyeleri olan referans katil mayalara
karg: direngli olarak tespit edilmislerdir. Caligmamizda diger arastirmalardan elde edilen
sonuglara parelel olarak Saccharomyces genusuna iiye olan ve olmayan maya
izolatlarinda katil aktivite belirlenmistir. Bu sonuglar Young ve Yagui (22) tarafindan
yapilan ¢aligmanin sonuglan ile uygunluk gostermektedir. Heard ve Fleet (44) ise sarap
fermentasyonunda gelisen ve Sacchanomyces genusuna ait olmayan maya izolatlarinda
katil aktiviteye rastlamadifini bildirmelerine ragmen Saccharomyces, Candida,
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Debaryomyces, Kluyveromyces, Hansenula, Pichia, Torulopsis ve Cryptococcus
genusuna ait mayalarda katil aktivite yapilan birgok ¢alismada rapor edilmistir (25, 48).

Katil izolatlanin birbirleri ile olan ¢apraz reaksiyonlarindan daha dnce yapilan
calismalarda belirtildigi gibi herbir izolatin kendisinin iiretti§i katil toksine karg1 bagisik
oldugu tespit edilmistir. Katil suglarin kendi iirettikleri toksine direngli olmasiun bu
suslarda kendi toksin ya da toksinlerinin etki bolgesinin olmayis1 veya spesifik inhibe
ya da inaktive edici substratin olmayisi ile agiklanmugtir (22). Yine bir katil sug bagka
bir katil mayay: 6ldiirdiigiinde, tiretilen toksinin yapisal olarak farkli olmasi gerektiZi
bildirilmigtir. Ciinkii oldiiren susun spesifik bagisiklik sistemi kendi iiretti§i toksine
kars: aktif ama diger katil toksinlere karst inaktiftir. Bu nedenle toksinler yapisal ve
biyokimyasal olarak gosterdikleri farklara gore K1-K10 arasinda farkli gruplara
ayrlmugtir (22).

Ayrnica Saccharomyces genusu katil izolatlanmiz difer genus iiyesi mayalara
kars: katil aktivete gosteremezken, 18.1, 24.14 ve 27.23 numarali izolatlar digindaki
mayalar birbirlerine ve Saccharomyces genusu mayalara karsi katil aktivite
gostermiglerdir. Saccharomyces genusu digindaki mayalarin birbirlerine karg: olan katil
aktiviteleri diger aragtiricilar tarafindan da rapor edilmistir (25, 48).

25.2 ve 25.5 numarali katil izolatlar Saccharomyces genusu iiyesi olduklan ve
ticari ekmek mayasi iiretiminde bu genus iiyeleri kullamldig) i¢in bu iki izolatin katil
toksin tipi belirlenmeye ¢alisilmustir. Elde ettigimiz sonuglara gore bu iki katil izolat K1
ve K28 tipi suglara kars1 katil aktivite gosterirken, K2 ve K7 tip katil mayalara karsi
katil aktivite ve duyarlilik gostermemislerdir. K28 tip katil sugu 25.2 ve 25.5 numarali
izolatlara karg1 katil aktivite gostermemigtir fakat bu iki sug K28 tip katil maya suguna
kars: katil aktivite gostermistir. 25.5 ve 25.2 numarali izolatlar K2, K7 ve K28 tipteki
tic farkli toksine karsi direngli ayni zamanda K1 tip toksine karsi duyarli olarak
belirlenmigtir. Vagnoli ve ark. (39) tarafindan yapilan bir ¢aligmada izole edilen K2
fenotipli katil mayanin K2 tip toksine karsi direngli yani K2 tip referans suglan
oldiirmedigi fakat K1 tipe kars: ise duyarli oldugu rapor edilmistir. Calismarnizda elde
ettifimiz sonug bu bulgu ile desteklenmektedir. iki farkli toksin tipine (K1 ve K2 tip)
direngli C. valida katil sugsu Vagnoli ve ark. (39) tarafindan da rapor edilmistir. MY'1
ve MY?2 ticari ekmek mayasi suglan ise K1, K2, 25.2 ve 25.5 numaral: katil mayalara
duyarl: iken, K7 ve K28 tip toksinlere kargi direngli olarak tespit edilmiglerdir. Katil
mayalann birbirlerine karsi olan bagisiklik ve katil aktivite ozelliklerini inceleyen
calismalarda suglarda ¢apraz bagisikligin bulunmadigs yani K1 tip katil suglarin K2 tip
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katil suglari o©ldiiriidiigi, bunun tersi olarak K2 tip katil suslannda K1 tipler
oldiirdiigii, bu ozelliginde suglara bagli olarak farkliik gosterdigi rapor edilmistir (22,
47, 78). Bu farkliligin K1 tip ve K2 tip toksini kodlayan niikleik asit sirasinda da
bulundugu Bussey ve ark. (2) tarafindan bildirilmigtir. Kitano ve ark. (42), yaptiklan
bir ¢aligmada K1 tip katil mayalanin K2 ve K3 tip katil mayalan ¢ldiigiinii, K2 ve K3
tiplerin aynt zamanda K1 tip mayalan da 6ldiirdiigiinii bildirmiglerdir. Caligmamizdan
elde ettigimiz sonuglara gore K1 tip katil toksine karst duyarli, K2, K7 ve K28 tip
toksine direngli, aym1 zamanda, K1 ve K28 tip katil mayalara karsi katil aktivite
gosteren ancak K2 ve K7 tip mayalara karg1 etkisiz olan 25.2 ve 25.5 numaral katil
izolatlanmzm farkl: tip katil mayalar olarak kabul edilebilecegi diisiiniilmektedir. Aym
katil gruplann farkl: direng fenotipleri gosterdikleri Young ve Yagui (22) tarafinda rapor
edilmisgtir.

Tiirkiye’de yapilan c¢aligmalarda sarap iiretiminde kullamlan ticari suvglar
arasinda heniiz katil aktiviteye sahip olana rastlanmamustir (39, 49). Tiirkiye diginda
yapilan ¢alismalarda da ticari maya suglarimin katil toksinlere kars: duyarhilifina dikkat
cekilmistir (43). Yaptifimuz bu c¢alismada ticari yas ve kuru mayalardan izole edilen
biitiin mayalar katil aktiviteye karsi duyarli olarak tespit edilmistir. Bununla birlikte
MY1 ve MY2 ticari 'SU§1ar1nm hem eksi hamurundan izole ettidimiz 25.2 ve 25.5
numarah katil izolatlara hem de K1 tip ve K2 tip katil mayalara kars1 duyarli olduklan
tespit edilmigtir.

Kiiltiir filtratlanm 0.2 pm selilloz asetat filtreden gecirdigimizde, biitiin

izolatlarn katil aktivitesi kaybolmustur. Nitroseliilloz membran filtrelerin katil aktiviteyi
adsorbladig1 ve bu testler i¢in kullanimlannin uygun olmadig: Shimizu ve ark. (35)
tarafindan da bildirilmistir. Katil aktivite testlerinde aym sartlarda, yayma plak yontemi
uygulandiginda dokme plak yontemi uygulanan testlerden daha biiyiik inhibisyon
zonlan 6l¢tilmiigtiir.

Katil aktivite ve toksinin degigik pH’ lardaki kararhlifinin bu aktivite igin
optimum pH olglimlerinden daha az ayut edici bir ozellik oldugu aragtirmacilar
tarafindan (2, 22) bildirildiginden i¢in katil izolatlanmizin bu aktiviteleri igin optimim
pH ve sicaklik degerleri tespit edilmistir. 25.2 numarali izolat 21 °C’ da pH 4.6’ da,
25.5 numarali izolat aym sicaklikta pH 5.0’ da optimum katil aktivite gostermistir. 36.1
numarali izolat 35 °C’ da, bu ii¢ izolat digindaki diger katil mayalar ise 30 °C’ da birtek
optimum Kkatil aktivite gostermistir. Bu izolatlar i¢in optimum pH degerleri 2.9 ile 5.0
arasinda degismistir. 35 °C’ da 36.1 digjindaki biitiin izolatlar katil aktivitelerini
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kaybetmislerdir. 0.01 mg/It siklohekzimid varlifinda 24.14 numarali izolat haricinde
biitiin izolatlar katil aktivitelerini korurken, 25.2 ve 25.5 numaral katil izolatlar
digindaki izolatlar artan antibiyotik konsantrasyonlarinda katil aktivitelerini
kaybetmiglerdir. Bu iki izolatin katil aktiviteleri ise 0.3 mg/lt siklohekzimid
konsantrasyonunda inaktive edilmistir. Izolatlann Kkatil aktiviteleri iizerine UV’ nin
belirgin bir etkisi tespit edilememistir. Bizim ¢aligmamzda katil aktivite i¢in optimum
sicakliklar 21-30 °C ve optimum pH 4.2-5.0 degerleri arasinda belirlenmistir. Elde
ettifimiz sonuglara uygun olarak siklohekzimid varligi (0.2 ppm, 1.5 mg/lt) ve yiiksek
sicaklikta inkiibasyonun izolatlarda katil aktiviteyi elimine ettii ve UV’ nin bu aktivite
iizerine etkisinin olmadii dier aragtrmacilar tarafindan da bildirilmistir (42, 48).
Kluyveromyces katil mayalan i¢in optimum pH 4.5, Hansenula genusu katil izolatlan
i¢in ise bu aktivitenin pH 2.9-6.0 arasinda degisiklik gosterdifi, baz1 izolatlarda pH
arttik¢a katil aktivitenin artt1§i, bazilarinda ise azaldif: bildinlmistir (48). H. uvarum
i¢in pH 5.0’ m iistii ve 25-35 °C’ da katil aktivitenin inaktif oldugu, optimum pH’ nin
ise 4.2-4.6 arasinda degistigi tespit edilmigtir ( 25). Shimizu ve ark. (35) K2 tip katil
mayalar i¢in optimum pH’ y14.0-4.2, K1 ve K3 tipler i¢in 4.4-4.9 olarak bildirmistir.
Aynca katil aktivitenin pH 2.9-4.9 arasinda goézlendigi, 5.0’ da aktivite kararlilifimin
azaldifi, 5.4’ in iizerinde ise gozlenmedifi, bizim c¢alismamizda elde ettigimiz
sonuglarla uygunluk gosteren bir sekilde tespit edilmistir. Aym ¢aligmada yiiksek
sicaklikta aktivite eliminasyonu sadece 3 izolatta bildirilmigtir. K2 ve K3 tiplerde pH
4.6’ nmn iizerinde, diger katil tipler icin ise pH 5.0’ 1n iizerinde geri doniisiimsiiz olarak
katil aktivitenin inaktive edildigi Young ve Yagui (22) tarafindan bildirilmistir. Aym
caligmada K3 tip katil toksinlerin sicaklia K1 ve K2 tip toksinlerden daha dayamkh
oldugu, K1 ve K3 tip toksinlerin siklohekzimid varlifinda aktivitelerini kaybettigi, K2
tip toksinlerin ise bu etkiye daha direngli oldugu bildirilmistir. Yine bu ¢aligmada,
yiiksek sicaklik ve siklohekzimid varlifinda katil aktivitelerini kaybeden K1 ve K3 tip
katil mayalarda katil aktiviteden sorumlu olan dsRNA’ min bulundugu belirtilmistir.
Katil aktivite eliminasyonu gozlenen bu suslarda dsRNA’ mn bulunugu, fakat
eliminasyon gostermeyenlerde dsSRNA’ nn tespit edilemeyisi nedenlerinden dolay: katil
aktivitenin sitoplazmik kaynakli oldugu rapor edilmistir (22). Yiiksek sicakliktaki
aktivite eliminasyonunu katil plazmidin bu sicaklikta korunmas: igin gerekli bir
mekanizmamn varlifina yada katil toksinin kromozomal kodlu olmasina baglamiglardir
(35).



Young ve Yagui (22) sadece Saccharomyces genusuna ait suglarda Katil
aktivitenin siklohekzimid varhifindan ve yiiksek sicakliktan etkilendigini, diger
genuslara ait katil mayalarda ise bunun gozlenmedigini ve bu mayalann daha yiiksek bir
1s1 stabilitesi gosterdigini bildirmiglerdir. Bu galigmaya paralel sonuglar Zorg ve ark.
(57) 1988 tarafindan da tespit edilmistir. Bu aragtincilar yaptiklani ¢aligmada
Saccharomyces genusu iyesi K1 tiplerin yiiksek sicaklikta, K2 tiplerin ise
siklohekzimid varh@inda katil aktivitelerini kaybettiklerini, Saccharomyces genusu
disindaki iiyelerin yiiksek sicakliktan etkilenmedigini, siklohekzimide karsi suglarin
toleransinda dikkate deger olgiide gesitlilik gozlendigini rapor etmislerdir. H. uvarum
ve P. kluyveri Kkatil mayalarindaki toksin iiretiminin pH ve yiiksek sicakliktan
etkilendifi Radler ve ark. (25) tarafindan bildirilmigtir. Bizim c¢alismamuzda ise,
Saccharomyces genusu iiyeleri katil izolatlann yamsira bu genus digindaki Kkatil
mayalarda da yiiksek sicaklik ve siklohekzimid varhifinda aktivite kayb: tespit
edilmistir. Katil mayalann gelismelerini etkileyen siklohekzimid konsantrasyonunun
suglar arasinda c¢esitlilik gosterdigi bildirilmistir (22, 57). Young ve Yagui (22)
tarafindan yiiksek sicaklikta eliminasyonun suglara bagli olarak cesitlilik gosterdigi,
bazz K1 tiplerde eliminasyon gozlenirken, digerlerinde ise gozlenmedifi rapor
edilmistir. Zorg ve ark. (57) ise H.uvarum  suglarinin yiiksek sicakliktan
etkilenmemelerini 37 °C’ da gelismemelerine baglamiglardir. Yapilan bir calismada ¢ok
fazla sayida maya susunun bir gekilde birbirlerinden farkl: toksin iirettiginin ag¢ik oldugu
ve degisik toksin iireten farkli suglaninin tespit edilmesiyle toksin simflandirilmasinin
degisebilecegi one siiriilmiistiir (25).

Katil mayalarda toksin iiretimi ve bu toksine karg1 bagigikliktan sorumlu olan
dsRNA’ lann protein sentezi inhibitori olan siklohekzimid varlifinda gelisen
hiicrelerde, bu antibiyotigin sublethal konsantrasyonlarinda ve yiiksek sicaklikta elimine
olduklar: bilinmektedir (52). Siklohekzimidin katil mayalardaki bu eliminasyon etkisi
viral replikasyonun protein sentezi izerine baimhhifim Onermekle birlikte,
siklohekzimidin bu etkisi yaninda fungal hiicreler iizerine direkt etkilerini bildiren
raporlarda gozoniine alindifinda, bu antibiyotik ile eliminasyonda alternatif
mekanizmalarmn da olabilecedi Leibowitz (52) tarafindan 6nerilmistir.

K1 ve K2 tip katil mayalarda yapilan ayrmtili galigmalar sonucunda bu
aktiviteden sorumlu M1 ve M2 dsRNA’ lar arasinda ¢ok az bir sira benzerligi oldugu
belirlenmigtir. Bununla birlikte K1 tip katil virtislerin replikasyonlarinin dogal olarak
sicakliga karsi duyarli oldugu, bu tip mayalann 37 °C istiinde gelistirilmesinin M1
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dsRNA dolayisiylada katil aktivitenin eliminasyonuna neden oldugu bildirilmigtir (101).
Aym cabismada bu eliminasyonun bazi K1 tip mayalarda gozlenirken bir kisminda
gozlenmedigi de bildirilmigtir. Diger yandan K2 tip katillerin sicaklifa bagli aktivite
eliminasyonuna kars1 oldukga direngli oldugu tespit edilmistir (57). Weinstein ve ark.
(101) K1 ve K2 tip katillerdeki 1s1 ile eliminasyon arasindaki farkta I.-A dsRNA’ larn
allellerinin 6nemli rol oynadiklarim bildirmiglerdir.

Besi ortamumin pH’ si, inkiibasyon sicaklifi ve besi ortaminda inhibitSrlerin
varlifi ve miktarlan katil aktiviteye etki eden faktorler olarak aragtimacilar tarafindan
bildirilmistir (48). Katil toksinlerle yapilan biyokimyasal ve ¢apraz reaksiyon testlerinin
sonuglarina gore farkl: toksinlerin genel ortak 6zelliklere sahip oldugu rapor edilmistir.
Biitiin katil toksinlerin 35 °C’ da inaktive oldugu bildirilmistir. Bu katil toksinlerin
inaktivasyonunun pH 2.0’ i altinda geri doniisiimsiiz, yiikksek pH’ larda ise geri
doniisiimlii oldugu rapor edilmigtir (22).

Giiniimiizde ozmotik basinca daha az duyarli, dolayist ile gok miktarda geker ve
tuz iceren hamurda etkili olabilecek nitelikte maya iiretimi hedeflenmektedir (14).
Tamerler (94) tarafindan yapilan bir ¢caligmada eksi hamur bakterisinin % 4-6.5 NaCl
konsantrasyonunda gelismedii, tuz miktanimin % 0.5 gibi ¢ok diisiik bir oranda olmasi
gerektigi belirtilmigtir. Test edilen ticari kuru mayalardaki tuz oram % 0.7
bulundugundan, katil izolatlarin aktiviteleri iizerine tuzun etkisini belirflemek i¢in
deneylerde % 0, 0.3, ve 0.6’ ik NaCl konsantrasyonlan kullamlmigtir. Son yillarda
aragtirmacilar tarafindan tanimlanmakta olan halofilik veya halotlerant katil mayalann
katil toksinlerinin yiiksek tuz konsantrasyonlaninda oldukga etkili oldugu ve tat ve lezzet
olugumunda etkili olan bu mayalarin fermentasyon ortamlarinda kontaminant mayalarin
gelisimini inhibe ettigi bildirilmektedir (37). Ozellikle Japonya’da yapilan calismalarda
tuz igeren besin ve tursularda katil mayalann genis bir yayilima sahip oldugu tespit
edilmigtir. Yapilan bir calismada % 8-10 tuz igeren salamuralanin D. hansenii
suglarinin geligmesi ve katil aktivitesi i¢in uygun oldugu, bu suglarin katil aktivitelerinin
besi ortamindaki NaCl konsantrasyonuna bagli oldugu rapor edilmigtir (37). Aym
caligmada 32 adet D. hansenii sugunun besi ortaminda NaCl yoksa katil aktivite
gostermedigi, 21 adet sugun ise NaCl olmadanda katil aktivite gosterdigi ve bu suglann
katil aktivite spektrumlarmin NaCl varhiginda cesitlilik gosterdigi tespit edilmistir.
Zeytin salamuralarina benzer oranda tuz (% 6 NaCl) igeren ortamlarda ¢ok az sayidaki
katil mayanin toksisitesini arttirarak katil spekturumunu genislettifi aynca bazi
mayalarda katil aktivitenin belirlenebilmesi icin besi ortaminda NaCl’ nin bulunmasi
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gerektigi Llorente ve ark. (41) tarafindan bildirilmigtir. Caligmamizda artan tuz
konsantrasyonunda gelistirilen katil izolatlanin inhibisyon zonlan tuz igermeyen test
ortamiunda artig gostermistir. Farkli tuz konsantrasyonlarinda hem duyarli hemde Kkatil
suglarda sonuglar gesitlilik gostermekle birlikte Llorente ve ark.” nin (41) elde ettigi
sonuglara uygun-olarak bir¢ok durumda besi ortamindaki tuz konsantrasyonu arttik¢a
suglarin toksisiteside artmigtir. '

Katil mayalarn dagilist ve ekolojik rolleri hakkinda g¢aligmalar yapilmig
olmasmma ragmen heniiz bu mayalann davramglan iizerine etkili olan faktorler
aragtirmacilar tarafindan tam olarak agifa ¢ikanlmamugtir. Bununla birlikte katil
aktivitenin belirlenmesinde uygun duyarl1 susun ve deney parametrelerinin se¢iminin
etkili oldugu yapilan ¢aligmalar sonucunda kargimiza ¢ikmaktadir (47). Mayalarda katil
aktivite iizerine farkli tuz konsantrasyonlanimn etkisini belirlemek i¢in Suzuki ve ark.
(37) ve Llorente ve ark. (41) tarafindan yapilan galigmalarda tuzun segilmis hedef
suglara kars1 mayalardaki katil aktivite iizerine etkisi oldugu belirlenmis ama bu olaymn
etki mekanizmasi ve NaCl ile duyarl1 sug ve toksin arasindaki etkilesim tam olarak agiga
¢ikarilamamistir. Bu galigmalarda NaCl varlidi veya yoklugunda katil aktivite arasindaki
farkin NaCl’ nin duyarl: sugun geligmesi iizerine etkisinden olabilecegi, iiretilen toksin
miktarinin ve yapisinin da bu konuda 6nemli role sahip olabilecegi bildirilmigtir. Tuza
bagli olarak katil aktivitedeki degisim sadece tuzlu gidalardan izole edilen mayalarda
degil laboratuvar suglarinda da rapor edilmistir. Cabymamizda tuzun eksi hamurdan
izole edilen katil mayalarda bu aktivite iizerine etkili oldugu belirlenmigtir. Tuzun' katil
mayalarla duyarli mayalar arasindaki yarista ilave segici bir avantaj saglayabilecegi bu
mayalarin fermentasyon son iiriiniine organoleptik karakterler saglamada 6nemli oldugu
onceki ¢alismalarda bildirildigi i¢in elimizdeki katil eksi hamur suglar ile bu konuda
caligmalar  yapilmasimn, konunun aydinlatilmasinda  yardimci  olabilecegi
diigiiniilmektedir.

Son on yildir fluoresans mikroskobi i¢in kullanilan yontemlerde 6nemli bir ayirt
edicilik ve spesifiklik kaydedilmistir. Arasgtirmacilar tarafindan iki tip floresans
caligilmaktadir. Primer floresans olarak adlandirilan birinci tip floresansta hiicrelerde
bulunan maddelerdeki dogal fluoresans incelenmektedir. Ikinci tipte ise, fluoresans
boyalar ile hiicrelerde indiiklenen sekonder fluoresans calisgiimaktadir. Aynca
aragtirmacilar tarafindan florokromlann antikorlar ile birlikte kullamlmasiyla hiicre
icindeki veya yiizeyindeki antijenlerin lokasyonu ve identifikasyonuda
belirlenebilmektedir. Klasik florokromlar maya sitolojisi igin vital boyalar olarak is



106

gormektedir. Bu boyalar son yillarda 6zellikle maya hiicre duvarn ve hiicre iskeleti ile
ilgili cahsmalarda aragtirmacilar tarafindan siklikla kullamlmaktadir. Fluorescein ve
Rhodamine B bu ¢aligmalarda tercih edilen iki 6nemli florokromdur. Her iki boyada
isothiocyanate formda kullamlir ve suda ¢oOziinen vital boyalardir. Fluorescein
isothiocyanate (FITC) bagli antikorlar yesil-sart fluoresans verirken, Rhodamine B
isaretli antikorlar kirmuzi-truncu renk fluoresans vermektedirler (85, 88). Ozellikle
1980’ li yallardan sonra FITC ve FITC isaretli antikorlar kullamlarak katil mayalardaki
bu aktiviteden sorumlu proteinin identifikasyonu, lokasyonu ve etki mekanizmasi
aydinlatitmaya ¢aligilmugtir (70, 86).

Calismamizda Rhodamine B 6l¢iim yontemi, Fluorescein boyasi kullanilarak
25.2 ve 25.5 numarall katil izolatlarn filtre edilmis ve edilmemis toksinlerinin lethal
dozlannin (LD,) belirlenmesi igin kullamilmustir. Toksinden etkilenen 6li duyarh
hiicrelerin san fluoresans verdigi, etkilenmeyen canli hiicrelerin ise, fluoresans 1g1ma
gostermedigi tespit edilmigtir. Bu tespitten yararlanilarak 6lii ve canli hiicreler 11k ve
fluoresan mikrofotografi yontemi ile ve Thoma lamu kullanilarak birbirinden rahatga
ayirt edilmis ve sayilmustir. N/N; oranlarindan elde edilen LD, verilerine gore 25.5
numarali izolatin filtre edilmemis toksinini LD, degeri yaklagik % 350’ lik toksin
diliisyonuna karsilik gelirken, bu deger 25.2 numaral izolat i¢in yaklasik % 40’ hk
toksin diliisyonda tespit edilmistir. Evans’ a (85) gore Vandrejs ve Palkova tarafindan
Rhodamine B 6l¢iim yontemi ile yapilan bir ¢aligmada ise siiper katil sus S. cerevisiae
T158Ci¢in LD, % 0.9’ luk toksin diliisyonunda elde edildigi i¢in bizim izolatlanrmz
stiper katil sus olarak simflandinlamaz. Caligmarmizda toksinler filtreden gegirildiginde

toksin aktivitesinde azalma gozlenmistir. Katil maya kiiltiir filtrat1 0.2 pm’ lik seliiloz

asetat filtreden gegirildiginde katil aktivitenin ortadan kalkmas: fluoresans boya ile elde
edilen bu sonuglarla da desteklenmektedir. Katil toksinlerin filtreden gecirilmesinin
toksin aktivitesini absorbladigi Shimizu ve ark. (35) tarafindan da rapor edilmistir.
Evans’ a (85) gore Vandrejs ve Palkova tarafindan yapilan bagka bir ¢aligmada
K. lactis katil toksininin duyarl: hiicrelerde sitoplazma membran gegirgenligini
bozmadan hiicre dongiisiiniin G1 evresini bloke ederek etki gostermesinden dolay1 bu
- tip toksinler i¢in Rhodamine B 6l¢iim yonteminin uygun olmadii belirlenmigtir. Bu tip
toksinler i¢in bagka boyalarla birlikte diger bir ol¢iim yontemi gelistirmiglerdir. Bu
sonug¢ ve K28 tip referans katil toksini ile muamele ettifimiz duyarli hiicrelerde

fluoresans boyama sonuglarimiza gore floresan 1gimma tespit etmedigimiz igin 25.2 ve
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25.5 numarali izolatlann toksinlerinin sitoplazmik membran gegirgenlifini bozarak etki
gosteren katil toksinler sinifina tiye olduklarini sdyleyebiliriz.

Arastirmacilar tarafindan mayalarda katil aktivitenin belirlenmesi i¢in kati besi
ortamu kullamilarak yapilan testlerin bazi dezavantajlara sahip oldugu bildirilmigtir. Besi
ortamundaki gekerin oncelikli olarak tiiketiminin, toksinin agara difiizyonunun, besi
ortamimin metabolit konsantrasyonun ve heterojenitesinin bu testlerde dikkate
alinmadif1 belirtilmektedir (87). Aynca kati besi ortamimin kullanildig: testlerde katil
aktivitenin kantitatif olarak belirlenmesinde de giigliikler oldugu rapor edilmistir.
Bunlara ilaveten toksin aktivitesini inhibisyon zon ¢ap: ol¢iimii ile belidlemeye ¢alisan
yontemler en az 48 saat sonra sonug verdigi i¢in arastirmacilar daha kisa siirede sonug
alabilecekleri yontemler gelistirmeyi hedeflemiglerdir. Arastimacilar tarafindan sivi
kiiltiir ortamunda katil toksin aktivitesinin kantitatif olarak belirlenmesi igin gelistirilen
bu yontemlerden birisi diigiik konsantrasyonlarda yiiksek kararhlik veren fluoresans
boyalarin kullanimdir (85). Diger bir yontem ise Portugal ve ark. (87) tarafindan
gelistirilmistir. Arastincilar bu ¢aligmada, eksponansiyel fazdaki duyarli hiicrelerin
bulundugu sivi besi ortamuna farkli miktarlarda toksin ilave ederek, toksinin % katil
aktivite de@erini hesaplamaya ¢alismuglardir. Calisma sonucunda katil toksinin besi
ortaminda bulunmasinin, bu ortamdaki duyarli susun canli hiicre sayisinda azalmaya
neden oldugu tespit edilmistir. Portugal ve ark.” nin (87) uyguladiklan bu yontem
caligmamizda, 25.2 ve 25.5 numaral izolatlanin katil toksinlerinin MY1 ve MY?2 ticari
suglan iizerine olan katil aktivitelerinin kantitatatif olarak belirlenmesi i¢in kullanilmigtur.
Elde ettiimiz sonuglara gore, katil toksinler MY1 susu i¢in besi ortamina 30 ml
eklendiginde (% 20’ lik toksin diliisyonu), MY2 susu icin ise 50 ml eklendiginde (%
33’ liik toksin diliisyonu) canh hiicre sayisinda en yiiksek seviyede azalma tespit
edilmigtir. Bu toksin konsantrasyonlarinda elde edilen sonuglar % katil aktivite
degerleri ile de uygunluk gostermistir. Portugal ve ark. (87) yaptiklan caligma
sonucunda §. cerevisiae K1 (K2 tip) toksininin sivi besi ortamuna 50 ml eklenmesinin
(% 33’ liik toksin konsantrasyonu) aym ortamdaki S. cerevisiae 522D (duyarh sug)
canls hiicre sayisinda 6nemli bir azalmaya neden oldugunu bildirmiglerdir. Portugal ve
ark.” 1 (87) toksin etkisinin inkiibasyonun 10. saatinden sonra ortaya c¢iktifim
| bildirmiglerdir. Bizim ¢aligmamizda ise bu etki, MY1 susu i¢in inkiibasyonun 3.
saatinden, MY2 susu igin ise 6. saatinden itibaren ortaya ¢iktifi gozlenmigtir. Bu
deneyden elde ettifimiz sonuglar kati besi ortamu iizerinde yapilan katil aktivite-
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duyarlilik testlerinden elde edilen sonuglar1 dogrulamakla birlikte toksinlerin Kkatil
aktivitelerinin kantitatif olarak hesaplanmasina da olanak saglamustir.

Portugal ve ark. (87) siv1 besi ortamina eklenen toksin miktan ile canli hiicre
sayisindaki diigiis arasinda dogrusal bir iligki belidemiglerdir. Cahgmamizda katil
toksinlerin siv1 besi ortamuna 15 ml eklenmesinin (% 10’ luk toksin konsantrasyonu)
MY?2 susu igin toksik etki yapmadig: gozlenmistir. Elde ettifimiz bulgular sonucunda
katil toksinlerin farkli konsantrasyon degerlerinin MY1 ve MY2 suglarma bagli olarak
toksik etki gosterdigi tespit edilmigtir.

Arastirmacilar  antagonistik  katil  fenotip  varlifimn  dogal maya
populasyonlarinda secici bir avantaj saglayabilecegini bildirmektedirler (2). Kati besi
ortamunda yapilan testler sonucunda antagonizimin her zaman ortaya ¢ikanlamadi$
bilinmektedir. Sivi besi ortami kullandarak yapilan deneylerde kisa siirede sonug
alinmast ve katil akfivitenin kantitatif olarak hesaplanabilmesinin yani sira katil ve
duyarl1 mayalar arasindaki iligkinin tam olarak ortaya ¢ikanlabilecegi diistiniilmektedir.
Katil fenomenin modellenmesi, kinetik profilinin ¢ikarnlmast ve katil ve duyarl
mayalarm kiiltiir ortamindaki davranislarinin belirlenmesinde bu tip deneylerin 6nemli
rol alacag diigtiniilmektedir (87). Calismanmuzin bu konuda ileriki yillarda yapilacak
olan daha detayli calismalar igin bir 6rek tegkil ettigi diigtiniilmektedir.

Yapilan caligmalar sonucunda katil mayalar tarafindan salgilanan Katil
proteinlerin molekiiler agirhiklarinin 10-20 kDa arasinda degistigi belirlenmigtir 53). K1
toksininin 20 kDa (32), K2 toksininin 16 kDa (87), K28 toksininin ise 16 kDa (72)
molekiiler agirlifna sahip oldugu bilinmektedir. Cahismamizda SDS-PAGE yontemi ile
S. cerevisiae NCYC 1006 (duyarls sus), S. cerevisiae NCYC 232 (katil sug) ve 25.2
numarali izolatlarin ekstraselliiler protein profili belirlenmeye ¢aligilarak, 25.2 numarali
izolatin katil aktiviteden sorumlu olan proteininin varlifi molekiiler seviyede
belirlenmeye ¢alisilmustir. Bu profilde siiziintii ve (NH,),SO, ¢oktiirmesi uygulanan
orneklerde goriilen bantlann aseton ¢oktiirmesi uygulanan omeklere gore daha az
yogun bantlar oldugu gozlenmistir. Aynica bu orneklerde katil proteinin belirleyicisi
olacak bir protein bantina rastlanmamgtir. Aseton ile ¢oktiiriilen drneklerde S.
cerevisiae NCYC 232 ve 25.2 numarali katil maya izolatinda K1 tip katil protein
varliginu belirleyen kesin bir protein banti gozlenmemigtir. Bu nedenle 25.2 numarali
izolatimizin katil aktivitesinden sorumlu olan proteinin varlifimi molekiiler seviyede
belirleyemedik. Bu sonucun ilgilendigimiz proteinin siiziintiide yogunlugunun g¢ok az
olabileceginden, izolasyon swasinda gesitli faktorlerden etkilenerek yapisimn
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bozulmasindan kaynaklanabileceginden, bu hususlar géz Oniine alinarak, ileriki
caligmalann daha biiyiik hacimlerde siiziintii ile ¢aligthp ultrafiltrasyon ile proteinin
konsantrasyonunun arttinlarak, degisik saflagtirma iglemleri uygulanarak ve jelin
boyutu ve konsantrasyonunun degistirilerek yapilmasi énerilebilir.

Ekmek mayasi iiretiminde kullanilan geleksel maya suslarinin, hem tiiketicinin
hem de iireticinin isteklerine cevap verecek oOzellikler yoniinden gelistiriimesi ve
iyilestirilmesi, 6niimiizdeki yillarada daha da 6nem kazanacak bir konu olarak kargimiza
¢ikmaktadir. Patent saglanmasi ve korunmasi agisindan da onemli olan bu konuda
bagarili bir sekilde yol almabilmesi i¢in maya fizyolojisi, maya genetigi ve sistemleri
konusunda daha aynntih bilgiye ihtiya¢ oldugu gtz ardi edilemez. Ayrica genetik
miihendisli§i yolu ile elde edilen iyilestirilmis suslarin, endiistride uygulama alanina
sokulmas: igin, fermentasyon Ozelliklerininde aynntili bir sekilde arastinlmas:
gerekmektedir. Bu konulara ilaveten genetik olarak modifiye edilmig suglar kullanilarak
elde edilen besin maddeleri ve igkiler konusunda tiiketicinin korunmasina yonelik yasal
diizenlemelerde yapilmali ve halk bu konularda bilinglendirilmelidir. Heniiz biiyiik bir
cogunlugu laboratuvar agamasinda olan ekmek mayasi suglarinin genetik miihendisligi
teknikleri ile iyilestirilmesi ¢aligmalan, kargilagilan gii¢liik ve olumsuzluklara ragmen
ozellikli tireticiler i¢in umut vaat etmektedir.

Sonug¢ olarak, caligmamizda eksi hamur ©rneklerinden izole edilen katil
mayalardan S. cerevisiae sugu olan tek izolat 25.2 numarali maya izolati olarak
belirlenmistir. Ekmek mayas: iiretiminde S. cerevisiae suslar1 kullaniddifi igin bu
izolatimizin identifikasyonunun molekiiler testler ile desteklenmesini takiben, ekmek
mayasi liretimi icin uygunlugunun test edilmesi gerekmektedir. Bu testlerden alinacak
olumlu sonuglar neticesinde, izolatimizin tagidig1 katil karakterin hem patent saglama
hemde ekmek mayas: iireticilerinin yeni isteklerine cevap verecek niteliklerinden dolayi
Tiirkiye ve diinyada ekmek mayas: iireticileri i¢in bir ilk olacagim diisiinmekteyiz.
- Aynca daha ileriki ¢alismalarda 25.2 numarali izolatin katil fenotipinden sorumlu olan
genetik elementin belirlenmesi ve bunun S. cerevisiae suglarina molekiiler teknikler ile
aktarimimn aragtirmacilar igin ilging bir konu olacag agik¢a goriilmektedir.
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